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Sinteza i bi ol dgkha s&kvtaitvemrans th manmoani j evi h s

lazabiciklo[2.2.2]oktana

1.Uvod

Girenje bakterijske rezistencije postaje sVe
ove pojave je nekontrolirana I prekomjerna
dezinfekcijska'lOvadpraashekopbirs emeimhgoirtiizs k a
razvao,j rezistentnih sojeva bakterija, gt o zrv
Zbog toga su danagnja znaasatzwerja niosvti rha ga nvtain
reagensa s inovativnim strukturnim varijanta
kod patogeni h?2HKvarnismogisjpeoy(aemagd at er nary ammo
compaun@ACi i ne gr u,puk astpiog resvkaisih z rs a auif taik mmiakmrad ka

svojismtaS obzirom na jednostavnost i ekonomilr
akti vVQAosts,u predmet istragivanja J.Kd jodinerv
Svojstvo surfaktanat a poput QAC | e nji hova
kar aktakrriiztiimiamerh ar nom k(oerrcagdni.ttriaccailj ommi cel | e ¢
CM¢ koja je bitna za razumijevanje njihove ¢
pri mj dsnlaibkadér oz godi ney bQafivkepe danas Kkori s
ulinkoviti agensi u borbi protiv girokog spe

[ gl jivice.
A) B)

Hidrofilna :/ + \I

glava : at P,

Hidrofobni
rep

Sl ilkSshemat s ki pri kaz gr Alle algateigan sile®)d os umref, a kmti ¢
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Komerodpat @pé&vi poput cetilpiridinijevog kI

kl orida (BAC), alkiltrimetilamonijevog kIl ori
( DADMAC) , nagl i su giroku primjenu u industr
dezinfebhcieyothemtprsepti ke, kozmeti | kedsqgri kiazv o
2?.Na primjer, CPC, jO@A®wvacpdrwiajjedpostaginsan
[ danas se koristi kao aktivni sastojak u v
oralnu higijenu, zbog svojraltokraizjafndee up o mkloa

\+/
P AN

Cl
DADMAC
II_;C\IJ\,T
m,e”  CHy -
- Cl
ATMAC
“ ]
Nx
CPC cl
+/\/\/\
/N\
H, ¢~ CHy
Cl
BAB
O\/\+/
NS
Br
BAC

S| i2kPar i kaz kemijskih struktura kofercijalnih

Antonio Sabl il Doktorska disertac
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l alQA&@ viude brojne prednosti, poput girokog
| akol e primjene, nji hova rsaazv ovjed ab aikptoe raibjas kne
Stoga je nugno rQAz&yvsht ir anzdviel udteinne maeni kar akt er
b i se smanjila mogulnost razvoja bakterijske

ovih antieagéonbaih

Ranija istragi vamyps tpiotkinizrad mi skui mwk Isiedi n, mo
alkilnim supstituamoninpey@gjabkodkvapekheea an
akt iivPho st

Azabiciklo[2.2. 2] dkastanuktlur ek iallukkdliodiida jiezol i
ki ninovca te je sastavni di o strukture brojr

(sl Bkkdh nukl i din takolLer igra kljulnu ulogu u

kao komponenttd kantradnajatmedi cini, poznat.i su
koristildi za |ijelenje malarije i sr|l ane ar.
upotrebljavajullvmgdibdicniskkea | kvr hseustav, koji

mos,tukl julan je za odrelivanje stereokemijsk

Sspojeva.

Stvakanju&l iddmiiyatvd homogul ava ciljanu modi fi
bi ologkim receptorima, gto je ®Ydakgeencipjoaln
omoguluju precizno usmjeravanje farmakol ogki
smampugpojave. S obzirlimnwlal posen &ijae parke desti asv i j
strukturnu jedinicu u farmaceutskoj i ndustr

reagenwsiasokim stupnjem stkekmoc¥d? ektivnosti i

Antonio Sabl il Doktorska disertac
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A0 orY

Solifenacin

N Cl N (0]
(o)
N
N (0]

H

N

VY

Kinupramin

Benzoklidin

Azasetron
S| i3kPa i kaz razlilitih struktura |ijekova s
Uzimajuli u obzir ranija istragivanja te bio
pot encQA@ Ml a bu sdoovkotjodiske®ij t aci j i predl agiemo si

bi sk vhatseeslnip s3nii khiun u l&I*i®fi chual i QAIGi bukl i di na kao
nNj egoeve® MA@ ari jante jog nisuadgegebaneva | st ees
mogl o otvorit.i nove mogulnosti u raciwnal nol
odlukusoka specifilnost [ snigena toksilnos

aktivnosti

Prvidaktoor skef adk s®irntpard sgaumpmeelwmonrobi skvhat er ni
amonhijse\vi themee | pemir odn o] ok®sipsti t Wwkiirnaurkil i d
ki nukhuedbionaencij al RADwvaEmz wojboh ¢ggiami m bi ol ogk

ukl julujuli poj al anu antimi krobnu aktivnost
karakt?8bPisgi kaio istragivanja obuhvalia teme
sintetskih spoj eva, ukl jul ujpulii | aenmaul 1 g e kn e

mi kr obiboil oofgikzei k al mek walleni kdenti fi kacUgz ut s nt «
i strnagjo@aos i zmelLu struktur eovia aiknttievrnaoksctiij

transkripcijskim regulatornim proteinom QacHt

Antonio Sabl il Doktorska disertac

4



Sinteza i bi ol dgkha s&kvtaitvemrans th manmoani j evi h s

lazabiciklo[2.2.2]oktana

al kil nogoveazzmiaclaaj no modul iraju afinitet Vez
QaciRKIl jul ni regul ator ukl jul en u aktivaciju
patogenim?2bR&kdaetrng ama analizi-kamaj kdabsaoais

ukl jul ujudivriizjcehdomeakts per i mem e dlema mil neul ar nu
koncenCM&ci jUuU vr Leno jGMGapsegvebsjedonposimanj u

duljine alkilnog | anca, gto | e u skl adu S
micelizaciju. Opageni trend upuliuje na to de
aktivnost, | i me s ep aokmorgaunijuej emoul|eiknukl cav brtlaa j e L t
Ovaj multidisciplinarni pristup omogulit 1[e
izmelLuknouvkhidemiya&tva hi ciljnih mikroorgani .

dopri nose r eozius tkeonnctigkis, t uo snoublitti rezi stentni h

Ol eki vaniver ezaMdtti asrtesrktemocgivjiei t [ e dal jnji napre
odnosa izmelu strukQA®egaipr rbuigoaljoudkie daukbtlijven ousvt
djelovanja tih spojeva, ukl jul ujuli potencij
temel ju tih saznanj a, mogule je dizajnirati

girenja zarsabnithh aolidstiizazoani h. mul tireziste
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2. Lietratpurengl ed

QADDvsu klasa kationskih spojeva koja obuhv:
pozitivnog naboja dugi kovog atoma, giroko se
antisepti ke, dezinficijense i ant iemi ksrroehdrset ve
za modifikaciju povrgina te u?’Osdosniijsskiumt
el em@h®dvippoziti vmat i b tiag rkkogj el zadseut i r | supsti
oznal eiRakka@® h e)k@v i supstituent. mogu biti al
oba, a njihova priroekeaendnaslka o oy tsjteQae€in & ifoil .
ova Kvaterni atom dugi ka u ovoj strukturi

i nterakciju s negativno nabijenim dijelovim
antimikroéobai ulinak

R R

L L
RN, N
R/X_ RORT - R

Sl idkMoguli e straRdure QAC

PredstavniQ@QA@owmk!l jkdlawsjeu acetil kg(silnbklkobjet ai n

igraju znalajnu biologku ulogu u razlilitim
L G
O/\/\ - o /N o
A) B) (®))

S| i5kPar i kaz kemiAmkiehi Bfooeltkal@dhtaeav ok &r ni t i na

Baza p®datgddaandkr ¢ i vige odr 3 9a@kdweptuerkruil m &mg rei
spojevioma kojih je 95 odobreno za wupotrebu wu

ukl jul uju ambemrmeeniijl,s uhlekasho wimipldipjpdawnj el s@ kor i
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t e

na

An
p o
S
[

ne
an
pe
de
me
a k

rapijskim podrul ji ma. Ove mol ekule | esto

rolito -pooittiivy Girlambakitédri ja, gljivica i vi

timi krobQhA@Damt vivnpest je istragivana pol etk
| eli koristiti ova sredstva za predoperat.

kemi jskog gl edQA®Dasau khjjiuhowaa obgshi ihfa bst r
hi dwrdgifeil)loomk u pmizi ti van naboj . Ova svojstva
gativno nabijenim komponentama stanilne r
tibakteagé&moepadplonamgealjani zme djel ovanja prirc«
ptida. MehaQA@aml dj ahoyanpaome jKoed I dee tuekrl g e
polarizaciju stani|lne membrane bakterija,
mbr ane, gto rezultira smriu bakterije. (O}

tivnoste m&roagwhkiitto vpi h bakterija, Zzbog spe

komponent anf%°membr ane

|l ako sQA®wvmgkazali znal ajan antibakterijski

bakterijske otpornosti QA& vosv ev itsvoakroim uR ai znvki oj
ni skom osjetljivogliu na razvoj ot pornost.i [

dal jnji napredak ull dfMe k@M e lptoipunojcet @ald &@inj
ekseporkioijdasogel su ugli u klinilka ispit:.i
i nf eRcB* jmbzirom na rastulu prijetnju bakteri
anti bakrteeargjejnsstas hoj i veli ka potrebaQA@&@viatrag
koj i bi mogl i prevladat. postojelu otpornos
bol @A®ivkioj i su istragivani ur pjomd $teedmmg lejnmu drejsi
kemi j ske stailuktoummait s(kbaojannetd?>pozitivnih na
Kvaterne ampedgeael paJ] u vagnu klasu spojeva

o nalinu njihove sinteze i v rjs td o kutvoerdseknoijh dfiL
koriegsegansansfeeomacbomoguli uju selektivnu fun
svrhu postizanja ¢gel j-ena Metltmuuktl gruéd nii ms sajr att a
Menshut ki nova reakcija k ao temel jni pristu
supstitucija za wuvolLenje acilnih fragmenat a
ostvaruje konver zigna nksakreb odneirlinviaht es.p oy ernvaas tua v
znal ajke i mehanizmi navedenih reakcija, kao
Antonio Sabl il Doktorska disertac
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Menshut ki noV a akevaaktceirjna kzeargie|¢ seldkaaijnmm ast aj u kv at e
amonijevevogolridaklbzpi do al kil acije teéekcljar
hal ogmaizdshemat gkloigk apvii klajpiav kK ajge@amd @@aroenaik c i |
nastvaejza iuzgnhailduk @i kReakcijomupekbbedhbl bgeni d

tercijarni mekhmamemna asamani j eva sol . NRReakci |
mehani zam Kkoj i je zapravo reakcija nukleofil
koraku dol azi do nukleofilnog napada dugi ka
el ementom kao I odl azak hal ogenaldlialso @agni d k
nukl eof il ukpel pshEBibjral@imakci je kvategrnizac

mehanalzlaiml ogenidobi vanje kvaterni h -ambmigdke evi h
( CaM) il i apkhiahhaorgndRGKH®

/N |

~ N S\2 N
R/ R R/ "R
R R ~
X
R = CHj ili 1° alkil kvaterna amonijeva sol

Sl ikaShemat ski prikaz mehani Zfma kemijske r

Nukl eof il na avcaiginkehasapstupsuctpaijskih reakci
acil ni spoj , kao gto su karboke¢ckisel knsli i ki
anhidridi, .esOdevriij ai samiidis) negativno nabije
nukl eofilima. U tim reakcijama, izl azna skup
je nukleofil om. Derivat. karboksilnih ki sel
posjedekarofilni upgltjitlkci Pel, aai nedo agsli ci j e z.
ki selina imaju odlaznu skupinu Z naudkwa boni |
k or:akrau knlaepoafdial el ekt r of i | npuu éeaerzbaonnaisitnay eg rtuept ur,

me L uprsodnuokim ezomkaeh i § leigdwaandlcazne skupine i
supsti tproidjEkkigiga Kar skrnuiplima i spunj agaa nj wisjteo f
za nmplalde oeflielkat rnoaf li jl inldeow & pbosel €dagl ¥oiuka na
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0

:62_
P I I
+ :Nu - = )J\ T
R z RZ) N R Nu

Z = OH, Cl, OCOR,

OR', NH,
nukleofilni napad eliminacija izlazne skupine
S| i7kSehemat s ki prikaz reakcijskog mehanizma nukl e
ukl juluje nukleofilni napad na karbonilni wugliji
korak obuhvalia eli3hinaciju izlazne sl

Reduktivna kami n a3&kiaj a eja& cui jdav ak ok care askea road va |j dae
ketone u 1A,U 20A,0ji s3&0 reemikacd j dmjCéN Cu¢ o 18,

| emu se karbonilna skilpveaureducist@adidHpoetsy a
vezePrvi korak ukljuluje nukleofilni napad a
Drugi korak ukl jul uj(el B)eRdeudkuckicji y an aus toarlgoagn siknoi]
Aosiromagivanjei kisikom odnosno dodavanje \
br ogtao odgovara primanju elektrona). Naj ul in
natrijev cijasobor Oivaarji chi dNa BIH I reagens | e
(NaBH UspjegnaszxClNpooabaml @mgPhiez stabil nost. u
ot opinamay bhogdgtpksobkni m ot atpsad lienkatpikvamoo |tz loi | e
pH vrij ekdanoo srteidniak.ci j sko sredstvo se moge |jog
NaHB( ©9ASTAB) , koj i je Bbliagki agepktizaam ede d
razni h al dehi davadskkaebohazi Vana Ipak csetpetroir| skkiim
efektom acet oksi skupina, | i nel i natrijev tr
1-0 kloroetamj(R@&lecijpskakoesapal pe takoler mc
u T-liFpovr emenou@ctMenCaN ki selina djeluje kao b
reakcijama ketona, protoniranjem karbonilne
ol akgava nukl eddliémiir ajapasle afmaimlaci onal ne sku
gto su acetald]i i ket al i, te r-€dwadigkeist maerkfeu wvl
cijano i nitro skupine. Ne pr ePeoakudiujjeu v emeott
rezul tiraju brzom redukcijom kar gonrillun®eg ugyg
osl obalanje plyi niovtirntagowaddikjaandvodi k&’ ( HCN)
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0
” R R H
I Ny \N/
~N
R R, | NaBH;CN |
R-NH2 - C +' s C
keton VAR H H//\R
1° amin H R (pH 4-5)
imin H
2° amin
Sl i8kSehemat ski prikaz kemijskle reakcije re
2.Q@dnosi struktvat eanmoirhikjte winto s€ p o jke v a
Kvaterni amonijeviprema) dviojse kklaairhii d,ha@ajgu k
gto rezultira razlilitim kQAICegAG j a@waCi st r uk
MomAGadr ge jedan pozi tQA@ospgedukavdaaomozdol
at oma QA& mpaojlur tri i l1i vige posaittiultd wWklGda gi k o\
kl asifikacija odragava sl dgndrecsatkcangllgelkiutl iemit i
ciljanih mikroorgani zama m nkoagou | iuj up e@aii fmjlemas s
i ndustrijskim granama, ukl pukebjamberdar na dé w

indu3dtriju

b o

Glava

monoQAC-ovi

bisQAC-ovi poliQAC-ovi

Sl i9kSeh e mat s ki prikaz woa=alilitih struktu

Antimi krobQAeDakbhagmosjte povezana S njihovom

[ brmogzimti vno nabijeniMQA@GuUGiI Kowinh matkovma er ni
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at omom, | esto pokazuju vi soku selektivnost
jednostavne strukutluirnekwk mjt or immadmjsd abial i zaci j
me mbr ane. Ovi Spoj evi djeluju putem mehani z
ogtelenja i SR i s bdkberkiviad.er Bas dugi kova al

interakciju s membranamal i mk mv iapoidseti iptoived me Kk

dj
fl

e

e

| ovanj a, ukl j ubpup @hamebgeahtijiben k djenezlibjovga ny el e
ksibilnost.i u melLusobnim iterakcijama sa

Ve ibir oj pozitivmQAICmongaecb ogrmoguuipdlii jog snagnij

me
i
i

Z a

N

—+

n < o o un u =S
©Q T O O

c

Mo
ul
be

mbrane, kao i nbedspkcaszpaoasabnostvr st ama pat oc

g

l jivicesk Msipmg ema obal no nosi veli rizik

moge bitdi manje selektivna, gto predstavl ]

g

r
I
S
0
r

P

n
i

n

tit?® okoliga

enito, s-tir u@A Gnrag vimga o s u proul avane u k o
lvnosti, jer su njihoyviiivmébahozmiokdgea] av a
nkovitost protiv girokog spektra mikroorg
e tokspirletmpauplstkh mue aamap or QAICTI g opalhi | i ni p
klinilku primjenu i srpaozffeovja novi h terapeut

0 tsaranmkiv@ai j evVvi Spoj evi odavno prepoznat.

