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Sinteza i bioloġka aktivnost mono- i biskvaternih amonijevih spojeva na okosnici  

1-azabiciklo[2.2.2]oktana 

 
Antonio Sabljiĺ                                                                                                                Doktorska disertacija 

 
 

1. Uvod 

Ġirenje bakterijske rezistencije postaje sve veĺi globalni problem, a jedan od glavnih uzroka 

ove pojave je nekontrolirana i prekomjerna uporaba antimikrobnih sredstava, ukljuļujuĺi 

dezinfekcijska sredstva i antiseptike1. Ova praksa doprinosi selektivnom pritisku koji favorizira 

razvoj rezistentnih sojeva bakterija, ġto znaļajno ograniļava uļinkovitost postojeĺih terapija. 

Zbog toga su danaġnja znanstvena istraģivanja usmjerena na razvoj novih antimikrobnih 

reagensa s inovativnim strukturnim varijantama, koje bi smanjile moguĺnost razvoja otpornosti 

kod patogenih mikroorganizama2. Kvaterni amonijevi spojevi (engl. quaternary ammonium 

compounds, QAC-ovi) ļine grupu spojeva, kationskih srufaktanata s izrazitim antimikrobnim 

svojstvima. S obzirom na jednostavnost i ekonomiļnost njihove sinteze, kao i snaģnu bioloġku 

aktivnost, QAC-ovi su predmet istraģivanja joġ od prve polovice 20. stoljeĺa3ï7. Kljuļno 

svojstvo surfaktanata poput QAC je njihova sposobnost samoorganiziranja u micele, 

karakterizirana kritiļnom micelarnom koncentracijom (engl. critical micelle concentration, 

CMC) koja je bitna za razumijevanje njihove povrġinske aktivnosti i uļinkovitosti u razliļitim 

primjenama (slika 1). Kroz godine, razvijeni su brojni QAC-ovi koji se danas koriste kao 

uļinkoviti agensi u borbi protiv ġirokog spektra mikroorganizama, ukljuļujuĺi bakterije, viruse 

i gljivice.  

 

Slika 1. Shematski prikaz graĽe kationskog surfaktanta A) i agregatne forme, micele B). 
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Komercijalno dostupni QAC-ovi, poput cetilpiridinijevog klorida (CPC), benzalkonijevog 

klorida (BAC), alkiltrimetilamonijevog klorida (ATMAC) i didecildimetilamonijevog klorida 

(DADMAC), naġli su ġiroku primjenu u industrijskim i potroġaļkim proizvodima, ukljuļujuĺi 

dezinfekcijske proizvode, antiseptike, kozmetiļke proizvode i sredstva za njegu koģe (slika 

2)2,8. Na primjer, CPC, jedan od najjednostavnijih QAC-ova, prvi je put opisan 1939. godine, a 

i danas se koristi kao aktivni sastojak u vodicama za ispiranje usta i drugim proizvodima za 

oralnu higijenu, zbog svoje dokazane uļinkovitosti u smanjenju bakterijske populacije9. 

 

 

Slika 2. Prikaz kemijskih struktura komercijalnih kvaternih amonijevih spojeva10. 



3 

Sinteza i bioloġka aktivnost mono- i biskvaternih amonijevih spojeva na okosnici  

1-azabiciklo[2.2.2]oktana 

 
Antonio Sabljiĺ                                                                                                                Doktorska disertacija 

 
 

Iako QAC-ovi nude brojne prednosti, poput ġirokog spektra djelovanja, niske toksiļnosti i 

lakoĺe primjene, njihova sve veĺa uporaba moģe dovesti do razvoja bakterijske rezistencije. 

Stoga je nuģno razviti nove generacije QAC-ova s razliļitim strukturnim karakteristikama, kako 

bi se smanjila moguĺnost razvoja bakterijske rezistencije i osigurala dugoroļna uļinkovitost 

ovih antimikrobnih reagensa11. 

Ranija istraģivanja pokazala su da se 3-supstituirani kinuklidin, moģe kvaternizirati arilnim i/ili 

alkilnim supstituentima dajuĺi kvaterne amonijeve spojeve ġirokog spektra antimikrobne 

aktivnosti12ï15. 

Azabiciklo[2.2.2]oktan ili kinuklidin je dio strukture alkaloida izoliranog iz kore drveta 

kininovca te je sastavni dio strukture brojnih prirodnih i sintetskih bioloġki aktivnih spojeva, 

(slika 3). Kinuklidin takoĽer igra kljuļnu ulogu u organskoj stereoselektivnoj sintezi, posebno 

kao komponenta katalizatora16. U narodnoj medicini, poznati su derivati kinuklidina koji su se 

koristili za lijeļenje malarije i srļane aritmije, a neke njihove strukturne varijante i danas se 

upotrebljavaju u medicinske svrhe17. Ovaj bicikliļki sustav, koji ukljuļuje duġikov atom u 

mostu, kljuļan je za odreĽivanje stereokemijskih svojstava i bioloġke aktivnosti spomenutih 

spojeva.  

Stvaranje kinuklidinijevih derivata omoguĺava ciljanu modifikaciju interakcija sa specifiļnim 

bioloġkim receptorima, ġto je od esencijalne vaģnosti u razvoju lijekova18. Takvi spojevi 

omoguĺuju precizno usmjeravanje farmakoloġkih uļinaka, ļime se optimizira selektivnost i 

smanjuju nuspojave. S obzirom na ove karakteristike, kinuklidinijev prsten predstavlja kljuļnu 

strukturnu jedinicu u farmaceutskoj industriji, posebno u dizajnu i optimizaciji terapijskih 

reagensa s visokim stupnjem stereoselektivnosti i bioloġke efikasnosti19,20.  
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Slika 3. Prikaz razliļitih struktura lijekova s kinuklidinijevim prstenom. 

Uzimajuĺi u obzir ranija istraģivanja te bioloġki potencijal prirodnih strukturnih okosnica kao i 

potencijal bisQAC-ova, u ovoj doktorskoj disertaciji predlaģemo sinteze novih mono- i 

biskvaternih soli 3-supstituiranih kinuklidina21,22. Buduĺi da bisQAC kinuklidina kao i neke 

njegove meke monoQAC varijante joġ nisu opisane u literaturi, smatra se da bi ovo istraģivanje 

moglo otvoriti nove moguĺnosti u racionalnom dizajnu nove generacije kvaternih soli, koju 

odlikuju visoka specifiļnost i sniģena toksiļnost uz zadrģavanje poģeljne antimikrobne 

aktivnosti. 

Prvi dio doktorske disertacije fokusira se na pristupe sintezi novih mono- i biskvaternih 

amonijevih soli temeljenih na prirodnoj okosnici kinuklidina. 3-supstituirani derivati 

kinuklidina nude potencijal za razvoj novih QAC-ova s poboljġanim bioloġkim svojstvima, 

ukljuļujuĺi pojaļanu antimikrobnu aktivnost i moguĺnost modifikacije stereokemijskih 

karakteristika23. Drugi dio istraģivanja obuhvaĺa temeljito ispitivanje bioloġke aktivnosti 

sintetskih spojeva, ukljuļujuĺi analize mehanizama djelovanja pri ļemu se koriste 

mikrobioloġke i biofizikalne tehnike i metode kao i identifikaciju sintetiziranih spojeva. Uz to, 

istraģivan je odnos izmeĽu strukture i aktivnosti (SAR) QAC-ova u interakciji s 

transkripcijskim regulatornim proteinom QacR. Pokazano je da sustavne varijacije u duljini 
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alkilnog lanca i poveznica znaļajno moduliraju afinitet vezanja na transkripcijski represor 

QacR ï kljuļni regulator ukljuļen u aktivaciju efluks sustava viġestruke rezistencije u 

patogenim bakterijama24. Dodatno su analizirana odabrana fizikalno-kemijska svojstva, 

ukljuļujuĺi izraļunate vrijednosti cLogPШte eksperimentalno odreĽenu kritiļnu micelarnu 

koncentraciju (CMC). UtvrĽeno je da se vrijednost CMC-a progresivno smanjuje s porastom 

duljine alkilnog lanca, ġto je u skladu s jaļanjem hidrofobnih interakcija koje potiļu 

micelizaciju. Opaģeni trend upuĺuje na to da produljenje alkilnog lanca poveĺava povrġinsku 

aktivnost, ļime se omoguĺuje uļinkovitije pakiranje molekula na meĽupovrġini zrakïvoda. 

Ovaj multidisciplinarni pristup omoguĺit ĺe detaljno razumijevanje biokemijskih interakcija 

izmeĽu novih kinuklidinijevih derivata i ciljnih mikroorganizama, kao i mehanizama koji 

doprinose rezistenciji, osobito u kontekstu multirezistentnih sojeva. 

Oļekivani rezultati ove doktorske disertacije omoguĺit ĺe daljnji napredak u razumijevanju 

odnosa izmeĽu strukture i bioloġke aktivnosti QAC-ova, pruģajuĺi dublje uvide u mehanizme 

djelovanja tih spojeva, ukljuļujuĺi potencijalne puteve razvoja mikrobioloġke rezistencije. Na 

temelju tih saznanja, moguĺe je dizajnirati nova, uļinkovitija rjeġenja za prevenciju i kontrolu 

ġirenja zaraznih bolesti, osobito onih izazvanih multirezistentnim patogenima.
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2. Literaturni pregled 

QAC-ovi su klasa kationskih spojeva koja obuhvaĺa prirodne i sintetske derivate. Zbog 

pozitivnog naboja duġikovog atoma, ġiroko se primjenjuju u razliļitim podruļjima, ukljuļujuĺi 

antiseptike, dezinficijense i antimikrobne agense, ali i kao surfaktante, konzervanse, sredstva 

za modifikaciju povrġina te u industrijskim i poljoprivrednim procesima25. Osnovni strukturni 

element QAC-ova je pozitivno nabijeni atom duġika na koji su vezana ļetiri supstituenta 

oznaļena kao -R skupine, (slika 4). Ovi supstituenti mogu biti alkilni, arilni ili kombinacija 

oba, a njihova priroda znaļajno utjeļe na fizikalno-kemijska svojstva i bioloġku aktivnost QAC-

ova. Kvaterni atom duġika u ovoj strukturi osigurava pozitivan naboj koji omoguĺuje 

interakciju s negativno nabijenim dijelovima staniļnih membrana, ġto je osnova za njihov 

antimikrobni uļinak4,25. 

 

Slika 4. Moguĺe strukture QAC-ova26. 

Predstavnici ove klase QAC-ova ukljuļuju acetilkolin, betain i levokarnitin, (slika 5), koji 

igraju znaļajnu bioloġku ulogu u razliļitim fizioloġkim procesima.  

 

Slika 5. Prikaz kemijskih struktura A) acetilkolina, B) betaina i C) levokarnitina1. 

Baza podataka DrugBank sadrģi viġe od 390 molekula koje pripadaju kvaternim amonijevim 

spojevima, od kojih je 95 odobreno za upotrebu u kliniļkoj praksi. Primjeri takvih molekula 

ukljuļuju ambenonij, heksociklijev-metilsulfat i propantelin-bromid, koji se koriste u razliļitim 
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terapijskim podruļjima. Ove molekule ļesto pokazuju znaļajnu antimikrobnu aktivnost, 

naroļito protiv Gram-pozitivnih bakterija, gljivica i virusa27. 

Antimikrobna aktivnost QAC-ova prvi put je istraģivana poļetkom 20. stoljeĺa, kada su kirurzi 

poļeli koristiti ova sredstva za predoperativnu higijenu i dezinfekciju ruku.  

S kemijskog glediġta, kljuļna obiljeģja QAC-ova su njihova amfifilna struktura (s hidrofobnim 

i hidrofilnim dijelom) i ukupni pozitivan naboj. Ova svojstva omoguĺuju im interakciju s 

negativno nabijenim komponentama staniļne membrane, ġto je temelj za razvoj novih 

antibakterijskih reagensa koji oponaġaju mehanizme djelovanja prirodnih antimikrobnih 

peptida. Mehanizam djelovanja QAC-ova sliļan je onome kod detergenata, najļeġĺe ukljuļuje 

depolarizaciju staniļne membrane bakterija, uzrokujuĺi njeno oġteĺenje i poremeĺaj u funkciji 

membrane, ġto rezultira smrĺu bakterije. Ovaj naļin djelovanja osigurava ġirok spektar 

aktivnosti, osobito prema Gram-pozitivnih bakterija, zbog specifiļnih interakcija s lipidnim 

komponentama membrane28ï30. 

Iako su brojni QAC-ovi pokazali znaļajan antibakterijski uļinak, s godinama je rastao problem 

bakterijske otpornosti na ove tvari. Razvijanje novih QAC-ova s visokom uļinkovitoġĺu, 

niskom osjetljivoġĺu na razvoj otpornosti i ġirokim spektrom djelovanja postalo je kljuļno za 

daljnji napredak u antiinfektivnoj terapiji31,32. Neki QAC-ovi poput cetalkonija i 

ekseporfinijevog klorida veĺ su uġli u kliniļka ispitivanja i postigli znaļajan napredak u terapiji 

infekcija33,34. S obzirom na rastuĺu prijetnju bakterijske rezistencije i smanjenje broja novih 

antibakterijskih reagensa, postoji velika potreba za istraģivanjem novih, uļinkovitijih QAC-ova 

koji bi mogli prevladati postojeĺu otpornost i pruģiti alternative u borbi protiv infektivnih 

bolesti. QAC-ovi koji su istraģivani u posljednjem desetljeĺu, klasificiraju se na temelju njihove 

kemijske strukture (lanļana ili aromatska) te broja neto pozitivnih naboja35. 

Kvaterne amonijeve soli predstavljaju vaģnu klasu spojeva ļija bioloġka aktivnost uvelike ovisi 

o naļinu njihove sinteze i vrsti uvedenih funkcionalnih skupina. U ovoj doktorskoj disertaciji 

koriġtene su organske transformacije koje omoguĺuju selektivnu funkcionalizaciju molekule u 

svrhu postizanja ģeljene strukture i svojstava QAC-ova. MeĽu kljuļnim strategijama istiļu se 

Menshutkinova reakcija kao temeljni pristup kvaternizaciji amina, nukleofilna acilna 

supstitucija za uvoĽenje acilnih fragmenata, te reduktivna aminacija kojom se uļinkovito 

ostvaruje konverzija karbonilnih spojeva u aminske derivate. U nastavku su opisane osnovne 

znaļajke i mehanizmi navedenih reakcija, kao i njihova primjena u okviru ovog istraģivanja. 
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Menshutkinova reakcija, ili reakcija kvaternizacije, kemijska je reakcija kojom nastaju kvaterne 

amonijeve soli. U ovoj reakciji dolazi do alkilacije tercijarnih amina s primarnim alkil-

halogenidima. Iz shematskog prikaza (slika 6), vidljivo je da prikazanim korakom u reakciji 

nastaje veza izmeĽu ugljika i duġika. Reakcijom nukleofilne supstitucije alkil-halogenida s 

tercijarnim aminom nastaje kvaterna amonijeva sol. Reakcije kvaternizacije slijede SN2 

mehanizam koji je zapravo reakcija nukleofilne supstitucije drugog reda, odnosno u jednom 

koraku dolazi do nukleofilnog napada duġika na ugljikov atom, koji je vezan s halogenim 

elementom kao i odlazak halogenida s ugljikovog atoma, drugim rijeļima i alkil-halogenid i 

nukleofil utjeļu na brzinu kemijske reakcije. Buduĺi da reakcije kvaternizacije slijede SN2 

mehanizam alkil-halogenid za dobivanje kvaternih amonijevih soli mora biti ili metil-halogenid 

(CH3X) ili primarni alkil- halogenid (RCH2X)
26. 

 

Slika 6. Shematski prikaz mehanizma kemijske reakcije kvaternizacije26. 

Nukleofilna acilna supstitucija vaģna je klasa supstitucijskih reakcija koja ukljuļuje nukleofil i 

acilni spoj, kao ġto su karboksilne kiseline i njihovi funkcionalni derivati (kiselinski kloridi, 

anhidridi, esteri i amidi). Odvija se i s negativno nabijenim nukleofilima i s neutralnim 

nukleofilima. U tim reakcijama, izlazna skupina koja je vezana za acilnu skupinu supstituirana 

je nukleofilom. Derivati karboksilnih kiselina (RCOZ) reagiraju s nukleofilima zato ġto 

posjeduju elektrofilni ugljik. Dolazi do supstitucije, a ne adicije zato ġto derivati karboksilnih 

kiselina imaju odlaznu skupinu Z na karbonilnom ugljiku. Opĺi mehanizam odvija se u dva 

koraka: nukleofil napada elektrofilnu karbonilnu grupu, puca puca -́veza, nastaje tetraedarski 

meĽuprodukt s novom CïNu vezom; nakon toga slijedi eliminacija odlazne skupine i nastanak 

supstitucijskog produkta, (slika 7). Karbonilna skupina ispunjava dvije funkcije, pruģa mjesto 

za napad nukleofila na elektrofilnom ugljiku i poveĺava kiselost vodika na Ŭ-ugljiku36. 
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Slika 7. Shematski prikaz reakcijskog mehanizma nukleofilne acilne supstitucije, u kojem prvi korak 

ukljuļuje nukleofilni napad na karbonilni ugljik uz nastanak tetraedarskog meĽuprodukta, dok drugi 

korak obuhvaĺa eliminaciju izlazne skupine36. 

Reduktivna aminacija je kemijska reakcija koja se odvija u dva koraka i pretvara aldehide i 

ketone u 1Á, 2Á, i 3Á amine. U ovoj se reakciji C=O veza zamjenjuje CïH i CïN vezom, pri 

ļemu se karbonilna skupina reducira i pretvara u CïN vezu uz istodobno stvaranje nove CïH 

veze. Prvi korak ukljuļuje nukleofilni napad amina na karbonilnu skupinu ļime nastaje imin. 

Drugi korak ukljuļuje redukciju nastalog imina, (slika 8). Redukcija u organskoj kemiji znaļi 

Ăosiromaġivanjeñ kisikom odnosno dodavanje vodika na molekulu (smanjenje oksidacijskog 

broja, ġto odgovara primanju elektrona). Najuļinkovitiji redukcijski agens za ovu reakciju je 

natrijev cijanoborhidrid (NaBH3CN). Ovaj hidridni reagens je derivat natrijeva borohidrida 

(NaBH4). Uspjeġna uporaba NaBH3CN proizilazi iz njegove stabilnosti u relativno kiselim 

otopinama, topljivosti u hidroksilnim otapalima kao ġto je metanol te selektivnosti pri razliļitim 

pH vrijednostima. Kao redukcijsko sredstvo se moģe joġ koristiti natrijev triacetoksiborhidrid 

NaHB(OAc)3 (STAB), koji je blag i selektivan redukcijski agens za reduktivnu aminaciju 

raznih aldehida i ketona. Veza bor-vodik stabilizirana je steriļkim i elektron-akceptorskim 

efektom acetoksi skupina, ļineĺi natrijev triacetoksiborhidrid blagim redukcijskim sredstvom. 

1,2-Dikloroetan (DCE) je najļeġĺe reakcijsko otapalo, iako se reakcije takoĽer mogu izvesti i 

u THF-u ili povremeno u MeCN-u. Octena kiselina djeluje kao blagi kiselinski katalizator u 

reakcijama ketona, protoniranjem karbonilne skupine ļime se poveĺava elektrofilnost ugljika i 

olakġava nukleofilni napad amina. Toleriraju se funkcionalne skupine osjetljive na kiselinu kao 

ġto su acetali i ketali, te reducibilne funkcionalne skupine kao ġto su C-C viġestruke veze te 

cijano i nitro skupine. Ne preporuļuju se otapala poput vode ili metanola. Reakcije u metanolu 

rezultiraju brzom redukcijom karbonilnog spoja, dok se reagens u vodi razgraĽuje uz 

oslobaĽanje plinovitog vodika (H2) i tragova cijanovodika (HCN), koji su zapaljivi i toksiļni
37.  
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Slika 8. Shematski prikaz kemijske reakcije reduktivne aminacije37. 

2.1. Odnosi strukture i aktivnosti kvaternih amonijevih spojeva 

Kvaterni amonijevi spojevi se klasificiraju prema broju kvaternih duġikovih atoma unutar iona, 

ġto rezultira razliļitim kategorijama strukturnih tipova: monoQAC, bisQAC i poliQAC. 

MonoQAC sadrģe jedan pozitivni duġikov atom, dok bisQAC posjeduju dva pozitivna duġikova 

atoma, a poliQAC imaju tri ili viġe pozitivnih duġikovih atoma u svojoj strukturi, (slika 9). Ova 

klasifikacija odraģava sloģenost molekule i njezine sposobnosti interakcije s razliļitim tipovima 

ciljanih mikroorganizama, kao i specifiļna svojstva koja im omoguĺuju primjenu u razliļitim 

industrijskim granama, ukljuļujuĺi farmaceutsku, kozmetiļku, prehrambenu i biotehniļku 

industriju38. 

 

Slika 9. Shematski prikaz razliļitih struktura QAC-ova. 

Antimikrobna aktivnost QAC-ova snaģno je povezana s njihovom strukturnom konfiguracijom 

i brojem pozitivno nabijenih duġikovih atoma. MonoQAC, s jednim kvaternim duġikovim 
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atomom, ļesto pokazuju visoku selektivnost prema bakterijskim membranama, zbog 

jednostavne strukture koja omoguĺava uļinkovito usmjeravanje i destabilizaciju staniļne 

membrane. Ovi spojevi djeluju putem mehanizma depolarizacije membrane, ġto dovodi do 

oġteĺenja i smrti bakterija. BisQAC, s dva kvaterna duġikova atoma, obiļno imaju jaļu 

interakciju s membranama, ġto moģe poveĺati njihovu uļinkovitost, ali i proġiriti spektar 

djelovanja, ukljuļujuĺi bolje djelovanje prema Gram-negativnim bakterijama zbog veĺe 

fleksibilnosti u meĽusobnim interakcijama sa staniļnim komponentama39. 

Veĺi broj pozitivnih naboja u poliQAC moģe omoguĺiti joġ snaģniji uļinak na bioloġke 

membrane, kao i bolju sposobnost interakcije s razliļitim vrstama patogena, ukljuļujuĺi viruse 

i gljivice. MeĽutim, ova skupina spojeva obiļno nosi veĺi rizik od toksiļnosti za ljudske stanice 

i moģe biti manje selektivna, ġto predstavlja izazov u njihovoj primjeni u medicinskoj terapiji i 

zaġtiti okoliġa25. 

Opĺenito, strukture mono- i bisQAC najviġe su prouļavane u kontekstu antimikrobne 

aktivnosti, jer su njihovi mehanizmi djelovanja bolje razumljivi i ļesto pokazuju vrlo visoku 

uļinkovitost protiv ġirokog spektra mikroorganizama. Pored toga, ovi spojevi ļesto pokazuju 

niģe toksiļne profile prema ljudskim stanicama u usporedbi s poliQAC, ġto ih ļini pogodnima 

za kliniļku primjenu i razvoj novih terapeutski aktivnih spojeva40. 

Iako su kvaterni amonijevi spojevi odavno prepoznati zbog svojih antimikrobnih svojstava, 

izazovi u njihovoj primjeni i dalje postoje, osobito zbog sve veĺe otpornosti mikroorganizama 

na tradicionalne antimikrobne agense. Razumijevanje i daljnje istraģivanje odnosa izmeĽu 

strukture i funkcije ovih spojeva bit ĺe kljuļno za razvoj novih QAC-ova s poboljġanom 

selektivnoġĺu, uļinkovitoġĺu i smanjenom toksiļnoġĺu41. U nastavku slijedi sustavni pregled 

dosadaġnjih istraģivanja koja obuhvaĺaju razliļite klase QAC-ova, poļevġi od monokvaternih 

spojeva pa sve do polikvaternih soli. Poseban naglasak stavljen je na znaļajne strukturne 

varijante koje ukljuļuju dugolanļane alkilne derivate, heterocikliļke okosnice te specifiļne 

supstituente, koji znaļajno utjeļu na bioloġku aktivnost ovih spojeva. 

2.1.1. Monokvaterni amonijevi spojevi 

Monokvaterni amonijevi spojevi s dugim alkilnim lancima veĺ su dugo prepoznati kao 

uļinkoviti antimikrobni agensi, a jedan od najpoznatijih predstavnika ove skupine je 

benzalkonijev klorid (BAC), koji se koristi u medicini i industriji kao antiseptik i dezinfekcijsko 

sredstvo ġirokog djelovanja34. Iako su uļinci ovih spojeva dobro dokumentirani, s razvojem 
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novih derivata nastoji se poboljġati njihova uļinkovitost, selektivnost i smanjiti potencijal za 

razvoj rezistencije. Do posljednjih nekoliko godina, veĺina je istraģivanja bila usmjerena na 

optimizaciju strukture alkilnih lanaca i uvoĽenje razliļitih funkcionalnih skupina u molekulu 

QAC. U nastavku slijedi pregled vaģnijih studija objavljenih od 2014. godine koje donose nove 

pristupe u sintezi i evaluaciji antibakterijske aktivnosti monokvaternih amonijevih spojeva s 

alkilnim lancima. 

Godine 2014. Jennings i sur. objavili su istraģivanje koje se bavilo antibakterijskim djelovanjem 

analoga benzalkonijevog klorida (BAC) spoj (1) (slika 10), pri ļemu su pokazali ġirok spektar 

antibakterijske aktivnosti protiv Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija, ukljuļujuĺi S. 

aureus i druge patogene42. Uslijedilo je istraģivanje Blacka i sur., koji su sintetizirali alkilirane 

derivate TMEDA-e spoj (2) (slika 10)43. Ovi spojevi pokazali su znaļajnu aktivnost protiv S. 

aureus s minimalnom inhibitornom koncentracijom (MIK) 1 ɛM, ġto sugerira njihovu 

potencijalnu primjenu u lijeļenju bakterijskih infekcija. Istraģivanje antibakterijske 

uļinkovitosti QAC-eva spoj (3 i 4) (slika 10), koje je objavila ista istraģivaļka skupina, takoĽer 

su pokazala snaģnu aktivnost protiv S. aureus MRSA-soja USA300-0114, koji nosi gen za 

otpornost na QAC-ove, s MIK vrijednoġĺu od 4 ɛM44. Ovi rezultati potvrĽuju uļinkovitost 

QAC-ova u borbi protiv multirezistentnih sojeva bakterija. Nadalje, kako bi se smanjila 

moguĺnost razvoja otpornosti na ove spojeve, Ning i sur. uveli su pozitivni naboj u strukturu 

N-kloramina, ġto je dovelo do znaļajne 7,55-log redukcije MRSA-soja u samo 5 minuta za spoj 

spoj (5) (slika 10)45. Ovaj pristup, uvoĽenjem dodatnog pozitivnog naboja koji poveĺava 

afinitet spoja prema negativno nabijenim bakterijskim membranama, pokazuje moguĺnost 

znaļajnog poveĺanja uļinkovitosti i istovremenog smanjenja rizika od razvoja otpornosti. 

U 2016. godini, Yasa i suradnici istraģivali su monoesterne i diesterne QAC-ove temeljene na 

11-bromundekanskoj kiselini, spoj (6 i 7) (slika 10), koji su pokazali znaļajnu antibakterijsku 

aktivnost protiv M. luteus MTCC 2470, s MIK 1,9 ɛg/mL, ġto upuĺuje na njihov potencijal u 

borbi protiv bakterijskih infekcija46. 

Bazina i sur. (2019) predstavili su nove QAC-ove temeljene na kinuklidin-3-olu, a spoj (8) 

(slika 10) iz ove skupine pokazao je izuzetnu antibakterijsku aktivnost protiv S. aureus, MRSA-

e, E. faecalis, S. pyogenes i L. monocytogenes s MIK vrijednostima u rasponu od 0,06 do 3,9 

ɛg/mL, ġto ga ļini vrlo obeĺavajuĺim kandidatom za daljnja istraģivanja i razvoj15. Istraģivanje 

Belaya i sur. (2020) odnosilo se na asimetriļni derivat trialkilamina ciklopropenija, spoj (9) 
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(slika 10), koji je pokazao antibakterijsku aktivnost protiv S. epidermidis s MIK od 3,7 ɛM47. 

Ovaj spoj potvrĽuje potencijal ciklopropenijskih derivata u antibakterijskoj terapiji. Konaļno, 

Zhang i sur. (2021) sintetizirali su ɓ-pinenske QAC-ove te su procijenili njihovu aktivnost 

protiv S. aureus, E. coli i P. aeruginosa. Spoj (10 i 11) (slika 10) pokazao je ġirok spektar 

aktivnosti s MIK vrijednostima u rasponu od 0,625 do 2,5 ɛg/mL, dok su istraģivanja pokazala 

da halogenidni ioni (Cl, I) znaļajno utjeļu na antibakterijsku uļinkovitost spojeva48. Ova 

istraģivanja istiļu znaļajan napredak u razvoju novih antibakterijskih agensa temeljenih na 

monokvaternim amonijevim spojevima s dugim alkilnim lancima. Kroz racionalni dizajn i 

strukturne modifikacije ï poput optimizacije duljine alkilnog lanca, uvoĽenja dodatnog 

pozitivnog naboja i koriġtenja razliļitih funkcionalnih skupina ï postignuta je poboljġana 

uļinkovitost protiv ġirokog spektra bakterija, ukljuļujuĺi i multirezistentne sojeve. Ovi rezultati 

potvrĽuju potencijal QAC-ova u borbi protiv rezistencije te pruģaju obeĺavajuĺe moguĺnosti 

za njihovu daljnju primjenu u medicinskim terapijama. 

 

Slika 10. Kemijski prikaz struktura monoQAC-ova s alkilnim lancima (1-11)1. 

Od 2012. godine, znaļajan istraģivaļki interes usmjeren je na sintezu i evaluaciju monoQAC-

ova koji sadrģe aromatske ili heteroaromatske okosnice. Takvi spojevi pokazuju poboljġana 
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antibakterijska svojstva, dijelom zbog moguĺnosti specifiļnih interakcija s bioloġkim metama, 

poput membranskih komponenti ili intracelularnih enzima. Aromatski sustavi u QAC-ovima, 

bilo kao dio centralne okosnice ili kao supstituenti, ļesto doprinose boljoj lipofilnosti, ciljanju 

specifiļnih proteina i poboljġanoj staniļnoj penetraciji. Istraģivanja ovih spojeva ļesto se 

oslanjaju na odnos strukture i aktivnosti (engl. Structureïactivity relationship, SAR) kako bi se 

razjasnilo koji strukturni elementi najviġe doprinose antibakterijskoj aktivnosti. U tom 

kontekstu, Grenier i sur. (2012) sintetizirali su niz QAC-ova temeljenih na 4,4'-bipiridinskoj 

jezgri, pri ļemu je spoj (12) (slika 11) pokazao umjerenu antibakterijsku aktivnost, ukljuļujuĺi 

uļinkovitost protiv S. aureus, E. faecalis i E. coli, s minimalnom inhibitornom koncentracijom 

od 8 ÕM49. Ovi rezultati upuĺuju na to da simetriļna bipiridinska struktura moģe igrati ulogu u 

interakciji s bakterijskim ciljevima, vjerojatno putem elektrostatskih i -́́  interakcija. Godine 

2013., Kalinin i sur. sintetizirali su QAC-ove na bazi imidazo[1,5-Ŭ]kinoksalina spoj (13) (slika 

11), koji su pokazali izraģenu aktivnost protiv S. aureus (MIK=0,97 ɛg/mL), ġto sugerira da 

specifiļna heterocikliļka struktura moģe poboljġati afinitet prema bakterijskim ciljevima. 

Zhang i sur. izvijestili su o antibakterijskoj aktivnosti derivata 1,6-difenilnaftalena spoj (14) 

(slika 11), usmjerenih na FtsZ protein, s MIK-om od 1 ɛg/mL protiv MRSA-soja50,51. Ova 

aktivnost pripisana je sposobnosti spoja da inducira polimerizaciju FtsZ proteina, kljuļnog za 

bakterijsku diobu, bez utjecaja na mamalijski tubulin, ġto ukazuje na selektivnost prema 

bakterijskim stanicama. Ova istraģivanja jasno pokazuju da ugradnja specifiļnih aromatskih ili 

heteroaromatskih sustava unutar QAC struktura moģe rezultirati poboljġanom selektivnoġĺu i 

potentnoġĺu. SAR analize omoguĺile su identifikaciju strukturnih znaļajki koje doprinose 

aktivnosti, ukljuļujuĺi prirodu aromatske jezgre, raspored kationa i prisutnost funkcionalnih 

skupina koje poveĺavaju interakcije s ciljanim bakterijskim proteinima. 

Istraģivanja su nastavila napredovati kroz godine. Malinak i sur. (2014) izvijestili su o 

aktivnostima 6-hidroksikinolinijevih soli spoj (15) (slika 11) protiv S. aureus i E. coli s MIK 

vrijednostima od 0,49 ɛg/mL, odnosno 1,95 ɛg/mL52. Kasnije, Kayumov i sur. (2015) objavili 

su biocidnu aktivnost spoja (16) (slika 11) protiv planktonskih bakterija i bakterija ugraĽenih u 

biofilm, S. aureus i S. epidermidis53. Shtyrlina i sur. (2016) proveli su istraģivanje o QAC-ovima 

temeljenim na 4-deoksipiridoksinu spoj (17) (slika 11), koje je pokazalo obeĺavajuĺe rezultate 

protiv kliniļkih patogena, S. aureus, MRSA, S. haemolyticus, S. epirdemidis, E. faecalis s MIK-

om od 1 ɛg/mL54. Forman i sur. (2016) izvijestili su o antibakterijskom djelovanju 
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monokvaternih derivata temeljenih na kristal violetu spoj (18) (slika 11), koji su pokazali 

potencijalnu aktivnost s MIK-om od 0,25 ɛM protiv S. aureus i MRSA-soja24. 

Porast antibakterijske otpornosti, osobito meĽu multirezistentnim sojevima poput MRSA i E. 

coli, dodatno je potaknulo istraģivanje QAC-ova. Sun i sur. (2017) sintetizirali su FtsZ ciljane 

QAC-ove spoj (19) (slika 11) koji su pokazali potencijalnu aktivnost protiv S. aureus, MRSA-

e, E. faecium i E. coli s MIK-om u rasponu od 2 do 6 ɛg/mL55. Kroz 2018. i 2019. godinu, 

izvjeġĺa o QAC-ovima temeljenim na cefiderokolu spoj (20) (slika 11), fluorokinolonima spoj 

(21) (slika 11) i bifenilglioksamidima spoj (22) (slika 11) nastavila su pokazivati obeĺavajuĺu 

aktivnost, s MIK-ovima u rasponu od 0,03 do 0,063 ɛg/mL za odreĽene sojeve S. pyogenes i P. 

vulgaris29,56ï59. 
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Slika 11. Kemijski prikaz struktura monoQAC-ova s aromatskim dijelom (12-22)1. 

Nadalje, istraģivanja provedena 2020. i 2021. godine bila su usmjerena na sintezu QAC-ova na 

bazi indolil-5-metilfenantridija spoj (23) (slika 12) i drugih strukturnih okvira poput bakuchiola 

spoj (24) (slika 12) i magnolola spoj (25) (slika 12), koji su pokazali obeĺavajuĺe rezultate 

protiv MRSA i S. aureus, MIK od 4 ɛg/mL za spojeve (24 i 25) (slika 12)51,60,61. U najnovijim 

istraģivanjima iz 2022. godine, neki derivati faskaplisina spoj (26) (slika 12) i berberina spojevi 

(27 i 28) (slika 12) pokazali su visoku aktivnost protiv MRSA s MIK vrijednostima od 0,098 

ɛg/mL, dok je berberinov derivat pokazao dobru aktivnost protiv VISA (Staphylococcus aureus 

s posrednom otpornoġĺu na vankomicin) s MIK vrijednostima u rasponu od 2 do 16 ɛg/mL62ï

64. 
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Sinteza monoQAC-ova koji sadrģe aromatske ili heteroaromatske okosnice pokazala se 

izuzetno uspjeġnim pristupom u razvoju novih antimikrobnih agensa. Ugradnja aromatskih 

sustava, bilo u centralnu jezgru ili kao supstituenata, omoguĺila je poboljġanu lipofilnost, bolju 

staniļnu penetraciju i specifiļne interakcije s bioloġkim metama, ukljuļujuĺi membranske 

strukture i kljuļne enzime poput FtsZ proteina. Rezultati brojnih istraģivanja, potkrijepljeni 

SAR analizama, potvrĽuju vaģnost racionalnog dizajna i selekcije funkcionalnih skupina koje 

doprinose selektivnosti i potentnosti ovih spojeva. 

Ova kontinuirana istraģivanja istiļu rastuĺi potencijal QAC-ova u borbi protiv antibakterijske 

rezistencije, ļime se otvara moguĺnost za razvoj novih terapijskih pristupa u lijeļenju infekcija 

uzrokovanih rezistentnim bakterijama. Sustavna optimizacija strukture, usmjerena na 

specifiļne ciljeve i smanjenje toksiļnosti prema eukariotskim stanicama, kljuļna je za 

translaciju ovih spojeva iz laboratorijskih ispitivanja u kliniļku primjenu. 
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Slika 12. Kemijski prikaz struktura monoQAC-ova s aromatskim dijelom (23-28)1. 

2.1.2. Biskvaterni amonijevi spojevi 

Biskvaterni amonijevi spojevi predstavljaju strukturalno poboljġane derivate klasiļnih 

monoQAC-ova. Sadrģe dvije pozitivno nabijene (kationske) skupine koje omoguĺuju jaļu i 

stabilniju interakciju s negativno nabijenim komponentama bakterijske membrane. Ova 

dvojakost poveĺava sposobnost destabilizacije membrane, ġto rezultira uļinkovitijim 

membranolitiļkim djelovanjem i ļesto niģim minimalnim inhibitornim koncentracijama. 

Upravo zbog toga bisQAC-ovi privlaļe paģnju kao potencijalno snaģniji antibakterijski agensi 

u borbi protiv rezistentnih bakterijskih sojeva. 

Jennings i sur. (2014) sintetizirali su niz biskvaternih amonijevih spojeva (29ï34) (slika 13), 

pri ļemu su posebnu pozornost posvetili ulozi alkilnih boļnih lanaca u njihovoj antibakterijskoj 

aktivnosti. Spoj (32) (slika 13) pokazao je izrazitu inhibicijsku aktivnost protiv E. faecalis i E. 

coli, pri ļemu je minimalna inhibitorna koncentracija iznosila manje od 0,25 ÕM42. 

Oblak i sur. (2014) istraģivali su bioaktivnost odreĽenih derivata kvaternih amonijevih spojeva 

temeljenih na TMPG-u (N,N,Nǋ,Nǋрtetrametil-1,3-propandiamin), pri ļemu su identificirali 

kljuļne strukturne znaļajke koje utjeļu na njihovu uļinkovitost. Zanimljivo je da su razliļiti 

anioni (bromidi i kloridi) pokazali razliļitu uļinkovitost protiv specifiļnih bakterijskih sojeva, 

ġto je vidljivo kod spoja (33) (slika 13)65. 
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Asimetriļno alkilirani derivati C, ukljuļujuĺi spoj (34) (slika 13), koje su sintetizirali Black i 

sur. (2014), iskazali su potencijalnu antibakterijsku aktivnost protiv S. aureus, s MIK 

vrijednostima u rasponu od 1 do 32 ÕM43.  

 

Slika 13. Kemijski prikaz struktura bisQAC-ova s alkilnim lancima (29-34)1. 

Hoque i sur. (2015) izvijestili su o seriji kvaternih amonijevih spojeva s ļetiri nepeptidne 

amidne skupine i varijabilnim hidrofobno-hidrofilnim (amfifilnim) svojstvima. Ovi spojevi 

pokazali su visoku aktivnost protiv bakterijskih sojeva otpornih na antibiotike, ukljuļujuĺi 

meticilin-rezistentni S. aureus (MRSA), vankomicin-rezistentni Enterococcus faecium (VRE) i 

K. pneumoniae rezistentnu na ɓ-laktame, pri ļemu je najniģa MIK vrijednost iznosila 1 ɛg/mL 

spoj (35) (slika 14)3. Jennings i sur. (2015) dodatno su istraģili biskvaterne derivate, pri ļemu 

je spoj (36) (slika 14) pokazao izraģenu aktivnost protiv MRSA-sojeva rezistentnih na 

konvencionalne QAC-ove, s MIK vrijednoġĺu 1 ɛM44. Posebno su znaļajni biskvaterni derivati 

temeljeni na N-kloraminima, poput spoja (37) (slika 14), koji su u eksperimentalnim uvjetima 
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postigli 99,56 % (2,36-log) redukciju MRSA populacije unutar 60 minuta tretmana45. Fu i sur. 

(2016) izvijestili su o antibakterijskoj aktivnosti biskvaternih derivata izvedenih iz 1,3-

adamantandikarboksilne kiseline66. Spojevi iz ove serije, spoj (38) (slika 14), pokazali su 

selektivnu aktivnost protiv razliļitih bakterijskih vrsta, pri ļemu su MIK vrijednosti iznosile 

2,3 ÕM za S. aureus, 9,4 ÕM za E. coli, 2,3 ÕM za P. aeruginosa te 0,1 ÕM za V. 

parahaemolyticus. Kontos i sur. (2019) sintetizirali su biskvaterne derivate temeljene na 

DABCO strukturi, koji su pokazali snaģnu antibakterijsku aktivnost protiv S. aureus, E. 

faecalis, E. coli, P. aeruginosa i MRSA-e, pri ļemu su zabiljeģene MIK vrijednosti dosezale 

0,25 ÕM spoj (39) (slika 14)22. 

BisQAC-ovi predstavljaju znaļajan iskorak u dizajnu antimikrobnih sredstava, zahvaljujuĺi 

svojoj dvojakosti kationskih centara koji omoguĺuju snaģnije interakcije s bakterijskim 

membranama. Ova strukturna karakteristika doprinosi uļinkovitijem membranolitiļkom 

djelovanju, ġto se oļituje u niģim MIK vrijednostima u usporedbi s klasiļnim monokvaternim 

derivatima. 

Kroz niz istraģivanja provedenih u posljednjem desetljeĺu, bisQAC-ovi su pokazali visoku 

potentnost protiv razliļitih patogenih sojeva, ukljuļujuĺi one rezistentne na konvencionalne 

antibiotike i monokvaterne derivate. Strukturne modifikacije-poput duljine i rasporeda alkilnih 

lanaca, prirode anionskih partnera te prisutnosti funkcionalnih skupina poput amidnih ili 

kloraminskih jedinica, pokazale su se kljuļnima za optimizaciju aktivnosti. 

Ova istraģivanja ne samo da potvrĽuju vaģnost racionalnog dizajna bisQAC-ova u ciljanju 

bakterijskih membrana, veĺ i istiļu njihov rastuĺi potencijal u borbi protiv multirezistentnih 

bakterijskih infekcija. Kao takvi, bisQAC-ovi predstavljaju obeĺavajuĺu klasu spojeva za 

razvoj buduĺih antimikrobnih terapija, osobito u kontekstu globalne prijetnje bakterijske 

rezistencije. 
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Slika 14. Kemijski prikaz struktura bisQAC-ova s alkilnim lancima (35-39)1. 

Aromatski bisQAC-ovi predstavljaju znaļajan korak naprijed u razvoju uļinkovitijih 

antimikrobnih sredstava, osobito u kontekstu rastuĺe bakterijske rezistencije. Za razliku od 

konvencionalnih monoQAC-ova, bisQAC-ovi sadrģe dvije kationske skupine povezane 

fleksibilnim ili krutim aromatskim poveznicama, ġto im omoguĺuje viġestruku interakciju s 

bakterijskim staniļnim membranama i potencijalno poveĺanu stabilnost, selektivnost i 
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uļinkovitost. Njihova strukturalna raznolikost ï ukljuļujuĺi razliļite tipove aromatskih jezgri, 

duljine alkilnih lanaca i prisutnost funkcionalnih skupina poput amidnih veza ï omoguĺuje fino 

podeġavanje bioloġke aktivnosti i toksiļnosti. U ovom poglavlju prikazana su najnovija 

istraģivanja koja potvrĽuju iznimnu antibakterijsku aktivnost niza aromatskih bisQAC-ova 

protiv ġirokog spektra bakterija, ukljuļujuĺi rezistentne sojeve poput MRSA i P. aeruginosa, te 

se naglaġava utjecaj strukture na djelotvornost i sigurnost ovih spojeva, (slika 15). 

Godine 2012. Grenier i sur. izvijestili su o antibakterijskoj aktivnosti bisQAC-ova, pri ļemu su 

spojevi na bazi bipiridina, spoj (40) (slika 15), pokazali superiorno djelovanje u odnosu na 

monoQAC-ove, spoj (12) (slika 11)49. Nadalje, Frolov i sur. sintetizirali su fenil-bazirane 

bisQAC-ove, koji su demonstrirali antibakterijsku aktivnost s MIK vrijednoġĺu niģom od 0,25 

ɛg/mL, spoj (41) (slika 15)67. 