ZoVi U njihpeojopeankbmjgeamsive vderlildjreotopgamod
tradicionalne antimikrobne agense. Razum
ukture i funkcije ovih s@QAPewmapbbol j garkd
ektulvhofgbuijsmghijenorh!U onkassitlarvokgul us| i j edi s
adagnjih istragivanjQAGwgpap oo beuhgvia locad umornaoz
jeva pa sve do polikvaternih soli. Poseb
ijante koje ukljuluju dugolanlane al kil ni

stituente, koji azknta |vanjonsot .uotvjiehl us pnoag ebviaol o g

2. IMoln.okvaterni amonijevi spojevi
okvaternsgpognovnii jevdugim alkilnim | anci ma
nkovi ti antimi krobni agensi , a |jedan od

zal konijev klorid (BAC) ,a@kmnotjiis espet iklkorii sdezi

sredgitvinkog °dljekovsamjalinci ovih spojeva dob
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novi h derivata nastoji se poboljgati nNji hove
razvao,j r e zpiosstlejnecdinjjei.h Dnoekjod @ koalygioldda mjasmj er en
optimizaciju strukture alkilnih |l anaca i uvc

QAC U nastavku slijedi pregled vagnijih stud

pristupe u sintezi [ evaluacij i antibakteri|j
al kil nim | anci ma.
Godine 2014. Jennings i sur. objavili su ist/]

anal oga benzal konijesbdPh!| priddemMBAGCGU Pppkjaz@
antibakterijske -mp&zi tvinwrsiteng aig ri Gitnainn G®Grakmer i j a

aureus i d*Puglei jpead iolge njee i stragivanje Bl acka
derivat e TSNEDHAILRREOV|( spojevi pokazal. SuU zna
aureus S mi ni malnom inhibidVor n@tmo kowngemitira
potencijal nu primjenu u Ilisjterlaegn jvua n jbea k taenrtii
ulinkovi-¢tvatsp @AGCKBa ikAj)e (j e objavila ista i:s
su pokazala sna§nuabdRE&DH) @as tUBKRBO0I koj i nNosi
ot pornosovae,a NAKI K veNMPedinogérnuloddatdi potvr Lt
QA@®@va u borbi protiv multirezistentnih soj
mogulnost razvoja otpornost. na ove Spojeve,

N-kl oramina, ¢gto jel dgveédulksodjga auMBspaAneo 75 5mbi n L
spoj sl @Bpfe@vaj pristup, wuvolenjem dodatnog p
afinitet spoja prema negativno nabijenim ba

znal ajnog povelanja ulinkovitost:i i i stovrerm
U 2016. godini, Yasa I sur adnQA vieesme lajgde vea | n
lbromundekansp®] JEFTda®Roppokazal. znal aj nu ar

aktivnoM.t upM®®C v2AMI O, ,e8s/ mL, ¢gto upuluje na nj
borbi protiv b*'8kterijskih infekcija

Bazina( 2019yr pr ed QA &vviteleimes y enev-&al usipn8 k1 i di r
(sl AdPai z ove skupine pokazao je Si.zuwuadbR&WNs ant i
eEfaecRpy sgelnmesnocytstdg &mredg ednosti ma u raspon
eg/ mL, gto ga |lini vrlo obelavaj ulflian kaqidv alrajt
Bel ay& ®2r0.20) odnosilo séernal lkhisl amit magd @)ji kI dep

Antonio Sabl il Doktorska disertac
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(s!| i1Pa jkeomjpokazao ant i bakSt. e reipjisdkeuM irekKkdtedtéy n3o,s7t
Ov aj SpPoj potvrLuje potencijal ci kl opropeni j
Zhang i sur . (DP20bens kavte®@tAiGzui rparloiciguweni | i nj
pro$. va,lEr.e ucsd.l iaer. bpidh@shby | AWpokazao je girok
aktivnosti s MIK vrijedrgbmLmadaoakraspiosur adgi
da halogenidni ioni (Cl, 1) znalaj"®vatjelu
i stragsvahpaznal ajan napredak u razvoju nov
monokvaternim amonijevim spojevima s dugim
strukturnei mogdufi kgadiijmd zacije duljine al kil
pozivnog naboja i kori gt enijpao srtd zglniultiat ijhe fpuo
ulinkovitost protiv girokog spektra bakteri]
potvrluju povenkdrlil pACtje tezpsugaju obel a

za njihovu daljnju primjenu u medicinskimte

Nt/ N+ BT ] )
LI e A A N

|
0
MeOOC
M SN \+/ COOMe )
CIN\\<N /CN_\ \QS/N%O @ﬁ%&coom
o

1 5 10

5 ¢ Cl cl-

7
Cl”
o B /Q\N N/H7\
/A% | | 10 .

1

Sl ilkoiemi j ski prikaz-ovtar sktalka Fimi)mo QAGci ma (

Od 2012. godi ne, znal ajan istragi mahkRQACNnter
ovkkogadr ge aromat ske i | iTalkerti ersopaorjoenvait spkoek aozkuc
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tibakterijska svojstva, dijelom zbog mogul

=]

(@)

put membranski h komponent. i i QA vigma |l ul &
il o kao dio centralne okosnice ili kao sups
pecifilnih proteina I pobol jgano]j stanilno
sl anpdpsatsrnalaikd rit iennogslt r uiatcw n & i t y ,SAeR )a tkiaoknos hbiip

o W T T 9

-

azjasnilo koj i witgakdopni nedemantw bmkatmer i |
kont eXrsetnui,er i sur . ( 20 r2vtaeanen tj eetnb thp rneal d4i , $4s Kk
jezgri, sppr@dj2dleiua pekian 20 enu anti bakterijsku
ulinkovi$osa,kEpebdsiEcaktossimini malnom inhibitor
od &°@®M rezultati upuluju na to da simetri]l,|
i nterakciji s bakterijskim ci{yjevemakcwv]j ar of
2013., Kalinin i -osveea. bsiznt éJfhi neks p@lp@ili RAC
11, kkojpioka z al i izra$ena(b&Ks &nadt) ,prgdtoi vsuge
specifilna heterociklilka struktura moge po
Zhang i sur . izvijestildi su-dof ant isopatkj afr e p a |
(sl illa usmjerknsh pr-omeoay,/ ms MRSHKIOYaTv a
aktivnost ©pri pi saniandjuec isrpao spooblnionsetrii zsapco jjau dFat
bakterijsku diobu, bez wutjecaja na mamalij s

bakterijskOwa sitatni ag@imaanj a jasno pokazuju da

heteroar omat s kQARG tsruisk tawraa umadgeaerrezul tirati p
potentnogiu. SAR anakaasf vounkatguuriniilhe zsnual| iag &nt
aktivnosti, ukl julujuli prirodu aromatske | ¢
skoi na koje poveliavaju interakcije s ciljanir
| stragi vanjrma psrue kioast ag’a d ian e . Mal i nak i sur .
aktivnergtdirm& s6 ki nsopl@ijms | ieR@rhoS$siovlaiuk .e usso M1 K

vriijednosetg/maL ,o do doregdsomikK ak,n9 5 e, Kayumov i sur

su bioci dopalapkst! illppo 9t i v pl anktonski h bakter:i
bi ofSi.| m,Sr.e wwpiidfight yrl (B@1lb6)sprovedi QAG@Ii matr ad
temelnadhdoksi pisrpidgbsk(siibneuoj pokazal o obelavajul
protiv kIl inS.| kaiMRé&pfsst olgeeamD.| yd picladse misse il [Ki s

m ockg/ImMLFor man (20)1bwrn.i j est il su o anti bak

o
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mo n o k v adteerrinviaimheal j eni h nap @jBipd t(lakl& ovjiiol sed up ok a:
potencijal nu-omkbidsVd & ®.ts wdMERSA 0% a

Poramsti bakterijske otpornosti, 0SS AVIRIStA& . me L u
colidodatno je pot ackvnau 5a n(i 250t 4si7angti evtainzjier aQAC s u
QA vepAP(s!| 1LHkO | i su pokazal:i p oSt. e moaMBRe&Asn U a k
e E. f aiEci B MbIK u raspomrsg/ MiKr @z d®0 B8 . i 2019
i zvj egli-aviomeQmed j eni m @ (2G0e3fliildiiear| oukoor lok isp®lj o ni m
2X(s! ilBia bi feni | glpitisslaihirchisimleaap oskua zoibvea taivaj ul u
akti,vnosMlikma u raspongg/omlL @,a0 I ddSe LopnEPBEnjes Vv ¢
vul g&'P¥% s

NH
H
XN
SASCS
\ITI ITI/ +|
18 19
ROOIEEY
=
N 0 o I:KE AON +%
Br~
<L)u\1 N/ Cl™ N/ Cl
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H,N

YS

mj} e

COOH .

= ,;Nﬁf_ﬂN O
N/ \__/ COOH

. <

Sl ilkikemi j ski prikaz-ovtar sktaumaamed?o)@Adi j el c

Nadal j e, pirsotvreadge2naa nij a€bli 2l la.s sgucediema n-avma nt ez u
bazi -bmdtoilliflesp@@Bs( dRipadr ugi h strukturnih okyv
sp@Aks! ilRa magms @lRpblsal i1R& oj i su pokazali obel e
pr oMRSAS. a,Ml &u ssgl/ MmLs pzoaj(42eb(s | MBPd CUhajnoviijin:
i stragivanjima iz 2022. g(28H®S Inik Ria nbeekrsbpangiirn av a t
272 B(s!l 1R@mokazal. su Vvi sMoRkSuA aMkItKi vvnroisjte dpnroosttiivm
eg/ mL, dok je berberinov der i SatapmhoH adzcaoac cducsb r

s posrednom otpornoglilu na vankomi céegnl/)ihls MI K
64
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Sinteza -moaoQRACI sadrge aromatske il het e
i zuzetno uspjegnim pristupom U razvoju novi
sustava, bilo u centralnu jezgru illnioskao bsodp
stanil nu penetraciju i specifilne interakci
strukture i kKl julne enzime poput FtsZ prote
SAR anali zama, potvr Luj u kvcaigjneo sftu nrkacciioonnaal | nni ohg
doprinose selektivnosti i potentnosti ovih s
Ova kontinuirana istragi wamjhoibitipuotastaht
rezistencije, |ime se otvara mogulnost za ra
uzrokovanih rezistentnim bakterijama. Sust .
specifilne <ciljevepriemmaeaykarjieottskk sn | smtoasntiic
translaciju ovih spojeva iz | aboratorijskih

Antoni o

Sabl jil Doktorska disertac
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=N ) —
N02 NH
ClI”
OMe

Sl ilka Kemi j s ki pri kamvastys ukrtamat 2@inm QAICj el om

2. 1Bi2s.kvaterni amonijevi spojevi
Bi skvatmomnij evipregpoijavlijaju strukturalno p o
momMA@v.a Sadrge dvije pozitivno nabijene (ka

stabil niju i nterakciju S negativno nabijeni
dvoj akost povelava sposobnost destabilizac
membr drkalm tdj el ovanj em | | BRI bni Krndr@grem t.ma o i jma

Upravo zbog-ovporgiav lbalseQApkCagnj u kao potencijaln:
u borbi proithvbalkzéeéstjesnki h soj eva

Jennings i sur . (b2i Oslkdvha tread it ije ¢ vai2hD3 ¥ b LB ni z
pri | emu su posebnu pozornost posvetili ul oz
aktiivSpo(B2(s!l lBmokazao je izrazitu Eifnaheiddgilciisj s k |
col ipri mieaeamumajl e a kioml ie itz masiglaa mMak’j e od 0, 25

Obl ak i sur . (2014) istragival.i su bioaktiwvn
temel jeni u NWNANIgMRGAm@topandi ami n) , pri | e mu
kljulne strukturne znalajke koje utjelu na 1
anioni (bromidratluklliontkuodvii)t opsotk apzraoltii v speci f i

gto je vid@pRsVdFhEod spoj a

Antonio Sabl il Doktorska disertac
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Asimetrilno ad kiulki § an@ufléiiBbsmjodg su sintetizi
suf20,14) skazal.i su potencijal rBu antrishuaMIt ke r i

viijednostima u t%asponu od 1 do 32 OM

AWARSTY: _ 2B
A Y N

29 30 31

- \./ o
2X
C, ZHZSOOC\/\KI/\/\/KI/\/COOCQH% \@/N\/\\KI//@"\

X =Br, Cl
34

33
m,n=7,9,11, 13,15, 17

Sl ilk3demi j s ki prikapbvatsulkt ki &-BFms QAGBci ma ( 2

Hoque i sur . (2015) izvijestildi su o seriji
amidne skupine i hwadirjodbil Inmimm (Rimdni éfi d mm on) S
pokazal. Ssu visoku aktivnost pir ottii ke ,b alkk lejr u |
meti-ceti s5t. e mt(MRES)s v an kroenziicsEtnearetrmicoc ¢ WRE) aeci |
K. pneumanisd &lnd kntuame, pr i |l emu j e nag/nmlga Ml
sp@Bjb(s!| l¥alennings i sur. (2015)damidadpmne® s emi
j e K3ppag ! ilklgpokazao i zr agenMRSa8ka jievwnao sit e zpirsottei nv

konvenci o-ngbk e M)AC v eM*fPeodsneobgniou i sAkrvenl eejrmd t i
temel N&khiormani ni ma@yplbipRiojsipos@a u eksperi ment

Antonio Sabl il Doktorska disertac
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postig¥i( DDPYHG6 r MRBAoOppLaci jnei nuuntuat ASF w6tOmasiar .
(2016) il zvijestildi s ub i s k & adt eerbi avkaht eardiejng ko ji za |
adamant andi karb9kasji ¢ vnie ikz ss¢pipépnl e Bty gakz al i s u
selektivnu aktivnost protiv Mlakzdij edmdstbiakit z
2,8MzaS. aur@uwk sE. ,coBMx aP.aerugti roOHyAav.

parahaemkogt osus sur . (BD4Rydse NNeetealzjienae i n
DABCO strukturi, koj i su pokazalSi. s@nE.EUEs arl
faeckRA.l i,Bol aer uUMRSYW s @ r | | emu su zabiljegene |
0,25 OBY(s Ipid 3

Bi s QACI predstavljaju znalajan iskorak u di:
SVOj O] dvojakosti kationskih <centara koji

membr amawma.strukturna karakteristika doprin
djelovanju, gto se olituje u nigim MIK vrije

deri vati ma.

Kroz niz istragivanja proved-ewduh pokpaozsalljie dwi
potentnost protiv razlilitih patogenih soj e\
antibiotikeder mo bt kEwkt eim mpeo prad d idfuil k a oniej 4 ras|
|l anaca, prirode anionskih partnera te prisu
kl or ami ns,piok ajzeadienisma se Kkl julnima za opti miz

stragivanja ne samo da psoQA@viauijcu |yaagna

Ov a
bakt e
bakterijskih infekaipreedsKkawl|ljiakui obbliaQagul
0
s

rijskih membrana, vel i istilu njihov
razvao,j budulflih antimikrobnih terapija, osob

rezistenciije.

Antonio Sabl il Doktorska disertac
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H Br H H Br H
N N N N + N
) W/\N/ﬁ( ~p wﬁN v
7 ‘ 6 ‘ 7
0 0 0 0
35

\/ w N\

\ﬁfN\/\T/\/N\W

36

HN NH
ClN\< / \ .-

[0) 37

[NJ

S| ilkddemi j ski prikabvatsuhkt ki &-BBFms QAGci ma ( 3

Aromabs&@Q@AVCpredstavl! jaju znal aj an kor ak nap
antimikrobni h sredstava, osobito u kontekst:
konvencional-owv,h bnmoeen@8@AIQ g e dvije kati onske

fleksibilnim ilpiowidrzaugmgn oariomadmagmi uj e vi ges
bakterijskim stanil|l nim membranama i potenc
Antonio Sabl il Doktorska disertac
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ulinkovitost. Nj i h oivuak | sjtur|uukjtuulria Irnaaz | rial zintoel itkio
dul jine alkilnih lanaca i prisutamoesdulfwjn cfiior
podegavanje biologke aktivnost:i i napkesvipnas
i stragivanja koja potvrLlLuju iznimnu -cama i bak

protiv girokog spektra baktevMRSA, akl,jugtimpsh
se naglagava ut | ecai sitg wrsrpans]{e vaavdbiald j el ot vor n

Godine 2012. Grenier i sur. bi@Q&x®&®jvespgrnil i| smu o
Spoj evi na ,dp@jp(sb ilppigproikdaiznad i superiorno djel
momMA@v,ep@lR(s! ilkE@Nadal j e, Frol ov i -bsawri.r asient
biQA®v,e koj i su demonstrirMlikramdibbgaemeodj 8k
eg / meLp @jL(s | i1 B4

Godine 2013. Ye i SQAF&d viszawna ckdanizh riaz i d sgo lsaen
derivata gulnih ki q4el(silnlafmokalza ok @jniahma j jnas sakd
E.cobiMl Kvrijgddnag/ MLl ste godine, El shaarawy
i mi dazQA@jv,eviko | i su iskazal.] umgep @B | aknai ba
1¥°Takoler, Shtyrlin i sur. e@4(avikldier$wataz 4l
deoksipiridoksina, koji je pokkMizikoi dpdhosvor
0, §/ &L

For man i sur . i zvijesti IbiQALKuv am a retmeld g kut ekrriij
l jubi | aMi & rbdjea,n as/t rislp ¢4Ph(sA514Godi ne 201 7. Br
sur . SIi NQA®IiVe aabimaesw&ka m kaoma su iskazal. Z |
proSawreiMs Krijeod ofBltdip @jb(s! ilWdSchall enhammer
objavili su rezMR$Sakti Vvisod s @igs |vddngsa t ilidfknosj kio g
je poNitkKgdqg eoddswshsM'2Dodat no, integracija am

mol ekul arne str ukt uree uovvainhj esnp oajnetvi ab sridadz@urlitji srkae

s LF3

Antonio Sabl il Doktorska disertac
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2Br~ (p:
2C1™ X O /+N
e Y oaove
//_)107 \ / 4% +N/ (@) N
)

40

10 41

HN\) Bu " Bu K/NH

HO 217
| o N+/Hm
+ 2C1 "
| >N ?\1/%
H
44 | 45 |
L
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+Z
\D/

A S
‘ _ ‘ ‘ 2Br =
+N
+N H
48 N
LA a7 (bk k’( N
‘ 0

46

S| ilkbde mi j s ki pri kapvatsuktomat BB @AGI j el om

Murakami i sur. izvijestili(49@E!l idbaanp@j-bakter
heksameti |l-ektdii It pior)ibdisfilj evog bromi dakpr,ugraobps
pri l emu je MIK varirglomiAlKhaspdmau iodud. dos
bi skvaterne derivate na bazi MRIS#®i dpmia lsemuer
zabiljegili MI EMVrd9Pesid nidfsdt i od 0, 25

Shrestha i sur . lzvijestili Ssu o antibakter:

Gisl ikbmaa bazi ki nona, kojiS.] ass®lu&ktvirvnedinmodl
0, 139 MtGodine 2019. Vereglagin-oivesbifesihnhte

poveznicgama | emu su Spoj evi pokazal. znal ajn
eg/ mL,(5G Rploil A&

Thomas i sur . sinteti zavelkiops i sdaisii bma kdtaeroil ji
djelovanje, s MIK vrijsgdmdis GiBepbiliFdSpoynmul iom iC
sur. objavili swiQa@zviwtrvedeni Btiragpivmaingdksi na

(s L Bmo k aaznatoi bakt er i j sX.u a®rtd wmioddrunpitkE.il §ceo | |
K. pneuvmMoniaze,ugs nMEEH u rasggdmi,odizl ndekB21t «
(LsF1705 °fig/ kg)

Leitgeb i sur. izvijestiolvii,malopjoikdhszmd kaVvaijpi i u
akti vnoMRSHaptMIvKeM,d HpKS! ilFaGuo i sur . sinte
bi s@@AWiezvedene iz honokiola, koji su pokazal
MRSAo0jsv Ml K itgg/ L5 GH@E o0 jlWdVver egl agin i sur.
modi ficirald.@ spojevebGeEmakagnre rreaz ud ttri ukatl wr is
Antonio Sabl il Doktorska disertac
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antibakterijskom a§tmknpgbui e MK s0j €6a pat
G731 LKA

Frolov i sur . dal-peeas ubazmsitrfagmniviaa, ot WQAICU |
antibakterijskudrmadksdai,ggnbonslt, (SsB(PNOIiKEEEY r i | e

Zakl jul no, brojna istragivanja provedena ti
potencij al a roovieatos ksinha gmii QMA@ t i bakterijski h
jezgri [ kationski h centara unutar strukture
ni ge MI K vrijednosti u odnobouomatskieheveukon
piridina, bifenil a, fenila 111 I midazol a, e
me mbr anom, dok Dbiskationska priroda dopringc
Mnogi Spoj evi pokazal itisvw psaetloegketniivhnui akeé z v
ukl j uUMRSAIMREIZ nisku citotoksilnost, ¢gto ih
rastule antimikrobne rezistenciije. Ova 1istr
bi s@ACa ot varajw mMadyinjdstriazazoj novih, ulink:¢

t emel j eni h ias kaweotseartrsik t onr a ma .