Godine 2013. Ye i sur. sintetizirali su seriju QAC-ova izvedenih iz dugolanļanih alkilnih 

derivata ģuļnih kiselina, meĽu kojima je spoj (42) (slika 15) pokazao znaļajnu aktivnost protiv 

E. coli s MIK vrijednoġĺu 0,8 ɛg/mL68. Iste godine, Elshaarawy i sur. istraģivali su 

imidazolijeve QAC-ove, koji su iskazali umjereno antibakterijsko djelovanje, spoj (43) (slika 

15)69. TakoĽer, Shtyrlin i sur. objavili su rezultate istraģivanja spoja (44) (slika 15), derivata 4-

deoksipiridoksina, koji je pokazao djelotvornost protiv kliniļkih izolata s MIK vrijednosti od 

0,5 ɛg/mL70. 

Forman i sur. izvijestili su o antibakterijskoj aktivnosti bisQAC-ova na temelju kristalno 

ljubiļaste boje, s MIK vrijednosti <0,25 ɛg/mL spoj (45) (slika 15)24. Godine 2017. Brycki i 

sur. sintetizirali su QAC-ove s aromatskim poveznicama, koji su iskazali znaļajnu aktivnost 

protiv S. aureus, s MIK vrijednosti od 6,1 ɛM, spoj (46) (slika 15)71. Schallenhammer i sur. 

objavili su rezultate istraģivanja anti-MRSA aktivnosti biskationskog spoja (47) (slika 15), koji 

je postigao MIK vrijednost od svega 1 ɛM72. Dodatno, integracija amidnih veza unutar 

molekularne strukture ovih spojeva rezultirala je oļuvanjem antibakterijske aktivnosti spoj (48) 

(slika 15)72. 
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Slika 15. Kemijski prikaz struktura bisQAC-ova s aromatskim dijelom (40-48)1. 

Murakami i sur. izvijestili su o antibakterijskoj aktivnosti spoja (49) (slika 16), 4,4-(Ŭ,ɤ-

heksametilenditio)bis(1-oktilpiridinijevog bromida), protiv 20 kliniļkih sojeva P. aeruginosa, 

pri ļemu je MIK varirao u rasponu od 8 do 32 ɛg/mL73. Al-Khalifa i sur. istraģivali su 

biskvaterne derivate na bazi piridina s izraģenim djelovanjem protiv MRSA-e, pri ļemu su 

zabiljeģili MIK vrijednosti od 0,25 ɛM, spoj (50) (slika 16)74. 

Shrestha i sur. izvijestili su o antibakterijskoj aktivnosti dimernog kationskog triazolija spoj 

(51) (slika 16) na bazi kinona, koji je selektivno inhibirao rast S. aureus s MIK vrijednosti od 

0,125 ɛg/mL75. Godine 2019. Vereġļagin i sur. sintetizirali su bisQAC-ove s bifenilnim 

poveznicama, pri ļemu su spojevi pokazali znaļajnu aktivnost protiv MRSA, s MIK <0,25 

ɛg/mL, spoj (52) (slika 16)76. 

Thomas i sur. sintetizirali su bisimidazolijeve QAC-ove, koji su pokazali antibakterijsko 

djelovanje, s MIK vrijednosti u rasponu od 0,25 do 8 ɛg/mL, spoj (53) (slika 16)77. Shtyrlin i 

sur. objavili su rezultate istraģivanja bisQAC-ova izvedenih iz piridoksina, pri ļemu je spoj (54) 

(slika 16) pokazao antibakterijsku aktivnost protiv S. aureus, S. epidermidis, B. subtilis, E. coli, 

K. pneumoniae i P. aeruginosa, s MIK u rasponu od 1 do 32 ɛg/mL, uz nisku toksiļnost 

(LD50=1705 mg/kg)
54. 

Leitgeb i sur. izvijestili su o dialkil piridinijevim bisQAC-ovima, koji su pokazali obeĺavajuĺu 

aktivnost protiv MRSA-soja s MIK od 1 ɛM, spoj (55) (slika 16)21. Guo i sur. sintetizirali su 

bisQAC-ove izvedene iz honokiola, koji su pokazali snaģnu aktivnost protiv kliniļkih izolata 

MRSA-sojeva s MIK od 0,5ï1 ɛg/mL, spoj (56) (slika 16)61. Vereġļagin i sur. dodatno su 

modificirali spojeve temeljene na strukturi spoja (52) (slika 16), ġto je rezultiralo superiornom 
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antibakterijskom aktivnoġĺu s MIK <0,25 ɛg/mL protiv pet sojeva patogenih bakterija, spoj 

(57) (slika 16)78. 

Frolov i sur. dalje su istraģivali bisQAC-ove na bazi fenila, potvrĽujuĺi njihovu iznimnu 

antibakterijsku aktivnost s MIK vrijednosti <0,25 ɛg/mL, spoj (58) (slika 16)67. 

Zakljuļno, brojna istraģivanja provedena tijekom posljednjeg desetljeĺa ukazuju na velik 

potencijal aromatskih bisQAC-ova kao snaģnih antibakterijskih agensa. UvoĽenje aromatskih 

jezgri i kationskih centara unutar strukture rezultiralo je spojevima koji ļesto pokazuju znatno 

niģe MIK vrijednosti u odnosu na njihove monokvaterne analoge79. Aromatske strukture, poput 

piridina, bifenila, fenila ili imidazola, omoguĺuju stabilizaciju interakcije s bakterijskom 

membranom, dok biskationska priroda doprinosi poveĺanoj membranolitiļkoj aktivnosti. 

Mnogi spojevi pokazali su selektivnu aktivnost protiv patogenih i rezistentnih sojeva, 

ukljuļujuĺi MRSA i VRE, uz nisku citotoksiļnost, ġto ih ļini posebno relevantnima u kontekstu 

rastuĺe antimikrobne rezistencije. Ova istraģivanja potvrĽuju vaģnost racionalnog dizajna 

bisQAC-ova i otvaraju moguĺnosti za daljnji razvoj novih, uļinkovitih antimikrobnih sredstava 

temeljenih na aromatskim biskvaternim strukturama. 
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Slika 16. Kemijski prikaz struktura bisQAC-ova s aromatskim dijelom (49-58)1. 

2.1.3. Polikvaterni amonijevi spojevi 

Polikvaterni amonijevi spojevi s tri ili viġe kationskih centara, poznati kao triskationski i 

tetrakationski QAC-ovi, predstavljaju novu generaciju molekula dizajniranih za uļinkovitu 

borbu protiv bakterijskih patogena, ukljuļujuĺi rezistentne i biofilm-formirajuĺe sojeve. 

Njihova struktura, koja ukljuļuje viġe pozitivnih naboja te ļesto dugaļke alkilne lance, 

omoguĺuje viġestruke interakcije s bakterijskom membranom, ġto rezultira pojaļanim 

baktericidnim uļinkom. Osim ġto uļinkovito inhibiraju planktonske stanice, mnogi od ovih 

spojeva pokazuju sposobnost prodiranje i eradikacije biofilmova ï oblika bakterija koji su 

posebno otporni na konvencionalne antibiotike. Ovaj dio disertacije prikazuje relevantna 

istraģivanja koja potvrĽuju visoku uļinkovitost poliQAC-ova, s posebnim naglaskom na 

njihovu aktivnost protiv rezistentnih sojeva poput MRSA i problematiļnih Gram-negativnih 

bakterija, (slika 17). 

Triskationski QAC-ovi sintetizirani od strane Jenningsa i sur., spoj (59) (slika 17), pokazali su 

iznimnu antibakterijsku aktivnost protiv S. aureus, E. faecalis, E. coli i P. aeruginosa, pri ļemu 

su MIK vrijednosti iznosile <0,25 ɛM, <0,25 ɛM, 0,5 ɛM i 1 ɛM, redom. Ove vrijednosti MIK-

a ukazuju na visok stupanj potentnosti spoja, dok je minimalna inhibitorna koncentracija 

bakterijskih biofilmova (MIKB) protiv S. aureus iznosila 50 ɛM, ġto potvrĽuje njegovu 

uļinkovitost u eradikaciji biofilmova42. 
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Godine 2015. sintetizirana je serija QAC-ova baziranih na DABCO, koji su pokazali niske MIK 

vrijednosti (<1,6 ɛg/mL) te snaģnu baktericidnu aktivnost protiv P. aeruginosa. MeĽu njima, 

spoj (60) (slika 17) pokazao je brzi baktericidni uļinak, eliminirajuĺi 100 % poļetnog 

inokuluma bakterija unutar 2,5 sata pri koncentraciji od 10 ɛg/mL80. 

TakoĽer, 2015. godine odreĽeni triskationski spojevi, poput spoja (61) (slika 17), pokazali su 

znaļajnu aktivnost protiv meticilin-rezistentnog S. aureusa (MRSA), s MIK vrijednoġĺu od 0,5 

ɛM44. 

Daljnji razvoj ovih struktura rezultirao je sintezom nekoliko tris- i tetrakationskih QAC-ova 

tijekom 2016. godine, koje su Forman i sur. istraģili, pri ļemu je spoj (62) (slika 17) pokazao 

izrazito potentnu aktivnost protiv rezistentnog MRSA-soja. Najniģa zabiljeģena MIK vrijednost 

iznosila je 0,25 ɛM, dok je MIKB potrebna za eradikaciju biofilmova iznosila 25 ɛM, ġto 

potvrĽuje visoku uļinkovitost ovih spojeva u prevladavanju bakterijske rezistencije39. 

Prikazani rezultati jasno potvrĽuju da tris- i tetrakationski QAC-ovi posjeduju iznimno snaģnu 

antibakterijsku aktivnost, ukljuļujuĺi uļinkovitost protiv multirezistentnih sojeva i biofilmova, 

ġto ih ļini posebno vrijednima u kontekstu rastuĺe antimikrobne rezistencije. Njihova 

sposobnost da pri niskim koncentracijama inhibiraju rast i eradikaciju bakterije, ukljuļujuĺi 

MRSA i P. aeruginosa, ukazuje na potencijal ovih struktura za daljnji razvoj kao nove 

generacije dezinficijensa. Visoka potentnost, selektivnost i sposobnost razgradnje biofilmova 

ļine ih obeĺavajuĺom platformom za borbu protiv najotpornijih oblika bakterijskih infekcija. 
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Slika 17. Kemijski prikaz struktura poliQAC-ova s alkilnim lancima (59-62)1. 

Aromatski poliQAC-ovi, posebno oni s tri ili viġe kationskih centara, predstavljaju napredak u 

dizajnu antimikrobnih molekula usmjerenih na viġestruku interakciju s bakterijskim staniļnim 

membranama. Ovi spojevi, zbog svoje polikationske prirode i ļesto aromatske okosnice, mogu 

istovremeno pokazivati visoku antibakterijsku potentnost i specifiļnost prema patogenim 

mikroorganizmima, ukljuļujuĺi rezistentne sojeve poput MRSA i P. aeruginosa. U ovom dijelu 

prikazuju se rezultati istraģivanja triskationskih i tetrakationskih QAC-ova s aromatskim 

komponentama, njihova sposobnost djelovanja na planktonske i biofilmske stanice te utjecaj 

strukturnih znaļajki poput duljine alkilnog lanca i rasporeda naboja na njihovu bioloġku 

aktivnost i toksiļnost. 

Godine 2016. Forman i sur. takoĽer su izvijestili o sintezi triskationskih QAC-ova izvedenih iz 

kristalno ljubiļaste boje, koji su pokazali znaļajnu antibakterijsku aktivnost protiv meticilin-

rezistentnog S. aureus (MRSA) s MIK vrijednoġĺu od 0,5 ɛM, spoj (63) (slika 18)24. 

Godine 2017. Al-Khalifa i sur. istraģivali su antibakterijska svojstva triskationskih QAC-ova na 

bazi piridina, pri ļemu je meĽu analiziranim derivatima spoj (64) (slika 18) pokazao inhibiciju 

rasta MRSA-e pri MIK vrijednosti od 0,5 ɛM74. Nadalje, eksperimentalni podaci upuĺuju na to 

da kemijska struktura znaļajno utjeļe na bioloġku aktivnost ovih spojeva, pri ļemu poveĺanje 
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duljine alkilnih lanaca (n = 5ï9) pozitivno korelira s poboljġanom antibakterijskom 

uļinkovitoġĺu. MeĽutim, prekomjerno produljenje alkilnih lanaca (n = 11) rezultiralo je 

znaļajnim smanjenjem antibakterijske aktivnosti te istovremeno poveĺanom hemolitiļkom 

aktivnoġĺu prema eritrocitima74. 

Analizom dostupnih podataka moģe se zakljuļiti da je optimalan broj hidrofobnih ugljikovih 

atoma izmeĽu 6 i 16, ļime se postiģe poboljġana antibakterijska aktivnost, ġto je potvrĽeno kod 

spojeva poput (13 i 15) (slika 11), (47) (slika 15) i (55) (slika 16)81. Konkretno, duljina alkilnog 

lanca izmeĽu osam i dvanaest ugljikovih atoma moģe rezultirati znaļajnim poboljġanjem 

antibakterijskog uļinka. Na primjer, spojevi s osam odnosno deset ugljikovih atoma u lancu 

spoj (65) (slika 18) pokazali su 64 puta veĺu aktivnost protiv S. aureus u usporedbi sa spojevima 

koji sadrģe manji alkilni lanac, odnosno alkilni lanac sa ġest ugljikovih atoma81. 

Dodatno, Hoque i sur. izvijestili su da se antibakterijska i hemolitiļka svojstva QAC-ova mogu 

modulirati preciznim prostornim rasporedom hidrofobnih segmenata uz odrģavanje konstantne 

razine pozitivnog naboja. Usporedba QAC-ovi s izraģenijom hidrofobnoġĺu koja se proteģe od 

pozitivnih centara (MIK = 1ï4 ɛg/mL, HC50 = 60ï65 ɛg/mL) i spojeva s ograniļenijom 

hidrofobnom interakcijom izmeĽu dva naboja ukazala je na oļuvanje antibakterijske aktivnosti 

uz znaļajno smanjenje hemolitiļke toksiļnosti. Konkretno, spojevi (66 i 67) (slika 18) pokazali 

su sliļnu antibakterijsku uļinkovitost (MIK = 1ï4 ɛg/mL), ali znatno manju toksiļnost 

hemolize eritrocita (HC50 = 805ï1242 ɛg/mL)81. 

Ova istraģivanja sugeriraju da ĺe buduĺi razvoj QAC-ova zahtijevati napredniji pristup dizajnu 

molekula, u kojem ĺe se hidrofobnost optimizirati ne samo u dvodimenzionalnoj, veĺ i u 

trodimenzionalnoj konfiguraciji, ļime bi se postigla selektivnija antibakterijska aktivnost uz 

smanjenu toksiļnost prema ljudskim stanicama. 

Rezultati istraģivanja aromatskih poliQAC-ova potvrĽuju njihov znaļajan potencijal kao 

antimikrobnih sredstava nove generacije, osobito u borbi protiv multirezistentnih bakterijskih 

sojeva i biofilmova. Triskationski i tetrakationski spojevi pokazali su izrazitu uļinkovitost pri 

vrlo niskim koncentracijama (MIK < 1 ɛM), uz istovremeno zadrģavanje niske razine 

toksiļnosti kada su optimizirani parametri poput duljine i rasporeda alkilnih lanaca. Istaknuta 

je vaģnost trostruke ravnoteģe izmeĽu pozitivnog naboja, hidrofobnosti i trodimenzionalne 

organizacije molekule, ġto je kljuļno za selektivno djelovanje na bakterijske membrane bez 

oġteĺenja ljudskih stanica. Ovi podaci jasno upuĺuju da je racionalni dizajn aromatskih 
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poliQAC-ova obeĺavajuĺi pravac u razvoju novih, uļinkovitih i sigurnijih antimikrobnih 

agensa. 

 

 

Slika 18. Kemijski prikaz struktura poliQAC-ova s aromatskim supstituentima (63-65)1. 

Elektrostatski naboj QAC-ova jedan je od kljuļnih ļimbenika koji odreĽuju njihovu 

antibakterijsku aktivnost43,82. Razliļiti strukturni kosturi QAC-ova, ukljuļujuĺi mono-, bis- i 

polikvaterne derivate, pokazuju specifiļne prednosti u pogledu antimikrobne uļinkovitosti, 

ovisno o njihovoj strukturi i broju kationskih centara. Biskvaterni spojevi pokazali su bolju 

antibakterijsku aktivnost u odnosu na njihove monokvaterne analoge. Primjerice, spoj (31) 

(slika 13) pokazao je snaģnije djelovanje protiv S. aureus u usporedbi sa spojem (3) (slika 10), 

dok je spoj (40) (slika 15) bio potentniji od spoja (12) (slika 11) protiv ġirokog spektra 

bakterijskih patogena, ukljuļujuĺi S. aureus, E. faecalis, E. coli i P. aeruginosa42,49. 

Zanimljivo je da su Forman i sur. izvijestili o niģoj vjerojatnosti razvoja bakterijske rezistencije 

na polikationske spojeve, poput spoja (62) (slika 17)24,39. U skladu s tim, kod mono- i 
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biskvaternih spojeva zabiljeģeno je znaļajno poveĺanje MIK vrijednosti (do 60 puta) u 

bakterijskim sojevima koji eksprimiraju qacA/B gene, odgovorne za sintezu transmembranskih 

efluksnih pumpi koje smanjuju intracelularnu koncentraciju QAC-ova. Sliļni rezultati 

potvrĽeni su i u istraģivanju Jenningsa i sur44. 

MeĽutim, zakljuļci o uļinkovitosti kationskih QAC-ova trebaju se razmatrati u kontekstu 

specifiļne molekularne okosnice i prisutnih modificirajuĺih skupina. Primjerice, odreĽeni 

mono- i biskvaterni spojevi, poput spojeva (3 i 4) (slika 10), (35 i 36) (slika 14), pokazali su su 

sposobnost inhibicije rasta bakterijskih sojeva otpornih na antimikrobne lijekove. Ovi rezultati 

naglaġavaju vaģnost detaljnog istraģivanja odnosa strukture i aktivnosti pri optimizaciji QAC-

ova za smanjenje razvoja bakterijske rezistencije44. 

Antibakterijska aktivnost QAC-ova u odnosu na njihovu hemolitiļku aktivnost moģe se 

precizno modulirati optimizacijom ravnoteģe amfifilnosti, hidrofobnosti i broja neto pozitivnih 

naboja unutar molekule82,83. MeĽu kljuļnim parametrima, karakteristike hidrofobnog lanca 

predstavljaju jedan od najvaģnijih ļimbenika koji utjeļu na antibakterijsku uļinkovitost i 

selektivnost QAC-ova, pod uvjetom da je kvaterni centar strukturno fiksiran i definiran 

odreĽenim skeletnim sustavom i raspodjelom naboja. 

Antibakterijsko djelovanje QAC-ova u poļetnim fazama raste s poveĺanjem hidrofobnosti 

molekule. MeĽutim, prekomjerna hidrofobnost moģe rezultirati smanjenom aktivnoġĺu zbog 

moguĺih steriļkih ili membranskih interakcija, uz istovremeni porast hemolitiļke toksiļnosti. 

Eksperimentalni podaci jasno pokazuju da se antibakterijska aktivnost spoja (65) (slika 18) 

znaļajno poboljġava s produljenjem alkilnog lanca (n = 5ï9), no produljenje na 11 ugljikovih 

atoma rezultira smanjenjem antibakterijske uļinkovitosti i poveĺanjem hemolitiļkog uļinka na 

eritrocite82. 

Daljnja analiza dostupnih podataka ukazuje da je optimalan broj hidrofobnih ugljikovih atoma 

unutar raspona od 6 do 16, ļime se postiģe poboljġana antibakterijska aktivnost, ġto je potvrĽeno 

kod spojeva (13 i 15) (slika 11), (47) (slika 15) i (55) (slika 16). Konkretno, spoj (65) (slika 18), 

koji sadrģi osam, odnosno deset ugljikovih atoma u alkilnom lancu, pokazao je 64 puta veĺu 

aktivnost protiv S. aureus u odnosu na isti spoj s kraĺim alkilnim lancem (ġest ugljikovih 

atoma). 

Osim toga, Hoque i sur. izvjestili su da se antibakterijska i hemolitiļka aktivnost QAC-ova 

moģe dodatno modulirati preciznim prostornim rasporedom hidrofobnih segmenata, pri ļemu 
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se odrģava konstantan broj pozitivnih naboja. Usporedba molekula s izraģenijom hidrofobnoġĺu 

koja se proteģe od pozitivnih centara (MIK = 1ï4 ɛg/mL, IC50 = 60ï65 ɛg/mL) s onima kod 

kojih je hidrofobnost ograniļena izmeĽu dva naboja ukazuje na oļuvanje antibakterijske 

aktivnosti, uz znaļajno smanjenje hemolitiļke toksiļnosti. Konkretno, spojevi (66 i 67) (slika 

19) pokazali su sliļnu antibakterijsku uļinkovitost (MIK = 1ï4 ɛg/mL), ali znatno manju 

toksiļnost hemolize eritrocita (IC50 = 805ï1242 ɛg/mL)81. 

Ovi rezultati ukazuju na potrebu za daljnjim istraģivanjem i optimizacijom QAC-ova, pri ļemu 

ĺe buduĺe strategije dizajna prijeĺi s dvodimenzionalne na trodimenzionalnu perspektivu, 

omoguĺujuĺi preciznije usmjeravanje hidrofobnih segmenata i poboljġanje selektivnosti 

izmeĽu bakterijskih i ljudskih stanica. 

Strukturne znaļajke okosnice predstavljaju jedan od kljuļnih ļimbenika u regulaciji 

antibakterijske aktivnosti QAC-ova. Jedan od najveĺih izazova u razvoju novih antibakterijskih 

lijekova nije iskljuļivo njihova specifiļnost prema ciljanim biomolekulama, veĺ prvenstveno 

ograniļena sposobnost malih molekula da prodru kroz bakterijske membrane i akumuliraju se 

unutar stanica, ġto u konaļnici odreĽuje njihovu terapijsku uļinkovitost84,85. 

Richter i sur. izvijestili su da se male molekule vjerojatnije akumuliraju unutar E. coli i pokazuju 

antibakterijsko djelovanje ako zadovoljavaju odreĽene fizikalno-kemijske parametre, 

ukljuļujuĺi prisutnost ionizirajuĺe duġiļne skupine, te visoku strukturnu rigidnost ï pravila 

poznata kao eNTRy pravila. Primjena ovih smjernica omoguĺila je modifikaciju 

deoksinibomicina (spoj 68) (slika 19), koji primarno pokazuje aktivnost protiv Gram-pozitivnih 

bakterija, u derivat (spoj 69) (slika 19), sposoban za djelovanje protiv raznih viġestruko 

rezistentnih bakterijskih patogena86,87. 
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Slika 19. Strukture potentnih antibakterijskih sredstava (66-69)1. 

U kontekstu najnovijih istraģivanja, skeletna struktura antibakterijskih QAC-ova sve se viġe 

oslanja na rigidne heterocikliļke jezgre.  

Ova tendencija proizlazi iz potrebe za optimizacijom interakcija izmeĽu QAC-ova i bakterijskih 

membrana, kao i poveĺanja intracelularne akumulacije. Smatra se da odreĽeni bioloġki aktivni 

alkaloidi, ukljuļujuĺi kinolinske, karbolinske, indolne, azolske i purinske strukture, 

predstavljaju perspektivne temeljne strukturne okosnice za dizajn novih antibakterijskih 

spojeva88. 

2.2. Odnos izmeĽu QAC-ova i antimikrobne rezistencije 

Kvaterni amonijevi spojevi danas su ġiroko rasprostranjeni u razliļitim primjenama, ukljuļujuĺi 

formulacije dezinficijensa za kuĺanstvo, poljoprivredu, kozmetiļku industriju i industrijske 

procese89. Procjenjuje se da se pribliģno 75 % godiġnje proizvedenih QAC-ova ispuġta u 

postrojenja za proļiġĺavanje otpadnih voda, dok se preostali dio izravno unosi u okoliġ, 

potencijalno utjeļuĺi na ekoloġku ravnoteģu mikrobioloġkih zajednica90ï93. 
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Masovna upotreba QAC-ova moģe rezultirati selekcijskim pritiskom koji favorizira 

mikroorganizme viġestruko rezistentne na razliļite antimikrobne agense putem mehanizama 

korezistencije (slika 20). U usporedbi s antibioticima, QAC-ovi se odlikuju znaļajno drugaļijim 

mehanizmom djelovanja. Dok antibiotici ciljano interferiraju s odreĽenim biomolekularnim 

strukturama unutar bakterijske stanice, QAC-ovi djeluju neselektivno na membranske 

strukture, naruġavajuĺi njihovu funkcionalnost i integritet. Unatoļ toj razlici, obje klase 

antimikrobnih spojeva mogu inducirati poveĺanu proizvodnju reaktivnih kisikovih vrsta (ROS), 

ġto rezultira oksidativnim stresom i potencijalnim genetskim mutacijama94.  

Ovi mutageni procesi mogu potaknuti razvoj bakterijske rezistencije na QAC-ove, kao i 

istovremeno dovesti do otpornosti na antibiotike putem razliļitih molekularnih mehanizama. 

Jedan od kljuļnih mehanizama viġestruke otpornosti ukljuļuje mutacije u genima koji kodiraju 

efluks pumpe (engl. multidrug efflux pumps), ļime se poveĺava njihova ekspresija i 

uļinkovitost u eliminaciji razliļitih ksenobiotika, ukljuļujuĺi antibiotike95. Alternativno, 

oksidativno inducirane mutacije mogu promijeniti strukturu specifiļnih ciljnih mjesta 

antibiotika, ġto dodatno oteģava njihovu antimikrobnu aktivnost. Eksperimentalni podaci 

pokazuju da mutacije nastale kao posljedica oksidativnog stresa mogu dovesti do rezistencije 

na kliniļki relevantne antibiotike kod bakterijskih sojeva koji su prethodno razvili toleranciju 

na QAC-ove96.  

Drugi vaģan fizioloġki odgovor mikroorganizama na subinhibicijske koncentracije QAC-ova 

ukljuļuje regulaciju ekspresije membranskih proteina primjerice porina, koji sudjeluju u 

pasivnoj difuziji razliļitih tvari kroz vanjsku membranu. Bakterije izloģene QAC-ovima mogu 

smanjiti broj porinskih proteina na svojoj povrġini, ġto dovodi do smanjenja propusnosti 

membrane. Ova adaptacija ne samo da ograniļava interakciju s QAC-ovima, veĺ i znaļajno 

umanjuje osjetljivost bakterija na druge antimikrobne agense, ukljuļujuĺi klasiļne antibiotike. 

Posljediļno, antibiotici gube svoju uļinkovitost, jer ne mogu prodrijeti kroz bakterijsku 

membranu i dosegnuti intracelularne ciljeve, ļime se dodatno oteģava kliniļko lijeļenje 

bakterijskih infekcija96. 

Kvaterni amonijevi spojevi mogu znaļajno doprinijeti selekciji rezistentnih bakterijskih vrsta 

putem mehanizma poznatog kao ko-selekcija (slika 20). Ovaj proces podrazumijeva 

istovremeni razvoj otpornosti na QAC-ove i druge antimikrobne agense uslijed horizontalnog 

prijenosa gena, pri ļemu kljuļnu ulogu imaju plazmidi i integroni. Integroni predstavljaju 
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pokretne genetske elemente koji omoguĺuju bakterijama akviziciju i ekspresiju gena povezanih 

s viġestrukom rezistencijom, ukljuļujuĺi otpornost na antibiotike. Ovi elementi posjeduju 

specifiļne sekvence za rekombinaciju koje olakġavaju integraciju kasetnih gena, ļesto 

kodirajuĺi efluks pumpe, modifikacijske enzime i druge mehanizme obrane protiv 

antimikrobnih spojeva. Poveĺana prisutnost QAC-ova u okoliġu moģe selektivno favorizirati 

bakterijske populacije koje nose takve genetske elemente, ļime se pospjeġuje ġirenje otpornosti 

unutar mikrobnih zajednica97,98.  

 

Slika 20. Mehanizmi rezistencije inducirani kvaternim amonijevim spojevima obuhvaĺaju unakrsnu 

rezistenciju (otpornost na spojeve sa sliļnim mehanizmom djelovanja), korezistenciju (istodobnu 

otpornost na spojeve razliļitih mehanizama djelovanja) te koselekciju (stjecanje rezistencije prijenosom 

genetskog materijala). Kratice: Am oznaļava antibiotik, QAC kvaternu amonijevu sol, a ROS reaktivne 

kisikove vrste99. 

Istraģivanja su pokazala da se geni otpornosti na QAC-ove i antibiotike ļesto nalaze u visokoj 

koncentraciji u postrojenjima za proļiġĺavanje otpadnih voda, gdje su mikroorganizmi 

kontinuirano izloģeni subinhibicijskim koncentracijama ovih spojeva. Ovakav selektivni 

pritisak olakġava horizontalni prijenos gena meĽu bakterijskim vrstama, ukljuļujuĺi patogene 

sojeve, ļime se znaļajno poveĺava uļestalost i rasprostranjenost viġestruke rezistencije. 
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Ovi nalazi naglaġavaju potrebu za detaljnijim istraģivanjima ekoloġkih i kliniļkih posljedica 

ġiroke primjene QAC-ova, kao i za razvojem strategija koje bi smanjile rizik od akumulacije i 

prijenosa gena rezistencije u bakterijskim populacijama93. 

Posljednjih godina visoka rezistencija na postojeĺe kvaterne amonijeve soli postala je znaļajan 

javnozdravstveni problem. Do danas su identificirani razliļiti mehanizmi rezistencije, pri ļemu je 

jedan od glavnih mehanizama rezistencija posredovana efluksnim pumpama. Efluksne pumpe 

predstavljaju skupinu bakterijskih transportnih proteina koji doprinose razvoju rezistencije na 

kvaterne amonijeve soli, djelujuĺi kao membranski proteini koji posreduju u transportu 

antimikrobnih sredstava iz unutraġnjosti stanice u vanjsko okruģenje100. 

Od otkriĺa prve efluksne pumpe otporne na lijekove 1990-ih godina, razvoj molekularne 

mikrobiologije omoguĺio je karakterizaciju brojnih efluksnih pumpi u Gram-pozitivnim 

bakterijama, ukljuļujuĺi meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA)101. Za razliku od 

veĺine drugih determinanti rezistencije, efluksne pumpe ļesto su intrinziļne. Geni koji kodiraju ove 

transportere prisutni su u osjetljivim i rezistentnim bakterijama te su ļesto dio operona ļija je 

ekspresija strogo regulirana transkripcijskim regulatornim proteinima. Najraġireniji gen odgovoran 

za rezistenciju na QAC-ove u Gram-pozitivnim bakterijama je qacA/B genski sustav, koji kodira 

efluksne proteine QacA i QacB102. Oba proteina pripadaju obitelji glavnih olakġanih transportera 

(Major Facilitator Superfamily, MFS)103. Ekspresija efluksnog sustava za QAC-ove kontrolirana je 

negativnim transkripcijskim regulatornim proteinom QacR, koji regulira ekspresiju efluksnih 

pumpi u viġestruko rezistentnim bakterijama, (slika 21)104.  
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Slika 21. Mehanizam otpornosti bakterije meticilin-rezistentnog Staphylococcus aureus (MRSA) putem 

QacR-regulirane efluksne pumpe. Slika je kreirana pomoĺu programa BioRender (www.biorender.com, 

pristupljeno 26. lipnja 2025.). 

2.3. Antibakterijski mehanizam djelovanja 

Bakterijska membrana, kao esencijalna komponenta u svim fazama ģivotnog ciklusa bakterije, 

predstavlja kljuļnu strukturu odgovornu za metabolizam i homeostatske procese, pri ļemu 

sadrģi gotovo jednu treĺinu ukupnih proteina ukljuļenih u bakterijski metabolizam. Iz tog 

razloga, bakterijska membrana je jedan od primarnih ciljeva QAC-ova u njihovom 

antibakterijskom djelovanju, s obzirom na sposobnost ovih spojeva da oponaġaju mehanizme 

djelovanja antimikrobnih peptida32,105. 

Membranski aktivni agensi, ukljuļujuĺi QAC-ove ne samo da induciraju oġteĺenja bakterijske 

membrane veĺ mogu i smanjiti rizik od razvoja antibiotske rezistencije te djelovati kao 

kemosenzibilizatori putem permeabilizacije membrane. Strukturna i kemijska svojstva 

bakterijskih membrana igraju kljuļnu ulogu u interakcijama s ovim spojevima. Staniļna 

membrana Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija ima kljuļne strukturne razlike, (slika 

22 A). Gram-pozitivne bakterije imaju debeli sloj peptidoglikana u staniļnoj stijenci, u kojem 

su vezane teikoiļne i lipoteikoiļne kiseline s negativno nabijenim anionskim skupinama. Ovaj 
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sloj pruģa zaġtitu i stabilnost stanici. Gram-negativne bakterije, s druge strane, imaju tanji 

peptidoglikanski sloj, ali i dodatnu vanjsku membranu koja sadrģi fosfolipide i lipopolisaharide 

(LPS). 

Vanjska membrana Gram-negativnih bakterija djeluje kao dodatna barijera koja ġtiti stanicu od 

vanjskih utjecaja, ukljuļujuĺi antibiotike, ļime se znaļajno poveĺava njihova otpornost na 

mnoge terapije. Nasuprot tome, membrane stanica sisavaca dominantno sadrģe zwitterionske 

fosfolipide, poput sfingomijelina i fosfatidilkolina, koji imaju neutralan ukupni naboj. Zbog 

toga je elektrostatika interakcija s kationskim kvaternim amonijevim spojevima znatno slabija, 

ġto doprinosi smanjenoj citotoksiļnosti QAC-ova prema eukariotskim stanicama i omoguĺuje 

selektivnije djelovanje prema bakterijskim membranama105ï107. 

Mehanizam djelovanja QAC-ova zapoļinje elektrostatskom interakcijom izmeĽu kationskih 

skupina ovih spojeva i anionske povrġine bakterijske membrane (slika 22 B). Nakon inicijalnog 

vezanja na povrġinu, QAC-ovi prolaze kroz staniļnu stijenku, pri ļemu hidrofobni karakter 

njihove strukture dodatno olakġava inkorporaciju u membranu. Nepolarni alkilni lanci QAC-

ova interkaliraju u lipidni dvosloj, inducirajuĺi stvaranje pora, oġteĺenje membrane i poveĺanu 

permeabilnost, ġto posljediļno dovodi do lize stanice i bakterijske smrti74,77,108. 

 

Slika 22. A) Prikaz strukturalnih razlika izmeĽu Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija te B) 

mehanizam djelovanja QAC-ova105,108. 

Eksperimentalne studije pokazale su da brojni QAC-ovi, posjeduju sposobnost znaļajnog 

naruġavanja bakterijske membrane. Oġteĺenja membrane mogu se detektirati nizom 

sofisticiranih biofiziļkih i biokemijskih tehnika. Morfoloġke promjene bakterijske staniļne 
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membrane moguĺe je vizualizirati pomoĺu SEM i TEM mikroskopije109. Nadalje, fluorescentna 

mikroskopija omoguĺuje istraģivanje specifiļnih aspekata membranske disfunkcije koriġtenjem 

razliļitih fluorofora: depolarizacija membrane moģe se analizirati bojom DISC3(5), 

permeabilizacija lipidnog dvosloja pomoĺu NPN, PI i SYTOX Green, dok se cjelovitost 

membrane moģe ispitati DAPI/PI bojanjem110. Uz to, kvantifikacija curenja intracelularnih 

proteina i nukleinskih kiselina predstavlja dodatni metodoloġki pristup u procjeni stupnja 

oġteĺenja membrane111. 

2.4. Strukturna, fizikalno-kemijska i farmakoloġka svojstva kinuklidina i njegovih 

derivata 

Kinuklidina (1-azabiciklo[2.2.2]oktan) je bijela, kristalna i hlapljiva krutina s C3v simetrijom, 

ġto znaļi da ima glavnu trostruku os rotacije i tri vertikalne ravnine simetrije (slika 23). 

Simetrija kinuklidina potvrĽena je kvantnoteorijskim proraļunima i eksperimentalno 

metodama elektronske i rendgenske difrakcije, ġto omoguĺuje preciznu karakterizaciju 

molekule112. Kinuklidin je lako topiv u vodi, kao i u razliļitim vrstama organskih otapala. 

 

 

 

 

Slika 23. Strukturni prikaz molekule kinuklidina s naznakom numeriranja atoma u bicikliļkom 

sustavu. 

Heterocikliļki prirodni alkaloid kinuklidin vrlo je kruta struktura koja se sastoji od zasiĺenog 

bicikliļkog sustava s duġikovim atomom u mostu. Znaļajan je zbog vrlo niske energije potrebne 

za protoniranje duġika, ġto ga ļini izuzetno jakom bazom u organskoj sintezi. Navedene 

strukturne znaļajke kinuklidina objaġnjavaju neka njegova fizikalna i kemijska svojstva te 

omoguĺuju funkcionalizaciju na razliļitim poloģajima bicikliļkog sustava, osobito na poloģaju 

C-3. Na primjer, nesupstituirani kinuklidin je hlapljivi kristalni spoj s visokim taliġtem (158 

C̄). Naruġavanjem simetrije molekule kinuklidina (uvoĽenje alkilnih supstituenata u 

kinuklidinijev prsten) smanjuje se taliġte (4-metilkinuklidin taliġte 49-50 ̄C). Kruta bicikliļka 

struktura kinuklidina znaļajno doprinosi njegovoj kemijskoj i termodinamiļkoj stabilnosti. 
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Struktura molekule kinuklidina se ne mijenja zagrijavanjem s razliļitim koncentriranim 

mineralnim kiselinama (HCl, HI, H2SO4, HNO3) ili tretiranjem s jakim oksidansima kao npr. 

KMnO4
113. 

Duġikovi slobodni parovi elektrona su sp3-hibridizirani i ne podlijeģu steriļkim smetnjama. 

Baziļnost kinuklidina, koja ovisi o gustoĺi elektrona na atomu duġika, vrlo je sliļna onoj koja 

je opaģena u alifatskima aminima i N-alkilpiperidinu. Kinuklidin, kao i drugi tercijarni amini, 

lako tvori soli s mineralnim i organskim kiselinama. TakoĽer, s alkilnim ili arilnim 

halogenidima kinuklidin tvori kvaterne amonijeve spojeve brģe nego s tercijarnim alifatskim 

aminima. Ovi zakljuļci se mogu objasniti gotovo potpunim nedostatkom steriļkih smetnji na 

duġikovom usamljenom elektronskom paru bicikliļke strukture113. 

U supstituiranom kinuklidinu baziļnost se smanjuje zbog utjecaja induktivnog efekta 

supstituirane skupine (slika 24). U nizu 3-supstituiranih kinuklidina, reaktivnost je u korelaciji 

s njihovim pKa vrijednostima pri ļemu nesupstituirani kinuklidin pokazuje najveĺu pKa 

vrijednost te je ujedno i najreaktivniji s alkilirajuĺim reagensima. 

 

 

Slika 24. Baziļnost kinuklidina i njegovih 3-supstituiranih derivata s pripadajuĺim pKa 

vrijednostima113. 
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Kako bismo to ilustrirali, stopa brzine reakcija kinuklidina, trietilamina i DABCO-a je 

usporeĽena s metilnim jodidom (tablica 1).  

Tablica 1. Prikaz usporedbe brzine reakcije kinuklidina, trietilamina i DABCO-a s metil-jodidom.  

 

 

Trietilamin 

 

Kinuklidin 

 

DABCO 

Relativna brzina reakcije a 

pKa 

1 

10,7 

63 

11,0 

40 

8,8  

a Relativna brzina reakcije s metil-jodidom pri 25 C̄ izraģena je kao bezdimenzionalni omjer u 

odnosu na brzinu trietilamina. 

Buduĺi da je atom duġika kinuklidina nesputan zbog nepostojanja utjecaja alkilnih skupina, on 

je 63 puta reaktivniji prema metilnom jodidu od trietilamina. Smanjena steriļka smetnja alkilnih 

supstituenata omoguĺuje da usamljeni par elektrona na duġiku bude pristupaļniji za napad na 

elektrofil, buduĺi da je prostor oko atoma duġika manje zaklonjen te je time poveĺana njegova 

nukleofilnost. Steriļka priroda tercijarnog amina manje je vaģna u odreĽivanju pKa, otuda 

sliļnost u pKa izmeĽu kinuklidina i trietilamina. Vaģnija determinata u odreĽivanju pKa je 

gustoĺa elektrona prisutna na duġiku. Drugi atom duġika u DABCO-u djeluje putem 

induktivnog uļinka, povlaļeĺi elektronsku gustoĺu s prvog atoma duġika i time smanjujuĺi 

dostupnost njegova usamljenog para elektrona, odnosno baziļnost molekule. 

Cinchona alkaloidi cinchone nalaze se u drveĺu Cinchona i Remijia, ļija se kora koristi kao 

moĺan lijek protiv malarije joġ od 16. stoljeĺa. Poļetkom 19. stoljeĺa iz kore ovih stabala 

izolirani su aktivni spojevi,  a do danas je izolirano viġe od trideset spojeva, od kojih su ļetiri 

bila glavna spoja: kinin, kinidin, cinkonidin i cinkonin (slika 25).  

S obzirom na dugu tradiciju u narodnoj medicini, kinuklidin je atraktivna meta za daljnja 

istraģivanja u polju medicinske kemije. Danas, na bazi kinuklidina, neki od najvaģnijih lijekova 

koje je odobrila FDA (engl. Food and Drug Administration) imaju razliļitu primjenu u 

lijeļenju. MeĽutim, antimikrobni potencijal kinuklidina tek nedavno poļinje biti predmetom 

znanstvenih istraģivanja. 
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Slika 25. Strukturni prikaz dijastereoizomera ļlanova obitelji Cinchona114. 

Osim njihove farmakoloġke vaģnosti, Cinchona alkaloidi naġli su ġiroku primjenu kao ligandi 

u ļitavom nizu asimetriļnih transformacija ukljuļujuĺi cis-dihidroksilaciju alkena, 

hidrogenaciju ketona u faznom prijenosu i enantioselektivne reakcije halogeniranja114. 

U literaturi je zabiljeģeno da znaļajan broj sintetskih spojeva s izraģenim farmakoloġkim 

djelovanjem, ukljuļujuĺi antiaritmijsko i antihistaminsko, u svojoj strukturi sadrģe 

kinuklidinijev fragment115. Posebnu pozornost privukli su 3-supstituirani derivati kinuklidina 

zbog svoje strukturne raznolikosti i pripadajuĺih farmakodinamiļkih svojstava. Esterski 

derivati kinuklidin-3-ola predmet su intenzivnih istraģivanja te su prepoznati kao bioaktivni 

spojevi od znaļaja za medicinsku primjenu, pri ļemu je odreĽeni broj predstavnika, poput 

aceklidina, razvijen i kao komercijalni lijek115. Prema novijim izvjeġĺima, kvaternizirani 3-

supstituirani kinuklidinijevi derivati pokazuju antibakterijsko djelovanje prema kliniļki 

relevantnim bakterijskim sojevima, uz minimalne inhibicijske koncentracije u mikromolarnom 

rasponu vrijednosti14,15,116.  

Unutar skupine derivata 3-amidokinuklidina istiļe se njihovo djelovanje kao klasiļnih 

antagonista 5-hidroksitriptaminskih 3 (5-HT3) receptora. Ta se farmakoloġka aktivnost 

objaġnjava prisutnoġĺu univerzalno prihvaĺenog farmakofora, koji ukljuļuje bazni atom duġika, 

karbonilnu funkcionalnu skupinu i aromatski prsten. MeĽu predstavnicima koji sadrģavaju 3-

amidokinuklidinijev fragment posebno se izdvajaju zakoprid i RG 12915117. Dodatno, spojevi 

ove strukturne vrste razmatrani su i u kontekstu razvoja potencijalnih antidota za 
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organofosforne otrove, ukljuļujuĺi i spojeve koji pripadaju skupini kemijskih ratnih agenasa118ï

122. 

Zbog prisutnosti asimetriļnog ugljikovog atoma na 3. poloģaju, sinteza 3-supstituiranih 

kinuklidinijevih derivata koja polazi od kinuklidin-3-ola ili 3-aminokinuklidina u pravilu 

rezultira dobivanjem racemata. U farmaceutskoj praksi racemiļne smjese rijetko se smatraju 

prihvatljivima, buduĺi da pojedini enantiomeri istog bioaktivnog spoja mogu pokazivati 

razliļite bioloġke uļinke ï od smanjene terapijske uļinkovitosti do izraģene toksiļnosti. 