@ 8
Br_
X S\v/«\//\V/A\S AN

Br ‘

\WI}_J P 49

X X
| 2Br
10 50 10
\ TfO
N -
51
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A
0 O 52

=4
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\H/If/ o\

2Br
o r o

58

S| ilkkkemi j ski prikabpvatsuktomat HEBH@AEGiIi j el om

2. 1Po3l.i kvaterni amonijevi spojevi
Poli kvaterni amonijevi Spoj evi s tri [ Vi
tetrakat tooynskned®AtCavI] j aju novu generaciju mc
bor bu protiv bakterijskih patfogremiar, ajwkilej ug a
Nji hova struktur a, koja ukljuluje vige pozi
omogulijgestruke interakcije S bakterijskom
baktericidnim ulinkom. Osim gtaniude nkmnwogio
spojeva pokaznpujodiis padpaedinloasdci pbl bkaf bhmboeai | e
posebno otporni na konvencionalne antibioti

i stragivanja koja potvr Laya sviposkeub nulm nrkaogli
njihovu aktivnost pr oMRS/A rmerzo st emadntreiigltanti $hy jn@ nha
bakt,érliiljfa

Tri skaQA@ wssiknit et i zirani ods ps@P(aniefpelkaz algis as u
i zni mnu anti bakt &mriujr gkf ga eackatd ia VBimces tu gp rnpotsiav| e mu
sMI Kr i j eidznnoosstiigMe <®M 25M 5eM1 redom. OMleKvrij e
a ukazuju na visok stupanj ipnohtiebnittnoorsntai ksopnoc
bakt ¢ ski h M Bi pnmsotviavurzews eM,a Gt0lo potvr Luj e
ulinkovitost u ®radikaciji biofil mova

Antonio Sabl il Doktorska disertac
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Godine 2015. sQAtheviaazi rama hj @ as &AB|COMI Koj i s
vriijedneg/tmL)( <tle 6snagnu bakP.eraderi.dghummloaskanij vi nme
spggD (sl ilkkpokazao je brzi baktericidni ul i na
i nokuluma bakterija unutsgr/ M, 5 sata pri konc

TakolLer, 2015. godine odrelL@i@s! l¥pokawwiwdmns ki
znal ajnu aktivaegi sireantinRRAIMI Kirliijnednogl u oc
eM* 4

Dal j nji razvao,j ovi h struktuir at eteza®®Aa®ivars ieh
tij kdnm . godi ne, koje su For@@Ee!|ilkpokazast .
izrazito potentnu akti-wvmjos.t MajorMiy¥ rzgleidlhjead
iznosi l&a&M,j ado®l, Kot redanar adi kaci jul2deMo f iglt mo v a

potvrlLuje visoku ulinkovitost oviRF?spojeva u

Pri kazani rezul tati tjeasmad apvptowg leidjuQ AcCa ztnri imen ¢

antibakterijsku aktivnost, ukljulujuli ulink
gt o i h I i ni posebno vrijednima u Ngontoevkast u
sposobnost da pri ni skim kiokabkealtuearcii jj @a,mau K Inj
MRSAP. aer,ugukazaj e na potencij al ombhke stru
genegdacziijnf i ci jensa. Visoka potentnost, sel el
| ine ih obeimoumjad obmrpdwtpgroati v najotporniji

3Br
59

&/ﬁ\i/\/\/\ﬁ’ \ItI ( )
1 ) ) \\ 1
2Br  2CI

60
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\/ 3 \/ \/
NSNS IS N

11 11

61

AN SN

4Br~

\
y)

62

Sl ilkide mi j s ki pri kazovsat rsukatl ukri a -6pod il Q@A i ma ( °

Ar o maptoslkirtQ®AC posebno oni s tri 11 vige katio
di zajnu antimi krobnih molekula usmjerenih na
membranama. Ovi spojevi, zbog svoje pali kat:i
i stovremeno pokazivati vi soku antibakterijs
mi kroorgani zmi ma, ukl j uMRS$APL i aee.nigd noewsdam ed isjo
prikazuju se rezultati i st r agirovaasn j ar otnrait sskka ti
komponent ama, njihova sposobnost djelovanja
strukturnih znal aj ki poput dul jine alkilnog
aktivnost. i toksil|lnost

Godine 2016.t akorllman siu suwvij esQADvianv sdanietzii
kristalnbo, ekidjiil asu epokazal. znal ajnu -anti ba
rezi sSant @RSSA M3 Kr i j edad odMj bip BjB(s | il F4

Godi2®d 7-Kh &l i fisstirasgurval i su anti bakA@®wvrmag ska s
bazi piridina, pri | emu j(@p(aneilRBmoakmezhahoz br ahnj o
radMR&EAp Ml KrijedneMdt!Nadal 0e5 eksperi mentalni

da kemijska struktura znalajno utjele na bio

Antonio Sabl il Doktorska disertac
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dul jine al knid 59h pamniatciav n(o korelira S pobo
ulinkovitoglu. MeLut i m, prekomjlé)naepubtdul p
znal ajnim smanjenjem antibakterijske aktivn:

aktivnogliu pf%ma eritrociti ma

Analizom dostupni h podataka moge se zakIl juli
atoma i zmelLu 6 i 16, | ime se postige poboljg
spojev@3pbpluith@ys LKig&bs!| LBPakonkretno, duljin
|l anca izmelLu osam i dvanaest uglji kovi h atc

antibakter Npshogmoppsewisa.m odnosno deasdtanwcagl |
sp@®j53 1 ABmokazali su 64 puS.a aweriew gaolkstpidbreo stmap r
koji sadr ge noadinois nao kanlbkoiilsrhagasf® ugl ji kovi h

Dodatno, .HpgyupebBtslUr su da se anQA@weamagu i j sk
modul i rat.i preciznim prostornim rasporedom h
razine pozitivnQg@wsborzragetsppomdbidrof obnog
n iMh Kecledrety & mh ;s of B 06 5¢g / mL) [ spojeva s o0

bnom interakcijom izmelLu dva naboja u

pozit.i
hidrof

uz Zna

- o <

ajno smanjenje hemol (6t66 y(k leil Bmokksai z| anlois t
su slilnu anti baMt &1li4eghk mla) Ji i nzknoavtintoo sma n(j u
hemol i ze( lBGiIBOIRR&PL afll)

Ova istragivanja su@Afivaajhtui javiae i bmapiriedmaj

mol ekul a, u kojem e se hidrofobnost opt i mi
trodi menzional noj konfiguraciiji, | i me bi s e
smanjenu toksileabani pamama | j udskim

Rezultat.i i stragiv-aumpatwarloumad skj hhpow! z@ALCa|
antimikrobni h sredstava nove generacij e, 0SoO
sojeva i bi ofil mova. Triskationski [ tetraka
vrl o niskicmj kma< ¢ dM)Ka uz i stovremeno zadr ga
toksil nosti kada su optimizirani par ametr.i P

j e vagnost trostruke raa,nohiedgrofixbmedat ipoizi t

organi zacije molekul e, gto je kljulno za se
ogtelenja ljudskih stanica. Ovi podac.i j ast
Antonio Sabl il Doktorska disertac
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pol i-QA€&€bel avajuli pravac u razvoju novih,
agensa.
/\+N/\

| AR
® -
B X
ﬂ A
L . +K | / 3Br~ {{1/
N N 17
- k k Y
63

65

Sl ilkBde mi j s ki pri kazovsat rsukatruornaa tpsokli i-6@BQ pst it uer

El ektrostat sokviga enlamo jj eQAdCd k1l jul nih | i mbeni k
antibaktert. ®aul akttivnest wkiauokl j klogj-tirs QAN
poli kvaterne derivate, pokazuju specifilne

ovisno o njihovoj struBti skivapepeawnj upathazalhis
antibakterijsku aktivnost u odnosu n@}lnjiho
(s| lBmok ajzemosnagni je djelovanje pr@filviifgsa. aur
dok j@dD&dalbdi o potent @ipfsil ilGlgpr spoyvyagirokog
bakterijskih patogE&Emnayd bk hidPanlsiap vifgti®nos a

Zanimljivo je da su Forman i sur. i zvijestil
na polikationske (6spfsolji&kfed.®J psokpluatd us pso j 4aii m, k o

Antonio Sabl il Doktorska disertac
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bi skvatepmjieva zabiljegeno je znalajno pove

bakterijskim soj @aicy&e Bkea | io dggkosvporrinmi rzaaj i nt e z

ef Inulkpsu mpi koj e smanj uj u I nt roavcae ISU lidrnnu rkean
potvrlLeni su i u i“$tragivanju Jenningsa i su
MeLut i m, zakl jul ci 0 uolviarr kedovaij tuo sste  rkaazt maotnrsakt
specifilne molekularne okosnice i prisutnih
monidbi skvapgejrenis pop3aypat) LPB5 )(sI3iBRpok azmu |

sposobnost inhibicije rasta bakterijskih soj
naglagavaju vVvagnmagtl vampalsimadt ure i aktivnos

ovaa smanjenje razvoj?a bakterijske rezistenc

Anti bakterijsloaaalotdinosastnaQAg i hovu hemol it

precizno modulirati optimizacijom ravnotege
naboja unudaMelmol lelkkjulleni m parametri ma, kar al
predstavljaju jedan od najvagnijih | imbenik
selektivowastpo@QAQvjetom da je kvaterni cent
odrelLenim skeletnim sustavom i raspodj el om n

Anti bakterijskmviadjpedl|oevtamijmne fQAzCama raste s p
mol ekul e. MeLut i m, prekomjerna hidrofobnost
mogulih sterilkih ili membr anski h interakci]j
Eksperi menifabkno pokKazuju da se dgtnE@G IbialRd er i j ¢
znal ajno poboljgava sn3ph5%w)dulno ngreard wll jkda fjneo gn
atoma rezultira smanjenjem antibakternaske u
eritéoci

Daljnja analiza dostupnih podataka ukazuje d
unutar raspona od 6 do 16, |ime ,ge0opjostpagtv ptlk
kod sfpdpiéshbhilhb@YsiLkidbb(s!| iBEonkret(@bs!| G§Ba |

koj i sadr gi osam, odnosno deset ugljikovih &
aktivnoSt puodidmosu na i sti Spoj s kralim s
at oma) .

Osim toga,.i Hogeetdaisse antibakterijs@waali he

moge dmdduhporeactiizni m prostornim rasporedom hj
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se odrgava konstantan broj pozitivnih naboja
koja se protege od=1pdeg i mLswBIDEEE/emlt)arsa o Ml KKa

kojih je hidrofobnost ogranilena izmelLu dva
aktivnosti, uz znalajno smanjenj(@6hes6éirkail k
l19%pokazaldi su slilnu ant+4dadgt/ erLi)j, s kaul i u | zi nnakt on

toksilnost hemeBOZe £4@r Mty ocita (1C

Ovi rezultati ukazuju na potrebu-ozvaa pdai j he¢ mm
e budulie strategije dizajna prijeli s dvooc
omogul ujuli preciznije usmjeravanje hidrofo

i zmeLu balkjtwedsstkaish icla . i

Strukturne znal aj ke okosnice predstavl!ljaju
antibakterijskwa dlediannostna@QAh€iih izazova u
l'ijekova nije iskljulivo njihova specifilnos
ogranilena sposobnost malih molekula da prod

unutam,sawi « konalnici odrel®dj8@ nji hovu ter

Richter i sur. izvijestili su d&.seomakazm lue
antibakterijsko djelovanje akemi askevoparmam
ukl julujuli prisutnost ioni zirajul®eprdawiillae
poznat e NkRpao avi | a. Pri mjena ovih smjernica
deoksi ni(hbpéP(sdillm@aa koj i primarno pok-anaj ¢i &kt ih:
bakterijasp@ap(dleidda@aosoban za djelovanje proc
rezistentnih b8k erijskih patogena
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Sl ilkkgt rukture potentnih -88)i bakterijskih

U kontekstu najnovijih istragivawvmpae skeléegn
oslanja na rigidne heterociklilke jezgre.

Ova tendencija proizlazi iz pQA®elmebalat epi j mi
me mbr ana, kao i povel anj a siena roadred lud mir nbei ocalkou
al kal oi di , Ukl julujuli kinolinske, kar bol i

predstavl!l jaju p etrrsupketkutrinven @ o kildesomeijopen em o i h ant

spoflva

2.Qdnos i znoeviau aQAC mi krobne rezistencije
Kvaterni amonijevi spojevi danas su giroko r
formulacije dezinficijensa za kulanstvo, p o

prold%Psreocjenjuje se %agosegpjfebpbir-gniay@F@detna hu

postrojenja za proligliavanje otpadnih voda,
potencijalno utjeluli na ekoP®3%ku ravnotegu
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Masovna upodvwvanbge QA€zul tirati selekcijskim
mi kroorgani zme vigestruko rezistentne na r a:
korezi(stepdi yeporedbi s -awstei oiddtiikaijma,zn@A&G ]| n
mehani zmom dj el ovanj a. Dok antibiotici ci |l j
struktur ama unutar -DbaldjeltujseskenestehrkteynaoA
struktur e, narugavajul.i njihovu funkcionaln
antimikrobnih spojeva mogu inducirati povel a

gto rezultira iokpotdamncivifalmnismPemoment ski m mut a

Ovi mut ageni procesi mogu potaknudotvie kaavo,j
i stovremeno dovest.i do otpornost. na anti bi c
Jedan od kljulnih mehanizama vigestruke otpo
efl uks emwmpeti(drug Jeffliume psmpspovel ava nji
ulinkovitost u eliminaciij.i razPiiAlitteirnak 6 @ n ¢
oksidativno i nducirane mutaci j e mo g u pr omi
antibiotika, gto dodatno otegava njihovu ar
pokazuju da mutacije nastal eukdaoveotsil jegdi caz
na klinil ki relevantne antibiotike kod bakte
na QAWLE

Drugi vagan fiziologki odgovor mikro-owvgani zeé

ukl juluje regulaciju ekspresije membranskih

pasivno,j di fuziji razli|litih tvar-ovikmagzu vanj
smanj i ti br o] porinskih proteina na svoj o]
me mbr ane. Ova adaptacija ne soamomadal oigranal

umanjuje osjetljivost bakterija na druge ant
Posl jedil no, antibiotici ogwbeprodojigeul i kk o
me mbr anu i dosegnuti i ntracelularne <ciljeve
bakterijs’®ih infekcija

Kvatamommni j evi Sspoj evi mogu znalajno doprini|j

putem mehani zma -speolzenkacti oj¥a. k(a@vradime s podr azum

i stovremeni r &ZAvaom yie odtrpuogren oasnttii miak r obne agens
prijenosa gena, proi | emu kI jluhthegrudmigup ri emay
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pokretne genetske elemente koji omoguliuju ba
s vigestrukom rezistencijom, ukl julujuli ot
specifilne sekvence za rekombée&edaadihj ugekaj, e |
kodirajuldi efl uks pumpe, modi fi kaci jske en

antimikrobnih spoj oA vaPokell ama pmoigeutsred etk t |
bakterijske populacije koje nope fiakenjgentep
unutar mikr dbf% h zajednica

Unakrsna e i . -~
rezistencija £ Ko-rezistencija

\

\ % 3 PN
eﬂuksna‘ﬁ-\ N

pumpa DN
" mutageneza

A

/iSe otporni

D|C
1e~h:«1|1izan)\|:i>

O

geni za
antimikrobnu

.
lveZlStell(‘l]l:l = O T
integron

> :s . LO-1' .-- “I‘

Ko-selekcija plazmid Koveristendlia
Sl izxkoMe hani z mi rezistencije inducobahivakapteunii
rezistenciju (otpornost na spojeve sa slilnim
ot pornost na spojeve razlilitih mehanizama djelo

genetskog matlmizinal ay.a QR abt¢ edrtni uk , a NP8 § eekvtui wrod
kisikoWe vrste

| stragivanja su pokazadoaiedantsiebigeni ke®tlpesnhos
koncentracij.i u postrojenjima za ©proliglavz:
kontinuirano izl ogeni subinhibicijskim konc
pritisak ol akgava helru zloank tad rniij spkriimp emrosst agnean,a

sojeve, | ime se znalajno povelava ulestalost
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Ovi nal azi nagl agavaju potrebu za detaljniji
gi roke QA mpa eknaeo | Za razvojem strategija koj

prijenosa gena rezisteftije u bakterijskim p

Posliednjhg odi na vi soka r ekvatsneaenmocnijjae vhea spod sit op cesl tea
javnozdravstveni probl em. Do danas su identif
jedan od glavnih mehanizama rezistencija posredovana mftugimpama. Eflukne pumpe

predstavljaju skupinu bakterijskih transportnih proteina koji doprinose razvoju rezistencije na

kvaternea moni j ev e sol i, dj el ujuli kao me mbr ansk
antimikrobnih sredstava iz nutragnjosti star
Od ot kri | ane pumpe etpormd haulijelove 1989 godina, razvoj molekularne

mi krobi ol ogi | e omogulio jnile purkpa U aGkatAEzitivnana ¢ i j U
bakterijama, urkzstenniStaghyototcus madu®IRSANCY Za razliku od

veline drugih detenemumaet| esépi suenontjenzefhe
transportere prisutni Ssu u osjetljivim i rez
ekspresija strogo regulirana transkripcijskin

za rezstenciju na QAGve u Grampozitivnim bakterijama je gacA/B genski sustav, koji kodira
efluksneproteine QacAiQacB2Oba proteina pripadaju obitelji
(Major Facilitator Superfamily, MF&? Ekspresija efluksogsustava za QA@vekontrolirana je

negativnim transkripcijskim regulatornim proteinom QacR, koji regulira ekspresiju mfiuks

pumpi u vi geshaktaijgnm(s i @2#4st ent ni m
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Staphylococcus aureus

N
2N ATCC 33591
4 \\
/s p?
Aktivno ©
et '@
® Vanjska membrana
®
® o
®
Peptidoglikan
@ Unutarnja

membrana

QacR efluksna pumpa

S | i 2klslehanizam otpornosti bakterije meticiliezistentnogstaphylococcus aure@@RSA) putem
QacRregulirane efluksepumpe Slika je kreirana@ mo pragrama BioRend¢r www. bi or ender . ¢

pristupljeno 26. I|ipnja 2025.).
2.BRntibakterijski mehani zam dj el ovanj a
Bakterijska membrana, kao esenci juasbaat eompen

predstavlja kljulnu strukturu odgovornu za

sadrgi gotovo jednu trelinu ukupnih protein
razl oga, bakterijska membr a@Q@A@jva jngdadrov orm
antibakterijskom djelovanju, s obzirom na sg¢g

djelovanja ant#mP%krobnih peptida

Membr ansKki akti vQAGaaween sia,mou klaj u Indjuwcliir aj u o

membrane vel mogu i smanj i ti rizik od razv
kemosenzibilizatori put e®dt rpukkrtnieranbai | i z &keeimji g S
bakterijskih membrana igraju kIl julStuanul cmcau

membr an@o®i &mv Aniehg ait iGrnanmm bakterija,fsmhaklal j u

2A) Gpamitivne bakterije imaju debeli sl o] |
su vezane teikoilne i l i potei koil ne ®Rvajeline
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sl o] pruga zagtitunegattiabndsdbaleesrsiajnean e, G m
pepti dogl i kdaondsaktin us Ivoagjn,j sakkui me mbr anu koja sadr
(LPS) .