Sukladno tome, znaļajan dio istraģivaļkih napora usmjeren je na razvoj metoda razdvajanja 

racemiļnih derivata kinuklidin-3-ola, pri ļemu su primjenjivane i kemijske i biokatalitiļke 

strategije123ï126. Kao primjer biokatalitiļkog pristupa moģe se istaknuti uporaba 

butirilkolinesteraze (BChE, EC 3.1.1.8) izolirane iz konjskog seruma, koja je pokazala 

selektivnost u hidrolizi esterskih derivata kinuklidin-3-ola123,127ï129. MeĽutim, u sluļaju 3-

amidokinuklidina dostupni podaci o razdvajanju enantiomera, bilo kemijskim bilo 

biokatalitiļkim metodama, ostaju ograniļeni i u literaturi su tek rijetko opisani130ï132. 

3. Eksperimentalni dio 

3.1. Koriġtene kemikalije za sintezu 

Sve koriġtene kemikalije za organsku sintezu bile su analitiļke ļistoĺe. Za sintezu mono- i 

bisQAC derivata 3-supstituiranih kinuklidina, kljuļno je osigurati visoku ļistoĺu ne samo 

potrebnih polaznih spojeva, veĺ i organskih otapala. Stoga su koriġtena komercijalno dostupna 

otapala (dietil-eter, aceton, kloroform, acetonitril i diklormetan) dodatno proļiġĺavana i 

predestilirana prema uobiļajenoj proceduri opisanoj u literaturi133.  

Koriġteni spojevi: (Ñ)-3-aminokinuklidin dihidroklorid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD, 

98 %, Mr=199,12), kinuklidin-3-on hidroklorid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD, 97 %, 

Mr=161,63), kalijev hidroksid (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska, p.a., Mr=56,11), 1-bromdodekan 

(Alfa Aesar, Ward Hill, MA, SAD, 98 %, Mr=249,24, ɟ=1,040 g/mL), 1-bromtetradekan (Alfa 

Aesar, Ward Hill, MA, SAD, 98 %, Mr=277,30, ɟ=1,018 g/mL), 1-bromheksadekan (Alfa 

Aesar, Ward Hill, MA, SAD, 98 %, Mr=305,35, ɟ=1,000 g/mL), anhidrid benzojeve kiseline 

(Alfa Aesar, Ward Hill, MA, SAD, 98%, Mr=226,23), 2-bromacetil-bromid (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, SAD, Ó98 %, Mr=201,84), dodecilamin (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD , 98 

%, Mr=185,35), tetradecilamin (Acros Organics, Geel, Belgija, 98 %, Mr=213,40), 



45 

Sinteza i bioloġka aktivnost mono- i biskvaternih amonijevih spojeva na okosnici  

1-azabiciklo[2.2.2]oktana 

 
Antonio Sabljiĺ                                                                                                                Doktorska disertacija 

 
 

heksadecilamin (Merck, Darmstadt, Njemaļka, 98 %, Mr=241,46), natrijev cijanoborhidrid 

(NaBH3CN, Merck, za sintezu, Mr=62,84), 1,3-dibrompropan (Aldrich Chemie GmbH, 

Steinheim, Njemaļka, 98 %, Mr=201,89), 1,4-dibrombutan (Aldrich Chemistry, Merck KGaA, 

Darmstadt, Njemaļka, 99 %, Mr=215,91) i 1,6-dibromheksan (Alfa Aesar, Haverhill, MA, 

SAD, 97 %, Mr=243,97). Svi koriġteni spojevi bili su komercijalno dostupni i koriġteni su bez 

dodatnog proļiġĺavanja. 

3.2. Koriġtene kemikalije za ispitivanje bioloġke aktivnosti 

Za provedbu bioloġkih ispitivanja koriġtene su sljedeĺe kemikalije:  

¶ Hranidbeni mediji: Mueller-Hinton Broth, Yeast Extract, Agar Bios Special, Peptone-

Tryptone Water (Biolife, Italija), natrijev klorid (Kemika, Zagreb, Hrvatska), Dulbecco's 

Modified Eagle Medium, DMEM, (Capricorn Scientific, Njemaļka). 

Priprema medija za uzgoj bakterija: 

1. Priprema tekuĺeg Mueller-Hinton medija. 

Za pripremu 1 litre Mueller-Hinton medija, u 1 L ultradestilirane miliQ vode otopi se 22,0 

g Mueller-Hinton Broth (Biolife). Mijeġanjem se osigurava potpuno otapanje. Otopina se zatim 

sterilizira autoklaviranjem na 121 C̄ tijekom 15 minuta. Nakon sterilizacije, medij se ohladi na 

sobnu temperaturu te je spreman za koriġtenje. 

2. Priprema ļvrstog Mueller-Hinton medija. 

Za pripremu 1 litre ļvrstog Mueller-Hinton medija, u 1 L ultradestilirane vode otopi se 22,0 g 

Mueller-Hinton Broth i 15,0 g agara (Biolife). Smjesa se mijeġa dok se potpuno ne otopi. 

Otopinu se zatim sterilizira autoklaviranjem na 121 C̄ tijekom 15 minuta. Nakon sterilizacije, 

medij se ohladi na 50 C̄, a zatim izlije u Petrijeve zdjelice. Ostaviti da se stvrdne na sobnoj 

temperaturi prije upotrebe. 

3. Priprema tekuĺeg Nutrient Agar medija. 

Za pripremu 1 litre Nutrient Agar medija, u 1 L ultradestilirane miliQ vode otopi se 5,0 g 

Peptone-Tryptone ekstrakta, 3,0 g Yeast ekstrakta (Biolife) te 5,0 g natrijeva klorida (Kemika). 

Mijeġanjem se osigurava potpuno otapanje. Otopinu se zatim sterilizira autoklaviranjem na 121 

C̄ tijekom 15 minuta. Nakon sterilizacije, medij se ohladi na sobnu temperaturu te je spreman 

za koriġtenje. 
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4. Priprema ļvrstog Nutrient Agar medija. 

Za pripremu 1 litre ļvrstog Nutrient Agar medija, u 1 L ultradestilirane vode otopi se 5,0 g 

Peptone-Tryptone ekstrakta, 3,0 g Yeast ekstrakta, 15,0 g agara (Biolife) te 5,0 g natrijeva 

klorida (Kemika). Smjesa se mijeġa dok se potpuno ne otopi. Otopina se zatim sterilizira 

autoklaviranjem na 121 C̄ tijekom 15 minuta. Nakon sterilizacije, medij se ohladi na 50 C̄, a 

zatim izlije u Petrijeve zdjelice. Ostaviti da se stvrdne na sobnoj temperaturi prije upotrebe. 

3.3. Koriġteni instrumenti za karakterizaciju spojeva 

Praĺenje tijeka reakcija, identifikacija i kontrola ļistoĺe sintetiziranih spojeva provedeni su 

metodama tankoslojne kromatografije (engl. Thin-layer chromatography, TLC), odreĽivanjem 

toļke taliġta (t.t.) i nuklearne magnetske rezonancije 1H (engl. Proton nuclear magnetic 

resonance) i 13C NMR (engl. Carbon-13 nuclear magnetic resonance). 

Tankoslojna kromatografija izvedena je na aluminijevim oksidnim ploļicama DC-Alufolien 

Aluminiumoxid 60 F254 (Merck, Readington Township, NJ, SAD) na Odjelu za kemiju, 

Prirodoslovno-matematiļkog fakulteta Split. Supstancije su vizualizirane reverzibilnom 

adsorpcijom joda ili pomoĺu UV-lampe (Analytik Jena, Njemaļka). Otapala su uparena na 

rotacijskom uparivaļu EV400 VAC proizvoĽaļa LabTech S.r.l., Sorisole, Italija. 1H i 13C NMR 

spektri snimljeni su na instrumentima Bruker AV500 i Bruker AV600 proizvoĽaļa Bruker 

BioSpin GmbH, Rheinstetten, Njemaļka) u deuteriranim otapalima DMSO-d6 i MeOH-d4 pri 

sobnoj temperaturi, na Prirodoslovno-matematiļkom fakultetu Sveuļiliġta u Zagrebu. Kemijski 

pomaci (ŭ) izraģeni su u dijelovima na milijun (ppm), a kao unutarnji standard koriġten je 

tetrametilsilan (TMS). Konstante sprege (J) prikazane su u hercima (Hz). Signali su oznaļeni 

prema standardnoj notaciji: s (singlet), d (dublet), t (triplet), dd (dublet dubleta), m (multiplet). 

Taliġta su odreĽena pomoĺu ureĽaja za odreĽivanje taliġta, model B¿chi Melting Point M-560 

proizvoĽaļa B¿chi Labortechnik AG, Flawil, Ġvicarska, uz koriġtenje otvorenih kapilara na 

Odjelu za kemiju, Prirodoslovno-matematiļkog fakulteta Split. 

Za odreĽivanje kritiļne micelarne koncentracije (CMC) koriġten je konduktometar Mettler-

Toledo FiveEasy F30 te konduktometrijska elektroda Mettler-Toledo LE703 proizvoĽaļa 

Mettler-Toledo GmbH, Ġvicarska. Elektroda je dvopolna grafitna elektroda s konstantom ĺelije 

K = 1.0 cm-1, opremljena integriranim temperaturnim senzorom NTC 30 kɋ. Pogodna je za 

mjerni raspon 0,01 ï 200 mS/cm i temperaturni raspon 0 ï 80 ̄C, ġto omoguĺuje precizno i 
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stabilno mjerenje vodljivosti u razliļitim otopinama, ukljuļujuĺi one koje sadrģe povrġinski 

aktivne tvari. Mjerenja su izvrġena na Odjelu za kemiju, Prirodoslovno-matematiļkog fakulteta 

Split. 

3.4. Ostale laboratorijske kemikalije i otapala 

U eksperimentalnom radu koriġtene su sljedeĺe kemikalije i otapala: 

¶ Puferska otopina: puferirana otopina fosfatnih soli (pH=7,0) PBS. 

¶ Otapala: dimetil-sulfoksid, DMSO (Ó99,9 %, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD, 

Mr=78,13), ultradestilirana miliQ H2O, etanol, C2H5OH, (T.T.T., Sveta Nedelja, 

Hrvatska, 70 %, Mr=46,07 ) 

¶ Reagensi: jodonitrotetrazolijev klorid, INT (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD, 95 %, 

Mr=505,70). 

Priprema puferske otopine: 

Za pripremu 1 L 10Ĭ PBS pufera, u 800 mL ultradestilirane vode otopi se sljedeĺe: 80,0 

g natrijeva klorida (Chem-Lab NV, Zedelgem, Belgija, p.a., Mr=58,44), 2,0 g kalijeva klorida 

(Kemika, Zagreb, Hrvatska, p.a., Mr=74,56), 14,4 g natrijev dihidrogenfosfat monohidrata 

(T.T.T., Sveta Nedelja, Hrvatska, p.a., Mr=137,99) te 2,4 g kalijeva dihidrogenfostata (Kemika, 

Zagreb, Hrvatska, p.a., Mr=136,09) 

Otopinu dobro promijeġati dok se sve komponente potpuno ne otope. Nakon toga, dodati 

ultradestiliranu mili-Q vodu kako bi se postigao ukupan volumen od 1 L. Otopinu pohraniti u 

hermetiļki zatvorenu posudu i sterilizirati autoklaviranjem na 121 C̄ tijekom 15 minuta.
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3.5.  Sinteza QAC-ova 

3.5.1. Sinteza monoQAC-ova 

Sinteza QAC-ova (Ñ)-3-benzamidokinuklidina i (Ñ)-3-acetamidokinuklidina s alkilnim 

lancima  

Reakcije kvaternizacije (Ñ)-3-benzamidokinuklidina i (Ñ)-3-acetamidokinuklidina provedene 

su u balonu pod duġikovom atmosferom, pri sobnoj temperaturi, uz stalno mijeġanje u suhom 

acetonitrilu kao otapalu. Kao kvaternizirajuĺi reagensi koriġteni su 1-bromdodekan, 1-

bromtetradekan i 1-bromheksadekan  u ekvimolarnoj koliļini u odnosu na poļetne spojeve. 

Tijek reakcije praĺen je TLC-om u sustavu otapala kloroform:metanol (CHCl3:MeOH=5:1). 

Dobiveni produkti proļiġĺeni su suhim Et2O, nakon ļega je otapalo upareno na rotavaporu. 

Sinteza prekursora (Ñ)-3-benzamidokinuklidina i (Ñ)-3-acetamidokinuklidina za reakciju 

kvaternizacije je veĺ ranije opisana134. 

3.5.1.1. (Ñ)-N-Dodecil-3-benzamidokinuklidinijev bromid (QBn-C12) 

Spoj (Ñ)-N-dodecil-3-benzamidokinuklidinijev bromid je dobiven prema prethodno opisanom 

postupku reakcijom (Ñ)-3-benzamidokinuklidina (30 mg, 0,130 mmol) i 1-bromdodekana 

(0,031 mL, 0,130 mmol). Dobiveni je produkt oznake QBn-C12, Mr=479,55 (m=36,60 mg, 

ɖ=58,6 %), t.t. 49-52 ̄C. 

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 0,85 (t, 3J=6,98 Hz, 3H, H12'); 1,20ï1,37 (m, 18H, 

H3'ïH11'); 1,62ï1,73 (m, 2H, H2'); 1,78ï1,85 (m, 1H, H5); 1,96ï2,00 (m, 2H, H8); 2,16ï2,28 

(m, 2H, H4, H5); 3,13ï3,18 (m, 2H, H1'); 3,34ï3,53 (m, 5H, H2, H6, H7); 3,79ï3,84 (m, 1H, 

H2); 4,33ï4,38 (m, 1H, H3); 7,48ï7,51 (m, 2H, H3 Ph, H5 Ph); 7,56ï7,58 (m, 1H, H4 Ph); 7,89 

(d, 3J = 7,16 Hz, 2H, H2 Ph, H6 Ph); 8,63 (s, 1H, CONH). 

13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 13,4 (C12'); 17,8; 21,5; 21,7; 27,9; 28,1; 28,2; 28,3; 

28,4; 28,4; 30,7 (C2'ïC11'); 20,8 (C7); 23,7 (C4); 25,3 (C5); 44,9 (C3); 53,0; 52,4 (C6, C8); 

58,0 (C1'); 62,7 (C2); 126,9 (C2 Ph, C6 Ph); 127,7 (C3 Ph, C5 Ph); 131,0 (C4 Ph); 133,3 (C1 

Ph); 166,4 (C=O). 

3.5.1.2. (Ñ)-N-Tetradecil-3-benzamidokinuklidinijev bromid (QBn-C14) 

Spoj (Ñ)-N-tetradecil-3-benzamidokinuklidinijev bromid je dobiven prema prethodno 

opisanom postupku reakcijom (Ñ)-3-benzamidokinuklidina (20 mg, 0,087 mmol) i 1-
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bromtetradekana (0,024 mL, 0,087 mmol). Dobiveni je produkt oznake QBn-C14, Mr=507,60 

(m=42 mg, ɖ=95,3 %), t.t. 111-113 ̄C. 

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 0,85 (t, 3J = 6,98 Hz, 3H, H14'); 1,19ï1,35 (m, 22H, H3'ï

H13'); 1,60ï1,73 (m, 2H, H2'); 1,79ï 1,85 (m, 1H, H5); 1,96ï2,01 (m, 2H, H8); 2,16ï2,26 (m, 2H, 

H4, H5); 3,13ï3,18 (m, 2H, H1'); 3,34ï3,55 (m, 5H, H2, H6, H7); 3,80ï3,85 (m, 1H, H2); 4,33ï

4,39 (m, 1H, H3); 7,47ï7,52 (m, 2H, H3 Ph, H5 Ph); 7,56ï7,59 (m, 1H, H4 Ph); 7,89 (d, 3J = 7,16 

Hz, 2H, H2 Ph, H6 Ph); 8,64 (s, 1H, CONH). 

13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 13,4 (C14'); 17,8; 21,5; 21,7; 27,9; 28,1; 28,2; 28,3; 28,4; 

28,4; 28,4; 28,5; 28,5; 30,7 (C2'ïC13'); 20,8 (C7); 23,7 (C4); 25,3 (C5); 44,9 (C3); 52,8; 53,0 (C6, 

C8); 57,9 (C1'); 62,7 (C2); 126,9 (C2 Ph, C6 Ph); 127,7 (C3 Ph, C5 Ph); 131,0 (C4 Ph); 133,3 (C1 

Ph); 166,3 (C=O). 

3.5.1.3. (Ñ)-N-Heksadecil-3-benzamidokinuklidinijev bromid (QBn-C16) 

Spoj (Ñ)-N-heksadecil-3-benzamidokinuklidinijev bromid je dobiven prema prethodno 

opisanom postupku reakcijom (Ñ)-3-benzamidokinuklidina (20 mg, 0,087 mmol) i 1-

bromheksadekana (0,027 mL, 0,087 mmol). Dobiveni je produkt oznake QBn-C16, Mr=535,66 

(m=44,90 mg, ɖ=96,5 %), t.t. 120-122 ̄C. 

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 0,85 (t, 3J = 6,98, 3H, H16'); 1,20ï1,33 (m, 26H, H3'ï

H15'); 1,62ï1,71 (m, 2H, H2'); 1,78ï1,85 (m, 1H, H5); 1,97ï2,00 (m, 2H, H8); 2,16ï2,28 (m, 

2H, H4, H5); 3,14ï3,19 (m, 2H, H1'); 3,35ï3,54 (m, 5H, H2, H6, H7); 3,79ï3,84 (m, 1H, H2); 

4,34ï4,39 (m, 1H, H3); 7,48ï7,51 (m, 2H, H3 Ph, H5 Ph); 7,56ï7,58 (m, 1H, H4 Ph); 7,89 (d, 

3J = 7,16 Hz, 2H, H2 Ph, H6 Ph); 8,64 (s, 1H, CONH). 

13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 13,4 (C16'); 17,8; 21,5; 21,7; 27,9; 28,1; 28,2; 28,3; 

28,4; 28,4; 28,4; 28,5; 28,5; 30,7; 31,7; 34,6 (C2'ïC15'); 20,8 (C7); 23,7 (C4); 25,3 (C5); 44,9 

(C3); 52,8; 53,0 (C6, C8); 57,9 (C1'); 62,7 (C2); 126,9 (C2 Ph, C6 Ph); 127,7 (C3 Ph, C5 Ph); 

131,0 (C4 Ph); 133,3 (C1 Ph); 166,3 (C=O). 

3.5.1.4. (Ñ)-N-Dodecil-3-acetamidokinuklidinijev bromid (QAc-C12) 

Spoj (Ñ)-N-dodecil-3-acetamidokinuklidinijev bromid je dobiven prema prethodno opisanom 

postupku reakcijom (Ñ)-3-acetamidokinuklidina (30 mg, 0,178 mmol) i 1-bromdodekana 

(0,043 mL, 0,178 mmol). Dobiveni je produkt oznake QAc-C12, Mr=417,48 (m=54,70 mg, 
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ɖ=73,5 %).  

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 0,86 (t, 3J = 6,86 Hz, 3H, H12'); 1,20ï1,37 (m, 18H, 

H3'ïH11'); 1,56ï1,67 (m, 2H, H2'); 1,80ï2,15 (m, 4H, H5 i H8); 2,08 (s, 3H, CH3C=O); 2,25ï

2,30 (m, 1H, H4); 2,95ï2,98 (m, 2H, H1'); 3,30ï3,55 (m, 5H, H2, H6, H7); 3,80ï3,95 (m, 1H, 

H2); 4,95ï4,98 (m, 1H, H3); 8,32 (s, 1H, CONH). 

13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 13,4 (C12'); 18,8; 21,5; 21,7; 20,9; 23,2; 27,9; 28,1; 

28,2; 28,3; 28,4; 28,4; 28,4; 29,6; 30,7 (CH3C=O; C4, C5, C8; C2'ïC11'); 50,9 (C3); 55,1 (C6); 

55,7 (C7); 61,6 (C2); 67,4 (C1'); 166,3 (C=O). 

3.5.1.5. (Ñ)-N-Tetradecil-3-acetamidokinuklidinijev bromid (QAc-C14) 

Spoj (Ñ)-N-tetradecil-3-acetamidokinuklidinijev bromid je dobiven prema prethodno opisanom 

postupku reakcijom (Ñ)-3-acetamidokinuklidina (30 mg, 0,178 mmol) i 1-bromtetradekana 

(0,049 mL, 0,178 mmol). Dobiveni je produkt oznake QAc-C14, Mr=445,53 (m=75,70 mg, 

ɖ=95,3 %), t.t. 50-52 ̄C. 

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 0,85 (t, 3J = 6,87 Hz, 3H, H14'); 1,21ï1,36 (m, 22H, 

H3'ïH13'); 1,56ï1,66 (m, 2H, H2'); 1,79ï2,14 (m, 4H, H5 i H8); 2,07 (s, 3H, CH3C=O); 2,24ï

2,31 (m, 1H, H4); 2,96ï2,99 (m, 2H, H1'); 3,30ï3,55 (m, 5H, H6, H7 i H2); 3,80ï3,95 (m, 1H, 

H2); 4,95ï4,98 (m, 1H, H3); 8,32 (s, 1H, CONH). 

13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 13,4 (C14'); 18,8; 20,9; 21,5; 21,7; 23,2; 27,9; 28,1; 

28,2; 28,3; 28,4; 28,5; 28,6; 28,7; 29,6; 30,7 (CH3C=O; C4, C5, C8; C2'ïC13'); 50,8 (C3); 55,1 

(C6); 55,7 (C7); 61,6 (C2); 67,4 (C1'); 166,3 (C=O). 

3.5.1.6. (Ñ)-N-Heksadecil-3-acetamidokinuklidinijev bromid (QAc-C16) 

Spoj (Ñ)-N-heksadecil-3-acetamidokinuklidinijev bromid je dobiven prema prethodno 

opisanom postupku reakcijom (Ñ)-3-acetamidokinuklidina (30 mg, 0,178 mmol) i 1-

bromheksadekana (0,054 mL, 0,178 mmol). Dobiveni je produkt oznake QAc-C16, Mr=473,58 

(m=73 mg, ɖ=86,4 %), t.t. 59-62 ̄C. 

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 0,85 (t, 3J = 6,88 Hz, 3H, H16'); 1,20ï1,37 (m, 26H, 

H3'ïH15'); 1,56ï1,67 (m, 2H, H2'); 1,80 2,15 (m, 4H, H5 i H8); 2,08 (s, 3H, CH3C=O); 2,25ï

2,30 (m, 1H, H4); 2,98ï3,00 (m, 2H, H1'); 3,30ï3,55 (m, 5H, H6, H7 i H2); 3,80ï3,95 (m, 1H, 

H2); 4,95ï4,98 (m, 1H, H3); 8,32 (s, 1H, CONH). 
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13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 13,4 (C16'); 18,8; 20,9; 21,5; 21,7; 23,2; 27,9; 28,1; 

28,2; 28,3; 28,4; 28,5; 28,6; 28,7; 28,8; 28,9; 29,6; 30,7 (CH3C=O; C4, C5, C8; C2'ïC15'); 50,8 

(C3); 55,1 (C6); 55,7 (C7); 61,6 (C2); 67,4 (C1'); 166,3 (C=O). 

Sinteza QAC-ova (Ñ)-3-aminokinuklidina i  kinuklidin-3-ona s alkilnim lancima 

Za reakciju kvaternizacije (Ñ)-3-aminokinuklidina odnosno kinuklidin-3-ona bilo je potrebno 

iste dobiti deprotoniranjem komercijalnih kemikalija. U tu svrhu postupno je dodavana zasiĺena 

otopina kalijeva hidroksida do postizanja pH å 10. Dobivena smjesa mijeġana je na magnetskoj 

mijeġalici, nakon ļega je provedena viġestruka ekstrakcija kloroformom (10Ĭ5 mL). Sakupljeni 

organski slojevi osuġeni su na bezvodnom kalijevom karbonatu, a otapalo je uklonjeno 

uparavanjem pod sniģenim tlakom na rotavaporu. Reagensi koriġteni za reakciju kvaternizacije 

su 1-bromdodekan, 1-bromtetradekan i 1-bromheksadekan u ekvimolarnoj koliļini u odnosu na 

deprotonirane derivate kinuklidina. Reakcije kvaternizacije provedene su u balonu pod 

duġikovom atmosferom, pri sobnoj temperaturi, uz kontinuirano mijeġanje u suhom acetonu 

kao otapalu. Tijek reakcije praĺen je TLC-om u sustavu otapala kloroform:metanol 

(CHCl3:MeOH=5:1). Nakon zavrġetka reakcije, otapalo je uklonjeno uparavanjem pod 

sniģenim tlakom na rotavaporu. Dobiveni produkt istaloģen je dodatkom Et2O te viġestrukim 

uparavanjem Et2O do zadovoljavajuĺe ļistoĺe. Dobiveni produkti su bile krutine dobivene u 

visokim iskoriġtenjima. 

3.5.1.7. (Ñ)-N-Dodecil-3-aminokinuklidinijev bromid (QNH2-C12) 

Spoj (Ñ)-N-dodecil-3-aminokinuklidinijev bromid je dobiven prema prethodno opisanom 

postupku reakcijom (Ñ)-3-aminokinuklidina (30 mg, 0,238 mmol) i 1-bromdodekana (0,057 

mL, 0,238 mmol). Dobiveni je produkt oznake QNH2-C12, Mr=375,44 (m=82,5 mg, ɖ=92,4 %), 

t.t. 162ï164 C̄. 

 1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 0,86 (t, 3J = 6,9 Hz, 3H, H12ǋ); 1,18ï1,34 (m, 18H, H3ǋï

H11ǋ); 1,56ï1,99 (m, 5H, H5, H8, H2ǋ); 2,15ï2,22 (m, 1H, H5); 2,91ï2,97 (m, 1H H4); 3,13 (t, 3J 

= 8,5 Hz, 2H, H1ǋ); 3,23ï3,50 (m, 6H, H2, H6, H7); 3,57ï3,63 (m, 1H H3); 6,3 (s, 2H, NH2). 

13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 13,9 (C12ǋ); 17,4; 21,2; 22,0; 22,4; 25,8; 26,0; 28,4; 28,6; 

28,7; 28,8; 28,9; 29,0; 31,2 (C2ǋïC11ǋ, C4, C5, C8); 45,7 (C3); 52,9 (C6); 53,5 (C7); 60,6 (C2); 

62,9 (C1ǋ). 
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3.5.1.8. (Ñ)-N-Tetradecil-3-aminokinuklidinijev bromid (QNH2-C14) 

Spoj (Ñ)-N-tetradecil-3-aminokinuklidinijev bromid je dobiven prema prethodno opisanom 

postupku reakcijom (Ñ)-3-aminokinuklidina (30 mg, 0,238 mmol) i 1-bromtetradekana (0,065 

mL, 0,238 mmol). Dobiveni je produkt oznake QNH2-C14, Mr=403,49 (m=94,5 mg, ɖ=98,5 %), 

t.t. 195ï198 C̄. 

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 0,86 (t, 3J = 6,9 Hz, 3H, H14ǋ); 1,18ï1,36 (m, 22H, H3ǋï

H13ǋ); 1,56ï1,95 (m, 5H, H5, H8, H2ǋ); 2,16ï2,23 (m, 1H, H5); 2,84ï2,90 (m, 1H, H4); 3,12 (t, 3J 

= 8,5 Hz, 2H, H1ǋ); 3,22ï3,45 (m, 6H, H2, H6, H7); 3,55ï3,61 (m, 1H H3); 6,3 (s, 2H, NH2). 

13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 13,9 (C14ǋ); 17,4; 21,3; 22,0; 22,5; 25,9; 26,6; 28,5, 28,6; 

28,7; 28,8; 28,9; 29,0; 29,2; 29,3; 31,3 (C2ǋïC13ǋ, C4, C5, C8); 45,9 (C3); 52,9 (C6); 53,6 (C7); 

61,5 (C2); 62,9 (C1ǋ). 

3.5.1.9. (Ñ)-N-Heksadecil-3-aminokinuklidinijev bromid (QNH2-C16) 

Spoj (Ñ)-N-heksadecil-3-aminokinuklidinijev bromid je dobiven prema prethodno opisanom 

postupku reakcijom (Ñ)-3-aminokinuklidina (38,5 mg, 0,305 mmol) i 1-bromheksadekana 

(0,093 mL, 0,305 mmol). Dobiveni je produkt oznake QNH2-C16, Mr=431,55 (m=128,9 mg, 

ɖ=97,9 %), t.t. 206ï208 C̄. 

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 0,86 (t, 3J = 6,9 Hz, 3H, H16ǋ); 1,16ï1,38 (m, 26H, H3ǋï

H15ǋ); 1,57ï2,01 (m, 5H, H5, H8, H2ǋ); 2,16ï2,26 (m, 1H, H5); 2,84ï2,90 (m, 1H, H4); 3,09ï3,45 

(m, 8H, H2, H6, H7, H1ǋ); 3,55ï3,61 (m, 1H, H3); 6,3 (s, 2H, NH2). 

13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 13,5 (C16ǋ); 17,2; 21,7; 22,0; 23,8; 25,6; 28,2; 28,3; 28,4; 

28,5; 28,6; 28,7; 28,8; 28,9; 29,0; 29,1; 29,2; 29,3; 31,0 (C2ǋïC15ǋ, C4, C5, C8); 23,8 (C4); 45,4 

(C3); 53,1 (C6); 53,6 (C7); 61,5 (C2); 63,2 (C1ǋ). 

3.5.1.10. Dodecil-3-oksokinuklidinijev bromid (QO-C12) 

Spoj (N)-dodecil-3-oksokinuklidinijev bromid je dobiven prema prethodno opisanom postupku 

reakcijom kinuklidin-3-ona (100,5 mg, 0,803 mmol) i 1-bromdodekana (0,192 mL, 0,803 

mmol). Dobiveni je produkt oznake QO-C12, Mr=374,41 (m=295,96 mg, ɖ=98,5 %), t.t. 236ï

238 C̄. 

1H NMR (600 MHz, CDCl3-d6) ŭ/ppm: 0,83 (t, 
3J= 7,03 Hz, 3H, H12'); 1,21ï1,39 (m, 18H, 

H3'ïH11'); 1,87ï2,11 (m, 5H, H5, H8, H2'); 2,15ï2,28 (m, 1H, H5); 2,83ï2,91 (m, 1H, H4); 

3,09 (t, 3J= 8,1 Hz 2H, H1'); 3,67ï3,99 (m, 6H, H2, H6, H7). 
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13C NMR (150 MHz, CDCl3-d6) ŭ/ppm: 14,2 (C12'); 21,3; 22,7; 26,4; 29,6; 31,9, 32,0; 32,1; 

32,3; 32,4; 32,5; 32,6; 32,7; 32,8 (C2'ïC11', C5, C8); 37,2 (C4); 54,8 (C6); 54,9 (C7); 64,4 

(C1'); 65,9 (C2); 201,3 (C=O). 

3.5.1.11. Tetradecil-3-oksokinuklidinijev bromid (QO-C14) 

Spoj (N)-tetradecil-3-oksokinuklidinijev bromid je dobiven prema prethodno opisanom 

postupku reakcijom kinuklidin-3-ona (100,5 mg, 0,901 mmol) i 1-bromtetradekana (0,245 mL, 

0,901 mmol). Dobiveni je produkt oznake QO-C14, Mr=402,46 (m=344,80 mg, ɖ=95,1 %), t.t. 

243ï245 C̄. 

1H NMR (600 MHz, CDCl3-d6) ŭ/ppm: 0,81 (t, 
3J= 6,93 Hz, 3H, H14'); 1,25-1,35 (m, 22H, H3'ï

H13'); 1,84ï2,17 (m, 5H, H5, H8, H2'); 2,10ï2,33 (m, 1H, H5); 2,85ï2,91 (m, 1H, H4); 3,11 (t, 

3J= 8,1 Hz, 2H, H1'); 3,68ï3,91 (m, 6H, H2, H6, H7). 

13C NMR (150 MHz, CDCl3-d6) ŭ/ppm: 14,3 (C14'); 21,5; 22,9; 22,9; 23,0; 23,1; 23,2; 23,4; 

23,5; 23,6; 23,8; 24,0; 24,1; 26,6; 29,4; 29,6 (C2'ïC13', C5, C8); 37,4 (C4); 54,9 (C6); 55,3 

(C7); 64,6 (C1'); 66,1 (C2); 201,3 (C=O).  

3.5.1.12. Heksadecil-3-oksokinuklidinijev bromid (QO-C16) 

Spoj (N)-heksadecil-3-oksokinuklidinijev bromid je dobiven prema prethodno opisanom 

postupku reakcijom kinuklidin-3-ona (123,40 mg, 0,986 mmol) i 1-bromheksadekana (0,301 

mL, 0,986 mmol). Dobiveni je produkt oznake QO-C16, Mr=430,52 (m=420,30 mg, ɖ=99,0 %), 

t.t. 252ï254 C̄. 

1H NMR (600 MHz, CDCl3-d) ŭ/ppm: 0,81 (t, 
3J= 6,93 Hz, 3H, H16'); 1,21ï1,34 (m, 26H, H3'-

H15'); 1,82ï2,15 (m, 5H, H5, H8, H2'); 2,11ï2,33 (m, 1H, H5); 2,77ï2,93 (m, 1H, H4); 3,13 (t, 

3J= 8,03 Hz, 2H, H1'); 3,65ï3,91 (m, 6H, H2, H6, H7). 

13C NMR (150 MHz, CDCl3-d6) ŭ/ppm: 14,3 (C16'); 21,5; 22,9; 22,9; 23,0; 23,1; 23,2; 23,4; 

23,5; 23,6; 23,7; 23,8; 24,0; 24,1; 26,1; 29,3; 29,6 (C2'ïC15', C5, C8); 37,1 (C4); 54,8 (C6); 

55,1 (C7); 64,6 (C1'); 66,1 (C2); 199,3 (C=O). 

Sinteza QAC-ova (Ñ)-3-aminokinuklidina s N-alkil-2-bromacetamidima 

Odgovarajuĺi amini, dodecilamin, tetradecilamin i heksadecilamin, otopljeni su u suhom 

diklormetanu. Zatim je vodena otopina kalijeva karbonata dodana organskoj otopini s aminom, a 
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reakcijska smjesa ohlaĽena je na 5 ̄ C. 2-bromacetil-bromid, otopljen u suhom diklormetanu, 

dodavan je polako tijekom 30 minuta u reakcijsku smjesu. Nakon ġto je cijeli 2-2-bromacetil-

bromid dodan, smjesa je ostavljena na mijeġanju pri sobnoj temperaturi tijekom sljedeĺa 4 sata. 

Organski sloj odvojen je u lijevku za odjeljivanje i ekstrahiran s diklormetanom (2Ĭ5 mL). Spojeni 

organski ekstrakti isprani su vodom (3Ĭ10 mL), a prikupljeni organski slojevi osuġeni su sa 

bezvodnim natrijevim sulfatom, koji je kasnije uklonjen filtriranjem. Nakon suġenja, otapalo je 

uklonjeno uparavanjem na rotacijskom uparivaļu, ļime je dobiven odgovarajuĺi amid koji je 

posluģio kao prekursor za prethodno opisanu sintezu serije QAC-ova (Ñ)-3-aminokinuklidina. 

Tijek kemijske reakcije praĺen je TLC-om u sustavu otapala kloroform:metanol 

(CHCl:MeOH=10:1). Kako bi se postigla odgovarajuĺa ļistoĺa proizvoda, provedena je ponovljena 

kristalizacija iz odgovarajuĺeg otapala, nakon ļega je otapalo uklonjeno isparavanjem na 

rotacijskom isparivaļu. 

Reakcija kvaternizacije 3-aminokinuklidina provedena je u suhom acetonitrilu pod refluksom, uz 

kontinuirano mijeġanje, u prisutnosti ekvimolarne koliļine prethodno sintetiziranih 

kvaternizirajuĺih reagensa: N-dodecil-2-bromacetamida, N-tetradecil-2-bromacetamida i N-

heksadecil-2-bromacetamida. Tijek reakcije praĺen je tankoslojnom kromatografijom (TLC) u 

sustavu otapala kloroform: metanol (CHCl3:MeOH=5:1). Radi postizanja odgovarajuĺe ļistoĺe, 

dobiveni produkti proļiġĺeni su ponovljenom kristalizacijom iz odgovarajuĺeg otapala, nakon ļega 

je otapalo uklonjeno isparavanjem pod sniģenim tlakom na rotacijskom isparivaļu. 

3.5.1.13. (Ñ)-3-Amino-1-(2-(dodecilamino)-2-oksoetil)kinuklidinijev             

bromid (QNH2-ADC12)  

Spoj (Ñ)-3-amino-1-(2-(dodecilamino)-2-oksoetil)kinuklidinijev bromid je dobiven prema 

prethodno opisanom postupku reakcijom (Ñ)-3-aminokinuklidina (20 mg, 0,158 mmol) i N-

dodecil-bromacetamida (48,54 mg, 0,158 mmol). Dobiveni je produkt oznake QNH2-ADC12, 

Mr=432,49 (m=61,40 mg, ɖ=89,6 %), t.t. 56ï59 ̄C. 

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 0,86 (t, 3J=6,9 Hz, 3H, H12'); 1,21ï1,31 (m, 20H, H2'ï

H11'); 1,42ï1,96 (m, 6H, H5, H8, H1'); 2,91ï2,97 (m, 1H, H4); 3,12ï3,53 (m, 6H, H2, H6, H7); 

3,55ï3,62 (m, 1H, H3); 4,76 (s, 2H, CH'2CO); 6,3 (s, 2H, NH2); 8,1 (s, 1H, NHCO). 

13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 14,3 (C12'); 22,0; 22,4; 25,8; 27,3; 28,3; 28,4; 28,5; 

28,6; 28,7; 28,8; 28,9; 29,0; 29,2; 31,2 (C4, C5, C8, C1'ïC11'); 48,0 (C3); 52,9 (C6); 53,5 (C7); 
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60,1 (C2); 63,9 (CH'2CO); 170,6 (C=O). 

Spoj N-dodecil-bromacetamid je dobiven prema prethodno opisanom postupku reakcijom 

dodecilamina (91,83 mg, 0,495 mmol) i 2-bromacetil-bromida (0,043 mL, 0,495 mmol). 

Dobiveni je produkt oznake ADC12, Mr=306,29 (m=79,20 mg, ɖ=52,2 %), t.t. 45ï47 ̄C. 

1H NMR (600 MHz, CDCl3) ŭ/ppm: 0,88 (t, J=6,9 Hz, 3H, H12'); 1,18ï1,31 (m, 20H, H2'ï

H11'); 3,20ï3,33 (m, 2H, H1'); 3,89 (s, 2H, CH2Br); 8,1 (s, 1H, NHCO). 

13C NMR (150 MHz, CDCl3) ŭ/ppm: 14,1 (C12'); 22,7; 26,4; 27,0; 28,3; 28,4; 28,5; 28,6; 28,7; 

28,8; 29,7; 31,9 (C1'ïC11'); 40,0 (CH2Br); 162,6 (C=O). 

3.5.1.14. (Ñ)-3-Amino-1-(2-(tetradecilamino)-2-oksoetil)kinuklidinijev bromid 

(QNH2-ADC14) 

Spoj (Ñ)-3-amino-1-(2-(tetradecilamino)-2-oksoetil)kinuklidinijev bromid je dobiven prema 

prethodno opisanom postupku reakcijom (Ñ)-3-aminokinuklidina (20 mg, 0,158 mmol) i N-

tetradecil-bromacetamida (52,98 mg, 0,158 mmol). Dobiveni je produkt oznake QNH2-ADC14, 

Mr=460,55 (m=29,20 mg, ɖ=40,0 %), t.t. 60ï63 ̄C. 

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 0,86 (t, 3J=6,9 Hz, 3H, H14'); 1,20ï1,34 (m, 24H, H2'ï

H13'); 1,50ï1,99 (m, 6H, H5, H8, H1'); 2,90ï2,96 (m, 1H, H4); 3,23ï3,50 (m, 6H, H2, H6, H7); 

3,57ï3,63 (m, 1H, H3); 4,77 (s, 2H, CH'2CO); 6,3 (s, 2H, NH2); 8,1 (s, 1H, NHCO). 

13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 14,3 (C14'); 22,0; 22,4; 25,8; 27,0; 28,4; 28,5; 28,6; 28,7; 

28,8; 29,3; 29,4; 29,5; 29,6; 29,7; 31,2; 27,0 (C4, C5, C8, C1'ïC13'); 48,1 (C3); 53,0 (C6); 53,6 

(C7); 60,3 (C2); 64,2 (C2, CH'2CO); 170,6 (C=O). 

Spoj N-tetradecil-bromacetamid je dobiven prema prethodno opisanom postupku reakcijom 

tetradecilamina (105,73 mg, 0,495 mmol) i 2-bromacetil-bromida (0,043 mL, 0,495 mmol). 

Dobiveni je produkt oznake ADC14, Mr=334,34 (m=71,70 mg, ɖ=43,3 %), t.t. 67ï70 ̄C. 

1H NMR (600 MHz, CDCl3) ŭ/ppm: 0,88 (t, 3J=6,9 Hz, 3H, H14'); 1,20ï1,31 (m, 24H, H2'ï

H11'); 3,19ï3,34 (m, 2H, H1'); 3,88 (s, 2H, CH2Br); 8,1 (s, 1H, NHCO). 

13C NMR (150 MHz, CDCl3) ŭ/ppm: 14,1 (C14'); 22,7; 26,8; 27,0; 27,1; 27,3; 27,5; 27,7; 27,9; 

28,0; 28,3; 29,0; 29,7; 31,9 (C1'ïC13'); 40,3 (CH2Br); 162,6 (C=O). 
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3.5.1.15. (Ñ)-3-Amino-1-(2-(heksadecilamino)-2-oksoetil)kinuklidinijev bromid 

(QNH2-ADC16) 

Spoj (Ñ)-3-amino-1-(2-(heksadecilamino)-2-oksoetil)kinuklidinijev bromid je dobiven prema 

prethodno opisanom postupku reakcijom (Ñ)-3-aminokinuklidina (20 mg, 0,158 mmol) i N-

heksadecil-bromacetamida (57,43 mg, 0,158 mmol). Dobiveni je produkt oznake QNH2-ADC16, 

Mr=488,60 (m=62,50 mg, ɖ=80,7 %), t.t. 77ï80 ̄C. 

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 0,87 (t, 3J=6,9 Hz, 3H, H16'); 1,19ï1,34 (m, 28H, H2'ï

H15'); 1,51ï1,99 (m, 6H, H5, H8, H1'); 2,92ï2,98 (m, 1H, H4); 3,18ï3,51 (m, 6H, H2, H6, H7); 

3,55ï3,61 (m, 1H, H3); 4,73 (s, 2H, CH'2CO); 6,3 (s, 2H, NH2); 8,1 (s, 1H, NHCO). 

13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 14,2 (C16'); 22,0; 22,4; 25,8; 27,2; 28,3, 28,5; 28,8; 

28,9; 29,1; 29,3; 29,4; 29,6; 29,8; 31,2; 31,5; 31,8; 31,9; 32,0 (C4, C5, C8, C1'ïC15'); 48,1 

(C3); 52,9 (C6); 53,5 (C7); 60,2 (C2); 64,1 (CH2CO); 170,6 (C=O). 

Spoj N-heksadecil-bromacetamid je dobiven prema prethodno opisanom postupku reakcijom 

heksadecilamina (200 mg, 0,828 mmol) i 2-bromacetil-bromida (0,072 mL, 0,828 mmol). 

Dobiveni je produkt oznake ADC16, Mr=362,40 (m=134 mg, ɖ=44,6 %), t.t. 77ï80 ̄C. 

1H NMR (600 MHz, CDCl3) ŭ/ppm: 0,88 (t, J=6,9 Hz, 3H, H16'); 1,17ï1,32 (m, 28H, H2'ï

H11'); 3,18ï3,32 (m, 2H, H1'); 3,80 (s, 2H, CH2Br); 8,1 (s, 1H, NHCO). 

13C NMR (150 MHz, CDCl3) ŭ/ppm: 14,1 (C16'); 22,7; 27,0; 27,2; 29,2; 29,3; 29,6; 29,9; 30,1; 

30,5; 30,6; 30,9; 31,0; 31,5; 31,7; 31,9 (C1'ïC15') 42,1 (CH2Br); 170,4 (C=O)
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3.5.2. Sinteza bisQAC-ova 

Sinteza bisQAC-ova kinuklidin-3-ona s razliļitom duljinom poveznice 

Odvagana koliļina kinuklidin-3-ona otopljena je u suhom acetonu, uz dodatak odgovarajuĺeg 

alkil dihalogenida (1,3-dibrompropan, 1,4-dibrombutan i 1,6-dibromheksan) u 

stehiometrijskom omjeru 1:2, u korist kinuklidin-3-ona. Kako bi se osigurala inertnost kemijske 

reakcije kvaternizacije, reakcija je provedena u balonu pod duġikovom atmosferom i ostavljena 

na magnetskoj mijeġalici tijekom 24 sata na sobnoj temperaturi. Tijek kemijske reakcije praĺen 

je TLC-om na aloksu u sustavu otapala kloroform:metanol (CHCl3:MeOH = 1:1). Obrada 

reakcijske smjese ukljuļivala je uparavanje otapala na rotavaporu, nakon ļega je smjesa 

viġestruko isprana sa suhim Et2O kako bi se postigla ģeljena ļistoĺa produkta. Produkti su 

dobiveni kao krutina bijele boje. 

3.5.2.1. 1,1'-(Propan-1,3-diil)bis(3-oksokinuklidin) dibromid (2(QO)3) 

Spoj 1,1'-(propan-1,3-diil)bis(3-oksokinuklidin) dibromid je dobiven prema prethodno 

opisanom postupku reakcijom kinuklidin-3-ona (68,10 mg, 0,544 mmol) i 1,3-dibrompropana 

(0,028 mL, 0,272 mmol). Dobiveni je produkt oznake 2(QO)3, Mr=452,23 (m=118,10 mg, 

ɖ=96,0 %), t.t. 254ï256 C̄. 

1H NMR (400 MHz, MeOD-d4) d/ppm: 1,91ï2,07 (m, 8H, H5, H8); 2,11ï2,29 (m, 2H, H2''); 

2,30ï2,40 (m, 2H, H4); 3,33ï3,62 (m, 16H, H2, H6, H7, H1'', H3''). 

13C NMR (100 MHz, MeOD-d4) d/ppm: 17,5 (C2''); 21,2; 21,5 (C5, C8); 26,3 (C4); 29,5; 31,0 

(C6, C7); 55,6; 55,7 (C1'', C3''); 56,0 (C2); 201,1 (C=O). 

3.5.2.2. 1,1'-(Butan-1,4-diil)bis(3-oksokinuklidin) dibromid (2(QO)4) 

Spoj 1,1'-(butan-1,4-diil)bis(3-oksokinuklidin) dibromid je dobiven prema prethodno opisanom 

postupku reakcijom kinuklidin-3-ona (100 mg, 0,799 mmol) i 1,4-dibrombutana (0,048 mL, 

0,399 mmol). Dobiveni je produkt oznake 2(QO)4, Mr=466,26 (m=172,50 mg, ɖ=92,6 %), t.t. 

260ï263 C̄. 

1H NMR (400 MHz, MeOD-d4) d/ppm: 1,91ï2,07 (m, 8H, H5, H8); 2,11ï2,29 (m, 4H, H2'', 

H3''); 2,30ï2,40 (m, 2H, H4); 3,33ï3,62 (m, 16H, H2, H6, H7, H1'', H4''). 

13C NMR (100 MHz, MeOD-d4) d/ppm: 17,5; 17,6 (C2'', C3''); 21,2; 21,5 (C5, C8); 26,3 (C4); 

29,5; 31,0 (C6, C7); 55,8; 55,9 (C1'', C4''); 56,0 (C2); 201,1 (C=O). 
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3.5.2.3. 1,1'-(Heksan-1,6-diil)bis(3-oksokinuklidin) dibromid (2(QO)6) 

Spoj 1,1'-(heksan-1,6-diil)bis(3-oksokinuklidin) dibromid je dobiven prema prethodno 

opisanom postupku reakcijom kinuklidin-3-ona (65,40 mg, 0,522 mmol) i 1,6-dibromheksana 

(0,040 mL, 0,261 mmol). Dobiveni je produkt oznake 2(QO)6, Mr=494,31 (m=123,60 mg, 

ɖ=95,7 %), t.t. 232ï235 C̄. 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) d/ppm: 1,88ï2,11 (m, 8H, H5, H8); 2,13ï2,39 (m, 8H, H2'', 

H3'', H4'', H5''); 2,41ï2,48 (m, 2H, H4); 3,33ï3,67 (m, 16H, H2, H6, H7, H1'', H6'').  

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) d/ppm: 17,5; 17,6; 17,8; 18,1 (C2'', C3'', C4'', C5''); 21,2; 21,5 

(C5, C8); 26,7 (C4); 29,1; 31,3 (C6, C7); 55,0; 56,0 (C1'', C6''); 56,1 (C2); 199,1 (C=O). 

Kao potvrda uspjeġne sinteze biskvaternih amonijevih soli kinuklidin-3-ona s razliļitim 

duljinama poveznica, provedena je testna reakcija taloģenja bromidnih iona pomoĺu otopine 

srebrova nitrata (AgNO3). Ova metoda temelji se na visokoj afinitetnoj interakciji izmeĽu 

bromidnih aniona i Ag+ iona, pri ļemu dolazi do stvaranja teġko topljivog srebrova bromida 

(AgBr). S obzirom na strukturnu karakteristiku biskvaternih soli, koje sadrģe dva bromidna 

aniona po molekuli, oļekivano je taloģenje dvostruke koliļine AgBr u odnosu na odgovarajuĺe 

monokvaterne analoge. 

Eksperimentalno, nakon dodatka AgNO3 u otopinu sintetiziranog spoja, opaģena je znaļajno 

veĺa koliļina taloga, ġto je u skladu s teorijskim oļekivanjima i potvrĽuje prisutnost dvostrukog 

broja bromidnih aniona.  

Provedena testna reakcija taloģenja bromidnih iona pomoĺu srebrova nitrata (AgNO3) 

rezultirala je formiranjem dvostruko veĺe koliļine taloga srebrova bromida (AgBr) u odnosu 

na monokvaterne spojeve. Dobiveni rezultat potvrĽuje prisutnost dvostrukog broja bromidnih 

iona u sintetiziranom spoju, ġto je u skladu s teorijskim izraļunom oļekivane koliļine 

bromidnih aniona. Time je test taloģenja uspjeġno posluģio kao preliminarna eksperimentalna 

potvrda kvaternizacije.
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Sinteza bisQAC-ova kinuklidin-3-ona s alkilnim lancima 

Odvagana koliļina odgovarajuĺeg biskvaternog kinuklidin-3-ona s odgovarajuĺom duljinom 

poveznice, otopljena je u metanolu, uz dodatak stehiometrijske koliļine odgovarajuĺeg amina 

(dodecilamin, tetradecilamin, heksadecilamin) u omjeru 1:2, u korist amina. Nakon toga, u 

reakcijsku smjesu je dodana stehiometrijska koliļina redukcijskog sredstva NaBH3CN, 

otopljenog u metanolu, u odnosu na dobivenu biskvaternu amonijevu sol. Reakcijska smjesa 

podvrgnuta je zagrijavanju uz refluks tijekom 4 dana, uz kontinuirano mijeġanje. Tijek kemijske 

reakcije praĺen je TLC-om na aloksu u sustavu otapala diklormetan:metanol 

(DCM:MeOH=9:1). Po zavrġetku reakcije, otapalo je upareno na rotacijskom uparivaļu, a 

nastali ljepljivi talog ispran je suhim  Et2O kako bi se postigla ģeljena ļistoĺa produkta. 

3.5.2.4. (Ñ)-1,1'-(Propan-1,3-diil)bis(3-(dodecilamino)kinuklidinijev dibromid  

(2(QC12)3) 

Spoj (Ñ)-1,1'-(propan-1,3-diil)bis(3-(dodecilamino)kinuklidinijev dibromid je dobiven prema 

prethodno opisanom postupku reakcijom odgovarajuĺeg biskvaternog kinuklidin-3-ona (50 mg, 

0,111 mmol) i dodecilamina (40,96 mg, 0,221 mmol) te redukcijskog sredstva NaBH3CN (6,95 

mg, 0,111 mmol). Dobiveni je produkt oznake 2(QC12)3, Mr=790,94 (m=80,70 mg, ɖ=92,3 %).  

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) d/ppm: 0,81ï0,93 (m, 6H, H12'); 1,24 (s, 36H, H3'ïH11'); 

1,33ï1,44 (m, 4H, H2'); 1,86ï2,09 (m, 8H, H5, H8); 2,13ï2,48 (m, 2H, H2''); 2,32ï2,48 (m, 2H, 

H4); 2,54ï3,13 (m, 4H, H1'); 3,13ï3,48 (m, 16H, H2, H6, H7, H1'', H3''); 3,58ï3,75 (s, 2H, 

NH); 4,03ï4,13 (m, 2H, H3).  

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) d/ppm: 12,7 (C2''); 14,4 (C12'); 15,5; 17,3; 18,9; 19,6; 20,9; 

22,1; 25,7; 26,3; 26,8; 26,9; 28,7; 29,8; 31,3 (C2ǋïC11ǋ, C4, C5, C8); 37,0; 46,1 (C3); 53,2 (C6); 

54,7 (C7); 55,1 (C1''); 55,3 (C3'') 62,6 (C2); 63,4 (C1'). 

3.5.2.5. (Ñ)-1,1'-(Propan-1,3-diil)bis(3-(tetradecilamino)kinuklidinijev dibromid 

(2(QC14)3) 

Spoj (Ñ)-1,1'-(propan-1,3-diil)bis(3-(tetradecilamino)kinuklidinijev dibromid je dobiven prema 

prethodno opisanom postupku reakcijom odgovarajuĺeg biskvaternog kinuklidin-3-ona (50 mg, 

0,111 mmol) i tetradecilamina (47,18 mg, 0,221 mmol) te redukcijskog sredstva NaBH3CN 



60 

Sinteza i bioloġka aktivnost mono- i biskvaternih amonijevih spojeva na okosnici  

1-azabiciklo[2.2.2]oktana 

 
Antonio Sabljiĺ                                                                                                                Doktorska disertacija 

 
 

(6,94 mg, 0,111 mmol). Dobiveni je produkt oznake 2(QC14)3, Mr=847,05 (m=80,90 mg, ɖ=86,4 

%). 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) d/ppm: 0,82ï0,91 (m, 6H, H14'); 1,19ï1,30 (m, 44H, H3'ï

H13'); 1,32ï1,43 (m, 4H, H2'); 1,85ï2,07 (m, 8H, H5, H8); 2,12ï2,46 (m, 2H, H2''); 2,33ï2,47 

(m, 2H, H4); 2,53ï3,11 (m, 4H, H1'); 3,12ï3,47 (m, 16H, H2, H6, H7, H1'', H3''); 3,57ï3,73 (s, 

2H, NH); 4,02ï4,12 (m, 2H, H3).  

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) d/ppm: 12,8 (C2''); 14,4 (C14'); 15,5; 17,3; 18,9; 19,7; 20,8; 

22,1; 25,6; 26,3; 26,8; 26,9; 28,7; 28,8; 28,9; 29,8; 31,0 (C2ǋïC13ǋ, C4, C5, C8); 37,0; 46,2 (C3); 

53,1 (C6); 54,6 (C7); 55,2 (C1''); 55,4 (C3'') 62,7 (C2); 63,5 (C1'). 

3.5.2.6. (Ñ)-1,1'-(Propan-1,3-diil)bis(3-(heksadecilamino)kinuklidinijev dibromid 

(2(QC16)3) 

Spoj (Ñ)-1,1'-(propan-1,3-diil)bis(3-(heksadecilamino)kinuklidinijev dibromid je dobiven 

prema prethodno opisanom postupku reakcijom odgovarajuĺeg biskvaternog kinuklidin-3-ona 

(50 mg, 0,111 mmol) i heksadecilamina (53,39 mg, 0,221 mmol) te redukcijskog sredstva 

NaBH3CN (6,95 mg, 0,111 mmol). Dobiveni je produkt oznake 2(QC16)3, Mr=903,16 (m=34,60 

mg, ɖ=34,7 %), t.t. 260-263 C̄. 

1H NMR (400 MHz, MeOD-d4) d/ppm: 0,83ï0,92 (m, 6H, H16'); 1,15ï1,29 (m, 52H, H3'ï

H15'); 1,33ï1,42 (m, 4H, H2'); 1,82ï2,06 (m, 8H, H5, H8); 2,13ï2,47 (m, 2H, H2''); 2,32ï2,45 

(m, 2H, H4); 2,52ï3,10 (m, 4H, H1'); 3,11ï3,45 (m, 16H, H2, H6, H7, H1'', H3''); 3,56ï3,72 (s, 

2H, NH); 4,01ï4,13 (m, 2H, H3).  

13C NMR (100 MHz, MeOD-d4) d/ppm: 12,7 (C2''); 14,4 (C16'); 15,5; 17,3; 18,9; 19,6; 20,9; 

22,1; 25,7; 26,3; 26,8; 26,9; 27,0; 27,2; 28,7; 29,8; 31,3 (C2ǋïC15ǋ, C4, C5, C8); 37,1; 46,2 (C3); 

53,3 (C6); 54,8 (C7); 55,2 (C1''); 55,4 (C3'') 62,7 (C2); 63,2 (C1'). 

3.5.2.7. (Ñ)-1,1'-(Butan-1,4-diil)bis(3-(dodecilamino)kinuklidinijev dibromid 

(2(QC12)4) 

Spoj (Ñ)-1,1'-(butan-1,4-diil)bis(3-(dodecilamino)kinuklidinijev dibromid je dobiven prema 

prethodno opisanom postupku reakcijom odgovarajuĺeg biskvaternog kinuklidin-3-ona (50 mg, 

0,107 mmol) i dodecilamina (39,75 mg, 0,214 mmol) te redukcijskog sredstva NaBH3CN (6,74 

mg, 0,107 mmol). Dobiveni je produkt oznake 2(QC12)4, Mr=804,97 (m=84,26 mg, ɖ=97,6 %). 
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1H NMR (400 MHz, MeOD-d4) d/ppm: 0,82ï0,86 (m, 6H, H12'); 1,11ï1,40 (m, 36H, H3'ï

H11'); 1,36ï1,45 (m, 4H, H2'); 1,88ï2,07 (m, 8H, H5, H8); 2,12ï2,46 (m, 4H, H2'', H3''); 2,31ï

2,47 (m, 2H, H4); 2,53ï3,12 (m, 4H, H1'); 3,12ï3,47 (m, 16H, H2, H6, H7, H1'', H4''); 3,59ï

3,76 (s, 2H, NH); 4,02ï4,12 (m, 2H, H3).  

13C NMR (100 MHz, MeOD-d4) d/ppm: 12,6 (C2''); 12,8 (C3'') 14,6 (C12'); 15,7; 17,3; 18,9; 

19,7; 20,7; 22,3; 25,9; 26,5; 26,8; 26,9; 28,8; 30,0; 31,3 (C2ǋïC11ǋ, C4, C5, C8); 37,1; 46,4 (C3); 

53,5 (C6); 54,6 (C7); 55,4 (C1''); 55,5 (C4'') 62,8 (C2); 63,6 (C1'). 

3.5.2.8. (Ñ)-1,1'-(Butan-1,4-diil)bis(3-(tetradecilamino)kinuklidinijev dibromid 

(2(QC14)4) 

Spoj (Ñ)-1,1'-(butan-1,4-diil)bis(3-(tetradecilamino)kinuklidinijev dibromid je dobiven prema 

prethodno opisanom postupku reakcijom odgovarajuĺeg biskvaternog kinuklidin-3-ona (50 mg, 

0,107 mmol) i tetradecilamina (45,77 mg, 0,214 mmol) te redukcijskog sredstva NaBH3CN 

(6,74 mg, 0,107 mmol). Dobiveni je produkt oznake 2(QC14)4, Mr=861,08 (m=64,90 mg, 

ɖ=70,3 %). 

1H NMR (400 MHz, MeOD-d4) d/ppm: 0,75ï0,84 (m, 6H, H14'); 1,13ï1,30 (m, 44H, H3'ï

H13'); 1,33ï1,44 (m, 4H, H2'); 1,86ï2,09 (m, 8H, H5, H8); 2,13ï2,48 (m, 4H, H2'', H3''); 2,32ï

2,48 (m, 2H, H4); 2,54ï3,13 (m, 4H, H1'); 3,13ï3,48 (m, 16H, H2, H6, H7, H1'', H4''); 3,58ï

3,75 (s, 2H, NH); 4,03ï4,13 (m, 2H, H3).  

13C NMR (100 MHz, MeOD-d4) d/ppm: 12,6 (C2''); 12,7 (C3'') 14,4 (C14'); 15,7; 17,3; 18,9; 

19,7; 20,9; 22,3; 25,7; 26,5; 26,8; 26,9; 28,9; 29,1; 30,0; 31,5 (C2ǋïC13ǋ, C4, C5, C8); 37,1; 46,3 

(C3); 53,5 (C6); 54,6 (C7); 55,4 (C1''); 55,6 (C4'') 62,8 (C2); 63,7 (C1'). 

3.5.2.9. (Ñ)-1,1'-(Butan-1,4-diil)bis(3-(heksadecilamino)kinuklidinijev dibromid 

(2(QC16)4) 

Spoj (Ñ)-1,1'-(butan-1,4-diil)bis(3-(heksadecilamino)kinuklidinijev dibromid je dobiven prema 

prethodno opisanom postupku reakcijom odgovarajuĺeg biskvaternog kinuklidin-3-ona (50 mg, 

0,107 mmol) i heksadecilamina (51,78 mg, 0,214 mmol) te redukcijskog sredstva NaBH3CN 

(6,74 mg, 0,107 mmol). Dobiveni je produkt oznake 2(QC16)4, Mr=917,19 (m=75,70 mg, 

ɖ=77,0 %), t.t. 333-335 ̄C. 
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1H NMR (400 MHz, MeOD-d4) d/ppm: 0,85ï0,94 (m, 6H, H16'); 1,24ï1,32 (m, 52H, H3'ï

H15'); 1,32ï1,45 (m, 4H, H2'); 1,87ï2,08 (m, 8H, H5, H8); 2,12ï2,47 (m, 4H, H2'', H3''); 2,33ï

2,49 (m, 2H, H4); 2,55ï3,14 (m, 4H, H1'); 3,14ï3,49 (m, 16H, H2, H6, H7, H1'', H4''); 3,57ï

3,76 (s, 2H, NH); 4,04ï4,14 (m, 2H, H3). 

13C NMR (100 MHz, MeOD-d4) d/ppm: 12,7 (C2''); 12,8 (C3'') 14,5 (C16'); 15,8; 17,4; 18,8; 

19,8; 20,8; 22,5; 25,8; 26,7; 26,8; 26,9; 27,0; 27,3; 27,6; 27,8; 28,9; 30,1; 31,6 (C2ǋïC15ǋ, C4, 

C5, C8); 37,2; 46,4 (C3); 53,6 (C6); 54,7 (C7); 55,5 (C1''); 55,6 (C4'') 62,9 (C2); 63,8 (C1'). 

3.5.2.10. (Ñ)-1,1'-(Heksan-1,6-diil)bis(3-(dodecilamino)kinuklidinijev dibromid 

(2(QC12)6) 

Spoj (Ñ)-1,1'-(heksan-1,6-diil)bis(3-(dodecilamino)kinuklidinijev dibromid je dobiven prema 

prethodno opisanom postupku reakcijom odgovarajuĺeg biskvaternog kinuklidin-3-ona (50 mg, 

0,101 mmol) i dodecilamina (37,50 mg, 0,202 mmol) te redukcijskog sredstva NaBH3CN (6,36 

mg, 0,101 mmol). Dobiveni je produkt oznake 2(QC12)6, Mr=833,02 (m=81,16 mg, ɖ=96,3 %). 

1H NMR (400 MHz, MeOD-d4) ŭ/ppm: 0,79ï0,83 (m, 6H, H12'); 1,13ï1,26 (m, 36H, H3'ï

H11'); 1,31ï1,42 (m, 4H, H2'); 1,84ï2,07 (m, 8H, H5, H8); 2,11ï2,45 (m, 8H, H2'', H3'', H4'', 

H5''); 2,33ï2,49 (m, 2H, H4); 2,55ï3,12 (m, 4H, H1'); 3,13ï3,45 (m, 16H, H2, H6, H7, H1'', 

H6''); 3,59ï3,76 (s, 2H, NH); 4,02ï4,12 (m, 2H, H3). 

13C NMR (100 MHz, MeOD-d4) ŭ/ppm: 14,5 (C12'); 17,5; 17,7; 17,9; 18,3 (C2'', C3'', C4'', 

C5''); 19,8; 20,8; 22,3; 25,8; 25,9; 26,1; 26,2; 26,4; 26,7; 26,9; 28,8; 29,9; 31,4 (C2ǋïC11ǋ, C4, 

C5, C8); 37,1; 46,2 (C3); 53,3 (C6); 54,8 (C7); 55,2; 55,8 (C1'', C6''); 62,8 (C2); 63,9 (C1'). 

3.5.2.11. (Ñ)-1,1'-(Heksan-1,6-diil)bis(3-(tetradecilamino)kinuklidinijev dibromid 

(2(QC14)6) 

Spoj (Ñ)-1,1'-(heksan-1,6-diil)bis(3-(tetradecilamino)kinuklidinijev dibromid je dobiven prema 

prethodno opisanom postupku reakcijom odgovarajuĺeg biskvaternog kinuklidin-3-ona (50 mg, 

0,101 mmol) i tetradecilamina (43,17 mg, 0,202 mmol) te redukcijskog sredstva NaBH3CN 

(6,36 mg, 0,101 mmol). Dobiveni je produkt oznake 2(QC14)6, Mr=889,32 (m=88,90 mg, 

ɖ=98,8 %). 

1H NMR (400 MHz, MeOD-d4) d/ppm: 0,85ï0,93 (m, 6H, H14'); 1,26ï1,36 (m, 44H, H3'ï

H13'); 1,32ï1,43 (m, 4H, H2'); 1,87ï2,07 (m, 8H, H5, H8); 2,11ï2,45 (m, 8H, H2'', H3'', H4'', 
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H5''); 2,33ï2,47 (m, 2H, H4); 2,53ï3,12 (m, 4H, H1'); 3,12ï3,47 (m, 16H, H2, H6, H7, H1'', 

H6''); 3,57ï3,78 (s, 2H, NH); 4,04ï4,14 (m, 2H, H3). 

13C NMR (100 MHz, MeOD-d4) d/ppm: 14,6 (C14'); 17,5; 17,8; 18,0; 18,2 (C2'', C3'', C4'', 

C5''); 19,9; 21,0; 22,5; 25,8; 25,9; 26,1; 26,2; 26,4; 26,7; 26,9; 27,2; 27,5; 28,8; 29,9; 31,4 (C2ǋï

C13ǋ, C4, C5, C8); 37,2; 46,3 (C3); 53,4 (C6); 54,8 (C7); 55,3; 55,9 (C1'', C6''); 62,5 (C2); 63,6 

(C1'). 

3.5.2.12. (Ñ)-1,1'-(Heksan-1,6-diil)bis(3-(heksadecilamino)kinuklidinijev dibromid 

(2(QC16)6) 

Spoj (Ñ)-1,1'-(heksan-1,6-diil)bis(3-(heksadecilamino)kinuklidinijev dibromid  je dobiven 

prema prethodno opisanom postupku reakcijom odgovarajuĺeg biskvaternog kinuklidin-3-ona 

(50 mg, 0,101 mmol) i heksadecilamina (48,85 mg, 0,202 mmol) te redukcijskog sredstva 

NaBH3CN (6,36 mg, 0,101 mmol). Dobiveni je produkt oznake 2(QC16)6, Mr=945,24 (m=56 

mg, ɖ=58,6 %).  

1H NMR (400 MHz, MeOD-d4) d/ppm: 0,86ï0,93 (m, 6H, H16'); 1,21ï1,31 (m, 52H, H3'ï

H15'); 1,31ï1,42 (m, 4H, H2'); 1,85ï2,06 (m, 8H, H5, H8); 2,10ï2,49 (m, 8H, H2'', H3'', H4'', 

H5''); 2,36ï2,45 (m, 2H, H4); 2,52ï3,13 (m, 4H, H1'); 3,15ï3,50 (m, 16H, H2, H6, H7, H1'', 

H6''); 3,59ï3,73 (s, 2H, NH); 4,01ï4,18 (m, 2H, H3). 

13C NMR (100 MHz, MeOD-d4) d/ppm: 14,2 (C16'); 17,3; 17,8; 18,0; 18,1 (C2'', C3'', C4'', 

C5''); 19,8; 20,7; 22,3; 25,4; 25,8; 26,1; 26,2; 26,7; 26,8; 27,0; 27,2; 27,7; 28,6; 29,6; 29,7; 29,8; 

31,6 (C2ǋïC15ǋ, C4, C5, C8); 37,2; 46,3 (C3); 53,8 (C6); 54,9 (C7); 55,5; 55,9 (C1'', C6''); 62,8 

(C2); 63,6 (C1'). 

3.6. Procjena amfifilnih i farmakokinetiļkih svojstava spojeva 

3.6.1. Odnosi struktura i aktivnosti  

Kristalna struktura transkripcijskog regulatornog proteina QacR, koji veģe razliļite lijekove, u 

kompleksu s malahitno zelenom bojom (PDB ID: 1JUP), preuzeta je iz baze podataka Protein 

Data Bank. Prije provoĽenja molekulskih simulacija uklonjene su sve molekule vode i 

heteroatomi kako bi se sprijeļilo ometanje vezanja liganda. Protein je pripremljen dodavanjem 

atoma vodika i dodjeljivanjem Kollmanovih naboja pomoĺu programa AutoDock Tools 1.5.7 

(Scripps Research Institute u La Jolla, Kalifornija, SAD) pri ļemu su osigurana odgovarajuĺa 

protonacijska stanja potrebna za simulacije. Strukture liganada bisQAC-ova generirane su u 
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programu Open Babel 3.1.1 (OpenBabel Project, meĽunarodna zajednica znanstvenika i 

programera), gdje su konstruirane trodimenzionalne konformacije te dodani atomi vodika. 

Svaki je ligand podvrgnut minimizaciji energije primjenom MMFF94 polja sila u 5000 iteracija 

kako bi se optimizirala geometrija. Optimizirani ligandi potom su konvertirani u PDBQT 

format potreban za program AutoDock Vina 1.2.7 (Scripps Research Institute u La Jolla, 

Kalifornija, SAD). Mreģna kutija za simulacije centrirana je na koordinatama veznog mjesta 

QacR proteina (X = 121,552; Y = 49,539; Z = 79,909), a dimenzije su odabrane tako da 

obuhvate cijelo aktivno mjesto, omoguĺujuĺi fleksibilnost liganda tijekom molekularne 

simulacije. Molekularne simulacije provedene su pomoĺu programa AutoDock Vina, pri ļemu 

je parametar iscrpnosti postavljen na 32 kako bi se osiguralo sveobuhvatno ispitivanje moguĺih 

poloģaja liganda. Svaki bisQAC spoj simuliran je u tri ponavljanja radi zajamļene ponovljivosti 

i statistiļke pouzdanosti predviĽenih naļina vezanja i afiniteta. Najbolje rangirani poloģaji 

liganada vizualizirani su i analizirani u programu PyMOL (Schrºdinger, Inc., New York, SAD; 

open-source verzija: PyMOL Community / DeLano Scientific) kako bi se istraģile kljuļne 

interakcije izmeĽu bisQAC liganada i aktivnog mjesta QacR proteina, ļime su dobiveni uvidi 

u potencijalne molekularne odrednice veznog afiniteta. 

Kvantitativni podaci o afinitetu vezanja za bisQAC-ova analizirani su pomoĺu jednosmjerne 

parametarske analize varijance (ANOVA) radi procjene statistiļki znaļajnih razlika izmeĽu 

skupina. Nakon dobivanja znaļajnog rezultata ANOVA-e, primijenjen je Tukeyjev post-hoc test 

viġestrukih usporedbi kako bi se utvrdile specifiļne meĽugrupne razlike uz kontrolu ukupne 

stope pogreġke. 

Distribucija podataka i varijabilnost prikazani su vizualno pomoĺu box-and-whiskers 

dijagrama, koji ilustriraju medijan, interkvartilni raspon i cjelokupan raspon podataka. Sve 

statistiļke analize i grafiļki prikazi izvedeni su koriġtenjem GraphPad Prism 10 (GraphPad 

Software, San Diego, CA, SAD). Statistiļka znaļajnost odreĽena je na razini p < 0,05. Podaci 

su prikazani kao srednja vrijednost Ñ standardna devijacija, osim ako nije drugaļije navedeno. 

3.6.2. OdreĽivanje kritiļne micelarne koncnetracije 

Mjerenja elektriļne vodljivosti provedena su prema prethodno opisanoj metodi.114 Svi 

eksperimenti provedeni su pri konstantnoj temperaturi od (25 Ñ 0,01) C̄ koristeĺi Orion metar 

za elektriļnu vodljivost (model 018001) opremljen platinastim elektrodama. Konstanta ĺelije 

(0,10501 Ñ 0,00002 cm-1) odreĽena je kalibracijom s vodenim otopinama kalijeva klorida u 
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koncentracijskom rasponu od 0,001 do 0,05 mol dm-3. Ĺelija za mjerenje elektriļne vodljivost 

bila je povezana s preciznim analizatorom komponenata (Wayne-Kerr, model 6430A). Otpor 

(R) ispitivanih otopina mjerio se pri frekvencijama od 500, 800, 1000 i 2000 Hz. Ovisnost 

izmeĽu otpora i reciproļnih vrijednosti frekvencija bila je linearna. Eksperimentalni postupak 

zapoļeo je pripremom 10 cm3 ultraļiste vode u staklenoj reakcijskoj ĺeliji. Tragovi otopljenog 

CO2 uklonjeni su kratkim propuhivanjem visokoļistog duġika kroz otopinu. Reakcijska ĺelija 

zatim je hermetiļki zatvorena teflonskim poklopcem i postavljena u termo-haake Circulator 

DC10-V15/B radi termalne ekvilibracije. Nakon postizanja termalne ravnoteģe, otpor otopine 

pri ļetiri frekvencije bio je zabiljeģen. Sljedeĺe, poznata koliļina koncentrirane otopine 

surfaktanta dodana je u ĺeliju pomoĺu mikropipete, a mjerenja otpora su ponovljena. IzmeĽu ta 

dva koraka, ispitivana otopina kratko je homogenizirana magnetskom mijeġalicom uz koriġtenje 

uronjivog mijeġala Cyclone (model 1-100, HMC Europe). Na temelju dobivenih vrijednosti, 

nacrtani su grafovi ovisnosti elektriļne vodljivosti o koncentraciji spoja, a kritiļna micelarna 

koncentracija (CMC) izraļunata je iz sjeciġta pravaca. Za analizu podataka koriġten je 

Microsoft Excel. 

3.6.3. Izraļun molekulskih deskriptora 

cLogP i TPSA osnovni su molekulski deskripori koji se koriste za predviĽanje fizikalno-

kemijskih svojstava i bioaktivnosti spojeva. Vrijednosti cLogP i topoloġke polarne povrġine 

(TPSA) izraļunate su pomoĺu alata SwissADME (dostupnog na http://www.swissadme.ch, 

pristupljeno 23. sijeļnja 2025.), ġiroko koriġtenog alata za procjenu fizikalno-kemijskih 

svojstava i podobnosti spojeva za lijekove. cLogP (izraļunati oktanol-voda particijski 

koeficijent) odraģava lipofilnost spoja, ġto je kljuļan faktor njegove sposobnosti prijelaza kroz 

bioloġke membrane. Viġa vrijednost cLogP oznaļava veĺu hidrofobnost, ġto moģe utjecati na 

apsorpciju, distribuciju i sposobnost molekule da prodre kroz staniļne membrane. TPSA, 

izraļunata putem alata SwissADME, predstavlja ukupnu povrġinu molekule koja je polarna, 

odnosno povrġinu koja se uglavnom pripisuje prisutnosti polarnih funkcionalnih skupina poput 

hidroksilnih, amino i karbonilnih skupina. Alat pritom uzima u obzir ne samo prisutnost 

polarnih atoma, veĺ i njihov prostorni raspored i meĽusobnu povezanost unutar molekularne 

strukture, ļime se omoguĺuje preciznija procjena ukupne polarne povrġine molekule. Kemijske 

strukture spojeva nacrtane su pomoĺu ChemDraw 16.0 (PerkinElmer Informatics, Waltham, 

MA, USA), popularne programske podrġke za crtanje kemijskih struktura, koja omoguĺava 
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generiranje toļnih SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry System) zapisa spoja. Ovi 

SMILES zapisi (tablica 2) zatim su koriġteni kao ulaz za izraļune u alatu SwissADME-a. 

SMILES zapisi pruģaju kompaktno, raļunalno ļitljivo predstavljanje molekularne strukture, ġto 

olakġava naknadnu raļunalnu analizu, ukljuļujuĺi izraļune cLogP i TPSA. Nakon ġto su 

vrijednosti TPSA dobivene, one su vizualizirane pomoĺu Jmol-a (http://jmol.sourceforge.net - 

pristupljeno 23. sijeļnja 2025.), programske podrġke za vizualizaciju molekula s otvorenim 

izvorom. Jmol omoguĺuje 3D vizualizaciju molekularnih struktura i svojstava, poput TPSA, u 

interaktivnom formatu. Isticanjem polarnih povrġina unutar molekularne strukture, Jmol pruģa 

vizualni prikaz podruļja koja mogu biti vaģna za topljivost spoja ili segmente koji su vaģni u 

interakciji s bioloġkim membranama, ļime se olakġava razumijevanje potencijalne bioloġke 

aktivnosti i farmakokinetike spojeva. 

Tablica 2. Popis kratica spojeva i pripadajuĺih SMILES zapisa koriġtenih za ADME izraļune. 

Kratica spoja SMILES 

QNH2-C12 NC1C[N@+]2(CCCCCCCCCCCC)CC[C@H]1CC2.[Brī] 

QNH2-C14 NC1C[N@+]2(CCCCCCCCCCCCCC)CC[C@H]1CC2.[Brī] 

QNH2-C16 NC1C[N@+]2(CCCCCCCCCCCCCCCC)CC[C@H]1CC2.[Brī] 

QNH2-ADC12 NC1C[N+]2(CC(NCCCCCCCCCCCC)=O)CCC1CC2.[Brī] 

QNH2-ADC14 NC1C[N+]2(CC(NCCCCCCCCCCCCCC)=O)CCC1CC2.[Brī] 

QNH2-ADC16 NC1C[N+]2(CC(NCCCCCCCCCCCCCCCC)=O)CCC1CC2.[Brī] 

QBn-C12 O=C(C1=CC=CC=C1)NC2C[N@+]3(CCCCCCCCCCCC)CC[C@H]2CC3.[B

rī] 

QBn-C14 O=C(C1=CC=CC=C1)NC2C[N@+]3(CCCCCCCCCCCCCC)CC[C@H]2CC3

.[Brī] 

QBn-C16 O=C(C1=CC=CC=C1)NC2C[N@+]3(CCCCCCCCCCCCCCCC)CC[C@H]2C

C3.[Brī] 

QAc-C12 O=C(C)NC1C[N@+]2(CCCCCCCCCCCC)CC[C@H]1CC2.[Brī] 

QAc-C14 O=C(C)NC1C[N@+]2(CCCCCCCCCCCCCC)CC[C@H]1CC2.[Brī] 

QAc-C16 CCCCCCCCCCCCCCCC[N@+]1(CC2)CC[C@@H]2C(NC(C)=O)C1.[Brī] 

QO-C12 CCCCCCCCCCCC[N@+](C1)(CC2)CC[C@@H]2C1=O.[Brī] 

QO-C14 CCCCCCCCCCCCCC[N@+](C1)(CC2)CC[C@@H]2C1=O.[Brī] 

QO-C16 CCCCCCCCCCCCCCCC[N@+](C1)(CC2)CC[C@@H]2C1=O.[Brī] 

2(QO)3 O=C(C1)C2CC[N+]1(CCC[N+]34CCC(C(C4)=O)CC3)CC2.[Brī].[Brī] 

2(QO)4 O=C(C1)C2CC[N+]1(CCCC[N+]34CCC(C(C4)=O)CC3)CC2.[Brī].[Brī] 

2(QO)6 O=C(C1)C2CC[N+]1(CCCCCC[N+]34CCC(C(C4)=O)CC3)CC2.[Brī].[Brī] 

2(QC12)3 CCCCCCCCCCCNCC(C1)C2CC[N+]1(CCC[N+]34CCC(C(NCCCCCCCCC

CCC)C4)CC3)CC2.[Brī].[Brī] 

2(QC12)4 CCCCCCCCCCCNCC(C1)C2CC[N+]1(CCCC[N+]34CCC(C(NCCCCCCCC

CCCC)C4)CC3)CC2.[Brī].[Brī] 

2(QC12)6 CCCCCCCCCCCNCC(C1)C2CC[N+]1(CCCCCC[N+]34CCC(C(NCCCCCC

CCCCCC)C4)CC3)CC2.[Brī].[Brī] 

2(QC14)3 CCCCCCCCCCCCCCNC(C1)C2CC[N+]1(CCC[N+]34CCC(C(NCCCCCCC

CCCCCCC)C4)CC3)CC2.[Brī].[Brī] 
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3.6.4. Procjena permeabilnosti spojeva 

Za moguĺe koriġtenje novih spojeva kao antiseptika i/ili dezinficijensa, vaģno je ispitati njihovu 

moguĺu apsorpciju kroz epitel koģe. Ovaj eksperiment proveden je koriġtenjem testa PAMPA 

(engl. Parallel Artificial Membrane Permeability Assay), koji mjeri propusnost sintetske 

membrane za odabrane spojeve. 

Za pripremu eksperimenta, pripremljena je 1 %-tna otopina (w/v) lecitina koja je u potpunosti 

otopljena u dodekanu uz pomoĺ ultrazvuļne kupelji. Paģljivo je otpipetirano 5 ɛL tako 

pripremljene otopine u svaku donorsku jaģicu (MultiScreen-IP Filter Plate, 0,45 ÕM, Clear, 

Hydrophobic PVDF membrane, Millipore). Nakon dodavanja membrane, u svaku donorsku 

jaģicu dodano je 150 ɛL otopine spoja u 4 % DMSO. Istovremeno je u svaku akceptorsku jaģicu 

dodano je 300 ɛL 4 % DMSO. Prema uputama proizvoĽaļa, donorska ploļica postavljena je na 

akceptorsku kako bi se osigurao kontakt izmeĽu donorskih i akceptorskih jaģica. Tako 

pripremljena ploļa inkubirana je 24 sata na 37 C̄. Nakon inkubacije, apsorpcijski spektar je 

oļitan na spektrofotometru u rasponu valnih duljina od 190 do 400 nm. 

Za procjenu integriteta membrane pripremljena je otopina briljantno krezil plave (BCB) i lucifer 

ģute (LY) u omjeru 9:1, zatim je 150 ÕL te otopine dodano je u svaku donorsku jaģicu, dok je 

u akceptorske jaģice dodano 300 ÕL puferske otopine (4% (v/v) DMSO u PBS). Nakon 

inkubacije od 3-4 sata na 37 C̄, mjerena je apsorbancija na 610 nm kako bi se detektirala 

propusnost membrane za BCB boju, pri ļemu su tipiļne vrijednosti iznosile od 0,002 do 0,006, 

dok vrijednosti veĺe od 0,012 upuĺuju na oġteĺenje membrane. Dodatno, mjerenja 

fluorescencije boje lucifer ģute (LY) u akceptorskim jaģicama provedena su kako bi se potvrdio 

2(QC14)4 CCCCCCCCCCCCCCNC(C1)C2CC[N+]1(CCCC[N+]34CCC(C(NCCCCCC

CCCCCCCC)C4)CC3)CC2.[Brī].[Brī] 

2(QC14)6 CCCCCCCCCCCCCCNC(C1)C2CC[N+]1(CCCCCC[N+]34CCC(C(NCCCC

CCCCCCCCCC)C4)CC3)CC2.[Brī].[Brī] 

2(QC16)3 CCCCCCCCCCCCCCCCNC(C1)C2CC[N+]1(CCC[N+]34CCC(C(NCCCCC

CCCCCCCCCCC)C4)CC3)CC2.[Brī].[Brī] 

2(QC16)4 CCCCCCCCCCCCCCCCNC(C1)C2CC[N+]1(CCCC[N+]34CCC(C(NCCCC

CCCCCCCCCCCC)C4)CC3)CC2.[Brī].[Brī] 

2(QC16)6 CCCCCCCCCCCCCCCCNC(C1)C2CC[N+]1(CCCCCC[N+]34CCC(C(NCC

CCCCCCCCCCCCCC)C4)CC3)CC2.[Brī].[Brī] 

CPC CCCCCCCCCCCCCCCC[N+]1=CC=CC=C1.[Clī] 

BAB C[N+](CC1=CC=CC=C1)(C)CCCCCCCCCCCC.[Brī] 

OCT CCCCCCCCNC1=CC=[N+](CCCCCCCCCC[N+]2=CC=C(NCCCCCCCC)C

=C2)C=C1.[Clī].[Clī] 
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integritet membrane, pri ļemu prihvatljiva fluorescencija nije smjela prelaziti tri puta vrijednost 

prosjeļnog pozadinskog signala. Analiza podataka provedena je pomoĺu Microsoft Excela. 

 

 

Slika 26. Shematski prikaz umjetne membrane u PAMPA testu (engl. Parallel Artificial Membrane 

Permeability Assay) za procjenu pasivne permeabilnosti. 

3.7.  Bioloġka aktivnost 

U ovom dijelu doktorske disertacije prikazana su bioloġka ispitivanja provedena primjenom 

mikrobioloġkih, biofizikalnih i molekularno-biokemijskih tehnika i metoda s ciljem 

utvrĽivanja i potvrĽivanja bioaktivnosti novosintetiziranih spojeva. 

Jedan od kljuļnih parametara, uz nisku minimalnu inhibitornu koncentraciju antimikrobnih 

sredstava prema razliļitim bakterijskim sojevima, jest i njihova biosigurnost, odnosno 

moguĺnost sigurne primjene kod ljudi. Primarni cilj novih sinteza je postiĺi visoku 

uļinkovitost, stabilnost i sigurnost primjene novih spojeva u razliļitim formulacijama, 

ukljuļujuĺi topikalne pripravke poput antiseptika i dezinfekcijskih sredstava. 

Poznato je da kationski amfifilni spojevi (QAC-ovi) ostvaruju svoj mehanizam djelovanja 

nespecifiļnom interakcijom s bakterijskom membranom, ġto ih razlikuje od konvencionalnih 

antibiotika koji ciljano inhibiraju specifiļne biokemijske procese u bakterijskoj stanici. 

Djelovanje QAC-ova moģe se klasificirati kao membranolitiļko, pri ļemu dolazi do 
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destabilizacije lipidnog dvosloja, poveĺanja permeabilnosti i posljediļne lize stanice. Ova 

nespecifiļnost djelovanja pridonosi ġirokom spektru antimikrobne aktivnosti, ali 

istovremeno zahtijeva detaljnu procjenu citotoksiļnosti i selektivnosti djelovanja kako bi se 

osigurala njihova potencijalna kliniļka primjena. 

3.7.1. OdreĽivanje minimalne inhibitorne koncentracije 

Bioloġka aktivnost sintetiziranih mono- i biskvaternih amonijevih spojeva 3-supstituiranog 

kinuklidina ispitana je na sojevima Gram-pozitivnih bakterija (Staphylococcus aureus ATCC 

25923, Staphylococcus aureus MRSA (kliniļki izolat), Staphylococcus aureus ATCC 33591, 

Bacillus cereus ATCC 14579, Listeria monocytogenes ATCC 7644 i Enterococcus faecalis 

ATCC 29212) te na sojevima Gram-negativnih bakterija (Escherichia coli ATCC 25922, 

Salmonella enterica (izolat iz hrane) i Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853), pribavljenih 

iz kolekcije BioGnost. 

Ispitivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) provedeno je mikrodilucijskom 

metodom razrjeĽenja prema smjernicama dokumenta Metode razrjeĽenja za ispitivanje 

osjetljivosti bakterija koje rastu u prisutnosti kisika na antimikrobne tvari (Methods for 

Dilution Antimicrobial Susceptibility Test for Bacteria That Grow Aerobically), u izdanju 

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)135. 

Svjeģe pripremljen Mueller-Hinton medij (Biolife, Graz, Austrija) inokuliran je 

odgovarajuĺim bakterijskim sojem i inkubiran preko noĺi na 35C̄ ili 37 ̄C pri 220 rpm/min. 