Vanj ska memmbagatai vVGrialm bakteri ja djeluje kao
vanjskih utjecaja, ukl julujuli antibiotike,
mnoge terapije. Nasuprot tome, rnmeembzvaintet esrtiao
fosfolipide, poput sfingomijelina i fosfatic
toga je elektrostatika interakcija s kations
gto doprinosi smanjoevipo e mai eokak sioft s@sm sQAGI

selektivnije djelovanj e'"B%"ema bakterijskim m

Mehani zam QA Vmpaonjiamje el ektrostatskom inte
skupina ovih spojeva imeanbiream@2Bg MNawragwigjea lbra k
vezanja n@QA@oprmragliaaazie kroz stani| nu katiake mku,
njihove strukture dodatno ol akgava IQAKoOr por e

oviant erkaliraju u |ipidni odyuceddeanp,e ainred u c iproasje
per meabilnost, gto posljedilnd doW&di do I|iz
A)
i § E % }lipoteikoiéna ; g E }llpopolisaharidi
kiselina <
--tAL--_'-;C?‘ —_—
e LTewer— ] yanjska
B ey e
— —_— G s
— =7 = " peptidoglikan
m citoplazmatska
plazma unutarnja
m membrana membrana
membrana Gram-pozitivnih bakterija membrana Gram-negativnih bakterija
B)

‘ 0000 g!lﬂ E %
kY :
S 4 ng'lg’l,l amﬁ 0% > g0e %”EQ T 000 “Busdl® eele

Sl i2kkAPri kaz struktural-pohi tiav bnickyaitii @ma i) bGrka re r i
mehani zamQdhjageWwedvidhj a

Eksperimentalne studQA® v popkoaszjaeldeu j uu sgpa sbbap
narugavanj a bakterijske me mbr ane. Ogtelenj
sofisticiranikbmibjioKiilzi { &hhi Ka.lbiaMotrefsd lfosgkkean e pr
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membr ane moguleo e EMi zTuBaMkir ojisek®epidal j e, fluore

mi kroskopija omoguliuje istragivanje specifi]
razli |l itih fluorofor a: depol abioz abrhi §&G3 ( Bhg mb
permeabilizacija |ipidnog dvosloja pomoilu N

membrane moge ispilittUtzi tDAPIk/VPaAnth dji kmjcéma cu
proteina I nukl einskih kiselina predstavlja

ogtelenj di'membrane

2. @ rukturn&aemfjskkhainbarmakol ogka svojstva

deri vat a

Ki nuk| i-adzianbai c(ilk | oj[ € . Ri.j2d lo&,t akirn)i st@&lsn aneit r h j @ mnl,

gto znali da i ma glavnu tr ostsriunkeu(sridigkgar ot ac i
Simetrija kinuklidina potvrlLena j e kvant no
met odama el ektronske [ rendgenske difrakci ]
mol ek&Kliemukl idin je lako topiv u vodi, kao i
8
7/ |4

S| i2k38trukturni prikaz mol ekule kinuklidina s n

sustavu.

Het eroprktbHhkialbkvbrljdeirdit a strukt urzaa skbhdjjean s e
bi ciokg udatkadawgi  atrmonsotm@& baj an je zbog vrl o ni s

za protoniranje dugi ka, gt o ga | iMadaveidzeunzeet r
str ukztnuarlnagg ke ki nuklidina objagnjavaju neka
omoguluju funkcionalizaciju na razlilitim po

C-3. Na pareisnujpesrt,i t ui r ani kinuklidin je hlaplj.i
"C) Nar u g avsainmeetmmoil ek ul e ki iekpledi hai h(usaopstit
Kilklui dpnisiten)seémbhinpaticl Kitnau ki lgio@)Kd @t a bi ci k1 i

struktura kinuklidina znalajno doprinosi nj
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Struktur ai molkdeskeadiil ke kma g einfpav amrzj eklointcienmmr i r an
mi neirmai seerm@ HhC|l HSKI , HINOi | i tsr g taikriam joekns i dansi
KMnMHt3

Dugi kovi sl obodni 3hpiabrroivdin ed |peakdtitridojindiag} us mne tsmpj a me
Bazilnost kinuklidina, atogdau gd\kias i nvard gpap teo isil i
j e opuad e rMmad mik imid-al ki | piKp @ik dkiami m, drugi terci
| ako tvor i sol i S mi nerfadknalmerini it galindsikililm
halgenikdiinmak | i kdv ant ®mwaeri ij evier @@ es et ercijarnin
ami nOmaakl| j mbgu ®ebjasniti got oveimpkortdpturaji m n e
dugi kuwsmb meeloenk t r panrsik obmistcri kR 4P U rkee

U supstituiranom kinuklidiuny eibmajgzad geiovenk t & e
supstistkwipg mi2@bniudsupstituirani h KkiekwkIleil dicm g |
S nji Kowrnim epdnosti ma pri |l emu nesupskKa tuira

vrijaenget ujedno si anlakjirleiarkatjiuviniinmi r eagensi ma.

A@ g@ L@ iy L@ O

pKa b ’ 859 >
Sl i2kdBazi | nost kinukslupdinauiranehgodik:ni 8ata s g
vrijedhadsti ma
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10

10 11/ 3

R =H, cinkonidin R = H, cinkonin

R = OMe, kinin R = OMe, kinidin
S| i2kkgt rukturni prikaz dijastel®toi zomera ||
Osim njihove f arCmalcdaldokgkl eoiwvda g nnoasgtlii, su ¢gi r ok
u | itavom ni zu asimetril| rirdsi ht daokB&0DlI macj j

hi dr ogenaufiajzun okme tpornesinema s wsel ekti vite reakcij
U Iliteraturi zinal|l bBpbpl jsedpeea sdah spojeva s i
djel ovanj em, ukl julujuli antiaritmij®ko [

ki nduhklifjeavgm®otsebnu pozor msouspts tprtiuv uwkalnii sdwer3 v

zbog svoje strukturne raznoli kost:i [ pripa
derivat i-3-klianugkr e dment su intenzivnih istragiyv
spoijewd znalaja za medicinsku primjenu, pri
aceklidina, razvij®APriemaaoijzkvoineckicaemaa,i ni r an ij
supstituirani kKinuklidinijevi deri vati poka

relevantnim bakterijskim sojeviunami kurpoonmo Inarma
raspony étintddgts

Unut ar skuptamme dd&r nuwéat adi3na istile se njih
antago-hi dtakshi tri pHTadmi ns&c épt3or @b Ta se far
objagnjava prisutnogliu univerzalnompdulivahen
karbonil nu funkcional nu skupinu i aromat ski
amikdionuk|l f dagme¢et posebno se i z'dDvoadjaatjnuo ,z askpoopj!

ove strukturne Vvrste razmatrani s u i u kK
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organofosforne otrove, ukljulujuli i “pojeve
12.2
Zbog prisutnosti asimea r3.] npob mmHpmskia@oug r at
ki nurkiljiadwirh vata koja @gBol a@az-Bmiomo3kkiinnuukkl!iiddiinna
rezultira dobivanjem racemat a. U farmaceut sk
prihvatl jivi ma, budul i da pojedini enanti on
razlbiloltegkéod| smieeaj ene terapijske ulinkovi
Sukl adno t ome, znal ajan dioazsbjammevaldai i az
racemil|l nih de3dlvaa,t aprkii nlukmu dsa primjenjivane
str at“®gkigoe primjer bi okatalitil kog pristup
butirilkolinesteraze (BChE, EC 3.1.1.8) iz
selektivnost u hidrol i-dl*%2'd3¥ea lsktiihm,deu i vlatla
ami dokinuklidina dostupni podaci o] razdvaj
bi okatalitilkim metodama, ostaj u®%dgranil eni
BEksperi mental ni di o

3.Horigtene kemi kalije za sintezu

Sve kori gt eme okeminksaidi |jseiamtad 2 uZ4d kei htiazwli mon
biQACler i vsautpast3d tui rani h kinuklidina, kljulno
potrebhasmdjheva, vel i orgaenskomemciajpal ao &o
ot apladiaetter, aceton, kl orofgdmdatoeet @miot i gl &
predesgridma angbri d cag ccwnroijl iotpetPsaatnuorji u

KorigteniBamioj@ekiinukl!| i d$ing-Allacriidatok | Str.i,dLqui s
98, M=19B2, ki okl ihdidmSa kgtadardird ch, SSADL®diIi s, M
M=1®Bkalijev GriachbnERgrdb( pHM=a69A-Ar dmdekan

(Al f a WerscarHIi $SAD %@BAT2 4381 2, 0g4/0mL-br ot r aMletka n (
AeswWard Hi BAD ®8V=277, 88, 0dl/8mL-brldomk s a dAd kfaan (
AesWard Hi $SAD ®MM~=305) 8500/0mAnhidrid benzojev
(Al f a WerschrHISAD NBM8R2 6 ) 2-Br 0 mabkcrea @iidg-mnladr i ch, St
Loui SSAMO®®ON=201), 84dodeSdiglmamiAd d(r i c hSABt 98 Loui
%, M=185,, 35t etr adlercad amirmg a Bied g, |94 evieeR 18D ,
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heksadebMelt akki n DAy exmé b @8\=2 445 , natrijev cijat
( Nafm, Mer ck,, MG B %, ndtliebBuo mpAlodrainc h( Chemi e €
St ei n\hjeenmg, | %,81,=2 0,89 , -dli ,b4& o mhludrainc { Chemi stry, \Y

Dar msiNjaemal B®d&M=2 1,H5)1 i-dilhr6o mhAd kisaa nAe(s ar , Haver
SAD B M=24BY.Svi korigteni spojevi bil i su kome
dodatnog proliglavanja.

3.Rorigtene kemi kalije za ispitivanje Dbiol
Za provedbu biologkih ispitivanja korigtene
T Hrani dbeni rHeidnitjon  Bvucetlhl,erYeast Extr-act, A

Tryptone Watkeyal Baw®di jf ev, kZaogrriedb), ( K-Hrovlaktasckcao
Modi fied Eagl e CMediiwm,r nDNb&EMFelnkta f i c,

Priprema medija za uzgoj bakterija:

1.Priprema teliuntegn Muedil jea .

Za pripremu-Hl nimettri,glluMb et hdesti lirane mili Q
g Mudlilinegron Broth (Biolife). Mijegaasjeem aste no s
sterilizira autCoklpekopmnflBbmmhaufidl Nakon ste

sobnu temperaturu te je spreman za korigtenj
2.Priprema | vHisntoegthiMuel | er

Za pripremu 1 [FHHitnrmee dhiyvjrlautl g aMuéei Frane vode ot

MuelHienrt on Br ot h i 15,0 g agara (Biolife). :
Otopinu se zatim steriClitzijre&oanutldk Imawiun anj eNre
medi j se oChl aadizantai b0 zIl i je u Petrijeve zdje
temperaturi prije upotrebe.

3.Priprema tekumegi.Nutrient Agar

Za pripremu 1 rhe diirjelluNdtrraideenstt iAgarane mil i Q
PeptTornyept one ekstrakta, 3,0 g Yakd otridlas t( rKaeknti &
Mi j eganjem se oOosigurava potpuno otapanje. Ot
‘C tijekom 15 minuta. Nakon sterilizacije, me

za korigtenje.
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4 Priprema | vrsmedijNutrient Agar

Za pripremu 1 | itmeadi jvhwslticegat Nuti miaemret vAdgler o
Peptlornyept one ekstrakta, g3aglhar@ YeBasotl idlagt rtaekt
kl orida (Kemika). Smj esa se nasjeegzaatdark ssteer |
autoklavir&ngtemekamladb minut a. NakonCstaril:.
zatim i zIlije u Petrijeve zdjelice. Ostaviti

3.Bori gteni i nstrumenti za karakterizaciju
Pralenje tijeka reakcija, identifikacija i

met odama tankoslendglid ayematchhg pan@ib@g e@plvyanj er

t o

k e (tt)atlniuktla@ar ne magnéH (s&kre@idoeé D@mn annuccil jeea r m
resofdidgcEMRN@Ar.blldnucl ear magnetic resonance

Tankosl ojna kromatografija izvedenal yfeolniae a
Al uminiumoxid 60 F254 (MercknaR®adiehgt awma Tkoe
Prirodmat emabi | kog Sakgeatapta) eSpsut .vi zual i zi
ador pgiojdoam i | i -l ppanpoel u( AL | Mt é)katlBeaad a su upar
rotacijsk&@&mM40@apNioGazivvabadkeah S.r. ILH,1ESMRI sol e,
spektri snimljeni SuU na instrpmentiBmAi&|Ba uke

Bi oSpin GmbH, Rheéeundeat eenyr aDWSehnia !l MadapHriima

sobnoj t,eampBratmadteimatmd kom fakult & wmi pe&ul| i
pomali zr(ageni su u dijelovima na milijun (p
tetrametilsilan (JMP). kkhaezranteldIstue Sus ghreatcd mau (o
prema standa( ¢inodg(l doucbtl(adctrilijdad:c¢a b l, et mdmbll teit @l) et )
Tal spdaefiemal u g eddaj @l i madRéc hial Mgl @5 0@ Poi
proi zwBgltdalia Labortechni k A&, kFolraiwjitle nj@waioctavrosr
Odjelu za kemimau,e nfartiirl kdoogs Ifoakrnud t et a Spl it .

Za odrelivanje kritilne micelarne koneentr at
Tol edo Fi tedEmrsd/u kR3p0met r i j s kTao | @Ild ® k pLrEpdd0oa3s oMeat | t al
Met {Toéredo GmbHEI| ektircaad s kjae dvopolna grafitna

K = 1L, 0o0opmemljena integrirani maqtPeongpoedrnaat ujren iz
mjerni OB3PONmMS/ cm i tenipdediCat Ynmi omogudmuj @ |
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stabil no mjerenje vodljivosti u razlilitim
aktivnw etrveanrjia. su i zvrgena nam@deebui t&oke itk
Split.

3.@s eladbbat ekemskal ije i otapal a

U eksperimentalnom radu korigtene su sl jedel
T Puferska otopina: puferirana otopina fosf

f Otapdi mstwillf oksi df39,9 BPMS CSiAG Ma i ¢ h, SSA D Loui
M=78, 13) , ul tracw@,st il aHk@Hh,a (@1 .1 T.Qr. H Svet s
Hrvat s9%kMz4&,007 )

T Reagensi : jodoni tr &tigthlaaz olcihj, e VSt & 8L roiud ,s , |
M=5 0,BD .

Priprema puferske otopine:

Za pripr®EPMBUS 1p,ufuer8a0lol enslt i | i rane vo8lE0 ot opi
g naakrlior@iideamap NV, Zedep.ghan5 8)B% 4 g k pakil joe v da
(Kemi k a, Z a g rpe.b&= 7Hdr),vbabt, shkaag rdiijheivd r ognenb bas flaat
(T. T. T., SHetvapN#agEE3 7)aR9 4 gadhaldirjoegve(hd misk at a
Zagr eb, ,pHril=alt3sok, a0 9

Ot opdolur o promijegat. dok se sve komponent e
ul t r aduars tQivioidruark ak o b se postLig@vbopkonpapohkoti

hermetil|l ki zatvorenu posuduCitsfekomi 2br mf nhu
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3.5int ezavaAC

3. 5Silnt eza -moaoQAC
Sintezav@@benzami doki nwlalciediama doki(mMy k!l i di na

| anci ma

Reakcije k(viBbenziamadiojk ¢ Rakleitchimaobrovkdeden
Ssw balonu pod dugi kovom at,mouszf esrtoam,n op rmi jseogbar
acetonitrilu kao otapal u. Kao -bknoiad ek an zi laj
bromtradbkamksadekan u ekvimol arnoj kol il i
Tijek reakciijeu psas$teakj esctdd@alma me Ma®BHES5 ( CHCI
Dobi veni prodsekhi®p Ed k g elneugpaa upeanmd s applo o u

Sinteza p r-3ebkeunrzsaomiad o KiINWWB}& ¢ € & miad o kzian urkd d kdd injal

kvaternizacije'3*e vel ranije opisana

3. 5.(1NDode3dbielnzami doki nukQBraCilni j ev bromi c

Spodj\Ndodeidnzami doki nukjlei ddionbiijveevn bprroermiad pr et t
postupglk c(iNoenzami do k@ 0mgkl, ildifo & )-bridmld e k an a
(0O, 0BLLD, 1Mol ) . [ abriovdeurkita k eC; MB=ré 7 9 (M8 6r0g ,

d=5 &%) t, .4t% 2C.