Sljedeĺeg dana, kultura je razrijeĽena u svjeģem mediju te dodatno inkubirana pod istim 

uvjetima do postizanja eksponencijalne faze rasta (OD600 = 0,3ï0,5). Na temelju aktualne 

vrijednosti OD600, prethodno kalibrirane u odnosu na koncentraciju jedinica koje formiraju 

kolonije (CFU/mL), kultura je razrijeĽena do konaļne koncentracije od 5Ĭ105 CFU/mL. Ova 

suspenzija dodana je u jaģice 96-mikrotitarske ploļe koje su sadrģavale seriju dvostrukih 

razrjeĽenja spojeva, pri ļemu je u svaku jaģicu dodano 50 ÕL suspenzije bakterijske kulture. 

Mikrotitarske ploļe inkubirane su preko noĺi na 35 ̄C ili 37 ̄C, ovisno o koriġtenom 

bakterijskom soju. Vizualna potvrda rezultata provedena je dodatkom 20 ɛL reagensa 2-(4-

jodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-feniltetrazolijev klorid (ɔ(INT) = 6 mg/mL), koji prelazi u 

ljubiļastu boju u prisustvu ģivih bakterijskih stanica, ļime se omoguĺuje jednostavna detekcija 

rasta. 
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3.7.2. OdreĽivanje kinetike inhibicije bakterijskog rasta 

Eksperiment odreĽivanja kinetike inhibicije bakterijskog rasta proveden je na dvjema Gram-

pozitivnim bakterijama prema kojima je uoļena najbolja aktivnost potentnih kandidata mono- 

i biskvaternih amonijevih spojeva ï S. aureus ATCC 25923 i L. monocytogenes ATCC 7644. 

Prekonoĺna kultura odgovarajuĺeg bakterijskog soja razrijedi se deset puta u svjeģem 

temperiranom Mueller-Hinton (MH) mediju te inkubira u tresilici pri temperaturi od 37 C̄ uz 

konstantnu vrtnju od 220 rpm/min. Nakon ġto kultura dosegne predeskponencijalnu fazu rasta 

(OD600 = 0,3ï0,5), razrijedi se do konaļne koncentracije stanica 5Ĭ104 CFU/mL. U jaģice 

mikrotitarske ploļe, koje sadrģe alikvote (50 ÕL) prethodno pripremljenih kandidata bisQAC-

ova u koncentracijama İ MIK i MIK, otpipetirano je 50 ÕL razrijeĽene bakterijske kulture. 

Gustoĺa bakterijske suspenzije praĺena je mjerenjem optiļke gustoĺe pri 600 nm (OD600) 

tijekom 24 sata na fluorometru Tecan Infinite 200 PRO (Tecan Group Ltd., Ġvicarska), s 

intervalima mjerenja svakih 15 minuta. Netretirane bakterijske stanice sluģe kao pozitivna 

kontrola koja ukazuje na neometani rast stanica. Rezultati u obliku bakterijskih krivulja rasta 

prikazani su u ovisnosti o vremenu inkubacije. 

3.7.3. OdreĽivanje potencijala razvoja bakterijske rezistencije  

Potencijal za razvoj bakterijske rezistencije ispitan je odreĽivanjem minimalne inhibitorne 

koncentracije (MIK) u prisutnosti protonofora i inhibitora sinteze ATP-a, karbonil-cijanida 3-

klorfenilhidrazona (CCCP). Bakterijski soj koriġten u ovom eksperimentu, S. aureus ATCC 

33591 (MRSA), posjeduje gene odgovorne za ekspresiju efluksnih pumpi. Minimalna 

inhibitorna koncentracija CCCP-a na spomenutu bakteriju utvrĽena je prije izvoĽenja 

eksperimenta s kandidatima spojeva. Prekonoĺna kultura S. aureus ATCC 33591 razrijedi se u 

svjeģem temperiranom Mueller-Hinton (MH) mediju i kultivira u orbitalnoj tresilici pri 37 C̄ i 

220 rpm/min. Spojevi su serijski razrijeĽeni u mikrotitarskoj ploļici u 50 ÕL Mueller-Hinton 

(MH) medija uz dodatak 10 ÕM CCCP-a. Raspon poļetnih koncentracija spojeva iznosio je od 

250 do 75 ÕM, ovisno o ispitivanoj skupini spojeva. Kada je kultura dosegla 

predeksponencijalnu fazu rasta (OD600 = 0,3ï 0,5), razrijedi se do konaļne koncentracije stanica 

koja odgovara 5Ĭ105 CFU/mL u MH mediju s dodatkom 10 ÕM CCCP-a. Ukupno 50 ÕL 

pripremljene staniļne suspenzije otpipetira se u jaģice mikrotitarske ploļice koja sadrģi 

odgovarajuĺu koncentraciju ispitivanih spojeva (75-250 ÕM). Mikrotitarska ploļica se inkubira 

preko noĺi te se nakon 24 sata inkubacije vizualno odredi MIK. Ukoliko su testirani spojevi 



71 

Sinteza i bioloġka aktivnost mono- i biskvaternih amonijevih spojeva na okosnici  

1-azabiciklo[2.2.2]oktana 

 
Antonio Sabljiĺ                                                                                                                Doktorska disertacija 

 
 

supstrati efluksnih pumpi, u prisustvu CCCP-a kao inhibitora sinteze ATP-a, MIK testiranih 

spojeva ĺe se smanjiti. 

3.7.4.  OdreĽivanje minimalne inhibitorne koncentracije bakterijskih biofilmova  

Prekonoĺna kultura odgovarajuĺe bakterije razrijeĽena je 10 puta u svjeģem, temperiranom 

Mueller-Hinton (MH) mediju, nakon ļega je inkubirana u tresilici pri 37C̄ uz konstantnu 

vrtnju od 220 rpm/min. Kada kultura dosegne predeksponencijalnu fazu rasta (OD600=0,3ï0,5), 

razrijedi se do koncentracije stanica 4Ĭ106 CFU/mL. 50 ÕL ovako pripremljene kulture 

otpipetira se u mikrotitarsku ploļicu koja sadrģi odgovarajuĺe spojeve u razliļitim 

koncentracijama (100 Õg/mL, 50 Õg/mL, 25 Õg/mL te 12,5 Õg/mL). Mikrotitarska ploļica se 

potom inkubira 24 sata (ovisno o ispitivanom bakterijskom soju i do 48 sati). Nakon inkubacije 

kulture s antimikrobnim agensima, hranjivi medij se aspirira iz jaģice, pazeĺi pritom na 

eventualno formirani biofilm. Jaģice se isperu 2 puta MQ vodom, koja se nakon ispiranja 

takoĽer aspirira. U svrhu fiksiranja formiranog biofilma, mikrotitarska ploļica se suġi u 

inkubatoru jedan sat pri 60 C̄. Nakon suġenja i fiksacije biofilma, u jaģice se doda 100 ÕL 0,1 

%-tne otopine kristal violeta nakon ļega slijedi inkubacija jedan sat na sobnoj temperaturi. 

Nevezana boja ukloni se jednim ispiranjem s MQ vodom i ploļica se neko vrijeme ostavi na 

suġenju. Nakon bojenja formiranog biofilma kristal violetom i uklanjanja viġka boje, u svaku 

jaģicu mikrotitarske ploļice dodano je 100 ÕL 70 %-tnog etanola radi otapanja kristal violeta 

vezanog za biofilm. Ploļica je inkubirana 30 minuta na sobnoj temperaturi. U sluļajevima kada 

boja nije bila potpuno otopljena tijekom inkubacije, preostali talog resuspendiran je paģljivim 

pipetiranjem pomoĺu multikanalne pipete kako bi se osigurala potpuna ekstrakcija boje. Iz 

svake jaģice otpipetirano je 100 ÕL dobivene otopine u novu mikrotitarsku ploļicu, nakon ļega 

je izmjeren intenzitet apsorbancije pri 595 nm pomoĺu optiļkog ļitaļa Tecan Infinite 200 PRO 

(Tecan Group Ltd., Ġvicarska). Intenzitet apsorbancije proporcionalan je koliļini formiranog 

biofilma. Kao pozitivna kontrola koriġtene su netretirane stanice, dok je negativna kontrola bio 

Mueller-Hinton medij. 

3.7.5.  OdreĽivanje viabilnosti stanica u vremenu klasiļnom metodom nasijavanja i 

prebrojavanja tretiranih stanica 

Eksperiment odreĽivanja viabilnosti stanica u vremenu proveden je na reprezentativnoj Gram-

pozitivnoj bakteriji, S. aureus ATCC 25923. Prekonoĺna kultura razrijedi se u svjeģem 

temperiranom Mueller-Hinton (MH) mediju te ostavi u inkubatorskoj tresilici na temperaturi 
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od 37 C̄ uz konstantnu vrtnju pri 220 rpm/min. Nakon ġto kultura dosegne predeskponencijalnu 

fazu rasta (OD600 = 0,3ï0,5), razrijedi se do konaļne koncentracije stanica 5Ĭ105 CFU/mL. 

Volumen od 50 ÕL razrijeĽene bakterijske kulture otpipetiran je u jaģice mikrotitarske ploļice 

koje su sadrģavale 50 ÕL ispitivanih spojeva u koncentracijama İ MIK, MIK i 2 Ĭ MIK. 

Netretirane stanice sluģe kao kontrola rasta, a ļisti MH medij predstavlja negativnu kontrolu i 

potvrĽuje odsutnost kontaminacije. Prije nego ġto se mikrotitarska ploļica stavi na inkubaciju 

pri 37 ̄C, iz svake jaģice otpipetira se alikvot od 10 ÕL i razrijedi u 990 ÕL MH medija. 

Pripravljeno razrjeĽenje bakterijske kulture dalje se serijski razrjeĽuje do 106 Ĭ. Potom se 20 

ÕL odgovarajuĺeg razrjeĽenja sterilnom ezom nasije u duplikatima na krute MH podloge, kako 

bi se iduĺi dan prebrojavanjem kolonija koje su formirane na podlogama nakon inkubacije 

mogao odrediti ukupan broj stanica na poļetku eksperimenta. Mikrotitarska ploļica se inkubira, 

a u izabranim vremenskim intervalima se ponavlja prethodno opisani postupak razrjeĽivanja i 

nasijavanja alikvota na krute MH podloge. Nakon inkubacije krutih podloga u trajanju od 24 

sata, prebroje se kolonije bakterija te se raļuna broj viabilnih stanica (CFU/mL) u svakom 

vremenskom intervalu pri koncentracijama spojeva od İ MIK, MIK i 2 Ĭ MIK , kao i 

koncentracija netretiranih stanica. Rezultati se prikazuju grafiļki kao ovisnost log10CFU/mL o 

vremenu. 

3.8. Mehanizam djelovanja 

3.8.1. Test propusnosti membrane prema propidijevom jodidu (PI-uptake assay)  

Za procjenu membranolitiļkog potencijala, odnosno mehanizma djelovanja, koristila se 

fluorescentna boja propidijev jodid (PI). PI se veģe za molekulu DNA, ali tek uslijed oġteĺenja 

membrane buduĺi da je intaktna membrana nepropusna prema ovoj boji. Intenzitet 

fluorescencije prati se spektrofluorimetrijski koristeĺi Gram-pozitivnu bakteriju S. aureus 

ATCC 25923 u tretmanu i bez tretmana antimikrobnim reagensom. Bakterijska kultura uzgoji 

se preko noĺi u Mueller-Hinton (MH) mediju na 37 C̄ i 160 rpm/min. Sljedeĺeg dana, kultura 

se razrijedi u svjeģem MH mediju dvadeset puta i ostavi pod istim uvjetima rasta do 

eksponencijalne faze (OD600 = 0,3ï0,5). Stanice se zatim centrifugiraju na 4500 Ĭ g tijekom 10 

minuta na sobnoj temperaturi, a bakterijski talog razrijedi se u PBS puferu do OD600 = 1,5. 

Fluorescencija PI prati se u mikrotitarskim ploļicama (Porvair), pri ļemu svaka jaģica sadrģi 

100 ɛL bakterijskih stanica i 100 ɛL spoja  (4 Ĭ MIK , 2 Ĭ MIK , MIK) koji su prethodno 

razrijeĽeni u otopini PI koncentracije 42 nM. Fluorescencija PI snima se tijekom 540 minuta, 
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na 37 C̄, u fluorometru Tecan Infinite 200 PRO (Tecan Group Ltd., Ġvicarska) koristeĺi 

ekscitaciju na 536 nm i emisiju na 617 nm. Pozadinsku fluorescencija PI oduzima se od svakog 

mjerenja, a eksperimentalni podaci analiziraju se pomoĺu Microsoft Excel programa.  
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4. Rezultati i rasprava 

4.1. Sinteza mono- i biskvaternih amonijevih spojeva  

Reakcijska shema (slika 27) prikazuje sinteze novih, monoQAC-ova (Ñ)-3-aminokinuklidina 

odnosno derivata (Ñ)-3-amidokinuklidina. Spojevi su dobiveni kvaternizacijom (Ñ)-3-

aminokinuklidina i derivata (Ñ)-3-amidokinuklidina s alkil-halogenidima (C12, C14 i C16) te 

kvaternizacijom (Ñ)-3-aminokinuklidina s N-alkil-bromacetamidima (ADC12, ADC14, ADC16). 

Dobiveni spojevi se razlikuju prema duljini alkilnog lanca i vrsti supstituenta na treĺem 

ugljikovom atomu kinuklidinijevog prstena. Strukturne varijacije mogu utjecati na fizikalno-

kemijska i bioloġka svojstva spojeva. Produkti su izolirani kao krutina bijele boje. Preliminarna 

ļistoĺa sintetiziranih spojeva izvrġena je TLC-om, a detaljnija karakterizacija provedena je 

primjenom spektroskopskih metoda (1H NMR i 13C NMR).  

ĭH NMR spektri spojeva serije QBn potvrĽuju uspjeġnu kvaternizaciju kinuklidinijevog duġika i 

prisutnost benzamidnog fragmenta. Signal metilenske skupine vezane na kvaterni duġik (NïCH2) 

pojavljuje se u podruļju ŭ 3,13ï3,18 ppm, dok se multipleti protona alkilnog lanca nalaze izmeĽu 

ŭ 1,20ï1,40 ppm. Terminalni metilni protoni daju triplet na ŭ å 0,85 ppm (J å 7 Hz). Aromatski 

protoni benzamidne skupine zapaģeni su kao multipleti u podruļju ŭ 7,48ï7,89 ppm, a proton 

amidne skupine (CONH) daje karakteristiļan singlet pri ŭ 8,63ï8,64 ppm. 

Spektri su konzistentni s oļekivanim kemijskim pomacima za spojeve koji sadrģe benzamidni 

fragment, ġto potvrĽuje oļuvanu strukturu kinuklidinijevog prstena. 

13C NMR spektri pokazuju signal karbonilnog ugljika amida pri ŭ 166,3ï166,4 ppm, dok su 

aromatski ugljici rasporeĽeni izmeĽu ŭ 126,9ï133,3 ppm. Metilenski ugljici alkilnog lanca 

zapaģeni su u podruļju ŭ 22ï31 ppm, a terminalni metilni ugljik pri ŭ å 13,4 ppm. Ugljik C1ǋ u 

neposrednoj blizini kvaternog duġika nalazi se pri ŭ å 58 ppm, ġto je u skladu s literaturnim 

vrijednostima za kvaterne amonijeve soli. Dobro definirani i oļekivani pomaci potvrĽuju strukturu 

i ļistoĺu spojeva. 

1H NMR spektri spojeva QAc pokazuju multiplete metilenskih protona alkilnog lanca izmeĽu ŭ 

1,20ï1,37 ppm, terminalnu metilnu skupinu na ŭ å 0,85 ppm te singlet metilne skupine acetamida 

na ŭ 2,07ï2,08 ppm. Proton amidne skupine (CONH) opaģa se kao karakteristiļan singlet pri ŭ 

8,32 ppm, a protoni kinuklidinijevog prstena javljaju se u podruļju ŭ 2,25ï4,98 ppm. Odsutnost 

aromatskih signala razlikuje ove spojeve od serije QBn, dok jasno izraģen singlet metilne skupine 

acetamida potvrĽuje zamjenu fenilne skupine metilnom. 
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13C NMR spektri pokazuju signal karbonilnog ugljika acetamidnog fragmenta pri ŭ å 166,3 ppm, 

a ugljik metilne skupine acetamida pri ŭ å 20,9 ppm. Metilenski ugljici alkilnog lanca prisutni su 

u podruļju ŭ 27,9ï30,7 ppm, dok se signal C1ǋ vezan na kvaterni duġik pojavljuje pri ŭ 67,4 ppm. 

Dobro razdvojeni i intenzivni signali upuĺuju na visoku ļistoĺu spojeva te potvrĽuju uspjeġnu 

kvaternizaciju. 

1H NMR spektri QNH2 spojeva pokazuju signale metilenske skupine NïCH2ï u podruļju ŭ 3,09ï

3,13 ppm, multiplete protona alkilnog lanca izmeĽu ŭ 1,16ï1,38 ppm, te triplet terminalne metilne 

skupine pri ŭ 0,86 ppm (3J å 6,9 Hz). Protoni kinuklidinijevog prstena pojavljuju se izmeĽu ŭ 

2,84ï3,63 ppm, a signal primarne amino skupine na ŭ  6,3 ppm. Ovakav spektar potvrĽuje uspjeġnu 

kvaternizaciju. 

13C NMR spektri pokazuju signale alkilnih metilenskih ugljika u podruļju ŭ 22ï31 ppm, a 

terminalni metilni ugljik pri ŭ 13,5ï13,9 ppm. Ugljici C1ǋ i ostali ugljici kinuklidinijevog prstena 

vezani uz kvaterni duġik nalaze se izmeĽu ŭ 61,5ï63,2 ppm, dok se C3 i C6ïC7 javljaju pri ŭ 45ï

54 ppm. Dobiveni kemijski pomaci u potpunosti su u skladu s oļekivanim vrijednostima za 

kvaterne amonijeve soli, ġto potvrĽuje strukturnu homogenost i visoku ļistoĺu spojeva. 

Prinosi reakcija kvaternizacije za sintetizirane spojeve bila su visoka u svim serijama, uz uoļljive 

razlike ovisno o prirodi supstituenta na poloģaju 3 kinuklidinijevog prstena. 

Za seriju QBn, prinosi su iznosili 58,6 % (C12), 95,3 % (C14) i 96,5 % (C16). Uoļen je porast prinosa 

s produljenjem alkilnog lanca, ġto se moģe pripisati veĺoj topljivosti viġih 1-bromoalkana i 

povoljnijem steriļkom pristupu u reakciji kvaternizacije. 

U seriji QAc, prinosi su bili 73,5 % (C12), 95,3 % (C14) i 86,4 % (C16). Najveĺe iskoriġtenje 

postignuto je za spoj s tetradecilnim lancem (C14), ġto upuĺuje na optimalan odnos izmeĽu 

topljivosti i reaktivnosti reagensa. Kod spoja s najduljim lancem (C16) dolazi do manjeg smanjenja 

prinosa, vjerojatno zbog djelomiļnog ograniļenja difuzije u reakcijskom mediju. 

Najveĺi prinosi postignuti su u seriji QNH2, i to 92,4 % (C12), 98,5 % (C14) i 97,9 % (C16). Ovakvi 

rezultati upuĺuju na visoku reaktivnost amino derivata te stabilnost meĽuprodukata tijekom 

kvaternizacije. 

ĭH NMR spektri spojeva QNH2ïADC12, QNH2ïADC14 i QNH2ïADC16 u DMSO-d6 otapalu 

pokazuju signale u skladu s oļekivanom strukturom kinuklidinijevih bromida s N-alkil-

bromacetamidnim supstituentom. U svim je sluļajevima vidljiv signal terminalne metilne skupine 
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pri ŭ å 0,86ï0,87 ppm te multiplet metilenskih protona u podruļju ŭ = 1,19ï1,34 ppm, ļija 

integracija odgovara duljini alkilnog lanca. Protoni kinuklidinijevog prstena pojavljuju se kao skup 

multipleta izmeĽu ŭ = 1,42 i 1,99 ppm (H5, H8, H1ô), ŭ = 2,90ï2,98 ppm (H4), ŭ = 3,12ï3,53 ppm 

(H6, H7, H2) te ŭ = 3,55ï3,63 ppm (H3). Singlet u podruļju ŭ å 4,73ï4,77 ppm odgovara 

metilenskim protonima skupine CH2ïCO, ļime se potvrĽuje uspjeġna ugradnja acetamidnog 

fragmenta na kinuklidinijev duġik. Spektri su ļisti i bez dodatnih signala, ġto potvrĽuje dobru 

ļistoĺu i homogenost uzoraka. 

13C NMR spektri potvrĽuju navedene dodjele protonskih signala i strukturnu pravilnost spojeva. 

Signal terminalnog metilnog ugljika zabiljeģen je pri ŭ å 14,2ï14,3 ppm, metilenski ugljici u 

podruļju ŭ = 22ï32 ppm, dok su signali ugljika kinuklidinijevog prstena prisutni izmeĽu ŭ = 25,8 

i 53,6 ppm. Ugljik metilenske skupine izmeĽu duġikova atoma i karbonilne skupine (C2, CH2ï

CO) pojavljuju se pri ŭ å 60ï64 ppm, dok je signal karbonilnog ugljika amidne skupine zabiljeģen 

pri ŭ = 170,6 ppm, ġto je u skladu s vrijednostima karakteristiļnima za amidne derivate. 

Kemijski prinosi sintetiziranih spojeva iznosili su 89,58 % za QNH2ïADC12, 40,01 % za QNH2ï

ADC14 te 80,72 % za QNH2ïADC16. Dobiveni NMR podaci jasno potvrĽuju ļistoĺu i strukturu 

svih navedenih spojeva s razliļitim duljinama alkilnog lanca. 
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Slika 27. Shema sinteze novih monoQAC-eva (Ñ)-3-aminokinuklidina i njegovih derivata. 

U svrhu ispitivanja utjecaja polarnosti supstituenta na treĺem ugljikovom atomu kinuklidinijevog 

prstena, sintetizirana je serija monoQAC-ova kinuklidin-3-ona (slika 28). Spojevi su dobiveni 

kvaternizacijom kinuklidin-3-ona s alkil-halogenidima razliļite duljine ugljikovodiļnog lanca 

(C12, C14 i C16). Spektroskopska analiza pomoĺu 
1H i 13C NMR-a provedena je za sve spojeve 

homolognog niza (N)-alkil-3-oksokinuklidinijevih bromida s dvanaest, ļetrnaest i ġesnaest 

ugljikovih atoma u alkilnom lancu (QO-C12, QO-C14 i QO-C16). Dobiveni spektar pokazuje 

dosljednu i oļekivanu raspodjelu signala koja potvrĽuje predloģenu strukturu spojeva te visoku 

ļistoĺu uzoraka. 

U 1H NMR spektrima svih spojeva zabiljeģeni su skupovi protonskih signala koji odgovaraju 

razliļitim kemijskim okolinama u molekuli. Multipleti u podruļju ŭ = 4,0ï4,7 ppm potjeļu od 

protona vezanih na metilenske skupine koje se nalaze u neposrednoj blizini duġikovog atoma i 

karbonilne funkcionalne skupine (H1, H2, H6, H7). Ovi protoni su elektronski povuļeni i zbog 

toga kemijski pomaknuti prema niģem magnetskom polju. 
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Protoni u podruļju ŭ = 2,0ï3,0 ppm pripadaju metilenskim skupinama u kinuklidinijevom prstenu 

koje su udaljenije od karbonilnog centra, ali joġ uvijek pod utjecajem elektronegativnih atoma 

duġika i kisika. Njihovi multipleti ukazuju na sloģenu spin-spin interakciju unutar rigidne 

strukture. 

Najveĺi broj protona pripada dugom alkilnom lancu, ļiji se karakteristiļni signali javljaju u 

podruļju ŭ = 1,2ï1,6 ppm. Ovi multipleti odgovaraju metilenskim skupinama (ïCH2ï) unutar 

lanca te se njihova ukupna integracija poveĺava proporcionalno duljini alkilnog fragmenta. 

Terminalni metilni protoni jasno se pojavljuju kao triplet pri ŭ å 0,88 ppm (t, 3J å 7 Hz), ġto je 

tipiļno za linearan alkilni rep. 

U svim analiziranim uzorcima 13C NMR spektara uoļava se karakteristiļan signal karbonilnog 

atoma pri ŭ å 201 ppm, ġto jasno potvrĽuje prisutnost karbonilne skupine u poloģaju 3 

kinuklidinijeve jezgre. Ovaj pomak tipiļan je za karbonile te sluģi kao jasan dokaz oļuvanosti 3-

oksokinuklidinijeve strukture. 

Signali u podruļju ŭ = 54ï66 ppm pripisuju se ugljicima kinuklidinijevog prstena koji su 

neposredno vezani na duġikov atom i karbonilni ugljikov atom, odnosno atomima oznaļenima kao 

C-2, C-6 i C-7. Ti pomaci su u skladu s elektronegativnim utjecajem heteroatoma (N i O) te 

potvrĽuju njihovu kemijsku okolinu. 

U podruļju ŭ = 29ï32 ppm pojavljuje se niz intenzivnih signala koji odgovaraju metilenskim 

ugljicima dugih alkilnih lanaca. Kako se duljina lanca poveĺava (od C12 do C16), broj i intenzitet 

ovih signala raste proporcionalno broju metilenskih skupina, ġto potvrĽuje pravilnost homologne 

serije. Terminalni metilni ugljik kod svih spojeva javlja se pri ŭ å 14 ppm, ġto je tipiļna vrijednost 

za metilne skupine u linearnim alkilnim lancima. 

Signal pri ŭ å 37 ppm odgovara ugljiku C4, smjeġtenom unutar kinuklidinijevog prstena, dok su 

signali pri ŭ å 21ï22 ppm pripisani ugljicima C5 i C8. Raspored i intenzitet ovih signala gotovo 

su identiļni u cijeloj seriji spojeva, ġto dodatno potvrĽuje njihovu strukturnu sliļnost i visoku 

ļistoĺu. 

Spojevi QO-C12, QO-C14 i QO-C16 ostvareni su u vrlo visokim kemijskim iskoriġtenjima od 98,5 

%, 95,1 % i 99,0 %.  
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Slika 28. Shema sinteze novih monoQAC-ova kinuklidin-3-ona. 

Slika 29 prikazuje mehanizam sinteze tri prekursora N-alkil-2-bromacetamida koji su koriġteni u 

reakcijama kvaternizacije s 3-aminokinuklidinom, a koji se razlikuju po duljini alifatskog lanca. 

Mehanizam se odvija putem nukleofilne acilne supstitucije. Reakcija se odvija tako da amin kao 

nukleofil napada elektrofilni karbonilni ugljik 2-bromacetil-bromida, formirajuĺi nestabilni 

tetraedarski meĽuprodukt koji uz eliminaciju bromidnog iona (Br ), rezultira nastankom 

odgovarajuĺeg sekundarnog amida. Nusprodukt HBr moģe se neutralizirati dodatkom baze poput 

trietilamina. Reakcija se provodi u bezvodnim uvjetima, najļeġĺe u diklorometanu pri 

kontroliranoj temperaturi (0ï5 ̄C) kako bi se smanjila moguĺnost nusreakcija poput daljnje 

alkilacije ili eliminacije. Produkti su dobiveni kao bijeli prah. 

Preliminarna identifikacija sintetiziranih spojeva provedena je pomoĺu TLC-a, dok je njihova 

detaljnija strukturalna karakterizacija odreĽena spektroskopskim tehnikama, ukljuļujuĺi 1H NMR 

i 13C NMR. 

1H NMR spektri spojeva ADC12, ADC14 i ADC16 pokazuju signale koji odgovaraju oļekivanoj 

strukturi N-alkil-bromacetamida. U svim je sluļajevima zabiljeģen signal terminalne metilne 

skupine pri ŭ å 0,88 ppm (t, 3J = 6,9 Hz, 3H) te multiplet metilenskih protona u podruļju ŭ = 1,17ï

1,33 ppm, ļije su integracije u skladu s duljinom alkilnog lanca. Metilenska skupina vezana za 

duġikov atom (NïCH2) pojavljuje se kao multiplet pri ŭ å 3,18ï3,34 ppm, dok se metilen u blizini 
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atoma broma (CH2ïBr) javlja kao singlet pri ŭ å 3,80ï3,89 ppm. Spektri su ļisti i bez dodatnih 

signala, ġto potvrĽuje visoku ļistoĺu izoliranih spojeva. 

13C NMR spektri dodatno potvrĽuju strukturnu pravilnost spojeva. Signal terminalnog metilnog 

ugljika pojavljuje se pri ŭ å 14,1 ppm, metilenski ugljici unutar lanca u podruļju ŭ = 22ï32 ppm, 

dok se ugljici u blizini duġika i bromnog atoma nalaze pri ŭ å 40ï42 ppm. Karbonilni ugljik amidne 

skupine zabiljeģen je pri ŭ = 162,6 ppm (ADC12 i ADC14) te ŭ = 170,4 ppm (ADC16), ġto je u 

skladu s vrijednostima karakteristiļnima za amidne skupinu. 

Kemijski prinosi spojeva iznosili su 52,2 % za ADC12, 43,3 % za ADC14 te 44,6 % za ADC16, ġto 

je u skladu s oļekivanim vrijednostima za ovakav tip acilacijskih reakcija. Dobiveni NMR podaci 

potvrĽuju identitet i ļistoĺu sintetiziranih N-alkil-bromacetamida. 

 

 

Slika 29. Shema reakcijskog mehanizam sinteze prekursora N-alkil-2-bromacetamida s razliļitom 

duljinom alkilnog lanca. 

TakoĽer, mehanizam formiranja poļetnih prekursora 3-amidokinuklidina odvija se po mehanizmu 

nukleofilne acilne supstitucije (slika 30). Iako su anhidridi neġto manje reaktivni od kiselinskih 

klorida, oni ipak lako reagiraju s veĺinom nukleofila stvarajuĺi supstitucijske produkte. Reakcije 

nukleofilne supstitucije anhidrida ne razlikuju se od reakcija ostalih funkcionalnih derivata 
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karboksilnih kiselina, iako anhidridi sadrģe dvije karbonilne skupine. Nukleofilni napad dogaĽa se 

na jednoj karbonilnoj skupini, dok druga karbonilna skupina postaje dio odlazeĺe skupine. Osim 

uobiļajenih koraka nukleofilne adicije i eliminacije odlazeĺe skupine, potreban je dodatni prijenos 

protona. Mehanizam se odvija kroz tri koraka, pri ļemu u prvom koraku, amin kao nukleofil 

napada elektrofilni ugljik karbonilne skupine, pri ļemu nastaje sp3-hibridizirani ugljik. Gubitkom 

protona i eliminacijom odlazeĺe skupine (RCO2
-) nastaje konaļni supstitucijski produkt, 

sekundarni amid. 

 

 

Slika 30. Shema reakcijskog mehanizma nukleofilne acilne supstitucije nastajanja 3-amidokinuklidina. 

Slika 31 prikazuje reakcijsku shemu sinteze novih biskvaternih amonijevih spojeva kinuklidin-3-ona, 

dobivenih reakcijama kvaternizacije s alkil-dihalogenidima razliļite duljine (3, 4 i 6 C atoma). TakoĽer 

je prikazana sinteza biskvaternih amonijevih soli koje sadrģe dugolanļane alkilne skupine (12, 14 i 16 

C atoma) na treĺem ugljikovom atomu molekule kinuklidina. Spektroskopska analiza biskvaternih 

kinuklidin-3-onskih derivata potvrĽuje uspjeġno provoĽenje reakcija kvaternizacije te naknadne 

reduktivne aminacije s dugolanļanim alkilnim skupinama. U 1H NMR spektrima spojeva 

dobivenih kvaternizacijom (s poveznicama od tri, ļetiri i ġest ugljikovih atoma) zabiljeģeni su 

multipleti u podruļju ŭ = 1,9ï2,4 ppm, koji odgovaraju protonima metilenskih skupina unutar 



82 

Sinteza i bioloġka aktivnost mono- i biskvaternih amonijevih spojeva na okosnici  

1-azabiciklo[2.2.2]oktana 

 
Antonio Sabljiĺ                                                                                                                      Doktorska disertacija  

 
 

kinuklidinijevog fragmenta. U podruļju ŭ = 3,3ï3,6 ppm prisutni su signali metilenskih protona u 

neposrednoj blizini kvaternih amonijevih centara. U 13C NMR spektrima prekursora prepoznatljiv 

je signal karbonilnog ugljika pri ŭ å 201 ppm (C=O), kao i skupina signala izmeĽu ŭ = 55ï56 ppm, 

koji pripadaju ugljicima vezanima uz duġik. Varijacije u kemijskim pomacima izmeĽu spojeva s 

razliļitom duljinom poveznice (C3ïC6) uoļljive su ponajprije u alifatskom dijelu spektra (ŭ = 17ï

31 ppm), ġto potvrĽuje prisutnost alkilne poveznice razliļite duljine izmeĽu dvaju kvaternizirana 

kinuklidinijeva fragmenta. 

Nakon reduktivne aminacije, kojom su na treĺi ugljikov atom kinuklidinijevog fragmenta uvedeni 

alkilni lanci razliļite duljine (C12, C14 i C16), uoļene su znaļajne promjene u spektroskopskim 

podacima. U 1H NMR spektrima novo-dobivenih spojeva pojavljuje se karakteristiļan triplet 

terminalnih metilnih skupina pri ŭ = 0,76ï0,90 ppm (integracija 6 H), ġto potvrĽuje prisutnost 

dvaju dugolanļanih alkilnih supstituenata. Intenzivan skup signala metilenskih protona unutar 

alkilnih lanaca zabiljeģen je u podruļju ŭ = 1,10ï1,40 ppm, pri ļemu se intenzitet i ġirina signala 

poveĺavaju s duljinom alkilnog lanca. U podruļju ŭ = 2,8ï3,8 ppm prisutni su multipleti koji 

pripadaju metilenskim protonima u blizini duġikovih atoma (NïCH2) te protonima unutar 

kinuklidinijeve jezgre. U 13C NMR spektrima novo-dobivenih bisQAC-ova nestaje signal 

karbonilnog ugljika (~201 ppm), a pojavljuju se novi signali u podruļju ŭ = 54ï66 ppm, 

karakteristiļni za ugljike vezane na duġik, ġto potvrĽuje uspjeġno odvijanje reduktivne aminacije. 

U alifatskom dijelu spektra prisutni su brojni signali izmeĽu ŭ = 14ï34 ppm, koji odgovaraju 

metilenskim i metilnim ugljicima dugih alkilnih lanaca, ukljuļujuĺi terminalni CH3 signal pri ŭ å 

14,4 ppm. 

Sveukupno, dobiveni NMR podaci u potpunosti su u skladu s oļekivanom strukturom spojeva. 

Nestanak karbonilnog signala, pojava novih CïN i alifatskih signala te karakteristiļni multipleti 

metilenskih i terminalnih protona potvrĽuju uspjeġno formiranje ģeljenih biskvaternih 

kinuklidinijevih derivata i uvoĽenje dugolanļanih alkilnih skupina.  

BisQAC-ovi 2(QO)3, 2(QO)4 i 2(QO)6 uspjeġno su sintetizirane reakcijom kinuklidin-3-ona s 

odgovarajuĺim alkil-dibromidima razliļite duljine (C3, C4 i C6) uz visoki kemijski prinos u 

rasponu od 92,0 do 96,0 %. Uoļava se da duljina alkilne poveznice ne utjeļe znaļajno na 

uļinkovitost kvaternizacije, ġto potvrĽuje visoku reaktivnost duġikovih atoma kinuklidinijeve 

jezgre prema alkilacijskim reagensima.
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Nastavni korak, reduktivna aminacija bisQAC-ova kinuklidin-3-ona s dodecilaminom, 

tetradecilaminom i heksadecilaminom, takoĽer je uspjeġno proveden, pri ļemu su dobiveni ciljani 

spojevi 2(QC12)n, 2(QC14)n i 2(QC16)n (n = 3, 4, 6) u vrlo dobrim prinosima. Reakcije s 

dodecilaminom i tetradecilaminom dale su visoke prinose, koja se u veĺini sluļajeva kreĺu izmeĽu 

86,0 % i 99,0 %, dok je pri reakcijama s heksadecilaminom uoļeno smanjenje uļinkovitosti, 

posebno za spojeve s kraĺom poveznicom (ɖ = 34,7 % za 2(QC16)3). Takav pad prinosa moģe se 

pripisati poveĺanoj steriļkoj smetnji te manjoj topljivosti duljih alkilnih lanaca u reakcijskom 

mediju, ġto oteģava pristup redukcijskom reagensu i smanjuje konverziju. 

Zanimljivo je uoļiti da su spojevi s butanskom i heksanskom poveznicom pokazali najstabilniji 

trend prinosa, pri ļemu su produkti s dodecilnim i tetradecilnim supstituentima ponovno izolirani 

u gotovo kvantitativnim koliļinama (ɖ = 97ï99 %). Time se potvrĽuje da umjerena duljina 

poveznice izmeĽu kvaternih centara pogoduje reakcijskoj fleksibilnosti i olakġava pristup 

redukcijskom agensu. 

S obzirom na homogenost i konzistentnost dobivenih prinosa, moģe se zakljuļiti da su koriġteni 

sintetski uvjeti (blaga reduktivna sredstva, MeOH kao otapalo i umjerena temperatura) optimalni 

za ovu vrstu spojeva.  
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Slika 31. Shematski prikaz sinteze novih biskvaternih amonijevih spojeva 3-supstituiranog kinuklidina. 
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4.2. Procjena amfifilnih i farmakokinetiļkih svojstava spojeva 

4.2.2. In silico analiza vezanja bisQAC-ova na regulatorni protein QacR 

Ekspresiju efluksnih sustava usmjerenih na QAC-ova u viġestruko rezistentnih bakterija regulira 

transkripcijski represor QacR, kljuļni modulator genske ekspresije efluksnih pumpi157. Vezanjem 

malih molekula efektora, poput QAC-ova, QacR prolazi konformacijske promjene koje uklanjaju 

represiju te aktiviraju transkripciju gena ukljuļenih u efluks, ļime se pospjeġuje razvoj 

antimikrobne rezistencije158. Wuest i suradnici pokazali su da viġestruka kvaternizacija 

heterocikliļkih okosnica smanjuje njihovu sposobnost interakcije s QacR proteinom, ġto dovodi 

do slabijeg induciranja efluksnih mehanizama152. U skladu s tim rezultatima, naġi podaci pokazuju 

da bisQAC-ovi imaju znatno slabiji afinitet vezanja prema QacR proteinu u usporedbi s 

komercijalnim bisQAC spojem, oktenidin dihidrokloridom (OCT), ġto je potvrĽeno viġim 

izraļunatim slobodnim energijama vezanja (ȹGvezanja). Smanjena interakcija s QacR proteinom 

ukazuje na smanjen potencijal za induciranje ekspresije efluksnih pumpi159. Stoga se bisQAC-ovi 

izdvajaju kao obeĺavajuĺi antimikrobni kandidati s reduciranim rizikom razvoja rezistencije. 

Dobiveni nalazi pruģaju mehanistiļku osnovu za racionalni dizajn antimikrobnih sredstava nove 

generacije temeljenih na QAC-ovima, koja zadrģavaju uļinkovitost uz istodobno ograniļeno 

induciranje rezistencije putem transkripcijske regulacije. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 32. Box-and-Whisker dijagram izraļunatih ȹGvezanja vrijednosti za bisQAC analoge (n = 12C, 14C i 

16C) u interakciji s QacR proteinom. 
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Modifikacije u duljini alkilnog lanca i duljini poveznika znaļajno utjeļu na afinitet vezanja 

kvaternih amonijevih spojeva prema transkripcijskom regulatornom proteinu QacR. Opĺenito, 

spojevi s duljim alkilnim lancima (npr. C16) pokazuju znatno slabiji afinitet vezanja u usporedbi s 

njihovim analozima kraĺeg lanca (npr. C12), a taj je trend osobito izraģen kod molekula s najkraĺim 

poveznikom (n = 3). Buduĺi da jaļe vezanje za QacR dovodi do depresije gena za efluks pumpe, 

smanjena interakcija ovih bisQAC derivata dugih lanaca s QacR-om moģe se smatrati povoljnom 

znaļajkom za sprjeļavanje aktivacije mehanizama bakterijske rezistencije. 

Naġi rezultati dodatno upuĺuju na to da zamjena hidrofobnog alkilnog lanca fragmentom koji 

sadrģi karbonilnu skupinu znaļajno poveĺava afinitet spojeva prema QacR-u, ġto podupire 

hipotezu da polarniji supstituenti pojaļavaju interakcije s regulatornim domenama proteina. 

Daljnja eksperimentalna ispitivanja, usmjerena na potvrdu ovih rezultata, trebala bi pruģiti dublji 

uvid u strukturno-vezne odnose spojeva prema regulatoru efluksa. 

Oktenidin-dihidroklorid (OCT), komercijalno dostupni antiseptik, pokazuje srednji afinitet 

vezanja prema QacR-u. Njegov je afinitet znatno viġi od novonastalih 2(QCn) biskvaternih 

amonijevih spojeva, ali ipak niģi od afiniteta biskvaternih amonijevih soli izvedenih iz kinuklidin-

3-ona, 2(QO)n, koje ostvaruju snaģnije interakcije. 

S obzirom na ulogu QacR-a kao transkripcijskog represora efluksnih sustava, ligandi visokog 

afiniteta mogu potaknuti derepresiju gena, olakġavajuĺi brzi efluks antimikrobnih sredstava te 

potencijalno ugroģavajuĺi njihovu unutarstaniļnu stabilnost i baktericidnu uļinkovitost. Nasuprot 

tome, spojevi poput 2(QCn), koji pokazuju slabije vezanje za QacR, mogli bi izbjeĺi aktiviranje 

efluksnih mehanizama te na taj naļin zadrģati produljenu unutarstaniļnu aktivnost. Ova ih 

znaļajka ļini privlaļnim kandidatima za daljnji razvoj antimikrobnih sredstava sa smanjenom 

sklonoġĺu induciranju bakterijske rezistencije.
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Slika 33. Molekulska simulacija proteina QacR u kompleksu s bisQAC spojevima unutar hidrofobnog 

veznog dģepa: A) 2(QO)6, B) 2(QC16)6 i C) OCT. Atomi ugljika prikazani su sivom bojom, duġik plavom, 

a atomi kisika i interakcije crvenom. 

Kristalna struktura transkripcijskog represora QacR koji veģe razliļite lijekove (PDB ID: 1JUP) 

odabrana je jer predstavlja dobro okarakteriziran modelni protein za prouļavanje vezanja 

strukturno raznolikih kationskih i hidrofobnih liganada. S obzirom na to da bisQAC-ovi dijele 

kemijske znaļajke sa supstratima za koje je poznato da ostvaruju interakcije s QacR-om, ovaj 

protein pruģa relevantan strukturni okvir za racionalizaciju opaģene bioloġke aktivnosti. 
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Hidrofobni vezni dģep QacR-a pokazuje izraģenu strukturnu plastiļnost, ġto omoguĺuje 

prepoznavanje i smjeġtaj strukturno raznolikih kvaternih amonijevih spojeva, ukljuļujuĺi i 

bisQAC-ove ( 

slika 33). Ta prilagodljivost proizlazi iz konformacijske fleksibilnosti boļnih lanaca kljuļnih 

aminokiselinskih ostataka te inducibilne prirode mjesta vezanja viġe lijekova160,161. 

Vezanje bisQAC-ova prvenstveno je voĽeno kombinacijom nekovalentnih interakcija, ukljuļujuĺi 

elektrostatske interakcije izmeĽu kvaternih duġikovih atoma i kiselih ostataka (npr. Asp, Glu), 

hidrofobne kontakte izmeĽu dugih alkilnih lanaca i nepolarnih ostataka (npr. Leu, Val, Phe), kao i 

potencijalne -́kationske interakcije s aromatskim ostacima poput Tyr ili Phe162. Dodatne 

Londonove sile dodatno stabiliziraju ligand unutar veznog mjesta163. 

Ova kombinacija interakcija temelj je ġiroke supstratne specifiļnosti QacR-a te njegove 

sposobnosti da reagira na ļitav spektar kationskih antimikrobnih sredstava aktivacijom 

transkripcije gena za efluksne pumpe. 

4.2.3.  Kritiļna micelarna koncentracija  

Konduktometrija je iznimno osjetljiva i precizna fizikalno-kemijska metoda koja se ġiroko 

primjenjuje u prouļavanju meĽuionskih interakcija u otopinama, osobito u sustavima gdje dolazi 

do strukturnih transformacija poput stvaranja ionskih parova, kompleksa ili agregacije ionskih 

vrsta. Zahvaljujuĺi moguĺnosti praĺenja promjena u ionskoj pokretljivosti i broju nositelja naboja 

u otopini, konduktometrijska mjerenja pruģaju vrijedan uvid u ponaġanje elektrolita na 

molekularnoj razini te omoguĺuju kvantitativnu analizu procesa kao ġto su micelizacija i 

formiranje supramolekulskih struktura164ï166. 