H NMKRO@ NDHWS, @) Wp p mB8S5I3E®HZz 3 H,;1HM3 7 ( 18H,
H3H1116)R17 3m, ( 2 H;17BR285m ( 1 H;19 B2D)0m, ( 2 H;21 B22)8

(m 2H, ;888318 ) 2H;33M353m ( HRHG6, ;377988 4m ( 1H,
H2;%38438m, ( 1H;,748r5)Im ( 2HRh HBE756758m ( 1 HR 78D

(d,3= 176dz 2HPhHh HRES86 3s,1(H, CONH) .

1€ NMR5@ NMHSO)Wppm:3,4 (C12'); 17,8; 21,5; 21
28, 4; 28,i@11'30;, 72q.Cc@"'(C7); 23,7 (C4); 25,3 (
58,0 (C1'); 62h7 BBC2)1;2 PIhZ6RBEXT 3(1CRPHQ @188, 3 ( C
Ph; 166, 4 (C=0).

3.5.(NN-Retr Bdbeanizlami doki nukQBai)ni j ev br omi

Spo( \Nt ede@iblenzami doki nukljiedi miojpé werbr @miedna |
opi sanom rpeoasktc pfBoumn z ami do k(2 Gk, i @B ha@l ) - i 1
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br omt r a@e IORIAG, OndnTo | ) . D ®b iowezkita kK eC1 4IBEr5 07, 60
(M=4 Mg d=9 B%)t, . 1t11-11 & .

1H NMR (600 MHz,DMSO-d) Wppm: 085 ¢, 3J = 6,98 Hz, 3H, H14") 1,191 1,35 (m, 22H, H3
H13"; 1,60i 1,73 (, 2H, H2") 1,79 1,85 (m, 1H, H5) 1,96i 2,01 (m, 2H, H8) 2,16i 2,26 (M, 2H,

H4, H5) 3,13 3,18 (m, 2H, H1) 3,34i 3,55 (M, 5H, H2, H6, H7) 3,801 3,85 (M, 1H, H2) 4,33

4,39 (m, 1H, H3) 7,47 7,52 (m, 2H, H3Ph H5PH); 7,56i 7,59 (m, 1H, H4PH): 7,89 d, 3] = 7,16

Hz, 2H, H2Ph H6PH); 86461 H, OONH

13C NMR (150 MHz,DMSO-ds) Wppm: 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 (C213'); 20,8 (C7); 23,7 (C4); 25,3 (C5); 44,9 (C3); 52,8; 53,0 (C6,
C8); 57,9 (C1Y); 62,7 (C2); 126,9 (BR, C6PH); 127,7 (CPh C5Ph); 131,0 (C4H); 133,3 (C1
PH); 166,3 (C=0).

3.5 (INNBeksadeecnidami doki nukQBri3ni j ev br omi

Spo(jNNh e ks a3bescnizlami doki nukljiedobi yen pbremad pr ¢
opi sanom rpeoasktc( fBousmn z a mi d o k(2 Gragk,0 | @& @l ) - i 1
br amk s ad®ke,k@2ig, On8wol ). DP@hbiovezdnita k eC1 MB35, 6 6
(m=4 4 ,n9g@=9 6 %pt, .12 @2 2C.

H NM®RO @ MNHASDs)lp p mB8 5tF°Y= 968, 3 HL2M38m | 26H, H3'

H1516)R1L7 1m ( 2 H;178B28 5m ( 1 H;19 ARD)0Om, ( 2 H;2,1 B22)8m, (

2H, H2431#3159m, ( 2 H;33B354m, ( HRAHG6, ;377988 4m ( 1H;, H2)

43 843 9m, ( 1 H;7,487%)Im ( 2 HPh HBE 75 675 8m, ( 1 HP It #849d, (

3= 176Hz 2 HPh HRES864s ( 1H, ) CONH

€& NMR5@ MNHMS@)UWppm:3,4 (C16'); 17,8; 21,5; 21
28,4; 28,4; 28,4; 28iCA5'28,20,B8B0(TC7)312B;, 734
(C3); 52,8: 53,0 (C6, C8Ph BE,912®h7 EHCB2, 7
131, Ph(;C43Ph3 @16B,3 (C=0).

3.5.(MNNBode3aiclet amindd& | b do miAjR §
Spgj\NdodeRadet &innd & | bdomieg lobi ven prema prett
postuplhkc(ifBamet ami doK3Omgk| ildi@oak)-bridmlde k an a
(0O, OMI30, 1Mo | ) . [ apbriovdeurkint a k eCy QM4 1 7 (b8 , ni P,
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d=7 %)

IH NMKRO @ NDHVES,@6) Wp p mB 6t03]= 8664z 3 H,;1HmM37m, ( 18H,
H3H1115616 7m ( 2H;18M21'5m ( 4H, 2685 (B8L =035

23 0m, ( 1H;29 B20)8m, ( 2 H;331M355mn ( HRHG6, ;3687089 5m ( 1H,
H2;%9 549 8m ( 1H,83B3) 1H, ) CONH

1€ NMR5Q@ MNHMS@) W pplB, 4 (Cl2'); 208B27;,29;, 52 8 ,21;
28,2; 28, 3;;2D08,64CHEDR074C&,2;8Q®B11"' ); 50,9 (C3);
55,7 (C7): 61,6 (C2); 67,4 (Cl'); 166,3 (C=0

3.5.(NNbetr Bheeilkmndda ! bdo miAjR §

SpONt eded@iaket amnda& | hbdomied eobi ven prema pret.t
postupluci-B-a@aet(alMmi do K3ioma & | 1rdiBonla)-brio et r adek an a
(0O, OM9p, 1m@rBo | ) . [ eplr iovdeurknt a k eCy sQMFc4 4 5(MES D , M,

d=9 B%)t, .5tk 2C.

H NMRO @ NDHWS,@s) Wp p mB 5t0°]= 8MHz 3H,;1HM36m ( 22H,
H3H1315616 6m ( 2H;17821'4mn ( 4H, 2B 753(H 83pHD32 &

23 1m ( 1H;29B280)9m, ( 2H;33W3A55n ( 5H, HE 38033 5m ( HH),
H2;%9 549 8m, ( 1H;83B3H, COQNH

1€ NMR5@ NHMIS, @)W p pInB, 4 ( C1240',9%;, 5.;82,382%7;79; 28, 1;
28, 2; 2853.@82BBNU,;6 ;LBIO-WA4Y5,;CQ€L13"' ); 50,8 (C3
(C6); 55,7 (C7); 61,6 (C2); 67,4 (C1'):; 166,

3.5 (INNBeks adeecatlamindda | bdo mliAj: §

Spo(jNNheldealialk et &mindd& | ibdionijgevdobi ven pr ema |
opi sanom rpeoasktcuipikeume t(aNmi d o k3 Gnmugkd ,i dim8noal ) - | 1
br ek s adke,kmi4 , InTn8o |l ) . DP@b iobezhnita k eC1 NAA 73, 58
(m=7 3Ingd=8 6 %At, .59-6 2C .

'H NMRO @ NDHWS,@s) Wp p mB 5t0°]= 8681z 3 H,;1,HMB 7, ( 26 H,
H3H1515616 7m ( 2H;18@2A'8Nn ( 4H, 2H8s (,BA84LH 0225
230m ( 1H;29B30)0m ( 2H;33M3A55n ( 5H, HE 38039 5m ( HH),
H2;%9 549 8m ( 1H;83B3)(H, OQNH
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1€ NMR5Q@ MNDHMS @)W p plB, 4 ( C1260',2%;, 5;82,382%7:79; 28, 1;
28,2:; 2853 @B, ABD28, 6 CHLC,AT4C5, COL15' ): 50, ¢
(C3); 55,1 (C6); 55,7 (C7); 61,6 (C2); 67,4

Sintezav@BE&mi noki nukl i di3maai s lail ki KIniidni n anci

Za reakciju(faai eoki na&ijdina3ondndsndom Kien ukol

i ste dobiti deprotoniranjem komercijalnih ke
otopina kalijeva héaddokBoliavema pomjté ganmiaj @dd
mi jegalici, nakon | ega je provedena vigestru
organski sl ojevi osugeni Ssu na bezvodnom Kk

uparavanjem podasnbfambamot bakBmagensizakaigiegt

subdlomdodkekamt etlr-ldemkmlek s adekan u ekvi mol ar n

deprotonirane derivate Kkinuklidina. Reakci j
dugi kovom at mosfer om, pri S 0 bnou stuehnopne raac eutra
kao otapal u. Tijek -omuaksi$teavpur abeapajlea TkUD
( CH:CMe OH=5:1) . Nakon otavpyag et kae prag akvainjje,m p

snigenim tlakom na rotavaporu. Oobegesir pkion
uparava@demz&dovol javajule |istolie. Dobiveni

visokim iskorigtenji ma.

3.5 .(1NNDo de3aimiknionuk!| bdao mQiNiHCy)

Spo({ NNdo d ea rhiknionu k | bd iomiigdedobi ven prema preth
postuphlci-Bam nMdlki nAdigD d®rirao | ()b rio md oade, k@7
mLQ, 2n8n80o1 ) . Pebbwemia k e-C:QMH3 7 508 2 m§d=9 2 %% ,

t .1t6i.2 6 €.

IH NMR (600 MHz, DMSQUs) y/ppm: 086 ¢,3J=69Hz, 3 H, ,I8L1,24Nj) ; 1B H, H3 Nj
H11NB199M5H, H5, HISi 2,22 f2INj)H5); 291i 2,97 (m, 1H H4); 313 ¢, 3

=85Hz, 2 H, ,23BB0N BH, 132, H6, H7); 357 3,63 (M, 1H H3); 6,3 & 2H, NHy).

13C NMR (150 MHz, DMSGUe) tippm:1 3, 9 ( C12Nj) : 17, 26,0224128@: 22, C
287;28,8,2892 9, 0; BCIL,1MjC6,C8)NI5,7 (C3); 52,€C6); 53,5 (C7); 60,8C2);

62,9 (C1Nj .
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3. 5.(INNBet r aBchendknilon u k | b d o mQiNjHeCy )

Spo(j NNt ed e @almiknionu k| bdbmiededvobi ven prema preth
postueakci-3-aom ndki NnuGy0 ,d2n3n@o | Qb riv @lt r a@e W& B a
mLO, 2n8n8o | ) . Pebbdeaknta k e-C:QNM+H 0 3 (498 ,nbgd= 9,8%) ,

t 1959 &.

H NMR (600 MHz, DMSGdg) /ppm: 0,861(,%J=69Hz, 3 H, ,18136Nj) ; 22 H, H3N;
H13NB195M5H, HS5, HI8i223R1INj)H5); 284 2,90 (m, 1H, H4); 3,12 {, %J
=85Hz, 2 H, ,2ZBUNBjn 6H, 132, H6, H7); 355 3,61 (M, 1H H3); 6,3 (5, 2H, NHp).
13C NMR (150 MHz, DMSQds) lppm:1 3, 9 ( C14Nj) ; 17, 266285288 ; 22, C(
28,7; 28,8; 28,929,0;29,2; 29,33 1 , 3iC (L GCHjI5, C8); 45,9 (C3); 52,&C6), 53,6 (C7);
615(C2;, 62,9 (C1Nj.

3.5 . (1NNMPe ks aensiknion uk | b do miNiHeCy )

Sp o( \NFh e ldea3dalmiknionu k| bdb iefedvobi ven prema prett
postuplkci-pam nNdki nB3& My Oi, B@MBAl )-bribmk sadekana
(0O, OmMML30, 3o | ) . P @b iowauzkita k e-C:QMH4 3 1(mEL2 8m 9,

d=9,7%) t, .2t0i.8 0 & .

IH NMR (600 MHz, DMSQds) t/ppm: 086 ¢,3J=69Hz, 3 H, ,16LBNj) ; 2B H, H3 Nj
H15Nyi2015H, H5, HISi 2,26 @R1N)H5): 284i 2,90 (m, 1H, H4); 309 3,45

(M, 8H,H2,H6 , H7 ,55 3B1 Nj)1H, H; 6,3 & 2H, NH).

13C NMR (150 MHz, DMS@de) Uppm:1 3, 5 ( C1 6 Nj) ;23,8,75,6;28,22831284;; 22, C
28,5; 28,6; 28,728,8;28,9; 29,0; 29,129,2; 29,33 1 , 0iC (L GCHjiI5, C8); 23,8 (C4); 45,4

(C3); 53,1(C6); 53,6 (C7); 61,8C2), 63, 2 ( C1Nj) .

3.5.Dod@wmiklsoki nukl i QiOLi})j ev bromid (

SpMN)-dodeaksoki nukl ijde ndgkivvdm opni @ma pr et hodn:
reak ckiijnounk3toin@li OnOmd¢p0 , 8o | )-brio md cadC® k@20, 8 0 3
mmol ). Db iovezkita kK-€, ;MD€3 7 4 (ME2L9 5 Mg G9 & %) t .2t3i6

23%.

'H NMR (600 sMdHiEp,p MC,DESI= 7HH3B HIZ): 1,121 &9D1 8,
H3MH1Xt1,i®7 (ml5H, H5, );,RB8iRk5 HB1 HHY; 28829 Im1H, ), H4

3, %= S$H,2IHH1)::3, 87 a6eH, 2 H6HY).
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1& NMR5M@Hz, &£BGppm:4d, 2eCRR;2®,28,6;, 32,9; 32,
32,3; 32,4; 32(GT1B2,88532C54C48 3(4®69);, (€7 ) 4
(C)165( €2)0:1, 3. ( C=0)

3. 5. TetlrlaBb&ksiolki nuk !l i QOKCi}) ev bromid (

SpoiN-t eded@oksokinukl idjiemi debi wero mipd e ma preth
postu@&kdc&ijnamtointiormg® , InDmo | b rio lt r a @ ¢ RellLd,a

O, 9ndndo | ) . D @b iobezhita k-€1 4,NpO4 0 2(m=BEB 4 MGFO L %) t . t .
2434%.

'H NMRE MBIz, £Ba@dpd:;, 8= 6KHMAHL 1,25 0652 B H3T

H1B1 4@ ,7(n5H, H5, );H1B023 §81 HH5;28 529 Im, 18;, 1¥%4

3= &#,z2 HH1)!3 8@ ,1em6H, 2, H6HY).

1€ NMR (150 skHip,p iCH,C3 ) eC2®, 9;22R,20;9 23, 1; 23,
23,5; 23,6; 263,28;2014€/201;,3'24 ,AQ5, 4CHAC49) 5(5C 63

( C®)4;, 6)66C11;2(0Aa2)3. ( C=0)

3. 5. HekKadoeksdki nukl i QOLiy) ev br omi d (

SpofN-heldea3ioksoki nukl i diieni gebi voenompdema preth
postupkkcij om3okndan2iEmdgod,iomdndo!l Ybridmlk s a d@& kadhh
mLO, 9n8n6o | ). Pebobdwemia k-6 ¢M©O4 3 0(F3 2 0 mdF9 9 %),

t .2t5i12 5 €.

'H NMR (600 smigpCcBAF 6K 8 H16);12 11 ,40n 26H H3-
HB)1,2i@ 5(m5H, H5, HZP, @BLI HH5P77293m 1H;, 3sl

3)= 083172 HH1)!36 B3, @nl6H, 2, HG6H?Y).

' NMRLMBiz, £BTppm4, 36eCR2®2,9; 23,9; 23,1; 27
25, 233RP;, 8; 226 RIB,R2H(,6E'F , C5371(0345)8( O6;

58 ( C®)4;, 6);6(6C11;1(90¢ §3=.0)

Sintezav@®B&mi noki nsiNa likdheamacet ami di ma

Odgovarajuli amini, d dveksadecilamenmotapljeni fueut sutzoch e c i |

diklormetanu. Zatim je vodena otopina kalijeva karbonata dodana organskoj otopini s aminom, a
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reakcijskasmjesao h | a L eanma C. 2-lwomacetidbromid, otopljen u suhom diklormetanu,

dodavan je polako tijekom 30 mi n2Rtbramacetdi r eak c i

bromidd o d a n, smjesa je ostavljena na mijeganju
Organski sloj odvojen je u lijevku za odjelji
organski ekstrakti isprani ski veHomeysal &6 u gnd
bezvodnim natrijevins u |l f at o m, koj i je kasni jje otapaldj@nj en
uklonjeno uparavanjem narota | skom ,updadrmev ajbpad god o lair @ag¢ i i ami c

posl ugi o k amethpdnoeokisamsimtezu see@AC-ova( N}ami noki nuk | i di
Tij ek kemijske r e @adnc u j sastavip rotpala nkloroforen:metanol

(CHCI : MeOH=10:1). Kako bi se postigla odgovar
kristalizacija iz odgovarajuleg otapal a, na

rotacijskom isparivalu.

Reakcija kvaternizacije-8minokinuklidinaprovedena je u suhom acetonitrilu pod refluksom, uz
kontinuirano mi jeganj e, u prisutnosti ekv
kvaterni zi r alNdoflecitB-bromaesammigarNgetradecil2-bromacetamidai  N-

heksadeciP-bromacetamida Ti j ek reakcije pralen je tanko:

sustavu otapala kloroform: metanol (Ckt®leOH=51 ) . Radi postizanja od:
dobiveni produkti proligieni su ponovljenom Kk
je otapalo uklonjeno isparavanjem pod snigeni

3.5.0MBARI. Alg 2 dodec)dokmiored i | ) ki nukl idinij
br o n@d NdE-A(D €}

SpojlBa mi-h(o?2 dodec idokmiored)i | ) ki nulklei ddonbiijveevn bprrc
prethodno o pirseakoar -pmoons twNK n(2iGnig D d LrBr8o | N- i
dodecitbromacetamidd¢4 8 , ig40 , 1mdn8o | ) . P @by iowauzknta k e-A Q @H

M= 4 3 2(m=6 4 , ndgal= 8,8%) t, .5t65 9C .