U ovom istraģivanju provedena su konduktometrijska mjerenja specifiļne vodljivosti (ə) u funkciji 

koncentracije (c) za niz sintetiziranih monokvaternih amonijevih soli. Slika 34 prikazuje dobivene 

rezultate, a analiza grafiļkih podataka omoguĺila je odreĽivanje kritiļne micelarne koncentracije 

(CMC). Naime, uoļena su dva linearna podruļja na krivulji ə = f(c), koja odgovaraju razliļitim 

reģimima u sustavu ï premicelarnom, gdje su prisutni iskljuļivo monomerni surfaktanti, i 

micelarnom, u kojem dolazi do formiranja micela. Prijelaz izmeĽu ta dva reģima karakteriziran je 

promjenom nagiba, pri ļemu je CMC vrijednost definirana kao toļka presjeka dvaju pravaca 

ekstrapoliranih iz tih podruļja167. 
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Pad nagiba nakon postizanja CMC-a rezultat je smanjenja udjela slobodnih monomera u otopini, 

buduĺi da se dodatni surfaktanti ukljuļuju u micelarne agregate koji posjeduju manju ukupnu 

pokretljivost iona po molekuli168. Nadalje, proces micelizacije doprinosi smanjenju broja 

slobodnih nositelja naboja po jediniļnom volumenu, ġto se izravno oļituje u sporijem porastu 

specifiļne vodljivosti s porastom koncentracije. 

Provedena konduktometrijska analiza time ne samo da potvrĽuje sposobnost sintetiziranih 

kvaternih amonijevih soli za spontano formiranje micela, veĺ takoĽer omoguĺuje kvantitativno 

odreĽivanje koncentracijskog praga pri kojem dolazi do takvih agregacijskih procesa, ġto je 

kljuļno za razumijevanje njihova ponaġanja u bioloġkim i farmaceutskim sustavima. 
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Slika 34. Krivulje vodljivosti (ə) u ovisnosti o koncentraciji monokvaternih amonijevih surfaktanata u 

vodenoj otopini pri 25 C̄ prikazane su za kvaterne aminijeve spojeve A) QNH2, B) QBn, C) QAc, D) QO 

i E) komercijane kvaterne amonijeve spojeve benzildimetildodecilamonijev bromid  (BAB) i 

cetilpiridinijev klorid (CPC). 

Dobiveni rezultati CMC za monokvaterne amonijeve spojeve u skladu su s prethodno objavljenim 

podacima za kinuklidin-3-ol, ġto dodatno potvrĽuje pouzdanost i konzistentnost ovih rezultata u 

kontekstu ponaġanja surfaktanata u vodenim otopinama169.  

Za kvaterne amonijeve soli 3-aminokinuklidina, kvaternizirane dugim amidnim lacima (ADC12, 

ADC14 i ADC16) nije bilo moguĺe odrediti CMC zbog njihove izrazito slabe topljivosti u vodenim 

otopinama. Tijekom pokuġaja otapanja u ispitivanim koncentracijskim rasponima, primijeĺena je 

agregacija QAC-ova, ġto je rezultiralo mlijeļnim koloidnim zamuĺenim otopinama, 

karakteristiļnim za sustave s velikim udjelom neotopljenih ili koloidno dispergiranih ļestica. 

Ovakvo ponaġanje onemoguĺilo je provedbu konduktometrijske analize te pouzdanu procjenu 

CMC vrijednosti, buduĺi da fizikalno-kemijska svojstva otopina nisu omoguĺila dobivanje 

konzistentnih podataka u okviru primijenjene metode. 

Istraģivanjem je utvrĽeno da svi ispitivani surfaktanti pokazuju karakteristiļno ponaġanje tipiļno 

za povrġinski aktivne tvari, pri ļemu su dobivene vrijednosti CMC-a u izravnoj korelaciji s 

duljinom alkilnog lanca. Ovo opaģanje u skladu je s opĺim pravilnostima u ponaġanju surfaktanata, 

gdje duģi alkilni lanci rezultiraju niģim vrijednostima CMC-a zbog poveĺane hidrofobnosti, koja 

pogoduje uļinkovitijem agregiranju molekula surfaktanta u micelarne strukture. Takvi rezultati 

takoĽer su u skladu s prethodnim istraģivanjima provedenima u okviru ovog rada, kao i s ranije 

objavljenim podacima169,170. 
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Posebno je zanimljivo uoļiti izraģenu razliku u nagibu konduktometrijske krivulje iznad CMC-a 

kod spojeva s kraĺim ugljikovodiļnim lancima (slika 34). Naime, strmiji nagib kod QAC-ova s 

kraĺim alkilnim lancima sugerira brģu migraciju manjih agregata unutar otopine. Ova pojava moģe 

se pripisati manjim dimenzijama i potencijalno niģoj viskoznosti micela koje nastaju u prisustvu 

kraĺih lanaca, ļime se olakġava brģi porast vodljivosti s poveĺanjem koncentracije iznad CMC-a. 

Dobiveni rezultati u skladu su s nalazima Quagliotta i suradnika te Zhaoa i suradnika ġto dodatno 

potkrepljuje hipotezu prema kojoj surfaktanti s kraĺim alkilnim lancima formiraju kompaktnije 

agregate s poveĺanom mobilnoġĺu u vodenim medijima166,170. 

Ovakvo ponaġanje ima potencijalne implikacije za dizajn i primjenu kvaternih amonijevih spojeva, 

osobito u formulacijama gdje je poģeljna brza reakcija sustava ili poveĺana vodljivost, kao ġto su 

elektrolitske otopine, antimikrobna sredstva te aplikacije u sustavima za prijenos naboja. Nadalje, 

spoznaje o utjecaju duljine alkilnog lanca na sposobnost agregacije mogu se iskoristiti za 

optimizaciju performansi QAC-ova u razliļitim industrijskim, farmaceutskim i okoliġnim 

primjenama, gdje se specifiļna svojstva micelarnog sustava mogu dizajnirati prema zahtjevima 

konkretne aplikacije. 

Struktura molekule surfaktanta, osobito priroda i svojstva polarne glave te vrsta funkcionalnih 

skupina prisutnih unutar molekule, ima kljuļnu ulogu u procesu micelizacije i odreĽivanju CMC. 

U tom kontekstu, prisutnost polarnih supstituenata, poput amidne veze (ïCONHï), moģe znaļajno 

utjecati na termodinamiļke parametre agregacije i meĽumolekularne interakcije koje pogoduju ili 

oteģavaju formiranje micela. Amidna veza je visoko polarna funkcionalna skupina, sposobna 

uspostavljati vodikove veze kako unutar molekule (intramolekulski), tako i s molekulama otapala 

(intermolekulski), ļime dodatno doprinosi kompleksnosti ponaġanja surfaktanata u vodenim 

sustavima171,172. 

Poveĺana hidrofilnost kao posljedica prisutnosti amidne veze moģe rezultirati smanjenom 

tendencijom molekula za agregaciju u micelarne strukture, buduĺi da je energijski manje povoljno 

izloģiti hidrofobne dijelove otapalu. Posljediļno, prisutnost amidne veze moģe dovesti do porasta 

vrijednosti CMC-a, jer je potrebna veĺa koncentracija surfaktanta kako bi se nadvladale interakcije 

s otapalom i potaknula micelizacija, ġto opaģamo kod spojeva QAc-C12 i QAc-C14, slika 34 (C). 

S druge strane, u odreĽenim sustavima amidna veza moģe djelovati kao Ăpoveznicañ izmeĽu 

hidrofilnog i hidrofobnog segmenta molekule, omoguĺujuĺi veĺu fleksibilnost u orijentaciji 

molekula tijekom formiranja agregata. Uz to, vodikove veze uspostavljene izmeĽu amidnih 
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skupina razliļitih molekula mogu pridonijeti dodatnoj stabilizaciji micelarne jezgre, ġto u 

odreĽenim sluļajevima moģe kompenzirati poveĺanu hidrofilnost i rezultirati smanjenjem CMC-

a. 

Dakle, utjecaj amidne veze na micelizaciju ovisi o ravnoteģi izmeĽu ovih suprotnih efekata: s jedne 

strane, poveĺana hidrofilnost moģe odgoditi agregaciju i povisiti CMC, dok s druge strane, 

moguĺnost meĽumolekularne stabilizacije putem vodikovih veza moģe pogodovati formiranju 

micela i time sniziti CMC. 

Empirijski, uoļeno je da prisutnost amidne veze u strukturi kvaternih amonijevih spojeva ļesto 

dovodi do blagog poveĺanja CMC-a u usporedbi s analognim molekulama bez takve funkcionalne 

skupine, ġto upuĺuje na prevladavanje hidrofilnog efekta173. Ovakvi rezultati posebno su vaģni pri 

dizajnu novih povrġinski aktivnih tvari za specifiļne primjene, gdje je kontrola nad vrijednostima 

CMC-a i stabilnoġĺu micelarnog sustava kljuļna, primjerice u sustavima za ciljanu dostavu 

bioaktivnih molekula ili u formulacijama s kontroliranim otpuġtanjem.
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Tablica 3. Prikaz dobivenih vrijednosti kritiļne micelarne koncentracije (CMC) za monokvaterne 

amonijeve spojeve izvedene iz kinuklidina i referentne standarde, uz pripadajuĺe strukture modelirane 

metodom kuglica i ġtapiĺa. 

Kratica spoja Struktura spoja CMC (mM) 

 

QNH2-C12 

 

 

 

 

 

 

 

5,66 

 

 

QNH2-C14 

 

 

 

 

 

 

 

 

3, 33 

 

QNH2-C16 

 

  

 

1, 97 

QBn-C12 

 

 

 

 

 

 

 

 

2,84 

 

 

QBn-C14 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2,18 

 

QBn-C16 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1,38 
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QAc-C12 

 

 

 

 

 

 

 

4,72 

 

QAc-C14 

 

 

 

 

 

 

 

4,04 

QAc-C16 

 

 

 

 

 

 

2,04 

 

 

QO-C12 

 

 

 

 

 

 

4,24 

 

 

 

 

 

QO-C14 

 

 

 

 
 

 

1,84 

 

QO-C16 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1,74 
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CPC 

 

 

 

 

 

 

 

1,16 

 

 

 

BAB 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5,46 

 

 

 

4.2.4. Molekulski deskriptori 

U okviru ovog istraģivanja, predviĽanje je hidrofilno-hidrofobnih svojstava svih sintetiziranih 

spojeva provedena je koriġtenjem online alata SwissADME (dostupan na www.swissadme.ch, 

pristupljeno 23. sijeļnja 2025.), koji omoguĺuje preciznu procjenu lipofilnosti molekula putem 

izraļuna prosjeļne vrijednosti cLogP. Ova vrijednost dobiva se integracijom viġe algoritama za 

predikciju, ukljuļujuĺi iLogP, xLogP, wLogP, mLogP, ļime se osigurava sveobuhvatna i 

pouzdana procjena lipofilnog karaktera ispitivanih molekula. Poviġene vrijednosti cLogP ukazuju 

na izraģeniju sklonost spoja particiji u nepolarnu fazu, ġto predstavlja vaģan pokazatelj njegove 

distribucije i ponaġanja u sloģenim bioloġkim sustavima174. 

Tablica 4 prikazuje dobivene vrijednosti cLogP-a. Spojevi iz skupine monokvaternih amonijevih 

spojeva 3-supstituiranog kinuklidina pokazali su niske cLogP vrijednosti u odnosu na biskvaterne 

amonijeve spojeve ġto sugerira relativno uravnoteģenu distribuciju ovih spojeva izmeĽu lipofilne 

(hidrofobne) i hidrofilne faze. Spojevi s niģim cLogP vrijednostima karakterizirani su smanjenom 

lipofilnoġĺu i viġim afinitetom prema vodenoj fazi, ġto moģe rezultirati ograniļenom sposobnoġĺu 

difuzije kroz bioloġke membrane. Buduĺi da uļinkoviti prolazak kroz lipidni dvosloj staniļne 

membrane zahtijeva hidrofobniji karakter, spojevi s niģim cLogP vrijednostima pokazuju 

smanjenu membransku permeabilnost. Unatoļ tomu, navedeno svojstvo moģe imati pozitivan 

uļinak na topljivost u vodenim sustavima, ġto je osobito relevantno u kontekstu formulacije i 

bioraspoloģivosti u farmakoloġkim primjenama. 
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Suprotno tome, derivati biskvaternih amonijevih soli karakterizirani su viġim vrijednostima 

cLogP, ġto ukazuje na izraģeniju hidrofobnost ovih spojeva. Poveĺana lipofilnost rezultira veĺom 

tendencijom molekula za particiju u lipidnu fazu, ukljuļujuĺi staniļne membrane, ļime se 

poveĺava njihova sposobnost za membransku penetraciju. Spojevi s viġim cLogP vrijednostima 

obiļno iskazuju bolju bioraspoloģivost u sustavima gdje je interakcija s membranama kljuļna za 

farmakoloġki uļinak175. Dodatno, njihova hidrofobna priroda moģe pogodovati interakcijama s 

hidrofobnim mjestima na proteinima, enzimima ili receptorima, ġto moģe imati znaļajan utjecaj 

na njihov bioloġki profil i potencijalnu farmakoloġku aktivnost. 

Usporedba vrijednosti cLogP izmeĽu mono- (niske cLogP vrijednosti) i biskvaternih amonijevih 

spojeva (visoke cLogP vrijednosti) upuĺuje na jasno izraģene razlike u profilu membranske 

permeabilnosti i hidrofobnosti. Dok prvi pokazuju veĺu topljivost u vodenim medijima, ali 

smanjenu sposobnost prodiranje kroz membrane, potonji spojevi posjeduju veĺi potencijal za 

interakciju s lipidnim fazama i bioloġkim membranama, ġto moģe biti prednost u odreĽenim 

terapijskim aplikacijama, osobito onima koje zahtijevaju uļinkovit prijelaz spoja kroz bioloġke 

barijere.
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Tablica 4. Prikaz procijenjenih konsenzusnih particijskih koeficijenata (cLogP) i topoloġke polarne 

povrġine (TPSA/¡2) koriġten je za molekularnu karakterizaciju ispitivanih spojeva, pri ļemu su spojevi s 

niģim cLogP vrijednostima oznaļeni svijetloplavom, a oni s viġim svijetlozelenom bojom. 

Kratica spoja cLogP TPSA/¡2 

QNH2-C12 1,48 26,02 

QNH2-C14 2,12 26,02 

QNH2-C16 2,81 26,02 

QNH2-ADC12 0,81 55,12 

QNH2-ADC14 1,55 55,12 

QNH2-ADC16 2,24 55,12 

QBn-C12 2,75 29,10 

QBn-C14 3,46 29,10 

QBn-C16 4,09 29,10 

QAc-C12 1,56 29,10 

QAc-C14 2,22 29,10 

QAc-C16 3,01 29,10 

QO-C12 1,65 17,07 

QO-C14 2,29 17,07 

QO-C16 2,95 17,07 

2(QO)3 -4,17 34,14 

2(QO)4 -4,69 34,14 

2(QO)6 -3,80 34,14 

2(QC12)3 2,35 24,06 

2(QC12)4 2,93 24,06 

2(QC12)6 3,75 24,06 

2(QC14)3 3,86 24,06 

2(QC14)4 4,40 24,06 

2(QC14)6 5,29 24,06 

2(QC16)3 5,33 24,06 

2(QC16)4 5,69 24,06 

2(QC16)6 6,54 24,06 

CPC 3,24 3,88 

BAB 3,06 0,00 

OCT 4,88 31,82 
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4.2.5. Permeabilnost spojeva  

Na temelju analize molekularnih topoloġkih deskriptora utvrĽeno je da kvaterne amonijeve soli 

izvedene iz 3-benzamidokinuklidina posjeduju poviġene vrijednosti prediktivnog parametra 

cLogP, ġto ukazuje na poveĺanu lipofilnost. S obzirom na poznatu povezanost lipofilnosti i 

pasivne permeacije kroz lipidne barijere, ovi rezultati upuĺuju na potencijalno povoljniji profil 

membranske propusnosti. Eksperimentalna potvrda ove pretpostavke provedena je testiranjem 

permeabilnosti analiziranih spojeva u modelnom PAMPA sustavu. 

Membranska permeabilnost ispitivana je uporabom in vitro modela pasivne difuzije. Modelna 

membrana izraĽena je na bazi lecitina, koji sadrģi zasiĺene i nezasiĺene masne kiseline, fosfornu 

kiselinu i kolin, ļime se postiģe visok stupanj strukturne i kemijske sliļnosti sa staniļnim 

membranama sisavaca176. U tu svrhu koriġten je standardizirani test propusnosti kroz paralelnu 

umjetnu membranu (PAMPA), koji se zbog svoje metodoloġke robusnosti i visoke 

reproduktivnosti ġiroko primjenjuje u procjeni sposobnosti pasivne difuzije potencijalnih lijekova 

kroz bioloġke membrane177. S obzirom na ġiroku upotrebu QAC-ova u formulacijama za topikalnu 

primjenu, osobito u antiseptiļkim pripravcima za dezinfekciju koģe, od iznimne je vaģnosti 

istraģiti njihovu interakciju s fosfolipidnim membranama kako bi se predvidio njihov potencijalni 

toksiļni uļinak. 

Dodatno, razlog zbog kojega su upravo derivati 3-benzamidokinuklidina odabrani za ispitivanje 

permeabilnosti u PAMPA modelu leģi u ļinjenici da su ti spojevi jedini meĽu analiziranim mogli 

biti pouzdano identificirani spektrofotometrijski. Ova moguĺnost proizlazi iz prisutnosti 

aromatskog sustava ï benzenske jezgre ï u strukturi ispitivanih molekula, koja omoguĺuje 

elektronsku delokalizaciju -́elektrona, ļime dolazi do apsorpcije elektromagnetskog zraļenja u 

UV/VIS podruļju. Za razliku od ostalih QAC-ova, koji ne posjeduju aromatske sustave i time 

nemaju izraģenu apsorpciju u tom spektralnom podruļju, derivati s benzamidnim supstituentom 

omoguĺili su precizno praĺenje distribucije spojeva izmeĽu donorske i akceptorske jaģice te 

umjetne membrane. Ova spektroskopska prednost omoguĺila je pouzdanu evaluaciju propusnosti 

i inkorporacije tih spojeva u modelni membranski sustav. 

Slika 35 prikazuje udjele (%) analiziranih kvaternih amonijevih spojeva 3-benzamidokinuklidina 

u donorskoj i akceptorskoj jaģici mikrotitarske ploļice, uz prikaz postotka spojeva inkorporiranih 

u umjetnu fosfolipidnu membranu. 
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Rezultati su pokazali da se spoj QBn-C14 preteģito zadrģao unutar membrane, dok je njegov 

strukturni analog s duljim alkilnim lancem, QBn-C16, pokazao uravnoteģeniju raspodjelu izmeĽu 

membrane te donorske i akceptorske jaģice. Oba spoja pokazala su relativno nizak stupanj pasivne 

difuzije kroz umjetnu membranu, ġto je usporedivo s rezultatima za komercijalno dostupne 

antiseptike poput cetilpiridinijeva klorida (CPC) i benzildimetildodecilamonijeva bromida (BAB). 

Dobiveni rezultati upuĺuju na moguĺnost smanjene citotoksiļnosti ispitivanih spojeva prema 

stanicama sisavaca, ġto dodatno opravdava potrebu za daljnjim ispitivanjima putem 

standardiziranih in vitro testova toksiļnosti. 

Ova zapaģanja, temeljena na korelaciji izmeĽu cLogP vrijednosti, spektrofotometrijskih svojstava 

i ponaġanja spojeva u modelnim membranskim sustavima, pruģaju vrijedne uvide u njihov 

potencijal za kliniļku primjenu, osobito u kontekstu topikalne terapije gdje je poģeljna niska 

sistemska apsorpcija, ali uļinkovita interakcija s povrġinskim strukturama koģe i 

mikroorganizama. Nadalje, ovi rezultati mogu posluģiti kao temelj za racionalno dizajniranje 

kvaternih amonijevih spojeva s poboljġanim sigurnosnim i farmakodinamskim profilom.ШШ 

 

Slika 35. Izraļun raspodjele spoja i integracije u membranu nakon 24-satne inkubacije pri 37 C̄.
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4.3.  Mikrodilucijske metode 

4.3.1. Minimalna inhibitorna koncentracija mono- i biskvaternih amonijevih spojeva 

Rezultati ovog istraģivanja potvrĽuju raznoliku antibakterijsku aktivnost sintetiziranih monokvaternih 

amonijevih spojeva izvedenih iz 3-aminokinuklidina, 3-amidokinuklidina i kinuklidin-3-ona prema 

Gram-pozitivnim i Gram-negativnim bakterijama, tablica 5. Oļekivano, aktivnost protiv Gram-

negativnih sojeva bila je niģa, ġto se podudara s veĺ uspostavljenim saznanjima da membranske 

karakteristike Gram-negativnih bakterija oteģavaju penetraciju QAC spojeva. U ovom istraģivanju, 

antibakterijska svojstva sintetiziranih QAC-ova bila su usporediva odnosno bolja od komercijalno 

dostupnih kvaternih amonijevih spojeva CPC i BAB.  

Kvaterne amonijeve soli 3-aminokinuklidina s dugim lancima (C12, C14 i C16) pokazale su 

antibakterijsku aktivnost prema Gram-pozitivnim bakterijama, iako su vrijednosti minimalnih 

inhibitornih koncentracija (MIK) varirale ovisno o specifiļnom spoju i vrsti bakterije. Dok derivat s 

QNH2-C12 ugljikovodiļnim lancem nije pokazao znaļajnu aktivnost, spojevi s duljim alkilnim lancima 

(C14 i C16) pokazali su znaļajno niģe MIK vrijednosti, u rasponu od 12,5 ÕM do 100 ÕM, izuzev kod 

rezistentnih sojeva Staphylococcus aureus (MIK  Ó100 ÕM). MeĽu njima, derivat QNH2-C16 iskazao 

se po izrazitoj aktivnost protiv soja Listeria monocytogenes ATCC 7644 (MIK  = 13 ÕM) , 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 (MIK = 25 ÕM), Enterococcus faecalis ATCC 29212 (MIK = 

50 ÕM)  i Bacillus cereus ATCC 14579 (MIK = 13 ÕM)  ġto je u skladu s prethodnim istraģivanjima 

koja sugeriraju poveĺanu antibakterijsku aktivnost QAC-ova s duljim alkilnim lancima. Osobito je 

znaļajan uļinkovit inhibitorni potencijal QNH2-C16 protiv Listeria monocytogenes, buduĺi da 

otpornost ovog patogena na konvencionalne metode dekontaminacije predstavlja rastuĺi izazov u 

prehrambenoj industriji136.  

Dobru aktivnost QAC-ova 3-aminokinuklidina moģe se objasniti i protonacijom primarne amino 

skupine na treĺem ugljikovom atomu 3-aminokinuklidina pri sniģenim pH vrijednostima ġto poveĺava 

ukupnu pozitivnu nabijenost molekule te rezultira potencijalno poboljġanom interakcijom s negativno 

nabijenim komponentama bakterijske staniļne stijenke i membrane. Ovo moģe dovesti do jaļe 

elektrostatske privlaļnosti prema Gram-pozitivnim bakterijama, koje posjeduju teikoiļne kiseline 

bogate anionskim skupinama, ļime se poboljġava adsorpcija i olakġava prijenos kroz staniļnu 

membranu. 

MeĽutim, poveĺana polarnost molekule moģe imati dvojak uļinak na antibakterijsku aktivnost. S jedne 

strane, poveĺana nabijenost moģe smanjiti sposobnost prolaska kroz hidrofobne slojeve lipidnih 
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membrana, ġto je kljuļno za uļinkovito djelovanje QAC-ova. S druge strane, ako protonirana molekula 

poboljġa vezanje na specifiļne komponente bakterijske membrane, moģe se potencijalno poboljġati i 

antibakterijska aktivnost, osobito protiv osjetljivih Gram-pozitivnih bakterija. 

Kod Gram-negativnih bakterija, koje posjeduju dodatnu plazma membranu, poveĺana polarnost moģe 

dodatno oteģati prolazak kroz hidrofobne barijere, smanjujuĺi time uļinkovitost spoja. Ovo moģe 

objasniti varijabilne MIK vrijednosti meĽu razliļitim derivatima, osobito u korelaciji s duljinom 

alkilnog lanca, gdje hidrofobni interakcijski potencijal takoĽer ima znaļajnu ulogu. 

Kvaterne amonijeve soli s dugim amidnim lancima (ADC12, ADC14 i ADC16) nisu pokazale 

antibakterijsku aktivnost na panelu Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija (>100 ÕM). 

Prisutnost polarnih skupina, kao ġto su primarna amino skupina (ïNH2) na treĺem ugljikovom atomu 

kinuklidina i amidna skupina (ïCONHï) na ugljikovodiļnom dijelu lanca ima kljuļnu ulogu u 

odreĽivanju fizikalno-kemijskih svojstava kvaternih amonijevih spojeva te posljediļno utjeļe na 

njihovu antibakterijsku aktivnost. Amino skupina poveĺava polarnost molekule i omoguĺuje stvaranje 

vodikovih veza s membranskim lipidima ili proteinima, no njezina protonacija ovisna o pH vrijednosti 

moģe utjecati na sposobnost prolaska kroz bakterijsku membranu. S druge strane, amidna skupina 

doprinosi hidrofilnosti i stabilnosti spoja, ali istovremeno moģe smanjiti njegovu sposobnost umetanja 

u hidrofobni lipidni dvosloj membrane. Dok dugi alkilni lanci QAC-ova obiļno olakġavaju disrupciju 

lipidnih membrana, njihova kombinacija s amidnim skupinama moģe smanjiti mobilnost molekule 

unutar membrane i poveĺati njezinu sklonost agregaciji samih QAC spojeva. Ova kombinacija 

svojstava dovodi do smanjene interakcije s bakterijskim membranama, steriļkih prepreka i ograniļene 

difuzije kroz staniļne membrane, ġto moģe objasniti neaktivnost ovih spojeva pri koncentracijama 

>100 ÕM. Rezultati istraģivanja sugeriraju da iako polarne skupine mogu poveĺati interakcije s 

membranama, njihova prisutnost moģe negativno utjecati na antibakterijsku uļinkovitost zbog 

smanjene prodiranje kroz lipidne slojeve. 

Kvaterne  amonijeve soli 3-benzamidokinuklidina s dugim alkilnim lancima (C12, C14 i C16) koje u 

produģetku polarne amidne skupine sadrģe hidrofobni benzenski prsten na treĺem ugljikovom atomu 

molekule kinuklidina, pokazale su znaļajnu aktivnost protiv Gram-pozitivnih bakterija, posebice 

spojevi s dugim lancima QBn-C14 i QBn-C16. Njihova poveĺana lipofilnost vjerojatno je olakġala 

interakciju s lipidnim dvoslojem bakterijskih membrana, ġto je doprinijelo poboljġanoj aktivnosti. 

Nadalje, prisutnost velikog aromatskog sustava mogla je poveĺati stabilnost interakcija s 

membranskim komponentama, ļime se poboljġava afinitet prema bakterijskoj membrani. S druge 
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strane, benzilirani derivati, posebice QBn-C14 (MIK = 31 ÕM) i QBn-C16 (MIK = 31 ÕM i 63 ÕM), 

iskazali su umjerenu aktivnost prema Gram-negativnim bakterijama Escherichie coli i Salmonelle 

enterica. Nadalje, QBn-C14 je pokazao odreĽenu inhibicijsku aktivnost i protiv Pseudomonas 

aeruginosa, premda pri visokoj koncentraciji (63 ÕM). Ovi rezultati sugeriraju da prisutnost 

hidrofobnog aromatskog prstena u QBn spojevima znaļajno poboljġava njihovu membransku 

permeabilnost i antibakterijski uļinak smanjuĺi utjecaj polarne amidne veze. 

Kvaterne amonijeve soli kinuklidin-3-ona s dugim alkilnim lancima (C12, C14 i C16) takoĽer su 

pokazale znaļajnu antibakterijsku aktivnost, pri ļemu su spojevi s duljim alkilnim lancima (C14 i C16) 

imali znaļajno niģe MIK vrijednosti u odnosu na C12 analog. Najizraģenija aktivnost uoļena je kod 

QO-C14 i QO-C16 protiv Staphylococcus aureus ATCC 25923, MRSA ATCC 33591 (MIK = 8 - 16 

ÕM) i Listeria monocytogenes ATCC 7644 (MIK = 4 - 16 ÕM) . Usporedba s QBn-C14 pokazala je da 

je QBn-C14 bio uļinkovitiji protiv Listeria monocytogenes (MIK = 4 ÕM), dok su QAC-ovi kinuklidin-

3-ona pokazali bolje antibakterijsko djelovanje protiv Gram-pozitivnih bakterija. Odnos strukture i 

aktivnosti ovih spojeva pokazao je da prisutnost polarnog supstituenta moģe imati dvojak uļinak na 

antibakterijska svojstva QAC-ova. UsporeĽujuĺi antibakterijsku aktivnost QAC-ova, kinuklidin-3-ona 

i 3-benzamidokinuklidina, primjeĺeno je da derivati kinuklidin-3-ona pokazuju aktivnost protiv veĺeg 

broja Gram-pozitivnih bakterija, uz niske minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) protiv 

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 33591 i kliniļkog izolata 

Staphylococcus aureus MRSA. Poveĺana aktivnost QBn spojeva uoļena je kod Listeria 

monocytogenes ATCC 7644 (MIK = 4 ÕM) i Enterococcus faecalis ATCC 29212 (MIK = 4 - 8 ÕM). 

Bioloġka aktivnost ispitivanih QAC-ova kinuklidin-3-ona pokazala je ovisnost o prirodi supstituenta 

na C-3 poloģaju kinuklidinske jezgre. UvoĽenje duljih alkilnih lanaca (C14ïC16) znaļajno je poveĺalo 

antibakterijsku aktivnost, naglaġavajuĺi vaģnost hidrofobnih interakcija u njihovu mehanizmu 

djelovanja. Stoga je jasno da ravnoteģa izmeĽu hidrofilnih i hidrofobnih svojstava ima kljuļnu ulogu 

u optimizaciji antimikrobnog uļinka, a uļinak polarnih skupina ovisi o ukupnoj strukturi molekule. 

Kvaterne amonijeve soli 3-acetamidokinuklidina s dugim alkilnim lancima (C12, C14 i C16) koji imaju 

samo metilnu skupinu u produģetku amidne veze umjesto benzilnog prstena, pokazale su znatno slabiju 

antibakterijsku aktivnost prema Gram-pozitivnim i Gram-negativnim bakterijama (>125 ÕM). 

Neaktivnost se posljediļno moģe objasniti steriļkim uļinkom amidne skupine. Amidna skupina moģe 

ometati klasiļan mehanizam djelovanja kvaternih amonijevih spojeva, koji se temelji na interakciji s 

bakterijskim membranama i njihovoj disrupciji. Amidna skupina poveĺava polarnost, ali takoĽer moģe 

oteģati umetanje molekula u lipidni dvosloj bakterijske membrane, ġto nije sluļaj kod benziliranih 
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derivata, buduĺi da je kod njih polarnost amidne skupine djelomiļno maskirana hidrofobnim 

benzenskim prstenom. 

Buduĺi da antibakterijska aktivnost monokvaternih amonijevih spojeva nije odreĽena iskljuļivo 

jednim ļimbenikom, veĺ proizlazi iz kompleksnog meĽudjelovanja viġe strukturnih i fizikalno-

kemijskih svojstava, nuģno je svaku molekulu analizirati pojedinaļno. Kljuļni ļimbenici koji 

doprinose ukupnoj aktivnosti ukljuļuju prirodu i poloģaj supstituenata, hidrofilno-hidrofobnu 

ravnoteģu, rigidnost okosnice, vrstu i raspored alkilnih lanaca te distribuciju naboja, ukljuļujuĺi 

prisutnost rezonantnih struktura. Kombinacija ovih elemenata ima presudnu ulogu u modulaciji 

antibakterijske aktivnosti, ļime se dodatno naglaġava potreba za preciznim strukturiranjem spojeva s 

ciljem optimizacije njihove uļinkovitosti. 

Rezultati ovog istraģivanja znaļajno doprinose dubljem razumijevanju odnosa izmeĽu strukture i 

aktivnosti QAC-ova. Dobiveni uvidi mogu posluģiti kao temelj za racionalni dizajn novih, 

uļinkovitijih i ekoloġki prihvatljivijih kvaternih amonijevih spojeva, s potencijalom za poboljġanu 

selektivnost i smanjenje razvoja bakterijske rezistencije. 

Prekursori biskvaternih amonijevih soli kinuklidin-3-ona s razliļitom duljinom poveznica (3, 4 i 

6 ugljikovih atoma) pokazali su bioloġku inaktivnost (MIK = >75 ÕM) koja proizlazi iz 

zarobljenosti dvaju kvaternih centara s razliļitom duljinom poveznica te utjecaja dviju polarnih 

karbonilnih skupina. TakoĽer, to se moģe pripisati izrazito niskoj lipofilnosti, ġto upuĺuje na to da 

su ovi spojevi vrlo hidrofilni (tj. imaju veliku topljivost u vodi i mali afinitet prema lipidima) ġto, 

u kombinaciji s izrazito velikom polarnoġĺu dovodi do njihove neaktivnosti. Problemi s 

membranskom penetracijom mogu nastati jer takvi spojevi obiļno imaju smanjenu sposobnost 

prodiranja u lipidne bakterijske membrane. Bez te sposobnosti, spojevi mogu biti neuļinkoviti u 

ostvarivanju svog antibakterijskog mehanizma djelovanja.  

Nove varijante sintetiziranih biskvaternih amonijevih spojeva pokazale su bioloġku aktivnost na 

panelu Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija, tablica 6. Iz dobivenih rezultata za odreĽenu 

minimalnu inhibitornu koncentraciju biskvaternih amonijevih spojeva eksperimentalno je 

utvrĽeno da udaljenost izmeĽu dvaju pozitivno nabijenih kvaternih duġikovih centara znaļajno 

utjeļe na antibakterijsku aktivnost ï kod uvoĽenja kraĺih poveznica molekula moģe postati previġe 

rigidna, ġto moģe smanjiti njezinu sposobnost interakcije s membranom, dulje poveznice mogu 

poboljġati fleksibilnost, omoguĺavajuĺi molekuli da bolje prilagodi svoj oblik kako bi 

destabilizirala membranu lipidnog dvosloja, dok preduge poveznice mogu smanjiti aktivnost jer 
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molekula moģe postati previġe fleksibilna i izgubiti strukturnu organizaciju potrebnu za optimalnu 

interakciju. Optimalna duljina poveznica omoguĺuje bolje vezanje na bakterijske membrane, 

poveĺanu permeabilizaciju i posljediļno jaļi antibakterijski uļinak.  

Kod biskvaternih amonijevih spojeva s razliļitom duljinom alkilnog lanca opaģa se bolja 

antibakterijsku aktivnost koja je u korelaciji s poveĺanjem duljine alifatskog poveznika. Nove 

varijante sintetiziranih biskvaternih amonijevih spojeva pokazale su bioloġku aktivnost na panelu 

Gram-pozitivnih bakterija: S. aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 33591, B. cereus ATCC 

14579, L. monocytogenes. E. faecalis ATCC 29212 u intervalu MIK vrijednosti od 4,68 do 37,5 

ɛM te panelu Gram-negativnih bakterija: E. coli ATCC 25922 u intervalu od 18,75 do 37,5 ɛM. 

Bolja antibakterijska aktivnost biskvaternih amonijevih soli kinuklidina na meticilin-rezistentnom 

soju Staphylococcus aureus ATCC 33591 u usporedbi s osjetljivim sojem ATCC 25923 moģe se 

povezati s strukturnim i funkcionalnim prilagodbama membrane koje su povezane s mehanizmima 

rezistencije. Prisutnost efluksnih pumpi u soju ATCC 33591 ne samo da omoguĺuje aktivno 

izbacivanje kationskih spojeva, veĺ moģe biti povezana s promjenama u sastavu membrane, 

ukljuļujuĺi potencijalno poveĺanu negativnu nabijenost i modifikacije lipidnog dvosloja. Ove 

promjene u strukturi membrane mogu potencijalno poveĺati elektrostatske interakcije s 

biskvaternim amonijevim spojevima109. Nadalje, poznato je da bakterijski sojevi s razvijenom 

rezistencijom ļesto pokazuju rigidniju membransku strukturu kao mehanizam obrane, ġto moģe 

poveĺati osjetljivost na membranolitiļke spojeve poput bisQAC-ova, unatoļ njihovoj otpornosti 

na druge antimikrobne agense. S druge strane, osjetljivi soj ATCC 25923, koji ne posjeduje 

rezistencijske gene za efluksne pumpe, moģe imati manju negativnu nabijenost membrane i veĺu 

fluidnost lipidnog dvosloja, ġto moģe rezultirati slabijom interakcijom s bisQAC-ovima te 

uļinkovitijim popravkom membranskih oġteĺenja137. Ovi rezultati sugeriraju potencijal 

biskvaternih amonijevih soli kao antimikrobnih sredstava protiv multirezistentnih sojeva, osobito 

onih s promijenjenim fizikalno-kemijskim svojstvima membrane zbog selekcijskog pritiska 

uzrokovanog antimikrobnim reagensima.
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Tablica 5. Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) novosintetiziranih monokvaternih amonijevih spojeva derivata 3-supstituiranog kinuklidina u ÕM 

koncentraciji. 

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK)/ÕM 

 

 

Spojevi 

 Gram-Pozitivne Gram-Negativne 

M r  

Staphylococcus 

aureus 

ATCC25923 

Staphylococcu

s aureus 

ATCC33591 

Staphylococcus 

aureus 

Clinical/MRSA 

Bacillus 

cereus 

ATCC14579 

Listeria 

monocytogenes 

ATCC7644 

Enterococcus 

faecalis 

ATCC29212 

Escherichia 

coli 

ATTC25922 

Salmonella 

enterica food 

isolate 

Pseudomonas 

aeruginosa 

ATTC27853 

 QNH2-C12 375,44 100 >100 >100 100 100 100 >100 >100 >100 

QNH2-C14 403,49 25 100 >100 25 50 100 100 >100 >100 

QNH2-C16 431,55 25 100 >100 13 13 50 100 >100 >100 

QNH2-ADC12 432,49 >100 >100 >100 >100 100 >100 >100 >100 >100 

QNH2-ADC14 460,55 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 

QNH2-ADC16 488,60 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 

QO-C12 374,41 62,5 125 125 >250 125 >250 >250 >250 >250 

QO-C14 402,46 8 16 16 63 16 63 63 63 250 

QO-C16 430,52 8 8 8 31 4 63 31 63 >250 

QBn-C12 479,55 63 63 63 63 31 31 63 63 >125 

QBn-C14 507,60 31 31 31 63 4 8 31 31 63 

QBn-C16 535,66 63 63 31 63 4 4 31 63 >125 

 QAc-C12 417,48 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 

 QAc-C14 445,53 >125 >125 >125 >125 63 63 >125 >125 >125 

 QAc-C16 473,58 >125 >125 >125 >125 8 31 >125 >125 >125 

CPC 340 4 6 8 16 8 8 16 63 250 

BAB 384,40 10 25 25 13 10 15 63 50 >125 
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Tablica 6. Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) novosintetiziranih biskvaternih amonijevih spojeva derivata 3-supstituiranog kinuklidina u ÕM 

koncentraciji. 

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK)/ÕM 

 

 

 

 

 

 

Spojevi 

 Gram-Pozitivne Gram-Negativne 

Mr 

Staphylococcus 

aureus 

ATCC25923 

Staphylococcu

s aureus 

ATCC33591 

Staphylococcus 

aureus 

Clinical/MRSA 

Bacillus cereus 

ATCC14579 

Listeria 

monocytogene

s ATCC7644 

Enterococcus 

faecalis 

ATCC29212 

Escherichia 

coli 

ATTC25922 

Salmonella 

enterica 

food isolate 

Pseudomonas 

aeruginosa 

ATTC27853 

 

 

2(QO)3 452,23 >75 >75 >75 >75 >75 >75 >75 >75 >75 

2(QO)4 466,26 >75 >75 >75 >75 >75 >75 >75 >75 >75 

2(QO)6 494,31 >75 >75 >75 >75 >75 >75 >75 >75 >75 

2(QC12)3 790,94 75 75 >75 >75 38 >75 >75 75 >75 

2(QC12)4 804,97 >75 75 >75 >75 75 >75 >75 >75 >75 

2(QC12)6 833,02 75 19 >75 >75 38 75 38 >75 >75 

2(QC14)3 847,05 75 75 >75 >75 38 >75 >75 >75 >75 

2(QC14)4 861,08 >75 75 >75 >75 >75 >75 >75 >75 >75 

2(QC14)6 889,32 38 19 75 75 19 38 19 75 >75 

 2(QC16)3 903,16 38 19 >75 >75 9 >75 >75 >75 >75 

 2(QC16)4 917,19 75 9 75 >75 9 38 19 75 >75 

 2(QC16)6 945,24 9 5 38 75 19 38 19 75 >75 
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4.3.2. OdreĽivanje antimikrobne aktivnosti monokvaternih amonijevih spojeva u 

razliļitim hranjivim medijima 

U prethodnim istraģivanjima pokazano je da vrsta i sastav hranjivog medija znaļajno utjeļu na izraģena 

antibakterijska svojstva QAC-ova3. Jedan od kljuļnih ļimbenika koji utjeļe na ovu aktivnost je 

prisutnost aniona u mediju, kao ġto su kloridni, sulfatni, aspartatni i glutamatni anioni, ļiji naboj moģe 

ometati elektrostatski kontakt amfifilnih molekula s membranom bakterija. S obzirom na ovo, kako bi 

se detaljnije procijenila uloga sastava medija u modifikaciji antibakterijskih svojstava odabranih 

potencijalnih spojeva protiv Staphylococcus aureus ATCC 25923 proveli smo dodatne testove u dva 

razliļita medija: MH obogaĺen kationima Na+ i Mg2+ (CA-MH) i jednostavni Dulbeccov modificirani 

Eagleov medij (DMEM). 

Glavni sastojak Mueller-Hinton medija (MH) je hidrolizat kazeina, koji sluģi kao izvor peptida niske 

molekularne mase i negativno nabijenih aminokiselina. Ove negativno nabijene molekule mogu 

inhibirati elektrostatsku privlaļnost i vezanje kvaternih amonijevih spojeva za komponente bakterijske 

staniļne stijenke koje takoĽer nose negativan naboj. Stoga prisutnost tih molekula moģe smanjiti 

uļinkovitost antimikrobnih sredstava, osobito QAC-ova, sprjeļavanjem elektrostatske interakcije s 

povrġinom bakterijske stanice. 

Kationima obogaĺen MuellerïHinton medij (CA-MH), s dodatkom natrijeva klorida (c = 85 mM) i 

magnezijeva klorida (c = 10 mM) u obliku monovalentnih i dvovalentnih kationa, uobiļajeno se koristi 

u testovima osjetljivosti na antimikrobne tvari kod Gram-negativnih i Gram-pozitivnih bakterija. U 

mediju obogaĺenom kationima (CA-MH) prisutni su monovalentni i dvovalentni kationi (Na+ i Mg2+), 

ļija je uloga smanjenje kompetitivnog djelovanja aniona i negativno nabijenih molekula prirodno 

prisutnih u MH mediju (poput peptida i aminokiselina iz hidrolizata kazeina), ļime se omoguĺuje jaļa 

elektrostatska interakcija kvaternih amonijevih spojeva s bakterijskom membranom. Dodavanje 

metalnih kationa sluģi za neutralizaciju utjecaja negativno nabijenih komponenti hidrolizata kazeina, 

poput negativno nabijenih peptida i aminokiselina, ļime se poveĺava uļinkovitost QAC-ova. 

Vrijednost minimalne inhibitorne koncentracije u CA-MH-u, u prisutnosti kvaternih soli 3-

aminokinuklidina i kinuklidin-3-ona, ostaje nepromijenjena (slika 36). Jedno od moguĺih objaġnjenja 

za nepromijenjenu MIK vrijednost jest da su koncentracije QAC-ova koriġtene u eksperimentu veĺ 

bile dovoljno visoke za postizanje maksimalne antimikrobne uļinkovitosti, ļak i u prisutnosti metalnih 

kationa (Na+, Mg2+). U tom sluļaju, prisutnost kationa u ispitivanim koncentracijama ne djeluje 

znaļajno na uļinkovitost QAC-ova, pri ļemu dodatni utjecaj kationa viġe ne doprinosi poveĺanju 
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aktivnosti, ġto rezultira odsustvom promjene u MIK vrijednosti. 

Minimalne inhibitorne koncentracije QAC-ova 3-benzamidokinuklidina znaļajno su smanjene, u 

rasponu od jednog do deset puta. Najizraģenije smanjenje MIK vrijednosti zabiljeģeno je kod spoja 

QBn-C16, ġto ukazuje na njegovu poveĺanu antimikrobnu uļinkovitost. Vjerojatno QAC-ovi 3-

benzamidokinuklidina ostvaruju sinergistiļki uļinak s kationima metala na povrġini bakterijske 

stanice, vezujuĺi se za negativno nabijene skupine poput teikoiļnih kiselina. Na taj naļin mogu 

oponaġati lokalni viġak pozitivnog naboja, sliļno kao bisQAC-ovi, ġto potencijalno doprinosi snaģnijoj 

elektrostatskoj interakciji s bakterijskom membranom i time poboljġanoj antimikrobnoj aktivnosti. 

Kako bi se dodatno istraģio utjecaj sastava hranjivih tvari u mediju, odreĽene su MIK vrijednosti u 

Dulbeccovu modificiranom Eagleovu mediju (DMEM), koji sadrģi razliļite hranjive komponente 

namijenjene podrģavanju rasta eukariotskih stanica. Komponente DMEM-a ukljuļuju: glukozu, koja 

predstavlja primarni izvor ugljika za proizvodnju energije i rast bakterija; glutamin, kljuļan za sintezu 

proteina i metabolizam duġika; natrijev piruvat, koji sluģi kao izvor energije i moģe doprinijeti 

odrģavanju staniļnog metabolizma; lipoiļnu kiselinu, koja sudjeluje u enzimskim reakcijama, osobito 

u oksidativnom metabolizmu; vitamin B12 i biotin, esencijalne vitamine za bakterijski metabolizam, 

ukljuļene u razliļite enzimske procese; askorbinsku kiselinu, koja djeluje kao kofaktor u mnogim 

enzimskim reakcijama i snaģan je antioksidans te fenol crveno, ļesto koriġteno kao pH-indikator za 

praĺenje promjena u mediju tijekom bakterijskog rasta (npr. proizvodnje kiselina)138. 

U usporedbi s MIK vrijednostima utvrĽenim u CA-MH, u DMEM-u su zabiljeģene niģe MIK 

vrijednosti za sve ispitivane kandidate spojeva. Spojevi su pokazali vrlo dobru antibakterijsku 

aktivnost u DMEM-u s MIK vrijednostima u rasponu od 1,95 do 3 ɛM, pri ļemu je inicijalni MIK 

smanjen do 33-puta. 

Jedno moguĺe objaġnjenje za ovaj fenomen je odsutnost anionskih peptida i aminokiselina u DMEM-

u ili potencijalni sinergijski uļinak ispitivanih spojeva s drugim antimikrobnim agensima prisutnima u 

DMEM-u (npr. lipoiļna kiselina i askorbinska kiselina). TakoĽer, prisutnost hranjivih tvari moģe 

utjecati na interakciju izmeĽu antimikrobnih reagensa i bakterija. Primjerice, glukoza i drugi 

bakterijski metaboliti mogu mijenjati sastav staniļne stijenke i membrane bakterija, ļime se moģe 

izmijeniti naļin vezanja kvaternih amonijevih spojeva i drugih antimikrobnih reagensa na bakterijsku 

stanicu.
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Na temelju ovih rezultata moģe se zakljuļiti da sastav hranjivog medija ima kljuļnu ulogu u 

odreĽivanju minimalne inhibitorne koncentracije antimikrobnih reagensa. Koncentracija i vrsta tvari u 

mediju mogu znaļajno utjecati na uļinkovitost antimikrobnog spoja te na brzinu i stanje rasta bakterija. 

 

 

Slika 36. Minimalne inhibitorne koncentracije (ÕM) odreĽene su u Mueller-Hinton mediju (MH), kationima 

obogaĺen MH-u (CA-MH) i Dulbeccoovu modificiranom Eagleovu mediju (DMEM) za mono- i biskvaterne 

amonijeve spojeve 3-supstituiranogk kinuklidina. 

4.3.3. Kinetika inhibicije bakterijskog rasta mono- i biskvaternih amonijevih spojeva 

Prisutnost antibakterijskog sredstva moģe znaļajno utjecati na dinamiku rasta bakterija, 

omoguĺavajuĺi preciznije razlikovanje u djelovanju razliļitih antimikrobnih reagensa. Stoga, uz 

standardne testove osjetljivosti, poput metode mikrodilucije za odreĽivanje minimalne inhibitorne 

koncentracije, vremenski razluļena analiza bakterijskog rasta pruģa detaljniji uvid u kinetiku 

bakterijskog odgovora na prisutnost antimikrobnih spojeva139. 

Ova metoda omoguĺava kontinuirano praĺenje promjena u bakterijskoj populaciji kroz parametre 

poput vremena adaptacije (engl. lag phase), brzine eksponencijalnog rasta i potencijalne pojave 

tolerancije ili rezistencije tijekom duljih perioda izlaganja. Lag-faza ili faza kaġnjenja je poļetna faza 

bakterijskog rasta u kojoj stanice ne proliferiraju odmah nakon inokulacije u svjeģi medij, veĺ prolaze 

kroz metaboliļku prilagodbu novim uvjetima okoline. Tijekom lag faze, bakterije sintetiziraju enzime, 

reguliraju ekspresiju gena i obnavljaju intracelularne komponente potrebne za aktivan rast. Trajanje 
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ove faze ovisi o razliļitim ļimbenicima, ukljuļujuĺi sastav hranjivog medija, prethodno stanje 

bakterijske populacije i prisutnost stresa, poput antimikrobnih sredstava140. 

Preciznim biljeģenjem ovih promjena moguĺe je bolje razumjeti mehanizme djelovanja ispitivanih 

spojeva, njihovu farmakodinamiļku uļinkovitost te potencijalne prilagodbe bakterija. 

Takav pristup nadopunjuje klasiļne metode ispitivanja osjetljivosti i omoguĺava dublje razumijevanje 

interakcije izmeĽu bakterija i antimikrobnih sredstava, ġto je kljuļno za optimizaciju terapijskih 

strategija i razvoj novih antimikrobnih reagensa. 

U okviru ove doktorske disertacije, provedeni su eksperimenti kinetike inhibicije bakterijskog rasta na 

dvjema bakterijama Staphylococcus aureus ATCC 25293 i Listeria monocytogenes ATCC 7644 kako 

bi se dodatno istraģila uļinkovitost odabranih kandidata monokvaternih i biskvaternih amonijevih 

spojeva.  

Buduĺi da je utvrĽeno da spojevi monokvaternih QNH2-C14, QNH2-C16, QBn-C14, QBn-C16, QO-C14, 

QO-C16 i biskvaternih amonijevih spojeva 2(QC16)3, 2(QC14)6, 2(QC16)6 imaju dobar uļinak na Gram-

pozitivnu bakteriju Staphylococcus aureus ATCC 25293, kinetika inhibicije rasta detaljno je prouļena 

na ovoj bakteriji, slika 37. 
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Slika 37. Kinetika rasta Staphylococcus aureus ATCC 25923 tijekom odreĽenog vremenskog intervala 

inkubacije bez antibakterijskog sredstva (kontrola) te na MIK i İ MIK vrijednostima potentnih kandidata 

mono- i bikvaternih amonijevih spojeva. 
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Kao ġto je prikazano, rast bakterija bio je u potpunosti inhibiran pri koncentracijama koje odgovaraju 

minimalnoj inhibitornoj koncentraciji (slika 37). MeĽutim, pri subMIK (İ MIK), uoļene su varijacije 

meĽu ispitivanim spojevima u kontekstu inhibicije bakterijskog rasta. Najizraģenije razlike zabiljeģene 

su u trajanju lag-faze, koja predstavlja period prilagodbe bakterija na nove uvjete prije poļetka 

eksponencijalne faze rasta. S obzirom na to da lag-faza primarno reflektira fizioloġke prilagodbe 

stanica, a ne njihovu proliferaciju, detaljna analiza kinetike rasta tijekom ove faze moģe pruģiti uvid u 

suptilne razlike u mehanizmima djelovanja antibakterijskih reagensa. Netretirana kontrola pokazala je 

tipiļan bakterijski rast S. aureusa, s poļetnom fazom kaġnjenja nakon koje je uslijedio eksponencijalni 

rast, dostiģuĺi plato kako je kultura uġla u stacionarnu fazu. 

Primjerice, spoj QNH2-C14 pokazao je sposobnost inhibicije bakterijskog rasta na İ MIK tijekom prvih 

8 sati, dok je QNH2-C16 imao znatno kraĺu lag-fazu te je suzbijao rast bakterija samo unutar prvih 3 

sata. Ovi rezultati sugeriraju da je QNH2-C14 uļinkovitiji inhibitor u odnosu na QNH2-C16, ġto je u 

skladu s prethodnim provedenim istraģivanjima kvaternih amonijevih spojeva kinuklidin-3-ola s 

alkilnim lancima duljine 14 ugljikovih atoma15. Sliļne rezultate objavili su i drugi autori, pri ļemu je 

uoļena veĺa uļinkovitost QAC-ova s kraĺim alkilnim lancima, vjerojatno zbog bolje topljivosti u 

vodenim medijima u usporedbi s derivatima koji imaju Ó14 C-atoma u alkilnom lancu141. 

Zakljuļno, rezultati ovog eksperimenta potvrĽuju da QNH2-C14 i QNH2-C16 posjeduju antibakterijsku 

aktivnost pri koncentracijama ispod MIK-a, iako s razliļitim stupnjem uļinkovitosti. Ovi nalazi 

upuĺuju na njihov potencijal kao kandidata za razvoj novih antibakterijskih sredstava. 

Kandidati monokvaternih amonijevih spojeva 3-benzamidokinuklidina, QBn-C14 i QBn-C16 

uļinkovito su suzbili rast bakterijske populacije unutar eksperimentalnog razdoblja od ~6 sati. 

Sposobnost QAC-ova da inhibiraju rast bakterija pri koncentracijama ispod MIK-a veĺ je dokazana u 

prethodnim studijama s QAC-ovima izvedenim iz benzilimidazola i kinuklidin-3-ola13,15. U tim 

studijama, neki kandidati za antimikrobne reagense pokazali su supresiju rasta bakterija ļak i na ı 

MIK  -a, ġto ukazuje na bolju antibakterijsku uļinkovitost tih kandidata. Kinetika bakterijskog rasta u 

prisutnosti antimikrobnih reagensa i MIK podaci sugeriraju da identificirani kandidati doista pokazuju 

obeĺavajuĺi antibakterijski potencijal. 

Kandidati kvaternih amonijevih spojeva kinuklidin-3-ona, QO-C14 i QO-C16 pokazuju sliļnu poļetnu 

log-fazu rasta, gdje je kandidat  QO-C16 pokazao jaļe inhibitorno djelovanje tijekom eksponencijalne 

faze rasta u usporedbi s njegovim analogom QO-C14. Prethodna istraģivanja pokazala su da na 
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antibakterijsko djelovanje kvaternih amonijevih spojeva utjeļu razliļiti strukturni ļimbenici, meĽu 

kojima znaļajnu ulogu ima njihova sposobnost formiranja vodikovih veza142. Ova vrsta interakcije 

moģe poveĺati afinitet QAC-ova prema bioloġkim makromolekulama, ukljuļujuĺi proteine, lipide i 

nukleinske kiseline na povrġini bakterijskih stanica12. Posebno je vaģno istaknuti da jaļa interakcija 

izmeĽu QAC-ova i negativno nabijene bakterijske membrane moģe doprinijeti poveĺanoj 

antibakterijskoj uļinkovitosti spoja, omoguĺujuĺi bolju penetraciju u staniļnu stijenku i inducirajuĺi 

strukturne promjene koje rezultiraju bakterijskom lizom. 

Osim elektrostatskih interakcija, hidrofilnost QAC-ova takoĽer igra kljuļnu ulogu u njihovoj bioloġkoj 

aktivnosti. Naime, polarni QAC-ovi obiļno pokazuju veĺu topljivost u vodenom mediju, ġto izravno 

utjeļe na njihovu biodostupnost u mikrookoliġu bakterijskih stanica. Poveĺana topljivost ne samo da 

produljuje vrijeme kontakta spoja s bakterijskom membranom, veĺ moģe i poboljġati njegovu 

uļinkovitost kao dezinficijensa ili antiseptika, omoguĺujuĺi bolju distribuciju unutar vodenih sustava. 

Ovi aspekti strukturnih znaļajki QAC-ova kljuļni su za razumijevanje njihovog mehanizma djelovanja 

i daljnju optimizaciju antibakterijskih svojstava143. 

Biskvaterni amonijevi spojevi u potpunosti su inhibirali bakterijski rast pri minimalnoj inhibitornoj 

koncentraciji tijekom vremenskog intervala od 8 sati. Analiza poļetne lag-faze bakterijskog rasta pri 

subinhibitornoj koncentraciji pokazala je sliļne trendove rasta unutar promatranog vremenskog 

razdoblja. MeĽutim, pri usporedbi eksponencijalnih faza rasta, kandidat spoja 2(QC14)6 pokazao je 

blaģi nagib krivulje rasta u odnosu na svoja dva strukturna analoga 2(QC16)3 i 2(QC16)6 ġto sugerira 

sporiju stopu bakterijske proliferacije. Ovi rezultati upuĺuju na potencijalne razlike u mehanizmu 

djelovanja ili interakciji ovog spoja s bakterijskom staniļnom membranom, ġto moģe biti posljedica 

varijacija u hidrofobnosti, topoloġkoj raspodjeli naboja ili sposobnosti prodiranje kroz lipidni dvosloj. 

Daljnja kinetiļka i strukturna ispitivanja nuģna su za bolje razumijevanje ovih varijacija i njihovih 

implikacija na antibakterijsku aktivnost. 

Buduĺi da je utvrĽeno da spojevi monokvaternih QNH2-C16, QAc-C16, QBn-C14, QBn-C16, QO-C14, 

QO-C16 i biskvaternih amonijevih spojeva 2(QC16)3, 2(QC16)4, 2(QC16)6 imaju dobar uļinak na Gram-

pozitivnu bakteriju Listeria monocytogenes ATCC 7644, kinetika inhibicije rasta detaljno je prouļena 

na ovom soju, slika 38. 
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Slika 38. Kinetika rasta bakterije Listeria monocytogenes ATCC 7644 tijekom odreĽenog vremenskog 

intervala inkubacije bez antibakterijskog sredstva (kontrola) te na MIK i İ MIK vrijednostima potentnih 

kandidata mono- i biskvaternih amonijevih spojeva. 

Kandidati monokvaternih amonijevih spojeva s ugljikovodiļnim lancem od 14 ugljikovih atoma, QBn-

C14 i QO-C14, u potpunosti inhibiraju rast bakterija pri koncentracijama koje odgovaraju minimalnoj 

inhibitornoj koncentraciji. U sluļaju spoja QBn-C14, tijekom log-faze rasta pri subinhibitornoj 

koncentraciji, bakterijska proliferacija zapoļinje nakon 3 sata, dok spoj QO-C14 pokazuje odgoĽeni 

trend rasta, pri ļemu se bakterijska populacija poveĺava tek nakon 5 sati unutar 24-satnog vremenskog 

intervala praĺenja. 

Analozi kvaternih amonijevih spojeva s ugljikovodiļnim lancem od 16 ugljikovih atoma, QNH2-C16, 

QAc-C16, QBn-C16 i QO-C16, pokazuju potpunu inhibiciju rasta bakterijske populacije Listeria 

monocytogenes ATCC 7644 pri MIK vrijednostima. U log-fazi rasta pri subinhibitornoj koncentraciji, 

spoj QO-C16 iskazao je najuļinkovitije antibakterijsko djelovanje, buduĺi da je bakterijska proliferacija 

zabiljeģena tek nakon 6 sati tijekom 24-satnog promatranog intervala. Usporedbom nagiba 

eksponencijalne faze rasta utvrĽeno je da spoj QNH2-C16 ima niģi nagib u odnosu na njegove analoge, 

QAc-C16 i QBn-C16, ġto upuĺuje na sporiji rast bakterijske populacije u njegovoj prisutnosti. 

Biskvaterni amonijevi spojevi 2(QC16)3, 2(QC16)4 i 2(QC16)6 pokazuju izraģen inhibitorni uļinak na 

rast bakterijske populacije. Analiza subinhibicijskih koncentracija ukazuje na to da je log-faza rasta 

najviġe odgoĽena u prisutnosti spoja s poveznicom duljine 6, zatim s poveznicom duljine 4, dok je 

najmanje odgoĽena s poveznicom duljine 3. U skladu s prethodnim istraģivanjima drugih autora, 

rezultati sugeriraju da poveĺana meĽusobna udaljenost kvaternih duġikovih centara unutar molekule 

doprinosi poveĺanoj i dugotrajnijoj antibakterijskoj aktivnosti144. 

Netretirana kontrola pokazala je tipiļan bakterijski rast L. monocytogenes, s poļetnom fazom kaġnjenja 

nakon koje je uslijedio eksponencijalni rast, dostiģuĺi plato kako je kultura uġla u stacionarnu fazu. 
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4.3.4. Potencijal razvoja bakterijske rezistencije mono- i biskvaternih amonijevih spojeva 

S obzirom na potencijalnu primjenu identificiranih monokvaternih 3-supstituiranih kinuklidinijevih 

derivata, dodatno je istraģen njihov potencijal za indukciju bakterijske rezistencije. Minimalne 

inhibitorne koncentracije odreĽene su protiv Staphylococcus aureus ATCC 33591, u odsutnosti i 

prisutnosti inhibitora efluksnih pumpi CCCP, slika 39. 

Dobiveni rezultati pokazali su da su ispitivani kvaterni amonijevi spojevi, ukljuļujuĺi QNH2-C14, 

QNH2-C16, QBn-C12, QBn-C14 i QBn-C16, podloģni efluksu, buduĺi da je dodatak CCCP-a rezultirao 

smanjenjem njihovih MIK vrijednosti. Najizraģenije smanjenje MIK vrijednosti uoļeno je kod 

komercijalnih QAC-ova te spoja QBn-C16, ġto ukazuje na njihov veĺi afinitet prema efluksnim 

pumpama. S obzirom na to da je staniļna akumulacija sintetiziranih 3-amidokinuklidinijevih QAC-

ova dodatno ograniļena zbog prisutnosti polarnog amida na okosnici kinuklidina, moģe se pretpostaviti 

da ispitani spojevi u manjoj mjeri potiļu razvoj bakterijske rezistencije posredovane Qac efluksnim 

pumpama. Ovo je u skladu s prethodnim saznanjima prema kojima monoQAC strukture pokazuju 

veĺu sklonost indukciji rezistencije u usporedbi s poliQAC-ovima145. 

Posebno je uoļeno da je QNH2-C16 imao izraģeniji potencijal za poticanje rezistencije od svog analoga 

QNH2-C14, buduĺi da je vrijednost MIK -a u prisutnosti CCCP-a bila osam puta niģa. S druge strane, 

kod QNH2-C14 smanjenje MIK vrijednosti bilo je dvostruko manje, ġto sugerira slabije prepoznavanje 

ovog spoja od strane bakterijskog sustava rezistencije. Ovi rezultati ukazuju na to da prepoznavanje 

QAC-ova nije iskljuļivo uvjetovano elektrostatskim interakcijama, veĺ da znaļajnu ulogu ima i duljina 

alkilnog lanca, koja moģe utjecati na vezanje spojeva za aktivno mjesto efluks pumpe ili interakciju s 

transkripcijskim regulatorom QacR. Osim toga, veĺa toksiļnost QNH2-C16 mogla bi inducirati brģi 

adaptivni odgovor bakterijske stanice u svrhu preģivljavanja pod selekcijskim pritiskom. 

Dodatno, analiza pokazuje da kandidati kvaternih amonijevih spojeva derivata kinuklidin-3-ona nisu 

prepoznati od strane intrinziļnog bakterijskog sustava rezistencije te da ne predstavljaju supstrate za 

QacA/B efluksne pumpe (slika 39). Posljediļno, vjerojatnost razvoja bakterijske rezistencije kod S. 

aureus ATCC 33591, koji nosi gene rezistencije, moģe se smatrati iznimno niskom. 
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Slika 39. Procijenjen potencijal za razvoj bakterijske rezistencije na monokvaterne amonijeve soli 3-

supstituiranog kinuklidina te na komercijalno dostupne kvaterne amonijeve spojeve, cetilpiridinijev klorid 

(CPC) i benzildodecildimetilamonijev bromid (BAB). Dobivene minimalne inhibitorne koncentracije u 

MuellerïHintonovom mediju (MH) prikazane su stupļastim grafom izraģenim u ÕM, uz usporedbu s MIK 

vrijednostima dobivenima u prisutnosti karbonilcijanid-3-klorfenilhidrazona (CCCP), prikazanim linijom. 
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Tablica 7. Prikaz faktora smanjenja MIK vrijednosti u prisutnosti CCCP-a za monokvaterne amonijeve soli. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kandidati biskvaternih amonijevih spojeva (tablica 8), pokazali su identiļne vrijednosti minimalne 

inhibitorne koncentracije, ġto sugerira njihovu iznimnu stabilnost u prisutnosti bakterijskog 

intrinziļnog sustava rezistencije. Ova pojava implicira da bisQAC-ovi predstavljaju najslabije 

supstrate za Qac efluksne pumpe, ļime se znaļajno smanjuje moguĺnost razvoja bakterijske 

rezistencije posredovane ovim mehanizmima. 

Strukturna obiljeģja bisQAC-ova mogu objasniti njihovu smanjenu podloģnost efluksnim pumpama. 

U usporedbi s monokvaternim amonijevim spojevima, bisQAC-ovi posjeduju dva kvaterna duġikova 

centra, ļime se poveĺava ukupni pozitivni naboj molekule. Ova poveĺana kationska priroda moģe 

smanjiti sposobnost pasivnog prolaska kroz bakterijske membrane i istovremeno ograniļiti 

prepoznavanje spojeva od strane efluksnih pumpi, koje su ļesto optimizirane za transport manjih i 

slabije nabijenih molekula. Nadalje, dvostruka kvaternizacija moģe smanjiti fleksibilnost molekule i 

njezin afinitet za interakciju s aktivnim mjestima efluksnih pumpi, ġto dodatno objaġnjava njihovu 

smanjenu osjetljivost na izbacivanje iz bakterijske stanice.

  

Kratica spoja Smanjenje MIK-a 

QNH2-C14 2Ĭ 

QNH2-C16 8Ĭ 

QBn-C12 4Ĭ 

QBn-C14 4Ĭ 

QBn-C16 16Ĭ 

QO-C12 - 

QO-C14 - 

QO-C16 - 

CPC 16Ĭ 

BAB 32Ĭ 
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Osim strukturnih faktora, smanjena podloģnost bisQAC-ova efluksnom sustavu moģe se objasniti i 

mehanizmom njihovog djelovanja. Poznato je da kvaterni amonijevi spojevi primarno ostvaruju svoj 

antimikrobni uļinak destabilizacijom bakterijske membrane putem interakcija s negativno nabijenim 

lipidnim komponentama, poput fosfolipida i teikoiļnih kiselina u staniļnoj stijenci. Poveĺani pozitivan 

naboj bisQAC-ova moģe rezultirati jaļim vezanjem za bakterijsku membranu i poveĺanom 

membranskom permeabilizacijom, ġto dovodi do brģe i efikasnije baktericidne aktivnosti. Brza 

membranska disrupcija smanjuje vrijeme izloģenosti spojeva efluksnom sustavu, ļime se dodatno 

ograniļava moguĺnost njihove aktivne eliminacije iz stanice. 

Analiza uļinka mono- i biskvaternih amonijevih spojeva na razvoj bakterijske rezistencije ukazuje na 

jasnu razliku u njihovoj sposobnosti induciranja mehanizama otpornosti. Novosintetizirani 

monoQAC-ovi pokazali su osjetljivost na inhibiciju efluksnih pumpi, ġto implicira da djeluju kao 

supstrati za Qac efluksni sustav reguliran transkripcijskim faktorom QacR. Ova interakcija omoguĺuje 

aktivaciju transkripcije gena ukljuļenih u efluksne mehanizme, ļime se poveĺava rizik od selekcije 

rezistentnih bakterijskih populacija. 

Nasuprot tome, bisQAC-ovi pokazuju znaļajno smanjenu interakciju s efluksnim sustavom i 

regulatornim proteinima poput QacR. Njihova viġestruka kvaternizacija, izraģen pozitivni naboj i 

strukturna rigidnost ograniļavaju intracelularnu akumulaciju te time onemoguĺuju uļinkovito vezanje 

za QacR protein. Rezultat toga je izostanak aktivacije ekspresije gena za efluksne pumpe, ġto potvrĽuju 

stabilne minimalne inhibitorne koncentracije ļak i u prisutnosti inhibitora efluksa. Na taj naļin 

bisQAC-ovi smanjuju moguĺnost razvoja i ġirenja otpornosti. Ovi nalazi u potpunosti su u skladu s 

rezultatima istraģivanja Wuestove i Minbioleove grupe, koji su pokazali da poli- i bisQAC-ovi, zbog 

svoje polikationske prirode i prostorne rigidnosti, ne induciraju QacR-posredovanu ekspresiju 

efluksnih pumpi. Njihova istraģivanja dodatno su potvrdila da viġestruka kvaternizacija ograniļava 

interakciju spojeva s transkripcijskim regulatorima povezanima s ekspresijom otpornosti, ļime se 

smanjuje selekcijski pritisak za pojavu rezistentnih bakterija22. Zakljuļno, iako monoQAC-ovi 

zadrģavaju odreĽeni antimikrobni potencijal, njihova sklonost poticanju efluksnih mehanizama ļini ih 

manje pogodnima za dugoroļnu primjenu. S druge strane, bisQAC-ovi predstavljaju iznimno 

obeĺavajuĺe kandidate za razvoj novih antimikrobnih sredstava s minimalnim rizikom od razvoja 

bakterijske otpornosti. Njihov specifiļan mehanizam djelovanja, smanjena interakcija s efluksno-

regulatornim sustavom te potkrijepljeni nalazi Wuestove grupe pruģaju ļvrst znanstveni temelj za 

njihovu daljnju optimizaciju u borbi protiv antimikrobne rezistencije21.  
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Tablica 8. Prikaz minimalnih inhibitornih koncentracija (MIK) odreĽenih u Mueller-Hintonovu mediju, kao i 

MIK vrijednosti u prisutnosti inhibitora efluksnih pumpi, karbonil cijanid-3-klorfenilhidrazona (CCCP) za 

biskvaterne amonijeve soli. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3.5. OdreĽivanje minimalne inhibitorne koncentracije bakterijskih biofilmova mono- i 

biskvaternih amonijevih spojeva 

Bakterijski biofilm predstavlja visoko organiziranu zajednicu mikroorganizama ugraĽenih u zaġtitni 

ekstracelularni matriks, koji osigurava poveĺanu otpornost bakterija na antimikrobne agense i 

imunoloġke mehanizme domaĺina. Bakterijski biofilmovi se mogu formirati i kolonizirati na biotiļkim 

i abiotiļkim povrġinama, ukljuļujuĺi medicinske ureĽaje, zubne povrġine i kroniļne rane. Zbog 

njihove uloge u razvoju perzistentnih infekcija i terapijskoj otpornosti, kljuļno je razviti antibakterijske 

spojeve koji su uļinkoviti ne samo protiv planktonskih bakterijskih stanica, veĺ i protiv zrelih 

bakterijskih biofilmova, kako bi se poveĺala uļinkovitost lijeļenja i smanjila moguĺnost razvoja 

antimikrobne rezistencije. Sposobnost formiranja biofilma jedan je od kljuļnih ļimbenika perzistencije 

bakterijskih patogena u kliniļkim i ekoloġkim uvjetima, ļineĺi ih odgovornima za razvoj kroniļnih 

infekcija i smanjenje uļinkovitosti konvencionalnih antimikrobnih tretmana. Stoga je razumijevanje 

dinamike formiranja biofilma, njegove graĽe i mehanizama rezistencije kljuļno za razvoj inovativnih 

strategija eradikacije i prevencije biofilmom posredovanih infekcija146. 

 MIK (ɛM)  

Kratica spoja MIK  MIK + CCCP  

2(QC12)3 75 75 

2(QC14)3 75 75 

2(QC16)3 19 19 

2(QC14)4 75 75 

2(QC16)4 9 9 

2(QC12)6 19 19 

2(QC14)6 19 19 

2(QC16)6 5 5 
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U okviru ove doktorske disertacije ispitana je moguĺnost djelovanja novo-sintetiziranih 

monokvaternih i biskvaternih amonijevih spojeva 3-supstituiranog kinuklidina na inhibiciju 

bakterijskog biofilma na dvjema razliļitim Gram-pozitivnim bakterijama Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 te Listeria monocytogenes ATCC 7644, slika 40 i slika 41. 

Ovo istraģivanje pruģa kljuļne spoznaje o potencijalu kationskih amfifilnih QAC-ova kao  

inhibirajuĺih agenasa za biofilm protiv S. aureusa i L. monocytogenes, ġto bi moglo unaprijediti 

strategije lijeļenja i prevencije perzistentnih infekcija povezanih s biofilmovima. S obzirom na izazove 

koje predstavljaju infekcije uzrokovane biofilmovima, posebice u imunokompromitiranih bolesnika, 

razvoj novih agenasa usmjerenih na razgradnju bakterijskog biofilma mogao bi imati znaļajne kliniļke 

implikacije. Daljnja istraģivanja mehanizama djelovanja ovih spojeva, kao i njihova kliniļka 

uļinkovitost i sigurnost, nuģni su koraci za njihovu moguĺu integraciju u kliniļku praksu. 

OdreĽivanje MIKB prema bakteriji Staphylococcus aureus ATCC 25923 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 koji uzrokuje oportunistiļke infekcije razliļitih tkiva kod ljudi, 

a posebno meticilin-rezistentni sojevi (MRSA), jedan je od vodeĺih uzroļnika nozokomijalnih 

infekcija, pri ļemu njegova otpornost na gotovo sve dostupne ɓ-laktamske antibiotike, kao i na druge 

klase antimikrobnih sredstava, predstavlja ozbiljan kliniļki izazov30,31. Mehanizmi rezistencije ovog 

patogena, ukljuļujuĺi modificirane penicilin-vezujuĺe proteine (PBP2a), aktivne efluksne pumpe i 

sposobnost formiranja biofilma, dodatno smanjuju uļinkovitost konvencionalnih antimikrobnih 

terapija147. 

Prethodna istraģivanja pokazala su da QAC-ovi mogu uļinkovito inhibirati stvaranje biofilma S. 

aureusa pri koncentracijama niģim od minimalne inhibitorne koncentracije42. Ovaj uļinak moģe se 

pripisati njihovoj sposobnosti destabilizacije bakterijske membrane i ometanja ranih stadija 

biofilmogeneze. Nadalje, rezultati istraģivanja ukazuju na moguĺnost da odreĽeni QAC-ovi djeluju 

sinergijski s drugim antimikrobnim reagensima, ļime bi se mogla poboljġati terapijska uļinkovitost 

protiv MRSA infekcija i pridonijeti smanjenju razvoja daljnje antimikrobne rezistencije148. 

Potencijal za inhibiciju stvaranja biofilma Staphylococcus aureus ATCC 25923 odreĽen je za odabrane 

kandidate monokvaternih i biskvaternih amonijevih spojeva kao i za komercijalno dostupni antibiotik 

cefotaksim te komercijalno dostupne QAC-ove, CPC i BAB. 
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Slika 40. Inhibicija biofilma bakterijskog soja Staphylococcus aureus ATCC 25923 ispitana je nakon tretmana 

sljedeĺim skupinama kandidatskih spojeva: A) QNH2-QAC-ovi, B) QBn-QAC-ovi, C) QO-QAC-ovi D) 

bisQAC-ovi te E) komercijalnim antimikrobnim reagensima. Postotak inhibicije biofilma za sve ispitivane 

spojeve kvantificiran je pri razliļitim koncentracijama, a rezultati su usporeĽeni s netretiranom kontrolnom 

skupinom. Dobivene vrijednosti prikazane su kao srednja vrijednost Ñ standardna devijacija, izraļunata na 

temelju najmanje triju neovisnih eksperimenata, pri ļemu je svaki eksperiment proveden u tri ponavljanja. 
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Kao ġto je prikazano (slika 40 A), spoj QNH2-C14 pokazao je visoku aktivnost inhibicije biofilma pri 

najviġim koncentracijama, s 92 % inhibicije biofilma pri 100 Õg/mL te sliļnom uļinkovitoġĺu pri 50 

Õg/mL. Pri 25 Õg/mL uļinkovitost blago opada na 87 %, dok se pri 12,5 Õg/mL biljeģi znaļajniji pad 

inhibicije na 46 %. Najniģa testirana koncentracija (6,25 Õg/mL) rezultirala je izrazito slabom 

inhibicijom biofilma od samo 3 %, ġto ukazuje na znaļajan gubitak inhibicijskog uļinka pri niskim 

koncentracijama. 

Spoj QNH2-C16, s druge strane, pokazao je dosljedno visoku inhibicijsku uļinkovitost u ġirokom 

rasponu koncentracija. Pri 100 Õg/mL postignuta je inhibicija od 93 %, dok je pri 50 Õg/mL zabiljeģena 

neznatno niģa vrijednost od 91 %. Ovaj spoj zadrģava svoju visoku uļinkovitost i pri 25 Õg/mL (90 

%), a pri 12,5 Õg/mL i dalje pokazuje snaģan antibiofilmski uļinak. MeĽutim, pri 6,25 Õg/mL 

inhibicija naglo pada na 10 %, ġto ukazuje na osjetno smanjenje uļinkovitosti pri niģim 

koncentracijama. Zbog veĺe povrġinske aktivnosti spoja QNH2-C16, oļekivano je da ĺe uļinkovitije 

inhibirati tvorbu biofilma. Na temelju ovih rezultata moģe se zakljuļiti da oba spoja, QNH2-C14 i 

QNH2-C16, zasluģuju daljnju paģnju zbog svoje iznimne aktivnosti inhibiranja biofilma. 

Slika 40 B) prikazuje seriju antibakterijskih reagensa iz skupine 3-benzamidokinuklidina. Pri najviġoj 

testiranoj koncentraciji (100 Õg/mL), QBn-C12 pokazao je znaļajnu inhibiciju biofilma od 89 %, dok 

se pri 50 Õg/mL biljeģi pad uļinkovitosti na 76 %. Pri 25 Õg/mL antibiofilmski uļinak je potpuno 

izgubljen ġto sugerira da je ovaj spoj uļinkovit samo pri viġim koncentracijama. 

QBn-C14 pokazao je joġ viġu inhibicijsku sposobnost u odnosu na QBn-C12. Pri 100 Õg/mL postignuta 

je inhibicija od 95 %, dok je pri 50 Õg/mL i dalje zadrģana visoka uļinkovitost od 87 %. MeĽutim, pri 

25 Õg/mL, sliļno kao i kod QBn-C12, dolazi do potpunog gubitka antibiofilmskog uļinka. Ovi rezultati 

sugeriraju da je QBn-C14 snaģniji inhibitor biofilma u usporedbi s QBn-C12, ali njegova uļinkovitost 

takoĽer ovisi o koncentraciji. 

Zanimljivo, QBn-C16 pokazuje najviġu inhibiciju biofilma pri 100 Õg/mL. Pri 50 Õg/mL inhibicija 

pada na >60 %, a pri 25 Õg/mL, za razliku od QBn-C12 i QBn-C14, oļuvana je djelomiļna inhibicija 

biofilma ġto sugerira neġto bolju uļinkovitost na niģim koncentracijama. 

Rezultati pokazuju da su QBn-C14 i QBn-C16 najuļinkovitiji inhibitori biofilma pri viġim 

koncentracijama, dok QBn-C12 pokazuje slabiju aktivnost. Sva tri spoja gube uļinak prema 

biofilmovima pri 25 Õg/mL, s izuzetkom QBn-C16, koji zadrģava minimalnu aktivnost. Ovi podaci 

sugeriraju da QBn-C16 ima najpotentniji uļinak prema bakterijskim biofilmovima, dok je QBn-C14 

takoĽer vrlo uļinkovit, ali ne i pri niģim koncentracijama. 
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Slika 40 C) prikazuje aktivnost inhibicije biofilma monokvaternih amonijevih spojeva derivata 

kinuklidin-3-ona. Ketonski derivat s 12 ugljikovih atoma (QO-C12) pokazuje relativno nisku aktivnost 

inhibicije biofilma, s maksimalnom inhibicijom  >50 % pri 100 Õg/mL. Smanjenje koncentracije na 

50 Õg/mL dovodi do blaģeg pada inhibicije dok pri 25 Õg/mL dolazi do znaļajnog gubitka aktivnosti 

(14 %). Pri joġ niģim koncentracijama (12,5 i 6,25 Õg/mL), inhibicija se stabilizira na oko 11 %, ġto 

upuĺuje na vrlo ograniļenu uļinkovitost pri niģim dozama. 

Suprotno tome, QO-C14 pokazuje bolju antibiofilmsku uļinkovitost u odnosu na QO-C12. Pri 100 

Õg/mL postiģe se inhibicija od >65 % dok pri 50 Õg/mL inhibicija ostaje i dalje visoka. Ovaj spoj 

pokazuje i dobar uļinak pri 25 Õg/mL (63 %), ġto sugerira veĺu postojanost djelovanja u usporedbi s 

QO-C12. MeĽutim, pri 12,5 Õg/mL dolazi do znaļajnog smanjenja inhibicije (>30 %), dok je pri 6,25 

Õg/mL aktivnost joġ niģa (>20 %). 

MeĽu kvaternim solima ketonskih derivata kinuklidina, QO-C16 pokazuje najbolju aktivnost prema 

biofilmovima. Pri najviġoj koncentraciji (100 Õg/mL), inhibicija doseģe 77 %, dok se pri 50 Õg/mL 

biljeģi neznatan pad na 75 %. Pri 25 Õg/mL inhibicija i dalje ostaje visoka (>70 %), ġto ukazuje na 

znaļajno stabilno djelovanje ovog spoja. Pri niģim koncentracijama (12,5 i 6,25 Õg/mL) dolazi do 

postupnog smanjenja inhibicije na 64 % odnosno 40 %. 

Slika 40 D) prikazuje ispitanu aktivnost inhibicije biofilma biskvaternih amonijevih spojeva koji se 

razlikuju po duljini ugljikovodiļnog lanca i duljini poveznica. Spoj 2(QC16)3 pokazuje vrlo visoku 

aktivnost inhibicije biofilma pri najviġim koncentracijama. Pri 100 Õg/mL, inhibicija doseģe >90 %, a 

pri 50 Õg/mL ostaje gotovo jednaka. MeĽutim, pri 25 Õg/mL dolazi do blagog pada aktivnosti (>80 

%), dok pri 12,5 Õg/mL inhibicija  opada na 11 %. Pri najniģoj koncentraciji (6,25 Õg/mL), 

uļinkovitost je zanemariva (>2%), ġto ukazuje na ograniļen doseg pri niģim koncentracijama. 

Spoj 2(QC14)6 takoĽer pokazuje snaģnu  aktivnost inhibicije biofilma pri viġim koncentracijama. Pri 

100 Õg/mL, inhibicija iznosi >90 %, dok pri 50 Õg/mL i dalje ostaje visoka. MeĽutim, uoļava se nagli 

pad uļinkovitosti na 34 % pri 25 Õg/mL, dok su pri niģim koncentracijama (12,5 i 6,25 Õg/mL) postoci 

inhibicije 15 % odnosno 13 %, ġto ukazuje na gubitak aktivnosti pri niģim koncentracijama. 

Derivat 2(QC16)6 pokazuje najstabilniju inhibiciju biofilma meĽu testiranim spojevima. Pri 100 

Õg/mL, inhibicija je 95 %, dok pri 50 Õg/mL ostaje visoka (>90 %). Pri 25 Õg/mL inhibicija je >80 %, 

ġto ukazuje na bolju stabilnost u odnosu na 2(QC14)6. MeĽutim, pri 12,5 Õg/mL inhibicija pada na >30 

%, dok pri 6,25 Õg/mL iznosi svega 6 %, ġto ukazuje na smanjenu aktivnost pri niģim koncentracijama.  
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Slika 40 E) prikazuje odreĽeni postotak inhibicije biofilma u prisutnosti antibiotika cefotaksima 

(CTX) i dva komercijalna QAC-a, cetilpiridinijevog klorida (CPC) i benzalkonijevog bromida (BAB). 

Dobiveni rezultati prikazani na slici ukazuju na varijabilnu uļinkovitost ispitivanih spojeva (CTX, 

CPC i BAB) ovisno o koncentraciji. Najveĺu inhibiciju stvaranja biofilma u svim ispitivanim uvjetima 

pokazao je spoj BAB, pri ļemu je inhibicija ostala konzistentno visoka (>74%) neovisno o 

koncentraciji. Nasuprot tome, spoj CPC pokazao je izraģenu koncentracijski ovisnu aktivnost, s 

maksimalnom inhibicijom pri 25 Õg/mL (>70 %), dok je pri najniģoj testiranoj koncentraciji (12,5 

Õg/mL) zabiljeģena znaļajna redukcija uļinkovitosti (>30 %). Spoj CTX pokazao je umjerenu 

aktivnost, s najviġom inhibicijom pri 50 Õg/mL (62 %), no nije pokazao znaļajno inhibirajuĺe 

djelovanje pri niģim koncentracijama. 

OdreĽivanje MIKB prema bakteriji Listeria monocytogenes ATCC 7644 

Isto tako, ispitan je i potencijal za inhibiciju stvaranja biofilma Listeria monocytogenes ATCC 7644 te 

je odreĽen za odabrane kandidate monokvaternih i biskvaternih amonijevih spojeva kao i za 

komercijalne antimikrobne reagense (CTX, CPC i BAB). 

Listeria monocytogenes je Gram-pozitivna bakterija i znaļajan uzroļnik listerioze, ozbiljne 

alimentarne infekcije koja osobito ugroģava osjetljive populacije, ukljuļujuĺi novoroĽenļad, starije 

osobe, trudnice i imunokompromitirane pojedince, poput primatelja transplantiranih organa149. Ova 

patogena bakterija poznata je po svojoj sposobnosti stvaranja biofilma, ġto predstavlja kljuļni ļimbenik 

njezine perzistencije u razliļitim okruģenjima te rezistencije na imunoloġke obrambene mehanizme i 

antibiotske tretmane. Posljediļno, infekcije uzrokovane L. monocytogenes postaju izrazito teġko 

izljeļive. U kliniļkom kontekstu, infekcije izazvane L. monocytogenes osobito su zabrinjavajuĺe kod 

imunokompromitiranih bolesnika, ġto potvrĽuje dokumentirani sluļaj diseminirane nozokomijalne 

infekcije kod ģene tri mjeseca nakon transplantacije pluĺa150,151. Ovaj primjer ilustrira stalnu prijetnju 

koju predstavlja L. monocytogenes, osobito u dugotrajnim hospitalizacijama i postoperativnoj skrbi, 

gdje patogen moģe iskoristiti kompromitirano imunoloġko stanje pacijenata. 

Pretpostavlja se da perzistentan pozitivni naboj kationskih amfifila moģe olakġati interakciju s 

negativno nabijenim komponentama izvanstaniļnog polimernog matriksa biofilma, ļime se moģe 

poboljġati prodiranje spojeva u dublje slojeve biofilma i potencijalno poveĺati unos antimikrobnog 

reagensa u bakterijske stanice152. Ova svojstva su od posebnog interesa za razvoj novih antibiofilmnih 

strategija, buduĺi da biofilm djeluje kao fiziļka i kemijska barijera koja smanjuje osjetljivost bakterija 
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na konvencionalne antimikrobne reagense i imunosne obrambene mehanizme domaĺina. 

Antibiofilmska aktivnost odreĽena je pri pet razliļitih koncentracija (6,25, 12,5, 25, 50 i 100 Õg/mL), 

iskazana kao postotak (%) inhibiranog bakterijskog biofilma i usporeĽena s uļinkom dvaju 

komercijalnih QAC-ova, benzildimetildodecilamonijeva bromida (BAB) i cetilpiridinijeva klorida 

(CPC), ukljuļujuĺi cefotaksim (beta-laktamski antibiotik). Cilj istraģivanja bio je procijeniti potencijal 

monokvaternih i biskvaternih amonijevih spojeva u smanjenju formiranja biofilma i poveĺanju 

antimikrobne uļinkovitosti.  