IH NMR (600 MiEp,p iBMEE ®@Hz 3 H,;1,HM21m, ( 20H, H2'
H1114RL96m ( 6 H, H529 188 7m H1H)31BB6)3m ( 6AHE6, :H7)
35536 2m ( 1 H;47 B3 ) 2 H.COLT H6,2H, (JNH SLH, (NHCO) .

1£& NMR MHZ ODMB)@ppm:4, 3 (C12'); 22;280238 ,24;, 42 8 ,25;
28,6,; 28,729,208 2§ ,CIAERCIC11"' B8, 0 (CB)S3CIx, 9
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60( C2)6BH®O0); 170,6 (C=0).

Spd\jd odédagiolmacgteandiodoi ven prema pretrtreakro j omi
dodecilamina(®@ 1, 8 30 ,migdrBo i 2-br o malkcrea mi@d ® 4 30 ,mMrdo | ) .
Dobi yvpnoduwektak e ,MDBA 6(Mm27P9 mad- 52%)t, .4t64 7C.

H NMR (600 Mz mMSBDEI®Hz 3H,;1LHAL3 1M ( 20H, H2'
H11320333m ( 2H;38894 (2 HBr CHs,1H, ( NHCO) .

1€ NMR MHzZ5 OCPplph:4, 1 (C12' ) ; 2;2,218, 4,6, ,2488 5277 , 2¢
28 .28;, 7, CACI1,19 AOCHrl)62,6 (C=0).

3.5.0AN3mi Ald 2t etradeokbamind) ki ndikl i dinij
(QNHADG)

Sp qjBami-h(o?t etercad aoiknsoo)et i | ) ki nukéi dobi vewn br
prethodno opirseakoon -Boons tn(WWK n(2iGnigD d LrBr8o | N- i
tetradeclbromacetamidés 2 ,ny, 0 , 1mdn8o | ) . D @ b io vbhezinita k e-A Q ®4H

Mi=4 6 O(m2 D ,n29@j= 4,00%) t, .6t06 3C .

IH NMR (600 MHz, DMSQds) w/ppm: Q86 (t,3J=6,9 Hz, 3H, H14") 1,20i 1,34 (m, 24H, H2

H13'), 1,500 1,99 (m, 6H, H5, H8, H1%2,901 2,96 (M, 1H, H4) 3,23 3,50 (M, 6H, H2, H6, H7)

3,571 363 (M, 1H, H3) 4,77 5, 2H, CH:CO), 6 , 82 H, 2)NH 3L H, (NHCO) .

13C NMR (150MHz, DMSO-ds) i/ppm: 14,3 (C14"); 22,0; 22,4; 25,87,0;28,4 28,5; 28,6; 28,7;
28,8;29,3;29,4;29,5; 29,6; 29,731,2; 27,0 (C4C5, C8, CIC13); 48,1 (C3); 53,qC6); 53,6

(C7), 60,3(C2), 64,2 (C2, CHCO); 170,6 (C=0).

SpdNjt ededirlomaceeamdiobi ven premappsetphdod) omi
tetradecilamingl 0 5 m@, 8 , 4o i 2br o mabcrea mid d @mML30 , 4o | ) .
Dobi ypnodrktak e s MEBG 483741 mg@=- 43%)t, .6t77 0C.

H NMR (600 sMipzpp mS8BDUH®Hz 3H,;1HWUB 1M ( 24H, H2'
H1131)8334m ( 2H;3884 (2 HBrCH,1H,( NHCO) .

1€ NMR MHz OCPiplpra:d, 1 (C14' ) ;22217:22638;22750
28, 0,292,330 37,( 2iL13409(;8MHr;) 162,6 (C=0).
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3.5.1.15( NB)Ami Alg2-( he ks ad ezoi klsaoneitniol)) ki nuk!l i di ni
(QNHADCG}

Spd¢jBami-hotheldeai | @mkasoetil ) ki nujkd i domiiyewvw pr
prethodno o pirseakoar -pmoons tNK n(2iGnig D o Lrér8o | N- i
heksadecibromacetamidés 7 ,ng,® , 1nbn8o | ) . Pe b b bezinia k e-A Q VH

M= 4 8 8(m=6 @ , nbg@j=8 0 %Yt, .7t78 OC .

IH NMR (600 MiEp,p iBWSIE®HZz 3 H,;1HHMB4m, ( 28 H, H2'
H1515)119 9m ( 6 H, H52988m H1'H)31BB36)Im ( 6AH6, ;H7)
35536 1m ( 1 H;47 B3 ) 2 H.COT H6,23H, (JNH SLH, (NHCO) .

1€ NMR (150 M@ippDMSD (C16'); 22280:328254; 285
28,9; 299;1422983,;329,,58;, 3328§CL431LO1CN1NEG8§ ;1
(C3) :( C¥I S5@BC;75) 6(0G2) 68HA0)(; 170, 6 (C=0).

Spdjheldsabirlomacegeandiothi ven prema pretdaldnioj omi
heksadecilaming2 0 thg, O , 8r@rBo i 2-b r o malcrea mi@ d ®miL20 , 8r@ArBo | ) .
Dobi vypnodurekta k e s MDB® 2(m=4103hd= 4 4%)6a, .7tv8 OC.

'H NMR (600 Mipp m8BMEI®Hz 3H,;1HMB2HM ( 28K, H2'
H1131)8332m, ( 2H;388W4 (2 HBr, CH5,1H, ( NHCO) .

1€ NMR (150 sMppm:4COCI(C16" ) ; 22,219, 29,309 ,162;7, 2
30, 5;303,09;6;31,0Q31(&Lr154'2)@30RH7) 170, 4 (C=0)
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3.5Si2nt ezaowba s QAC

Sinteza-oblks@QAIKE3dma ns razl i lpovveemnduwl ji nom

Odvagana kol i3ona@atao kli jneirkd i dé nu suhom acetonu,
al kil d i h(alldoBgber nointpar o-gpialmr, o midy t4achi b rio mhle kés a n)
stehiometrijskom omj3ernua .l :K2ak ou bkio rsies to sk ignuu kall
reakcije kvaterni zacibjaé¢ onmue plodi da ¢ji do spramnd ¢ dar
namagnet skojfi mekemaRdcsata na sobnoj temperat
jdgLOma aloksu u sustavu ot apvelCGH kX1 by of @b ma
reakcijske smjwemper awklajpwell av avaa pnpackuon | ega | e
Vi gestrulo siuBipkmaka bi se postigl aPrdlujkgna slu
dobi veknriubkiapoalh o e

3.5.12-PdoplaqaBi i |-phksekBnukl i2(@QP) di bromi d (
Spol,-Apr elp-eBni | -pkesekBnukl i dien) dodbibveonmi ¢ r e ma |
opi sanomrpa&tup o wu3-okn &au(kigld) d brdrdo | 1)3-dibrompropana
(0, 0raBPp, 2o | ) . [p apbriovdeurkint a k e 3, M QI (Mm=2L3L 8 mP 0
d=9 6 %) t, .2t5i.2 5 & .

IH NMR (400 Mdp pelo®7m 8 H, H)521 L2289m, 2H, H2'
2,120 4 Q@ H,33B36)2m 16H, H2, H6,3)M7, H1

1€ NMR OMHz, MR@Dppln¥, 3) (C21, 3, )TBR®4BZ9, 5; 31,
(6, )C755 (€1, 5687@ : 201, 1 (C=0).

3.5.12-BRt-Aanddi i |l-phkeekBnuk!| i20(§ Q@) di br omi d (
Spaj-Abu-t adhi i |-phsekBnukl ijdi d)ghdeéevieanopi elt hodno o
postuphkicij om3okn dnQikg Qi,d7mmo | )4-dibrombutang0 , 0mMLS,
O, 3mdmo | ) . P @b iovoerkita k es, X 09(MAL & 2 mb @9 2 %Ppt, . t .
2606 %.
'H NMR (400 MHMdppMei@D VY8 H, H)5;, iH82M4H, " H2
H3)'2,120 40 @ H,3, FB48)a6m1 6(H , H2, "HG6")YHHT, H1
1€ NMROMHIZO, MR)@Dp pIn¥V;, 51(72,6"C3 21, 5, )TBR®B4(BC
29, 5; 631),C08,5(3/(5C'1C4");56 (B ; 201,11 (C=0).
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3.5.12-H8kslaqbi i | -phsekBhuHll b2Ao@PX (
Spol,-QAhekls-ébni | -phksekBnukl i dien) dodbibveonmi ¢ r e ma |
opi sanomrepa&tup o wm3-okn &5u(kdigd) d bnin2o | 1)6-dibromheksana
(0O, OMWOPp, 2o | ) . [ ophriovdeunkinta k e s, M£4Q @), (N8B 2 3 Mm@ 0
d=9 5 %JYt, .2t3i.2 3 &.

H NMR (400 MHdppnEROIm 8H, H)5; 3i2HBIM, 8H, "H,2

H3 ," H)HE512 84n, 2H,3,B8J@n16H, H2, "HE)HH7, H1
1€ NMROMHz, DMIPpm:7;, 517 .,16,6¢, I®3"A4NC521,2; 21
(B, )C8RGA )29 3(16, ) C0,5650C1,6%64d( 8 199,C=0) .

Kao paoutsvprjde g neé i s k mhaaeneoenniig @ ki1 h u k3loindi ns razl i|
dul jinamappovedenaaje testna reakcija tal oge

srebhmiovratg . ( OAyMO metoda temel j i se na Vi sok
bromidni h "aonanpapii Agbemu dol azi daabsbwmadan| ¢
(AgBr) . S obzirom nabistkrvhak seorinin u  kadbjreoknds edonir § € |
anipaamol ekuli, olekivano je talogenje dvost

monokvaterne anal oge.

Eksperimental no, sma@oopidmnuas kat AgiNDi r anog sp
vela kolilina taloga, gto je u skladu s teor
broja bamimmMai h

Provedena testna reakcija talaomgienijat apr ©Mmg NG

rezultirala je formiranjemabvomtdake¢ Ag8lF e ke

na monokvaterne spojeve. Dobi veni rezul tat p
iona u sintetiziranom spoju, gto je u skl a
bromi dni h aniona. Timel y&i d elsdao t@md elgiemij ma rursa

potvrda kvaternizacije
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Si nthea msaQAVai nuk3amda ns al kil nim | anci ma

Odvagana kol i| ibmnak v dkgienwuakBl@indoidegp vamapgul j i nom
poveegnotopljena je u metanol u, uz dodatak st
(dodeci | ami n, tetradeci |l amin, heksadeci |l amir

reakcijsku smj esu j e dodana stehiom@N,rijsKk:
otopljenog u metanol u, u odnosu na dobivenu
podvrgnuta je zagrijavanju uz refluks tijeko
reakcij e PL@®imenna jael o kssuws t aiv u otapal amaoldi kIl o
(DCM: MeODH=9 Po zavrget kwpeaera&odigjes k oom auyppad roi vje

nastali | jepljiviOktakloodii ser prosjte gd wmhigml jEtns
3.5 (MN)AProplaqBi i |- fdbdée8il amino)kinukIlidin
2(Qp

Sp¢jND),-Aprelp-aBni |-f Hbobde8i |l amino) ki pekldiodi wviejne wp r
prethodno o pir®arkamrndjgmavsat buapskiul ekti enrurk@agniomg |
0, Ininio idpdecilaming4 0, 9.® , A@niol pedukci j skogCNre@s®ya
mg, 0, 11Dlo bmnyoeln)o dwknt2 kK %, M=7 9 O(Mm=B 0 , nTgl=9 B %)

IH NMR (400 Myzppmslidn o8 6H,;1,MH4s2( B 6 HHIL'L

1,3 BL4 4m, ( 4 H;1,8182, gresH, H5:2,1 BR8, @n82 HH2"; 2,3 22,4 8m, IH,
Hj;25%313m ( ,4HH3LrB348m (6HL H2, H6, )H8FHB37HSE (2 H H3' "
NH; 40 841 3m, ( ,2 HH 3

1& NMROMHZz0, DMIIPpra2, 7 {4£24 '0618)17,3; 18, 9;
22,1; 25,7; 2629,;8 26T RR56CEN ; 3 2 8(0C73; ¥563G 52)
54(T®)5,1 (Cl''6R, 655 C2)(CB3, B (C

3.5 . (MN)IBPr oplaqBi i |-f besfad@decil amino)kinukl:i
2(QR
Spo(jN),-(Lpr elp-eBni |-f besta@deci | ami no)jke nduokbliivdei nnipjre
pret hodno o pirearkaorndjgmavsat buapskiul ekti enrurk@ajn @ iomg ,
0, 1mMnmo | tetradecilaming4 7 , 1 80 ,m2g@mMot pedukci j skogsCBlredst\
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(6, 94 mg, Do blilye mindou kyita k & )s, MERLT (MB850 , ndyll= 8,6
%)

IH NMR (400 Mgzppm2DO ol 6 H4LHEL, 048, H3'

HB); 1,3211,43(m, 4 H;1,8%2 70n 8H, H 5);212H8,6am, 2 HH2 ); 2,331 2,47
(Mm2H,H4) ;3i32L48 4 H, H3L74n; B6H, H2, H6,7HIE H1' ',
2H, NRB)}M. 2@, ®H, H3).

1€ NMROMHZz0, DMS/@Ppra:B( C214 )44 1 615; 1773:20,8, 9;
22,16, 26, 3; 26288,;8 ;2 62 800,9CERNF4,C5C8 37 20C3N46,
5S3A(CH)B(ACH)RZ(CL" 40CH'TE)C2)5( C8 3,

3.5.(N)6Pr oplaqBi i |-f hekéa8decil amino)kinukli
2(Qk
Spo(jN),-(Ipr elp-eBni |- heké6ad8decil ami no) kij mukdd lii wd
prema prethodnorepmikssajgom apboasstkuvpakgienrunk8laindii n
(50mg 0, 1Mrho i heksadecilamingd5 3, 3 90 ,n2gerio kt ¥ edukci j skog s
NaBEBN (6,95 mg,Dol, ¥ehomwditak e JsM=Q0 3(m=B&, 60
mgd=3 4%)t, .2t6-D6 &.

IH NMR (400 MHdppneSiOD 2 6 H6;)LHBL, 25 B, H3'
HE) 1,3311,42(m, 4 H;18H82 60n 8H, H 5):213H8,7an, 2 HH2 ); 2,32i 2,45
(Mm2H,H4) ;2132008 4H, MW3i54n; B6H, H2, H6,6iHIE H1' ',
2H, NH)M:;,3(M, ®H, H3).

1& NMROMHZO, Ma@dPpm:2, 7 (4£246" 615; 17,3; 18, 09;
22,1; 25,7; 276,0328279;28 ;( CEAN®,C5C8 B 7 2(6G3)

53( CH)BACH)R( CLl' 40CHXF)C2)2( Ch 3,

3.5 (AN)But-andi i l-fdodéeB8ilamino)kinuklidini
2(Qp
Spdjf),-Abut adbi i |- dbdé&B8i |l ami no) ki juwkIldodoiinvienevp rc

pret hodno o pir®arkawrndjgmmavsat buapskiul ekt enrurk@agn (giomg |
0, 1n®OnYo idpdecilaming3 9, 7, , Agnlol edukci j skogpCNre@dsti4a
mg, O, 10D/ bmnvgeln)o.dwkita k @ 4M=@ 0 4(m~B 2.,6ngd=9 7 %P
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'H NMR (400 MHyidpp ndeOD 6 6H,; 1LHM2 40 36H 3"
H1%136i145(m4H, HB8i2 ,7(n8H, H5;212H8,64an 4H H2, ' N 331"

247 (m 2H,H4 ) ;3132218 4H, XH3,7¢m;, B6H, H2, MH6,)95HB, 5H1
36K 2H, XNHPm 4218, H3).

1€ NMROMHZO, MR)@DppInB( C212 )8 1(&3C12%) ;3738,

19, Z0222526&6,26890; BRICTN ICAHC5C8) B 7 MH6GC3)
53(CH)B(ACH/)R( CL" 50€ 6B C2)6( T8 3,

3.5.(MN)8BUt-Andi)ibli-(st(8t r adeci |l amino)kinuklI ic
2(Qp
SpON),-ABut a0k i |-fbesta8decil amino)kendabideni pe
prethodno o pir®arkamrndjgmavsat buapskiul ekti enrurk@agniomg |
0, 1nio | tetradecilaming4d 5, 7 70 ,n2gdMot pedukci j skogsCBredst\
(6,74 mg, Dob0 ¥ emipaobuzknta k er 4 M=@®B 1 (634 , 90 mg,
d= 7,9%)

IH NMR (400 MHhidppneBD &% 6HL ;L HBL3 Om 44, H3'

HB) 1,3 Bl4 4m 4H, HB'6), (mo8H, HB5):21 B8, @4rgd HH2 ' ' );2,3H3 '

24 8mPH,H4) ;132,184 ¢H, HI’'H8 @GB6H3 H2, #6,)jHB, 581
3, %5 IH, NH)IB 4QBE3 H3) .

1& NMROMHZO, MR@PpmM:B(C2' 70C3lMWM)AMLY, Z7%8,

19, 20222526R26,26999 308 ,08(1CiTMNG4,C5C8) B7 36,
(C3)HB(3C6)BM4CRHR)HA( C1" 8()C4'3BE)C2)7( C8 3,

3.5 (MN)9But-anddi i |- fhekéd8decil amino)kinuklIlic
2( QK
Sp6oN),-1bu-t adti i | fbekéaddecilamino)kiendbbidieni pe

pret hodno o pir®arkawndjgmavsat buapskiul ekt enrurk@ajn (8iomg |

0, 1nn7o | heksadecilamings 1, 7 80 ,@giMot edukci j skogsCHredst
(6,74 mg, Dob0 ¥ eemipaouknt a k er ja, M=QCL 7 ((d7% , i d,

=7 ,W)t, .3t3-33 & .
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H NMR (400 MHdppn¥@ED 9 6 H5;N,MHal, 250, H3"
HF):1321145(m4H, HB71J ,8(n8H, H5);212FH8,7én 4 HH2 ' ' ); 2,383 "

249 (m 2H, H4 ) ;5132446 4H, 43 94n;, B6H, H2, #6,)7/HB, 5H1
36® 2H, MNHMM 428, H3).

1& NMROMHZO, MR@Ppm:Z( C2' 8)C31I'®J)FLLB, 47818,

18, 2022252626 ,257903 7,279,380, BG(1CTHNC4,

C5,C8) B7 AM6C3)B(3CH6)B(AGH)D(CL" ') ; 6D LCR)F(ARI', )

3.5.QN)1QHekls,ad i |- fdodée8il amino)kinuklidirt
2( Q)
SpaqjNl),-Aheklsdbni | -f dbd€8i |l ami no) ki pekldiodii wiejne p r
prethodno o pir®arkamrndjgmavsat buapskiul ekti enrurk@agniomg |
0, 1n®mo idpdecilaming3 7, 5@ , @A®n2ot ¢ redukci j skON 6 &t v
mg, O, 10Dlo bmnygein)o.cowkita k @ Y,M=8 G 3(nFORL My 9 6%)3

IH NMR (400 MH@ppnMelOD g8 6H,; 1L,HEL2 '26 36 HI3"
H1t13 11,42 (m 4H, HIB4IJ ,70m 8H, H5),21854n8H H2' ', H3' ', |
H5) 2331249 (m 2H,H4 ) ;5132246 4 H, HIS5M16B, 12, H6, H7,
H6 ' )93 .8k 5 2H, XNHPE 4218, H3).

1& NMROMHZ, MROPpmM&(Cla'B)177,1®, 3I@BGC2' ', C3' ',
C5: '§9R0228R255, 9;, 2B6;2,26,26829, 281GTNjI1CHj,

C5,C8) B 7 A6GC3)I(3CH6)B4CH/)R, 5(5C18 L6B( C2)9( Ck 3,

3.5.QN),Hekslssi i |- fbesfaddeci |l amdinlor) kmindi k1 i
2 ( Qk)
Spo),-Ahekls-abhni |-f besfa@8deci |l ami no)jke nduokbliivdei nnipjre
pret hodno o pir®arkawrndjgmavsat buapskiul ekt enrurk@ajn (giomg |
0, 1o | tetradecilaming4 3, 170 ,@@PrRot pedukci j skogsCBredst\
(6, 36 mg, Dob0 Iy emipabuzknt a k e1 Je, M=BB 9 (BB , A A,
d= 9,8%0)

IH NMR (400 MHdppn¥eSiOD 8 6 HA ;L2601 , 364 4, H3'
H1B1321143(m 4H, HLBT7I2,70m 8H, H5),21854n 8 HH2' ', H3' "
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H5) 233247 (M 2H, H4 ) ;3i32206 4 H, HA 74168, 1H2, H6, HT7,
H6 ' )7i3 &% 5 2H, &NHNM 428, H3).

1€ NMROMHZ, MR@ppmM6( ALNB,18,18,0a8(C2'"', C3'"
C5!: '39420R28255, 91, 2562 26 25729 27$.29, B&/(1C2 Nj
CI3N4,C5,C8) 3 7 3(6G3 ) 4(3GH ) H(AGH)B, B(5G1' '6 B(CE2)6) ; 63,

( ©).

3.5.MNM1,MHekslaqwei i |-fheksaddecil amino)kinuklI i
2 ( QK
Spo(jNl),-Ah ekls-ébni |-f hbekéséa8decil amino) kijneukd o i né
prema prethodnorepmikssajgom apboasstkuvpakgienrunk8laindii n
(50mg0, 1MmAg i heksadecilaming 4 8, 85 mg, t0e, e2douzk cmmaslk)og s
NaBEBN (6, 36 mg, 0, 1j0gr ontowkhta k e }3,Mb-Q @ & (M 6
mgd= 5 ®%)

H NMR (400 MHdppn¥eedD M8 6 H6 ;LM , 358, H3"

HE) 1,31i142(m 4H, HIB5iJ ,60m 8H, H5),210#894n 8 HH2"' ', H3' ', |
H5) 2361245 (m 2H,H4 ) :2i32 3, 4H, HSWAFqQm 168, IH2, H6, H7,

H6 ' 593 .3 2H, NHBE 428, H3).

1€ NMROMHz, MR@ppm2( ®L)1B,18,18,0 108C2' "', C3'"',

C5; '89202245%, 26725¢,2;2¢,,d72, 227%,2%, 2D9, 8,

3 B( CITMNG4,C5 C8) 37 3(6G3)&(3C6)B(4CH)S, BB5C1' '6BC6' ') ;
(C2)6( Cy3,

3.Brocgmfniafifid mmakoki neti | ki h svojstava spoj

3.6Qdhosi struktura i aktivnost:i
Kristalna str ukrteugrua attroar @sakgrRipprdoivjjesiknoage ge r azl i
kompl eksu s malahitno zelenom bojom (PDB 1| D:
Data Bank. Prije provolLenja molekul skih si:i
heteroatomi kako bizawng¢ aspi gjaaldial. o Pométeamj ¢ ev
atoma vodi ka i dodjeljivanjem Kol |l maln.oSv.i7Th ne&
(Scripps Research Institppdiemw Isa dbelilgar akal iof

protonacijska stanja potrebna-ozvsgesemulaoe] s.
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programu O.ehOiRa(Balb el Project, melLunarodna
progragnkejsen) konstruirane trodimenzionalne kot
Svaki je ligand podvrgnut minimizaciji energ
kako bi se optiOptziimiazliar agha o nMeitggandai. pot om s
for mat pptrogheamo Rac k. 23 crai(pps Research |1 nsti
Kaliforni Mreg®AaD)kutija za simuinacvernae@ninj e
QacR proteina (X = 121, %52di nfenzi 4@, 3319 ;0dAa b:
obuhvate <cijelo aktivno mjesto, noorhoegkwil ugjruniei

si mulMaligkwsliamruneaci je provedene su pomolu pro

je parametar iscrpnosti postavljen na 32 kak
pologaja |Iiganda. Svaki bi sQAC spoj simulira
[ statistil ke pouzdaerzantia pr edviinlierneitha. n aNaijnb
|l i ganada vizuali zirani dg%chr %diarddgeri,r alnnc.u, pN

opsmurce verzija: Py MOL Cppkmankusmi by ée Destanag
i nterakcije izmelLu bisQAC |Iiganada i aktivno

u potencijalne molekularne odrednice veznog

Kvantitativni podaci ©o©vafalhi zietanivegzanpamalau
parametarske analize varijance (ANOVA) radi
skupina. Nakon dobivanjea zmdlmjjreang eme g et eTaitk &

vigestruki h wuspoirleed bs p &caikfoi |bnie snee Lwtgwrudone r a
stope pogregke.

Distribucija podat aka i vari j abahwibiss k eprsi k
di jagr ama, koj i ilustriraju medijan, i nter k-
statistil ke analize i grafil ki pOi K&GziaphPad:
Software, San Diego, CA, SAD). Statistil ka z
su prikazani kao srednja vrijednost N standa

3.6Qd2r.elivanje kritilne micelarne Kk
Mjerenja elektrilne wvodljivost:i pridiSevdena
eksperi ment.i provedeni su priC Kkonmdtsaretinojorti a
za elektrilnu vodljivost ( model 018001) opr e

(0,10501 RY)Yop@doetCz2nemje kalibracijom s vode
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koncentracijskom rasp®dn ul eolmj j®a edndglletdmid [I0f, i0\6o snto

bila je povezana s preciznitKmranalmozeatl o ré6odn3 0kAC
(R iitsipvoaamoiphh na mj eri o se pri frekvencijama o
' zmelu ot porvar iij efdenecksgeent nj & bila je | inearna

zapoleo je piniliremem L0 sc¢mkl enoag oodiookd ij jenloaj
CQukl onjeni su kraokomidp@égolzi ovampeémuvi Re akoc
zatim j e her neeftd d onk | zogptcvearr einapo$htaaklej €na cul &
DC1W15/ B radi termalne ekvilibraciije. Nakon
pri l et i ri frekvencije bio je zabiljegen.

surfaktantd idadagmanojies uniiker opi pet e,l zamerlj e rtean |
dva kornakethmpspa kratko je homogenizirana ma
uronjivog mi(jmogdatdl Da0 ICyHctMG nEeur ope) . Na temel ju
nacrtani su grafovi ovisnost.i el e kmird d Inaer nvao ¢
koncentCrM&ic i ij ar a(l unat gor peddaaarsgleicazt podat aka
Mi cr &x e fet

3.6l.z3rral un mol ekaul ski h deskriptor

cL®g TPSA osnovni su mol ekul ski deskr-i pori
kemijskih svojstava i bi oRikti opolsotgkeaspppleamar
( TPSA) izralunate su pomolu alata SwissADME
pristupljeno 23. sijelnja 2025.) ,-kagmirjoskkoi hk 1
svoj stava i podobnostP (ispoalewvmatzidha ol kptgaetkodorie
koeficijent) odragava |lipofilomodbtnospgoj @o,rigted

bi ol ogke membranePo i glaawa i yeldmnolitdrcdfogbnost

apsorpciju, di stribuciju i sposobnost mol ek
izralunata putem al ata SwissADME, predstavl |
odnosno povrgiomupkopass¢euplrasmomt nost i pol arn
hidroksilnih, ami no i karbonilnih skupina.
pol arni h atoma, vel [ nji hov prostorni rasp

strukt seepomloigmé uje preciznija procjena ukupn
strukture spojeva nacrtane su pomolu ChemDr ;

MA , USA) , popul arne programske podrgke za ¢
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generiranje tolnih SMILES (Simplified Mol ecu
SMI LESptabRizad i m su kori gteni kao ulaz za i
SMILES zapisi prugaju kompaktno, ralunalno |

ol akgava naknadnu ralunal nuPianaP&8Aau, Nakdmpub

vrijednosti TPSA dobivene, a o(nhet tspu: /v/ijzmuea |.iszoiur
pristupljeno 23. sijelnja 2025.), progr amsKk
i zvorom. Jmol omogul ujrei BDs tvriwkitad ri & aic i § wo jmeotl
i nteraktivnom formatu. |l sticanjem polarnih p
vizual ni prikaz podrulja koja mogu biti vagn
i nterakci jimbsr abniaonhao,g kli immemese ol akgava r azumi
aktivnosti i farmakokineti ke spojeva.
Tabl2i cRopis kratica spojeva i pripadajulih SMILE
Kratica SMI LES
QNHC:» NC1C[N@+] 2( CCCCCCCCCCCC)]CCJ[ C¢
QNHCi,4 NC1C[N@+] 2( CCCCCCCCCCCCCC]) CC]|
QNHCis NC1C[N@+] 2( CCCCCCCCCCCCCCAatr) ccC
QNHADC, NC1C[N+] 2( CC(NCCCCCCCCCQgC) =0
QNHADG, NC1C[N+]2(CC(NCCCCCCCCCCCQCC) =
QNHADGs NC1C[ N+]2(CC(NCCCCCCCCCCCCC[cCC’
QB fC1 2 O=C(C1=CC=CC=C1)NC2C[ N@+] 3(CCCCCC
]
QB FfCi4 O=C(Cl1=CC=CC=C1) NC2C[ N@+] 3(cCccCccCccCcCcC
. [1Br
QB fCio O=C(Cl1=CC=CC=C1)NC2C[N@+] 3(CCCCCC
C3.1]Br
QAL O=C(C)NC1C[N@+]2(CCCCCCCCCCCC)
QA4 O=C(C)NC1C[N@+]2(CCCCCCCCCCAECC
QA& CCCCCCCCCCCCCCCC[N@+]1(CC2) CCJ[ Gl
QOCs . CCCCCCCCCCCC[N@+] (C1) (CcC2)]cC][ C
QOC14 CCCCCCCCCCCCCC[N@+] (C1) (CcC3a) CC|
QOCis CCCCCCCCCCCCCCCC[ N@+] (C1) (cCC?2)C
2 ( Q) O=C(C1)C2CC[N+] 1(CCC[ N+] 34CCq(BEx(
2 (Q0) O=C(C1)C2CC[N+]1(CCCC[ N+] 341CCCIBC
2 ((Q0O) O=C(C1)C2CC[N+]1(CCCCCC[ N+] 38]CATR
2( QB CCCCCCCCCCCNCC(Cl1)C2CC[N+]1(cCcCC]J!
CCC) C4) CC3) CUBr [ Br
2( QL CCCCCCCCCCCNCC(C1)C2CC[N+]1(CCCC]
CCCC) C4) CCB]).CCRr. [ Br
2( QB CCCCCCCCCCCNCC(C1)C2CC[N+]1(CCCC(
CCCCCC) C4) CAGB)W@BR. [ Br
2( QB CCCCCCCCCCCCCCNC(C1)C2CC[N+] 1( CC(

CCCCCCC) C4) CUJ3.)[TEr2. [ Br
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2( QB CCCCCCCCCCCCCCNC(C1)C2CC[N+]J1(CC¢(
CCCCCCCC) C4) Cig3)(|BC2. [ Br

2( QR CCCCCCCCCCCCCCNC(C1)C2CC[N+]J 1(CC(

CCCCCCCCCC) C4) TIC3[JBIC2. [ Br

2( QR CCCCCCCCCCCCCCCCNC(C1)C2CC[ N+] 1( ¢

CCCCCCCCCCC) C4)iGCI)BEC2. [ Br

2( QB CCCCCCCCCCCCCCCCNC(C1) C2CC[ N+] 1( ¢

CCCCCCCCCCCC) C4)iLCBBEC2. [ B

2( QR CCCCCCCCCCCCCCCCNC(C1) C2CC[ N+] 1( ¢

CCCCCCCCCCCCCC) C4DJCEBYrCcC2. |

CPC CCCCCCCCCCCCCCCC[ N+] I=CC=CC

BAB C[N+] (CCl=CC=CC=C1l) (C)ifECCCCC

OCT CCCCCCCCNC1=CC=[N+] (CCCCCCCCCCJ[ N+

=Cc2) c=gL.{jal

3. 6Prdocjena permeabilnosti spojeva
Za mogulie korigtenje novih spojeva kao anti s
mogul u apsorpciju kroz pemivtedlenk gjee.nj @ma jt esk s
(enBdrall el Artificial Me mbkroajnie niPFjeerrme afprn ¢ p u s

membr ane za odabrane spojeve.

Za pripremu eksperi menmt ao,t opriinpar e(md/jvenad ejca tl
otopljena u dodekanu wuz pomol ul telazvakoe |
pripremljene otopine u svlak uFid otneatrsshkdudtjea’y idca
Hydrophobic PVDF membrane, Millipore). Nakort
jagicu dedaobopen®5DM®9P.a lusBovremeno je U SVée
dodanoeLj ¥ BMBO. Prema uputama pcaipoestlavhjed
akceptorsku kako bi se osigurao kontakt iz
pripremljena plola iG.kuMadakamainkulkac isjaet,a anpas
olitan na spektrofotometru u rasponu valnih

Za procjenu integriteta membrane pripremljen
gute (LY) u omjeru 9:1, zatim je 150 OL te o
u akceptorske jagice dod&ndqvad300) OMSEN@E PBKSE

i nkubac#4sg et 2d@ B @jferena je apsorbancija na ¢
propusnost membrane za BCB boju, pri | emu su
dok vrijednosti vel e od 0, 0el.2 [Duopdualtunjou,  nnaj e
fluorescencije boje lucifer gute (LY) u akce
Antonio Sabl il Doktorska disertac

67



Sinteza i bi ol dgkha s&kvtaitvemrans th manmoani j evi h s
lazabiciklo[2.2.2]oktana
integritet membrane, pri | emu prihvatljiva f
prosjelnog pozadinskog signala. Analiza poda
Donorska jazica
] Y ¥ VY Y V¥V VY VY YY Y VY Vv Y Y
E

: Akceptorska jazica ﬁ

S| i2kkhemat ski prikaz umjetnePmeamblaheAut PAMEBPA atl |

3.