 

Slika 41. Inhibicija biofilma bakterijskog soja Listeria monocytogenes ATCC 7644 ispitana je nakon 

tretmana sljedeĺim skupinama kvaternih amonijevih spojeva: A) QBn-QAC-ovi, B) QO-QAC-ovi, C) 

bisQAC-ovi te D) komercijalnim antimikrobnim reagensima. Postotak inhibicije biofilma za sve ispitivane 

spojeve kvantificiran je pri razliļitim koncentracijama, a rezultati su usporeĽeni s netretiranom kontrolnom 

skupinom. Dobivene vrijednosti prikazane su kao srednja vrijednost Ñ standardna devijacija, izraļunata na 

temelju najmanje triju neovisnih eksperimenata, pri ļemu je svaki eksperiment proveden u tri ponavljanja. 

Slika 41 A) prikazuje sposobnost triju monokvaternih amonijevih spojeva 3-

benzamidokinuklidina (QBn-C12, QBn-C14 i QBn-C16) da inhibiraju formiranje bakterijskog 

biofilma Listeria monocytogenes ATCC 7644 pri razliļitim koncentracijama (100, 50, 25 i 12,5 

Õg/mL). Dobiveni podaci ukazuju na znaļajne razlike u uļinkovitosti meĽu ispitivanim spojevima. 



Sinteza i bioloġka aktivnost mono- i biskvaternih amonijevih spojeva na okosnici  

1-azabiciklo[2.2.2]oktana 

 
Antonio Sabljiĺ                                                                                                                      Doktorska disertacija  

 
127 

 

 

Spoj QBn-C16 pokazao je najsnaģniji uļinak inhibicije biofilma pri svim koncentracijama, s 

postotkom inhibicije od 86 % pri 100 Õg/mL, dok je pri najniģoj testiranoj koncentraciji (12,5 

Õg/mL) inhibicija i dalje bila znaļajna (>60 %). Ovi rezultati ukazuju na potencijal spoja QBn-C16 

kao snaģnog inhibitora biofilma, vjerojatno zbog njegove veĺe hidrofobnosti, koja omoguĺuje 

bolju penetraciju u biofilm i uļinkovitije interakcije s bakterijskom membranom. S druge strane, 

QBn-C14 je pokazao umjerenu inhibiciju biofilma, pri ļemu je maksimalna inhibicija zabiljeģena 

pri 100 Õg/mL (>40 %), dok je pri najniģoj koncentraciji (12,5 Õg/mL) inhibicija pala na 19 %. 

Ovi rezultati sugeriraju da duljina alkilnog lanca utjeļe na aktivnost inhibicije biofilma, pri ļemu 

je QBn-C14 manje uļinkovit od QBn-C16, ali znaļajno potentniji od QBn-C12. Najslabiji uļinak 

zabiljeģen je kod QBn-C12, ļija je maksimalna inhibicija pri 100 Õg/mL iznosila 22 %, dok je pri 

12,5 Õg/mL pala na samo 11 %. Ovi rezultati upuĺuju na to da kraĺi alkilni lanci ne omoguĺuju 

dovoljnu hidrofobnu interakciju s bakterijskim biofilmom, smanjujuĺi time ukupnu uļinkovitost 

spoja. S obzirom na dobivene rezultate, moģe se zakljuļiti kako se poveĺanjem hidrofobnosti moģe 

optimizirati djelovanje antimikrobnih reagensa kao na primjeru QBn-C16 koji je pokazao 

superiornu aktivnost u odnosu na QBn-C12 i QBn-C14. Ovi rezultati mogu posluģiti kao temelj za 

daljnja istraģivanja mehanizama djelovanja QAC-ova u inhibiciji bakterijskih biofilmova i njihovu 

moguĺu primjenu u antimikrobnoj terapiji protiv L. monocytogenes. 

Slika 41 B) prikazuje aktivnost inhibicije biofilma kvaternih amonijevih spojeva ketonski derivata. 

Spoj QO-C14 pokazao je najviġu uļinkovitost inhibicije biofilma, pri ļemu je pri 100 Õg/mL 

postignuta gotovo potpuna inhibicija biofilma (>90 %). TakoĽer, ovaj spoj je zadrģao visoku 

inhibiciju i pri niģim koncentracijama ï 87 % pri 50 Õg/mL i 82 % pri 25 Õg/mL. MeĽutim, pri 

12,5 Õg/mL inhibicija znaļajno opada (>40 %), dok je pri 6,25 Õg/mL zabiljeģena vrlo niska 

inhibicija (8 %). Ovi rezultati sugeriraju da je QO-C14 najpotentniji meĽu ispitivanim ketonskim 

derivatima, osobito pri viġim koncentracijama. S druge strane, QO-C16 takoĽer je pokazao snaģnu 

aktivnost inhibicije biofilma, s 87 % inhibicije pri 100 Õg/mL, ġto je usporedivo s QO-C14. Pri 50 

i 25 Õg/mL postignute su visoke razine inhibicije (82 % i 83 %), ġto ukazuje na stabilnu 

uļinkovitost ovog spoja u ġirem rasponu koncentracija. Pri niģim koncentracijama, inhibicija je 

bila umjerena (64 % pri 12,5 Õg/mL i 45 % pri 6,25 Õg/mL), ġto ukazuje na njegovu relativno 

bolju aktivnost u usporedbi s QO-C14 na niskim koncentracijama. Nasuprot tome, QO-C12 pokazao 

je najslabiju aktivnost inhibicije biofilma. Iako je pri 100 Õg/mL zabiljeģena inhibicija od 87 %, 

pri 50 Õg/mL dolazi do pada uļinkovitosti (>20 %), dok su pri joġ niģim koncentracijama 

zabiljeģene vrlo niske vrijednosti inhibicije (22 % pri 25 Õg/mL, 4 % pri 12,5 Õg/mL i samo 0,7 
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% pri 6,25 Õg/mL). Ovi podaci sugeriraju da QO-C12 nije dovoljno uļinkovit pri niģim 

koncentracijama i da njegova aktivnost inhibicije biofilma znaļajno ovisi o koncentraciji. 

Slika 41 C) prikazuje biskvaterne derivate, gdje je spoj 2(QC16)3 pokazao najviġu aktivnost 

inhibicije biofilma, pri ļemu je veĺ pri 100 Õg/mL postignuta gotovo potpuna inhibicija biofilma 

(97 %). Uļinkovitost ovog spoja ostala je vrlo visoka i pri niģim koncentracijama ï 94 % pri 50 

Õg/mL, 94 % pri 25 Õg/mL i 93 % pri 12,5 Õg/mL. Ļak i pri najniģoj testiranoj koncentraciji (6,25 

Õg/mL), inhibicija biofilma iznosila je 91 %, ġto upuĺuje na izuzetnu uļinkovitost ovog spoja u 

suzbijanju formiranja biofilmova. S druge strane, 2(QC16)4 takoĽer je pokazao visoku aktivnost 

inhibicije biofilma, iako neġto slabiju od 2(QC16)3. Pri 100 Õg/mL zabiljeģena je inhibicija od 92 

%, dok je pri 50 i 25 Õg/mL uļinkovitost ostala visoka (>90 %). MeĽutim, pri 12,5 Õg/mL dolazi 

do smanjenja inhibicije (>70 %), dok je pri 6,25 Õg/mL postignuta inhibicija od >50 %, ġto je 

znaļajno niģe od vrijednosti zabiljeģenih za spoj 2(QC16)3. Najslabiji uļinak meĽu ispitivanim 

spojevima pokazao je 2(QC16)6. Iako je pri 100 Õg/mL inhibicija bila relativno visoka (89 %), pri 

niģim koncentracijama zabiljeģen je kontinuirani pad uļinkovitosti ï 88 % pri 50 Õg/mL, 81 % pri 

25 Õg/mL, te 69 % pri 12,5 Õg/mL. Pri najniģoj testiranoj koncentraciji (6,25 Õg/mL), inhibicija 

biofilma pala je na 40 %, ġto ukazuje na slabiju uļinkovitost ovog spoja pri niskim dozama. 

Rezultati pokazuju da su svi ispitani biskvaterni derivati imali znaļajan inhibicijski uļinak na 

biofilm L. monocytogenes ATCC 7644, pri ļemu je 2(QC16)3 bio najuļinkovitiji u cijelom 

testiranom rasponu koncentracija. Ovaj spoj zadrģava visoku inhibicijsku aktivnost ļak i pri 

niskim koncentracijama, ġto ga ļini posebno zanimljivim za daljnja istraģivanja. Nasuprot tome, 

2(QC16)4 i 2(QC16)6 pokazuju smanjenje uļinkovitosti pri niģim koncentracijama, pri ļemu je 

2(QC16)6 najmanje uļinkovit od svih ispitivanih spojeva. Ovi rezultati sugeriraju da strukturne 

modifikacije biskvaternih derivata mogu znaļajno utjecati na njihovu uļinkovitost u inhibiciji 

bakterijskih biofilmova, te da bi daljnje istraģivanje njihovih mehanizama moglo doprinijeti 

razvoju novih uļinkovitih terapijskih strategija. 

Slika 41 D) prikazuje vrijednosti postotka inhibiranosti biofilma za komercijalno dostupne 

antimikrobne agense, cefotaksim (beta-laktamski antibiotik), CPC (cetilpiridinijev klorid) i BAB 

(benzildimetildodecilamonijev bromid). Cefotaksim pokazuje nisku do umjerenu inhibiciju 

biofilma. Pri 100 i 50 Õg/mL, inhibicija biofilma iznosi >20 %, ġto upuĺuje na blagi uļinak pri 

viġim koncentracijama, ali bez znaļajnog poveĺanja efikasnosti pri smanjenju doze. Pri 25 Õg/mL, 

inhibicija se smanjuje na 6 %, dok je pri 12,5 Õg/mL gotovo nepromijenjena, ġto ukazuje na 
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ograniļenu  aktivnost ovog beta-laktamskog antibiotika. CPC pokazuje znatno veĺu aktivnost 

inhibicije biofilma u odnosu na cefotaksim, osobito pri viġim koncentracijama. Pri 100 Õg/mL, 

inhibicija doseģe 45 %, dok pri 50 Õg/mL iznosi 39 %, ġto ukazuje na stabilan inhibicijski uļinak 

pri viġim koncentracijama. MeĽutim, pri 25 Õg/mL, inhibicija opada na 19 %, a pri 12,5 Õg/mL 

dodatno se smanjuje na 15 %, ġto ukazuje na smanjenu uļinkovitost pri niģim dozama. BAB 

pokazuje sliļnu aktivnost kao CPC, ali uz neġto stabilniji uļinak pri srednjim koncentracijama. Pri 

100 Õg/mL, inhibicija iznosi 44 %, dok pri 50 Õg/mL zadrģava sliļnu aktivnost, ġto ukazuje na 

dobru uļinkovitost ovog spoja. Pri 25 Õg/mL, inhibicija iznosi 20 %, a pri 12,5 Õg/mL vrijednosti 

ostaju sliļne, ġto ukazuje na neġto bolju aktivnost pri niģim koncentracijama u usporedbi s CPC-

om. 

4.3.6. OdreĽivanje viabilnosti stanica u vremenu klasiļnom metodom nasijavanja i 

prebrojavanja tretiranih stanica 

Jedna od kljuļnih metoda za procjenu djelovanja antimikrobnih reagensa jest odreĽivanje 

vijabilnosti tretirane mikrobne populacije tijekom definiranog vremenskog intervala inkubacije. 

Spojevi s izraģenim antimikrobnim uļinkom mogu se klasificirati prema njihovom mehanizmu 

djelovanja kao baktericidni ili bakteriostatski agensi. Baktericidni spojevi uzrokuju smanjenje 

broja ģivih stanica za Ó99,99 % unutar 24 sata od tretmana, ġto odgovara redukciji Ó3 log10 

CFU/mL153. Nasuprot tome, bakteriostatski spojevi inhibiraju rast i diobu bakterijskih stanica, ali 

ne uzrokuju njihovu potpunu eradikaciju. Drugim rijeļima, bakteriostatski mehanizam djelovanja 

podrazumijeva zadrģavanje bakterijske populacije u fazi stacionarnog rasta bez izravnog 

izazivanja staniļne smrti154. Zbog izraģene membranolitiļke aktivnosti, kvaterni amonijevi spojevi 

(QAC-ovi) primarno se klasificiraju kao baktericidni agensi, pri ļemu induciraju brzu 

destabilizaciju staniļne membrane, ġto rezultira ireverzibilnim oġteĺenjem i litiļkom staniļnom 

smrĺu. Iako neki QAC-ovi pokazuju sposobnost intracelularnog transporta, nakon ļega mogu 

interagirati s kljuļnim biomolekulama poput DNA ili proteina, molekularni mehanizmi takvog 

antibakterijskog djelovanja joġ uvijek nisu u potpunosti razjaġnjeni te zahtijevaju dodatna 

istraģivanja155,156. 

Eksperimentalno odreĽivanje vijabilnosti temelji se na serijskom razrjeĽivanju i nasaĽivanju 

tretiranih uzoraka na nutritivne podloge, nakon ļega slijedi inkubacija i prebrojavanje kolonija 

koje predstavljaju ģive stanice. Dobiveni podaci izraģavaju se kao logaritamska vrijednost broja 

jedinica koje formiraju kolonije po mililitru uzorka (log10 CFU/mL) u odnosu na trajanje 



Sinteza i bioloġka aktivnost mono- i biskvaternih amonijevih spojeva na okosnici  

1-azabiciklo[2.2.2]oktana 

 
Antonio Sabljiĺ                                                                                                                      Doktorska disertacija  

 
130 

 

 

inkubacije. Kvantifikacija promjena u populacijskoj brojnosti omoguĺuje preciznu procjenu 

dinamike mikrobne inaktivacije i razlikovanje izmeĽu baktericidnog i bakteriostatskog uļinka 

ispitivanog spoja. 

Rezultati istraģivanja ukazuju na izraģeno baktericidno djelovanje kvaternih amonijevih spojeva 

derivata 3-aminokinuklidina, QNH2-C14 i QNH2-C16, pri ļemu se unutar 4 sata tretmana biljeģi 

znaļajno smanjenje broja ģivih bakterijskih stanica (log10 CFU/mL), slika 42. Osobito se istiļe 

QNH2-C16, koji pokazuje najviġi stupanj uļinkovitosti, uz redukciju bakterijske populacije za viġe 

od 90 %, ġto sugerira snaģan potencijal eliminacije bakterijskih stanica unutar relativno kratkog 

vremenskog intervala. 

Krivulje vijabilnosti (log10 CFU/mL) prikazuju progresivno smanjenje broja preģivjelih bakterija 

u prisutnosti oba spoja, pri ļemu spoj QNH2-C16 inducira brģu i intenzivniju redukciju bakterijske 

populacije u usporedbi s QNH2-C14. Tijekom inicijalnih 100ï150 minuta tretmana dolazi do 

naglog pada broja bakterijskih stanica, dok je nakon 240 minuta vijabilnost smanjena na 

minimalne vrijednosti. Ovi podaci potvrĽuju izraģenu baktericidnu aktivnost QNH2-C16, dok 

QNH2-C14 pokazuje neġto sporiju kinetiku ubijanja, ali unatoļ tome postiģe znaļajnu inhibiciju 

rasta i smanjenje vijabilnosti bakterijskih stanica. 

Pri dvostrukoj minimalnoj inhibitornoj koncentraciji (2 Ĭ MIK ), oba spoja demonstriraju izrazito 

snaģan baktericidni uļinak, s brzim padom vrijednosti log10 CFU/mL veĺ unutar prvih 100 minuta 

tretmana. U sluļaju QNH2-C16, vijabilnost bakterijskih stanica opada eksponencijalno te nakon 

200ï250 minuta dolazi do gotovo potpune eradikacije populacije, ġto ukazuje na njegov visok 

baktericidni potencijal. Nasuprot tome, QNH2-C14 takoĽer pokazuje znaļajan baktericidni uļinak 

pri 2 Ĭ MIK , iako se redukcija broja stanica odvija sporijom dinamikom, uz prisutnost rezidualne 

populacije nakon zavrġetka eksperimenta. 

Ovi rezultati jasno upuĺuju na superiornu baktericidnu aktivnost QNH2-C16, osobito pri viġim 

koncentracijama, dok QNH2-C14 takoĽer posjeduje baktericidna svojstva, ali s niģom brzinom 

eliminacije bakterija. Kinetika smanjenja vrijednosti log10 CFU/mL ukazuje na koncentracijsku 

ovisnost uļinkovitosti ovih spojeva, pri ļemu poveĺanje koncentracije korelira s brģom i 

potpunijom redukcijom bakterijske populacije. 

U istraģivanju antibakterijske aktivnosti kvaternih amonijevih spojeva 3-benzamidokinuklidina, 

ispitana je dinamika rasta bakterijske populacije pri razliļitim koncentracijama testiranih spojeva. 

Rezultati su pokazali da QBn-C14 pri İ MIK djeluje primarno inhibicijski na bakterijski rast, 
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tijekom promatranog vremenskog intervala. Nasuprot tome, QBn-C16 pri istoj koncentraciji isprva 

ne pokazuje znaļajnu inhibiciju, no veĺ nakon 10. minute eksperimenta uoļava se blagi pad 

bakterijske populacije. Nakon 30 minuta dolazi do progresivnog smanjenja broja ģivih stanica, dok 

je nakon 50 minuta zabiljeģena potpuna eradikacija bakterijske populacije. 

Krivulje rasta pri MIK vrijednostima benziliranih derivata ukazuju na to da njihova antimikrobna 

aktivnost ukljuļuje baktericidni mehanizam djelovanja, usporediv s onim koji je prethodno opisan 

za QAC-ove 3-aminokinuklidina. Ovi rezultati potvrĽuju da su benzilirani derivati 

kinuklidinijevih spojeva uļinkoviti antibakterijski agensi te da njihova aktivnost ovisi o strukturi 

i duljini alkilnog lanca, pri ļemu QBn-C16 pokazuje brģi baktericidni uļinak u usporedbi s QBn-

C14. 

Pri 2 Ĭ MIK vrijednostima, oba testirana spoja, QBn-C14 i QBn-C16, induciraju potpunu inhibiciju 

bakterijskog rasta veĺ nakon 10 minuta, ġto ukazuje na snaģan baktericidni uļinak pri viġim 

koncentracijama. 

Kinetike inhibicije za kvaterne amonijeve spojeve kinuklidin-3-ona, QO-C14 i QO-C16, ukazuju na 

znaļajno poboljġanu antimikrobnu uļinkovitost spoja QO-C16 u svim analiziranim vremenskim 

intervalima. Konkretno, QO-C16 postiģe >99,99 % redukcije populacije Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 veĺ nakon 2 sata izloģenosti pri MIK koncentraciji, potvrĽujuĺi snaģan baktericidni 

uļinak. Pri 2 Ĭ MIK koncentraciji, QO-C16 uzrokuje potpunu eradikaciju bakterijske populacije 

unutar 30 minuta, ġto ukazuje na izrazito brzi i uļinkoviti antimikrobni mehanizam djelovanja 

(slika 42). 

Nasuprot tome, QO-C14 pokazuje znaļajno sporiju kinetiku baktericidnog uļinka, pri ļemu je 

potreban dulji vremenski period kako bi se postigla usporediva razina eradikacije bakterija. Ova 

razlika u kinetici baktericidnog djelovanja sugerira moguĺe varijacije u propusnosti staniļne 

membrane, interakcijama s bakterijskim ciljevima ili intracelularnoj retenciji izmeĽu ispitivanih 

spojeva. Uoļene razlike izmeĽu QO-C14 i QO-C16 dodatno potvrĽuju utjecaj duljine alkilnog lanca 

na antimikrobnu aktivnost, pri ļemu dulji alkilni supstituenti poboljġavaju disrupciju bakterijske 

membrane te posljediļno ubrzavaju baktericidni uļinak. 

Ispitivani biskvaterni amonijevi spojevi derivata kinuklidin-3-ona ostvaruju svoj membranolitiļki 

mehanizam djelovanja kroz baktericidni uļinak, pri ļemu potpuno eliminiraju bakterijsku 

populaciju unutar 24 sata. MeĽutim, kinetiļka analiza pokazuje da se brzina baktericidnog 
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djelovanja znaļajno razlikuje meĽu testiranim spojevima, pri ļemu kljuļnu ulogu imaju duljina 

alkilnog lanca i rigidnost poveznica. 

Spojevi 2(QC16)3 i 2(QC14)6 postiģu baktericidni uļinak unutar 3 sata izloģenosti bakterijskom 

inokulumu, dok pri dvostruko veĺoj koncentraciji (2 Ĭ MIK) eliminiraju bakterijsku populaciju 

veĺ nakon 2 sata. Opaģena razlika izmeĽu ovih spojeva sugerira da dulji alkilni lanci pridonose 

brģem i uļinkovitijem membranolitiļkom uļinku, vjerojatno zbog poveĺane hidrofobne interakcije 

s lipidnim dvoslojem bakterijske membrane, ġto dovodi do brģe destabilizacije membrane i 

posljediļne smrti bakterijske stanice. 

Najizraģeniji baktericidni uļinak pokazao je spoj 2(QC16)6, koji je protiv Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 djelovao najbrģe, eliminirajuĺi bakterijsku populaciju unutar 2 sata. Ovaj rezultat 

ukazuje na kljuļan doprinos duljine poveznica, pri ļemu dulje i fleksibilnije poveznice mogu 

omoguĺiti optimalniju orijentaciju kvaternih amonijevih centara unutar bakterijske membrane, 

ļime se poveĺava interakcija s lipidnim dvoslojem i pojaļava membranolitiļki uļinak. 

Ovi nalazi potvrĽuju da sinergijsko djelovanje duljine alkilnog lanca i rigidnosti poveznica igra 

kljuļnu ulogu u modulaciji baktericidne aktivnosti biskvaternih amonijevih spojeva. Optimizacija 

ovih parametara mogla bi doprinijeti razvoju uļinkovitijih membranolitiļkih antimikrobnih 

sredstava s brzim baktericidnim uļinkom. 

U cjelini, ovi rezultati potvrĽuju poļetnu hipotezu o baktericidnom mehanizmu djelovanja te 

pruģaju novi uvid u dosad nedokumentiran antibakterijski uļinak mono- i biskvaternih amonijevih 

spojeva 3-supstituiranih kinuklidinijevih derivata. 
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Slika 42. Promjena logaritamskog broja jedinica koje formiraju kolonije po mililitru (log10 CFU/mL) 

tijekom vremena, odreĽena metodom brojanja kolonija na hranjivoj podlozi. Prikazani su rezultati za 

bakterijski soj Staphylococcus aureus ATCC 25923 tretiran koncentracijama İ MIK, MIK i 2 Ĭ MIK A) 

monokvaternih i B) biskvaternih amonijevih spojeva unutar definiranog vremenskog intervala.
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4.4. Mehanizam djelovanja 

4.4.1. Test propusnosti membrane prema propidijevom jodidu (PI Uptake assay) 

spektrofluorimetrijom 

U okviru ove doktorske disertacije prouļavana je membranolitiļka aktivnost novih derivata mono- 

i biskvaternih amonijevih spojeva protiv bakterije Staphylococcus aureus ATCC 25923. Kao 

eksperimentalni pristup primijenjena je kvantifikacija unosa propidijevog jodida (PI), 

fluorescentnog markera koji se koristi kao pouzdan indikator oġteĺenja staniļne membrane. 

Naime, PI je interkalacijska boja koja ne moģe prodrijeti kroz intaktnu membranu ģivih stanica, 

ali lako ulazi u stanice s naruġenom membranskom barijerom, gdje se veģe za nukleinske kiseline, 

uzrokujuĺi znaļajno poveĺanje fluorescencije. Stoga se mjerenje intenziteta PI fluorescencije u 

realnom vremenu koristi kao indirektna mjera integriteta membrane te moģe pruģiti uvid u 

membranolitiļki potencijal ispitivanih spojeva178. 

Dobiveni rezultati (slika 43), ukazuju na izraģenu koncentracijski ovisnu membranolitiļku 

aktivnost QAC-ova prema S. aureus. Pri minimalnoj inhibitornoj koncentraciji te pri dvostrukoj 

vrijednosti MIK-a (2 Ĭ MIK), zabiljeģen je unos propidijevog jodida, ġto se oļitovalo progresivnim 

porastom apsorbancije tijekom promatranog vremenskog intervala od 300 minuta. Fluorescentni 

signali u tretiranim uzorcima bili su znaļajno viġi u odnosu na one izmjerene u netretiranoj 

kontrolnoj populaciji, ġto ukazuje na kompromitaciju integriteta staniļne membrane uslijed 

djelovanja ispitivanih kvaternih amonijevih soli (QAC-ova) pri navedenim koncentracijama. Ovi 

rezultati sugeriraju da ispitivani spojevi induciraju poveĺanu propusnost membrane, ġto je u skladu 

s njihovim predloģenim mehanizmom antibakterijskog djelovanja. 

Pri koncentracijama koje odgovaraju ļetiri puta viġoj vrijednosti MIK-a (4 Ĭ MIK ), zabiljeģen je 

brz i izraģen porast fluorescentnog signala neposredno nakon izlaganja bakterijskih stanica 

ispitivanim derivatima kvaternih amonijevih soli (QAC-ova). Usporednom analizom QAC 

derivata kinuklidin-3-ona i njihovih strukturnih analoga temeljenih na 3-benzamidokinuklidinu, 

uoļava se da kvaterni amonijevi spojevi s okosnicom kinuklidina pri ovoj koncentraciji pokazuju 

izraģeniji i brģi membranolitiļki uļinak. Ovakav nagli porast signala propidijevog jodida (PI) 

snaģno ukazuje na brzu i uļinkovitu permeabilizaciju staniļne membrane, ġto podupire hipotezu 

da ispitivani spojevi djeluju primarno putem mehanizma naruġavanja membrane, ļime se 

onemoguĺuje preģivljavanje bakterijskih stanica. 
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MeĽu ispitivanim bisQAC-ovima, 2(QC16)3, 2(QC14)6 i 2(QC16)6 ï najbrģi membranski disruptivni 

uļinci zabiljeģeni su kod spojeva sa poveznicom duljine 6. Ovaj rezultat istiļe kljuļnu ulogu 

prostorne udaljenosti izmeĽu dvaju pozitivno nabijenih kvaternih amonijevih centara u modulaciji 

antibakterijske uļinkovitosti. Kraĺi povezni lanci mogu poveĺati molekulsku rigidnost, ļime se 

ograniļava uļinkovita interakcija sa bakterijskom membranom, dok dulji lanci omoguĺuju veĺu 

molekulsku fleksibilnost, ġto pogoduje konformacijskoj prilagodbi i uļinkovitijem destabiliziranju 

lipidnog dvosloja. Ipak, preduge poveznice mogu smanjiti aktivnost naruġavanjem strukturne 

organizacije potrebne za optimalno vezanje na membranu. Ovi rezultati, zajedno s koncentracijski 

ovisnim membranskim uļincima zabiljeģenim na soju Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

naglaġavaju vaģnost duljine poveznica i koncentracije spoja u dizajnu uļinkovitih antimikrobnih 

reagensa. Daljnja istraģivanja potrebna su za optimizaciju ovih parametara u svrhu poboljġanja 

terapijske primjene. 

Eksperimentalne okolnosti, ukljuļujuĺi fazu rasta i gustoĺu bakterijske suspenzije, mogle su 

utjecati na interpretaciju PI fluorescencije. U ovom sluļaju koriġtena je guġĺa suspenzija stanica u 

srednjoj eksponencijalnoj fazi, kako bi se osigurala dovoljna koliļina genetskog materijala za 

vezanje PI, ļime se omoguĺilo pouzdanije oļitavanje fluorescentnog signala. MeĽutim, izraģeno 

membranolitiļko djelovanje zabiljeģeno je tek pri vrlo visokim koncentracijama ispitivanih 

spojeva, koje nisu u skladu s MIK vrijednostima dobivenima koriġtenjem razrijeĽenije bakterijske 

kulture. Ova razlika ukazuje na potrebu za metodoloġkom standardizacijom kako bi se omoguĺila 

konzistentna usporedba membranske aktivnosti i antimikrobnog potencijala. 

Zakljuļno, ovi rezultati potvrĽuju da ispitivani QAC derivati pokazuju izraģenu antimikrobnu 

aktivnost prema Staphylococcus aureus ATCC 25923, pri ļemu njihova uļinkovitost djelovanja na 

staniļnu membranu ovisi o koncentraciji. Dok niģe koncentracije ispitivanih QAC derivata malo 

sporije naruġavaju integritet membrane, viġe koncentracije dovode do brze permeabilizacije 

membrane i staniļne smrti. Dobiveni eksperimentalni podaci naglaġavaju potencijal QAC derivata 

kao uļinkovitih antimikrobnih sredstava, osobito u kontekstu rastuĺe rezistencije bakterija na 

konvencionalne antibiotike. Buduĺa istraģivanja trebala bi se usmjeriti na daljnje razjaġnjavanje 

mehanizama membranskog djelovanja ovih spojeva, kao i na procjenu njihove uļinkovitosti in 

vivo te njihove moguĺe toksiļnosti prema eukariotskim stanicama, kako bi se otvorile moguĺnosti 

za njihovu praktiļnu primjenu u medicini i industriji. 
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Slika 43. Propusnost membrane prema propidijevom jodidu (engl. PI-uptake assay) u S. aureus ATCC 

25923 bez prisutnosti antimikrobnog agensa (kontrola) te u prisutnosti antimikrobnog reagensa pri 

koncentracijama MIK, 2 Ĭ MIK i 4 Ĭ MIK tijekom 300 minuta. 
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5. Zakljuļci 

Sinteza QAC-ova 3-supstituiranih kinuklidina 

U okviru ovog istraģivanja uspjeġno je provedena sinteza ukupno trideset kvaternih amonijevih 

soli kinuklidina, podijeljenih u dvije glavne skupine: monoQAC i bisQAC derivate. 

Monokvaterne soli (ukupno 18 spojeva) obuhvaĺaju ļetiri osnovna tipa 3-supstituiranih 

kinuklidinijevih derivata ï benzamidne (QBn), acetamidne (QAc), amino (QNH2) i keto (QO) 

spojeve ï te dodatnu seriju QNH2ïADC (ADC = -CONH-R, R = 12, 14 i 16 C), u kojoj je amino 

derivat kvaterniziran putem N-alkil-bromacetamida. Reakcije su provedene prema jedinstvenom 

postupku kvaternizacije primjenom ɤ-bromalkana ili N-alkil-bromacetamida kao alkilirajuĺih 

reagensa, uz paģljivo kontrolirane reakcijske uvjete i sustavno proļiġĺavanje produkata. 

Uspjeġnost sinteze potvrĽena je visokom ponovljivoġĺu i stabilnoġĺu reakcija u svim serijama, a 

kemijski prinosi pokazali su konzistentno visoke vrijednosti. 

Za seriju benzamidnih spojeva (QBn-C12 ï QBn-C16) postignuti su prinosi u rasponu od 58,6 % 

do 96,5 %, pri ļemu je vidljiv blagi porast prinosa s produljenjem alkilnog lanca, ġto se moģe 

pripisati boljoj topljivosti reagensa i stabilnijoj formaciji kvaterne soli. 

Acetamidni derivati (QAc-C12 ï QAc-C16) dali su vrlo visoke prinose, od 73,5 % do 95,3 %, ġto 

upuĺuje na povoljan utjecaj acetamidne skupine na kvaterizaciju kinuklidinijevog duġika. 

Amino derivati (QNH-C12 ï QNH-C16) pokazali su joġ veĺu reaktivnost, uz prinose izmeĽu 

92,4% i 97,9%, ļime je potvrĽeno da slobodna amino skupina ne ometa kvaterizaciju, veĺ moģe 

olakġati proces putem intramolekularnih interakcija. 

Najveĺi prinosi zabiljeģeni su kod keto derivata (QO-C12 ï QO-C16), u rasponu od 95,1 % do 99,0 

%, ġto se pripisuje poveĺanoj elektrofilnosti kinuklidinijevog duġika u prisutnosti karbonilne 

skupine u poloģaju 3. 

Posebno su zanimljivi rezultati dobiveni u seriji QNH2ïADC spojeva, u kojima su kvaternizacijske 

reakcije provedene izmeĽu (Ñ)-3-aminokinuklidina i N-alkil-bromacetamida. U prvom koraku 

sinteze N-alkil-bromacetamida (ADC12ïADC16) postignuti su umjereni prinosi (43,0ï52,0 %), ġto 

je u skladu s oļekivanim uļinkom djelomiļne hidrolize 2-bromacetil-bromida. U drugom koraku, 

tijekom kvaternizacije, ostvareni su zadovoljavajuĺi do visoki prinosi (40,0ï89,0 %), ovisno o 

duljini alkilnog lanca. Najviġi prinos zabiljeģen je za QNH2ïADC12 (89,6 %), dok su spojevi s 

duljim lancima pokazali neġto niģa, ali i dalje vrlo dobre prinose, ġto ukazuje na utjecaj steriļkih i 

ļimbenika topljivosti na uļinkovitost reakcije. 
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Sveukupno gledano, sinteze su pokazale izvrsnu reproducibilnost i uļinkovitost, uz ġirok raspon 

prinosa od 40,0 % do 99,0 %. Dobiveni rezultati potvrĽuju da su razvijeni sintetski postupci 

pogodni za pripravu razliļitih funkcionaliziranih kinuklidinijevih kvaternih soli visoke ļistoĺe. 

Nadalje, zapaģeni trendovi prinosa ovisno o duljini alkilnog lanca i prirodi supstituenta na 

kinuklidinijevoj jezgri pruģaju vrijedan uvid u reakcijsku selektivnost i reaktivnost sustava. Time 

je postavljena ļvrsta eksperimentalna osnova za daljnja istraģivanja odnosa strukture, fizikalno-

kemijskih svojstava i bioloġke aktivnosti sintetiziranih spojeva. 

Drugu skupinu ļini serija od dvanaest bisQAC-ova sintetiziranih u dva koraka: (i) reakcijom 

kinuklidin-3-ona s odgovarajuĺim alifatskim dihalogenidima (1,3-dibrompropan, 1,4-dibrombutan 

i 1,6-dibromheksan), ļime su dobiveni biskvaterni intermedijeri tipa 2(QO)n (n = 3, 4 i 6 C), te (ii) 

njihovom reduktivnom aminacijom s primarnim alkilaminima (dodecilamin, tetradecilamin i 

heksadecilamin) uz primjenu NaBH3CN kao redukcijskog sredstva. 

Na taj naļin pripremljeni su biskvaterni derivati 2(QC12)3-6, 2(QC14)3-6 i 2(QC16)3-6, koji se 

meĽusobno razlikuju duljinom alkilne poveznice izmeĽu kinuklidinijevh jedinica i duljinom 

alkilnog lanca. Kod bisQAC derivata, produkti 2(QO)n dobiveni su u vrlo visokim prinosima 

(92,0ï96,0 %), dok su bisalkilaminski spojevi 2(QCn)3-6 dobiveni u rasponu 35,0ï99,0 %, s 

tendencijom smanjenja prinosa pri veĺoj duljini alkilnog niza (C16). 

Strukture svih spojeva potvrĽene su 1H i 13C NMR spektroskopijom, pri ļemu su zabiljeģeni 

kemijski pomaci i multipliciteti u skladu s oļekivanim vrijednostima za kinuklidinijev skelet i 

odgovarajuĺe supstituente. Svi spojevi pokazali su visoku razinu ļistoĺe i konzistenciju 

spektroskopskih podataka, ġto potvrĽuje uspjeġnost provedene sinteze i pouzdanost predloģenih 

strukturnih modela. 

Sinteza i karakterizacija spojeva bile su praĺene opseģnim bioloġkim i fizikalno-kemijskim 

istraģivanjima s ciljem procjene antibakterijske aktivnosti, mehanizma djelovanja te potencijala za 

farmaceutsku primjenu. Provedeni su razliļiti in vitro eksperimenti: odreĽivanje minimalne 

inhibitorne koncentracije, kinetike inhibicije rasta, razvoja rezistencije, viabilnosti stanica te 

integriteta staniļne membrane pomoĺu testa propusnosti prema propidijevom jodidu. Uz to, 

provedena je fizikalno-kemijska karakterizacija spojeva, ukljuļujuĺi odreĽivanje kritiļne 

micelarne koncentracije (CMC), procjenu lipofilnosti (cLogP vrijednost) te permeabilnosti kroz 

umjetnu membranu pomoĺu PAMPA testa. 
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Na temelju provedenih bioloġkih ispitivanja novo-sintetiziranih QAC derivata 3-supstituiranih 

kinuklidina mogu se izvesti sljedeĺi zakljuļci. 

Strukturne znaļajke i antibakterijska aktivnost 

¶ Monokvaterni amonijevi spojevi s duljim alkilnim lancima (C14 i C16) pokazali su znatno 

niģe MIK vrijednosti, osobito prema Gram-pozitivnim bakterijama, s antibakterijskom 

aktivnoġĺu usporedivom ili superiornom u odnosu na komercijalne kvaterne amonijeve 

spojeve (BAB, CPC). Spojevi s kraĺim alkilnim lancima (C12) pokazali su slabiju aktivnost. 

¶ UtvrĽena je jasna korelacija izmeĽu duljine alkilnog lanca i antibakterijske aktivnosti: dulji 

alkilni lanci omoguĺuju bolju inkorporaciju u lipidni dvosloj bakterijske membrane, ļime 

se poveĺava disruptivni uļinak na membransku strukturu. 

¶ Polarnost supstituenata na kinuklidinskom prstenu, osobito prisutnost karbonilne ili 

amidne skupine na poloģaju 3, utjecala je na ukupnu hidrofobno-hidrofilnu ravnoteģu 

molekule. Spojevi s umjereno polarnim supstituentima pokazali su optimalnu membransku 

aktivnost, dok su izrazito polarni supstituenti smanjili sposobnost interakcije s hidrofobnim 

dijelovima bakterijske membrane. 

¶ Protonirana amino skupina, u spojevima s dugim alkilnim lancima, dodatno je pojaļala 

interakciju s negativno nabijenom povrġinom bakterijske membrane putem elektrostatskih 

interakcija oponaġajuĺi bisQAC-ove, ļime se potencirao membranski poremeĺaj i poveĺala 

baktericidna uļinkovitost. 

Biskvaterni spojevi derivirani iz kinuklidin-3-ona pokazali su da duljina i fleksibilnost 

poveznica znaļajno utjeļu na bioloġku aktivnost. Spojevi s optimalnom duljinom 

poveznice ostvarili su bolju interakciju s bakterijskom membranom, dok su spojevi s 

kraĺom poveznicom pokazali smanjenu aktivnost. 

Utjecaj medija na antibakterijski uļinak 

¶ U obogaĺenom bakterijskom mediju (CA-MH), MIK vrijednosti ostale su djelomiļno 

nepromijenjene, dok su u DMEM mediju zabiljeģene znaļajno niģe MIK vrijednosti. Ovi 

rezultati upuĺuju na to da sastav medija moģe modulirati antibakterijsku uļinkovitost 

QAC-ova, vjerojatno putem promjene elektrostatskih interakcija izmeĽu spojeva i 

bakterijske membrane. 
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Mehanizam djelovanja i potencijal razvoja rezistencije 

¶ Eksperimenti propusnosti membrane ukazali su na koncentracijski ovisan membranski 

mehanizam djelovanja, pri ļemu visoke koncentracije spojeva dovode do brze 

permeabilizacije staniļne membrane, a niske koncentracije sporije utjeļu na njezin 

integritet. 

¶ Monokvaterni spojevi derivirani iz kinuklidin-3-ona nisu prepoznati kao supstrati QacA/B 

efluksnih pumpi, ġto ukazuje na nizak potencijal za razvoj bakterijske rezistencije. 

¶ Biskvaterni spojevi pokazali su stabilnost u prisutnosti intrinziļnih sustava rezistencije, s 

identiļnim MIK vrijednostima, ġto implicira slab afinitet prema efluksnim pumpama i 

dodatno potvrĽuje njihov terapijski potencijal. 

Baktericidna aktivnost i inhibicija biofilmova 

¶ Ispitani spojevi pokazali su izraģenu sposobnost inhibicije i eradikacije bakterijskih 

biofilmova Staphylococcus aureus i Listeria monocytogenes, pokazujuĺi bolju uļinkovitost 

od referentnih komercijalnih QAC-ova odnosno antibiotika. 

¶ Novosintetizirani spojevi mono- i biskvaterni amonijevih spojeva 3-supstituiranog 

kinuklidina pokazali su baktericidni mehanizam djelovanja. 

Odnos strukture i aktivnosti (SAR) 

¶ Rezultati molekularno-dinamiļkih simulacija pokazali su nizak afinitet ispitivanih spojeva 

prema transkripcijskom regulatornom proteinu QacR. Takvi rezultati upuĺuju na smanjeni 

potencijal za induciranje efluksom posredovane rezistencije, koja je jedno od ļestih 

ograniļenja konvencionalnih QAC-ova. 

Amfifilna i farmakokinetiļka svojstva spojeva 

¶ Svi spojevi pokazali su povrġinski aktivna svojstva, pri ļemu je dulji alkilni lanac rezultirao 

niģom vrijednoġĺu CMC-a, ġto je povezano s poveĺanom hidrofobnoġĺu i boljim 

agregiranjem u micelarne strukture. 

¶ Biskvaterni spojevi imali su viġe vrijednosti cLogP-a u usporedbi s monokvaternim 

spojevima, ġto ukazuje na veĺu lipofilnost i bolju sposobnost prodiranje kroz bioloġke 

membrane. 
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¶ PAMPA test pokazao je nisku pasivnu difuziju spojeva QBn-C14 i QBn-C16, pri ļemu je 

potonji pokazao viġu sposobnost inkorporacije u umjetnu membranu, uz minimalnu 

prisutnost u vodenim fazama, ġto upuĺuje na nisku sistemsku apsorpciju i potencijalnu 

topikalnu primjenu. 

Zakljuļno, rezultati ovog istraģivanja ukazuju na to da sintetizirani mono- i biskvaterni amonijevi 

spojevi 1-azabiciklo[2.2.2]oktana predstavljaju obeĺavajuĺe antimikrobne agense s izraģenom 

bioloġkom aktivnoġĺu, niskim potencijalom za razvoj bakterijske rezistencije te povoljnim 

fizikalno-kemijskim svojstvima. Njihova uļinkovitost u inhibiciji patogenih bakterijskih sojeva, 

ukljuļujuĺi biofilmove, kao i sposobnost selektivne interakcije s bakterijskim membranama ï 

modulirane polarnosti supstituenata, duljinom alkilnog lanca i prisutnoġĺu protoniranih 

funkcionalnih skupina ï ļine ih pogodnim kandidatima za daljnji razvoj, osobito u kontekstu 

topikalne terapije i borbe protiv infekcija uzrokovanih rezistentnim mikroorganizmima.
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Prilozi 

U ovom su dijelu prikazani 1H i 13C NMR spektri novo-sintetiziranih mono- i bisQAC-eva 3-

supstituiranog kinuklidina. Uz spektre su prikazane i odgovarajuĺe strukturne formule spojeva s 

oznaļenim atomima koriġtenima pri asignaciji signala (slika 44, slika 45).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 44. Strukturne formule novo-sintetiziranih monoQAC-eva 3-supstituiranog kinuklidina s oznaļenim 

atomima koriġtenima pri asignaciji 1H i 13C NMR signala. 
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Slika 45. Strukturne formule novo-sintetiziranih bisQAC-eva 3-supstituiranog kinuklidina s oznaļenim 

atomima koriġtenima pri asignaciji 1H i 13C NMR signala. 
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Slika 46. 1H NMR spektar QBn-C12. 

 

Slika 47. 13C NMR spektar QBn-C12. 
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Slika 48. 1H NMR spektar QBn-C14. 

 

Slika 49. 13C NMR spektar QBn-C14. 
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Slika 50. 1H NMR spektar QBn-C16. 

 

Slika 51. 13C NMR spektar QBn-C16. 
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Slika 52. 1H NMR spektar QAc-C12. 

 

Slika 53. 13C NMR spektar QAc-C12. 
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Slika 54. 1H NMR spektar QAc-C14. 

 

Slika 55. 13C NMR spektar QAc-C14. 
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Slika 56. 1H NMR spektar QAc-C16. 

 

Slika 57. 13C NMR spektar QAc-C16. 
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Slika 58. 1H NMR spektar QNH2-C12. 

 

Slika 59. 13C NMR spektar QNH2-C12. 
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Slika 60. 1H NMR spektar QNH2-C14. 

 

Slika 61. 13C NMR spektar QNH2-C14. 
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Slika 62. 1H NMR spektar QNH2-C16. 

 

Slika 63. 13C NMR spektar QNH2-C16. 
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Slika 64. 1H NMR spektar QO-C12. 

 

Slika 65. 13C NMR spektar QO-C12. 
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Slika 66. 1H NMR spektar QO-C14. 

 

Slika 67. 13C NMR spektar QO-C14. 
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Slika 68. 1H NMR spektar QO-C16. 

 

Slika 69. 13C NMR spektar QO-C16. 
