Permeabi) iz pPrss@jyenu pasivne permeabil

Bi ol otJikvan akt

U ovom dijelu doktorske disertacije prikazal

mi krobi ol ogki h, bi obfii ak &mail jns ki hi tmdilna Kkwl air n
utvrLlLivanja i potvrlLlLivanja bioaktivnost:. n o\
Jedan od kIl julnih parametar a, uz nisku mini
sredstava prema razlilitim bakterijskim soj
mogulnost sigurne primjene kod | judku Prin
ulinkovitost, stabihowish @pacjaeguar hiosit m pt o mme
ukljulujuli topi kalne pripravke poput anti s
Poznato je da kati omnrosvkii) aonsftivfairluniu sspvoojje vme h(e
nespecifilnom interakcijom s bakterijskom me
antibiotika koji ciljano inhibirajusspaeccii
Dj el ovamjvea Qio@e se klasificirati kao membi
Antonio Sabl il Doktorska disertac
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destabilizacije |ipidnog dvosl oj a, povel anj
nespeci filnost djel ovanj a pridonosi gi r ok«
i stovremeno zahtijeva detaljnu prlalenhhi csd
osigurala njihova potencijalna klinilka pri:

3. 7Qdlr.eli vanje minimalne inhibitorne konc
Bi ol ogka akt i vimoonsdt bsiisrktaxeamtdiezrijnréeahn3shuppoj evuar an
Ki nukilgpgitnana e -pazbbdjewniShalp@kytd porciofckcQuCs aur €
25938aphyl oc oMRcSUAs (aku riendbdl &p hy Iz@wd @AdTgQuCs 3a3udbr9elu, s
Baci |l |l uATCCerlelubss D eri a mATNCCyi7TBgtéenecscoccus f a
ATCC 29212) te -nagati ewii adbhikmiedTiC& @602 2,
Sal monel I(a zer tad rRisceau Il o ano @ Ja sA Ta&C uy7d &h5X)a, pri ba

iz kolekcije BioGnost.

|l spitivanje minimalne inhibitor nei |Ikuocnicjesnktorna
metodom razrjelLenja prevea oslmj erarzirg aeniae ng @k wuzn
osjetljivosti bakterija koje ragqMet hwowdpr ifsout
Dilution Antimicrobi al Susceptibiluitizdbeag i
Clinical and Laboratodfdd Standards Institute

Svieegpr i pr™Mamrl-iiemt nendi(jBi ol i f e, Gr az, Austrij
odgovarajulim bakterijskimCsb|Q@nmBrii g/mikeubi r an
Sljedeieg dana, kul tura je razrijelLena u sv

uvjetima do posti zanj @D esk0s,jiBg)rbenid jta¢ mel jfnzal
vrijedeommstpireObodno kal i brir ajnediunoipcdan ® ® u mn a a |
kol onGFW mL), Kkultura je razrilildCE0DA@OEAa konal
suspenzija dodminlar gtei tuarjseakdi cpel 096 koj e su s
razrjelenja spojeva, proi Eempepei pesbaktuejap

Mi krotitarske plole inkubir@nd@8osiusma ekokooil

bakterijskom soju. Vi zual na podlLvrrdeaa gfedhzswal t2at
jodof3¢wiilt)y ebff emii ll t et r a@ NT9 & v mdk/l mlk)o d i prel az
|l jubilastu boju u prisustvu givih bakterijsk
rast a.
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3. 7Qd2r.eli vanje kinetike inhibicije bakter
Eksperi ment odrelivanja kinetike inhibicije
pozitivnim bakterijama prempokeni mahjkanoil ea
[ bi skvaterni hi .moaAT @®¥s hIBSPp3Inpie v eATtCoCg e7nbedss .
Prekonoina kultura odgovarajuleg bakterijsk
temperirarmdamtMwmel(IMH) medi j u tteemp enrkautb@ rruaz aud t3
konstantnu rvwrnt/Mjak oond g220 kul tura dosegne pr e
(OQos 00,85 razrijedi se do kbdInbCIFrJd mk o n dJe njtargai
mi krotitarske pl ol e, koje sadrge alikwvote (5
ova koncentracijama I MIG&L ir avlrKi,j eoltepniep ebtaikrtaer
Gustola bakterijske suspenzije pralileagp je m
tijekom 24 sata na fluorndmetamu GTewagn, Litsdf. i, n i
i ntervalima mjerenja svakih 15 minuta. Netr
kontrola koja ukazuje na neometani rast star

pri kamaoni ovivwmaemdknuub aci | e

3. 7Qd3r.elli vanje potencijala razvoja bakter
Potencij al Zza razvaoj bakterijske rezistenci
koncenMt Kcuj er({sutnosti pr ot oam,o floacabjoansiiilrdiai IBi
kl orfenil hidrazekiakdCiCEtPen Ba&vemi pRE@E@s i mer
33591 ( MRSA) , posjeduj e genei poudngpblv.o ir ma | nzaa
i nhi bkbaceatraai jna GQ@O®MMenut u bakteriju ut v i
eksperi ment as pso jkeaPadei kdoant ol nrmaaa MKFUBIQtSBr3eb 8z r i j e d i
svjegem tempedHimooom( Mdel medi j u i kul€iivira
220pmi Spoj evi su serijski razrijele-dMi nuomi kr
(MH) medija uz dadaRakpaf POl €CECPh koncentra
250 do 75 OM,spovi&kapojoi . Kapamj ey a kul tur a
predeksponenci jeeslOni@®,)BHazwmzrrasteadi( G do konaln
koja odigéC€RrUAMIS u MH medi OMCEC®#.0odHk k@mo 1950
pripremljene stanil| nej asgunscpea oz ipjti@dlesl mi psea d rr ¢ai
odogvaraj ulu koncent r(a%55(0N. | Mipk rt o tviatna ths ls® op lew |z

preko noli te se nakon 2MIl K alkao liinkkou bsauc i tj ees tvi
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supstratghuradgil uks pra skiao vunlICiICICIPa MIr d est nt amneéeh

spojeva e se smanjiti

3. 70drelivanje minimalne inhibitorne konc
Prekonoina kultura odgovarajule bakterije ra
MuelHienrt on ( MH) medi j u, nakon | E€Egazj &onskabt
vrtond ue gmmh. Kada kultura dosegne Oyoedi@k§ponen
razrijedi se do 4HS BFE &N ML @Ld5jtkek os tparnii pcrae ml j e n

ot pi petira s e u mi krotitarsku pl ol i cu kKoj
koncentradpgjama 600&Gg/ mL, 25 Og/mL te 12,5 ¢
potom inkubira 24 sata (ovisno o0 ispitivanom
kulture s antimikrobnim agensi ma, hraaj i vi
eventualno formirani2 bpiMd®faivlionm.o ml a gkiocjea ssee insapk
takolLer aspirira. U svrhu fiksiranja formir
i nkubat or u JjCeda\m ksoant spurgiengOa i f i las d@li0j, & bi of
%t ne otopine kristal violeta nakon | ega sli
Nevezana bgjeanushli ostMQ sven dom | pl olica se nek
sugeNagkuwo.n bojenja formiranog biofilma krista

jagicu mikrotitarske %tlnolgi ceet achood aan or ajdd 100 0a p(
vezanog za biofilm. Plolica je inkubirana 30
boja nije bilaebpompunbubaoipj egenpreostal i tal
pipetiranjem pomolu multikanalne pipete kak
svake jagice otpipetirano je 100 OL dobivene
je i zmjeren intenzitet apsor bammni jlexfpgrmii t29 2 C
(Tecan Group Ltédntemzitatskpyporbancije propo
biofil ma. Kao pozitivna kontrol a ak kroingtreda

MuelHienrt on medi |j

3. 70brrelivanje viabilnosti stanica u vre
prebrojavanja tretiranih stanica
Eksperi ment odrelivanja viabilnosti st-anica
pozitivno$. baki€Cs Pb923. Prekonoina kultura
temperirapsomi(MUH)I| Ineerdi j u te ostavi u inkubat
Antonio Sabl il Doktorska disertac

71



Sinteza i bi ol dgkha s&kvtaitvemrans th manmoani j evi h s

lazabiciklo[2.2.2]oktana

od GwWz konstantmypm/mtikgkioprgt @2Iul tura dosegn
fazu r ast0aB)i®PDrazrijedi se do KolME&FWé. mkonce
Vol umen od 50 OL razrijelLene bakterijske kul
koje su sadrgavale 50 OL idpiMJikMlaKk hi .p K] ev
Netretirane stanice sluge kao kontrola rasta

potvrLuje odsutnost kontaminaci]j e. Prije neg
pr3i7C, iz svake jagice OtipirmpazrirfaeMsie ne ldd %0ao t
Pripravljeno razrjelLenje bakterfljskPetbm ser é
Olbbdgovarajuleg razrjelenja sterilnom ezom ne¢
bi se iduli dan prebrojavanjem kolonija koj
mogao odrediti ukupan broj stani ca ma& palkatbk
a u i zabranim vreeamemaekawm jiatgpretahodmao opi san
nasijavanja alikvota na krute MH podl oge. N ¢

sat a, prebroje se kol omibjid nb &k tsetrainjiac at & CFaJ/
viemenskom intervalu pri KpNickehtF adiljkaanna isp
koncentracija netretiranih stanic@aFUenlulot at

viremenu.

3.8Mehanizam djelovanj a

3. 8T.els.t propusnost.i membr anepprémaagsapid
Za procjenu membranol itil kog potencasgal a, C
fl uor els@pernami di jev jodid (Pl'). Pl se vege za
me mbr ane budul i da j e i ntaktna me mbr ana n

fluorescesnp¢let rporfaltuior | 1Be B 7 isthinkk®rii jgue eius

ATCC 25923 u tretmanu i bez tretmana anti mik
sepreko noi-ili m{ Mid)e | hediG u na#d3nTr e eg dana, ku
serazrijedi u svjegem MHtmedi jiut dvnaadsdvepeett i pna

eksponencOpRadoni@,)ba BSdea(at cen s ¢ miar o @iirjeekom 1
minuta na sobnoj temperaser PBSaphasdkes# B, idjs lOD
Fl uoresceneu jmi KPrlo tpirtaatrisksi m pl ol i cama i( Porva
100 shakterijskiihspoahmi ¢ Ki MOK koji su pret
razr i jodlogilkminuc en4da 2 arcM.j eFl uor esed @ eikjoan B14 0s mii |
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na 87 u fluoromet2r0o0 ToeRe@an | @rf o mp t Ektodr.i,s t @V ii c

ekscitaciju na 536 nm i emisijuimae6dd swak®
mj er,eng acksperimental ni Miodracs odatnoagEni azr@dr.aj u S ¢
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4 Rezulrnmagpr dva
4. 3i..nmen®d bi skamdreirjnevhi h spoj eva

Reakcisjheksa i2kfa pr i kiartug 2enon o @AWEBami noki nukl i
odnosno dfByaimv @to& i n Blploij eéiviha s u dobi vens3 kva
ami noki niwkelrii /idami d o k i nsuakl I4kiiadli ongama i .d CC 1t e
kvater ni z3aanijnorki o MNkall ibdrilbnmaa cet amihdi MBC ABITC
Dobiveni aEdj kwegmasedul jini al kil nog | anca
ugl ji kovom iationmprewti@yuahkt urne varijacije mog
kemijska i bi ol ogka svoj stkvrau tsipyeg dRroged iPwiondaurk
| i stsalna eti zirani h span,eva detvalgjemiaj aj ek aTlak t
primjenom spekt iHo NWRE s KMR) met oda (

TH NMR spektri spojeva serije QBn potvrLuju
prisutnadinfolpegmeami gnal metil enske skuigHne ve
pojavljujeus,da8Buppodrddkuse mul tipleti proton
Ul1,72Q9 #Pm. Ter minal ni rniemlagdtn OpPpmo¢ dnd dapHm) t

protoni benzamidne skupine zla/p dBedmP m,sua kmmoo't
amidne skupine (COMH)pgdBjtéB3kfagna.kt eri sti | an
Spektri Ssu konzistentni s olekivanim ikeémi j s

fragmegntto potvrLuje oluvanu strukturu KkKinukI

1€ NMR spektri pokazuju sigida66lk@épiplonni ldrokg s
aromat ski ugl jicil2@EsBeBenl enMetii 2 mals ki ugl ji
zapageni s BZ%Pppodr aljter mi nalldi 1w | Wigl g glkj i
neposrednoj bl izini kiat PP mog gdwgij kka un aslka zaid
vrijednostima za kvaterne amonijeve soli. Do

i |listolu spojeva.

H NMR spektr.i spojeva QAc pokazuju mulidiple
1,729 37 ppm, ter mi natddn wWpndest itlen s i Nilgl @it numern a | n e
nai2,i@7 ® m. Proton amidne skkpirmrkt @©Coptieltapa
8,32 ppm, a protoni Ki nukl i di2ni2tp eWworg pOdsstud ma
aromatskih signala razlikuje ove spojeve od

acetamida pofenBkme@neza nhjneonmu
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1€ NMR spektri pokazuju si dnfarba gkrmetiatoah GGmd g u
a ugljik metil nelaskpi®ne Matc et @amistka mpmgil jici s
u podi2wi3®upPem, dok se Bkgmaler @1l Njdugie&nppan. av |
Dobro razdvojeni i Il ntenzivni signal.i upul uj

kvaternizacij u.

'H NMR spedstproij eQMHpokazuju sifgmHilUep mai3y 0@a s k
3,13 ppm, multiplete plr,diGom@amal tkippd ramdign d lamec ame
skupi a®, @ nI& 6, 9 HzRi.nuwkloitfbindt praogoj aul j uj
2,184 63 ppnpr iamasmingeoa |le & 6,pppm@v akav spektar potyv

kvater.ni zaciju

'€ NMR spektri pokazuju signal e utu2ZIR2Xiplpm Rk me
terminal ni nid B1,118mpip.mu @igjl ij Kk cpr iICL1Nj i ostald] ugl
vezani uz kvaternu6Hdi6BpRmnadlze€BERawzlieljuu p
54 ppm@obiveni kemijski pomac.i u potpunosti

kvaterne amonijeve soli, gto potvrLuje struk

Prinesakcija kvaternizacije za sintetizirane

razli ke ovisno o prirodi supstituenta na pol
Za serpyuas@BniABqg Hii)q (L5423 1% 9(6¢ 5 Vo |( €pPrji e opa@r
s produljenjem alkilnog | anca, gdbo omealmoagrea
povoljnijem sterilkom pristupu u reakciji k v
U seripii QALiPB)5 1%, (T5.8 % 8&)4 NajCele isk

postignuto je za spoij),s gtet rugpdud aijlenima | capntcie

topljivosti 1 reaktivnosti e adgod nasza. dKoo dnasnp oe
pri nogperojatno zbog djelomi|lnog ogranil|lenja
Najiweali postisgnwt ser iij it oQuNH2 , #81%5 (1% A1G 9 v g ICv i
rezultat.i upuluju na visoku reaktivnost a mi

kvaternizacij e.

TH NMR spektriADLp o |QMNMHACIQNRNADCsu DM&Ot apal u
pokazuju signal e u skl adu S ol eki vBH-albdni Istr

br omacetsaunpisdtniitruent om. U svim je slulajevi ma
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prtia O0i0D8@®@pme multiplet met i | dirrs klilhl $pprno,t olniaj &
i ntegracija odgovar a kdulujkilnigin alt lkgirlanogge j laard ¢ au .
mul tipl eita li 228085 BptdHIH 21290 B MAY)UH IJiI31PB M

(B 7H2H = 3i35HPmM3I)(.H Singletidad udipdPIpml| odgovar
metilenskim prod@d,i mai me&kupe np o tCHr Lwe¢ tea nuisdpn oec

fragmekhitmukiladdgnkj eBSpektri su | isti [ bez dt¢
| istolu i homogenost uzoraka.
1€ NMR spektri potvrLuju navedene dodjele pr

Signal terminalnog met U&nadaigd4pPpPimj, i knet z dleinls k e
podrwd jBZppm, dok suksinghal pi agppepabgri=s L2t5ni8 i
[ 53,6 khpmet Ubénske skupine izmelLu (GQugfLHKova
CO) pojaviij iGGOmpme ook je signal karbonilnog
prie 19Pp,mM Jgto jiej ardrskd taidma skamrmakteristi| ni ma
Kemi jsksiptenoziransh 8Ppop8vikoD€2an®HI1 % z a
ADCst e 80, 72 iMMD@sa DPNoH veni NMR poldiasctio [juasin os tp

svinaAvedkdeomijgfevazI|l il itim duljinama al kilnog | al

Antonio Sabl il Doktorska disert e

76



Sinteza i bi ol dgkha s&kvtaitvemransth mamoani j evi h S

lazabici klo[2.2.2]oktana

(0]
suhi ACN, s.t.
struja Ny | R: R-Br

-C]_':H'}:
2P 134 s N BT
-C14Hyo ii) P struja Ny } :1;111 ACN,
-Ci6Ha3 NH, t.
/[ O
s

QNH;-Cy;, QNH;-C1y, QNH-Cj6

QNH,-ADC}y, QNH,-ADC) 4, QNH,-ADCy

Sl i2klhema sinteze-evavwiai) moko QAR i di na i nj eg:

U svrhu ispitivanja utjecaja pol &rimausKtloagsuwmgsg
prstena, sintetizovanaukdein@ien2iBiEBa oeruv 0 QAT v er
kvaterni zacidoomalishimludkkd e ma zi mai te dul jine ugl

(C2 1£ 1XSpektroskopskaH difaINiMiRap rpoveodana je za

homol ogndNgal 8okas oKi nukl i dinijevih bromi da s
ugl ji kovih atoma -Qi; alk@Oiil n@On. | Dobdbu v Eé YO spekt
dosl jednu i ol ekivanu raspodjelu signala koj

| i stolu uzoraka.

UH NMR spektrima svih spojeva zabiljedgeni s
razlilitim kemijskim okolinama44,@/ponl eloudljie] ul
protona vezanih na metilenske skupine koje
karbonilne funkcionalne skupine (HL1, H2, H6 ,
toga kemijski pomaknount ipoplrjeuma ni gem magnet sk
Antonio Sabl il Doktorska disert e
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Protoni W 8 purd jpur i padaj u metilenskim skupi-tr
koje su wudaljenije od karbonilnog centr a, a
dugi ka i ki si kiauk aMjuij uo vn a -srgulil ot § eprine ©3 @ik i j u

struktur e.

Najveli broj protona pripada dugom alkilnom
podr a# j Ul ,26p m. Ovi mul tipleti odgoChinajunumat
|l anca te se njihova wukupna integracija pov

Terminalni metil ni prtorntigpviid tj Caps@i@ 3J(Bte,7 pHE Ay | @t

tipilno za linearan al kil ni rep.

Usvim anali zi€anNMR uszpoerkcoianmmaa se karakteristi/l
at omat apra2pam, gto jasno potvrLuje prisutnos
Ki nuklidinijeve jezgre. Ovaj pomak tipi-l an |
oksokinuklidinijeve strukture.

Signal i U=p@dppmj wri pisuju se ugljicima ki
neposredno vezani inlaniduygd lkjookav sambo mk ambma o
C2,6CH .C Ti pomac.i su u skladu s elektroneg
potvrLuju njihovu kemijsku okolinu.

U podiu | B®pm pojavlijuje se niz intenzivnih
ugljicima dugih alkilnih | anad@ijCKalkoojsei diuh
ovih signala raste proporcionalno broju met.
serije. Terminal ni met i | nid upgpl m,i kg tkoo dj es vtiihp isl
zmetilne skupine u |linearnim alkilnim | ancin
Signalh PppPpim odgovara ugljiku C4, smjegtenom
signaldi 2@pm pripisani ugl jicima C5 i C8. R a
su i dentil ni u cijeloj seriji Sspoj eva, gt o
| i stol u.

Spoj eXi, @D @Opstvareni su u vrlo visokim ke
%, 196, %9, 0
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H cl
KOH
R-Br R: -C,H,,
[ suhi ACN, s.t. -Ci4Hyo
—_—
N struyja N, -Ci6Hs3

QO0-Cy;, Q0-Cyy, QO-Cy¢

Sl i2kBBhema sinteze-ovavikh 3m&khmo QA @

S| i2Kgar zkmehani zam si ntMNaleR-bttra mapcreetkaumisdoan @k o j i

reakcijama kami eoki nakijdiaohb, a koji se r az
Mehani nampgtem nukl eofilne acil ne s wapnsktraiot uc i
nukl eof il napada el eXbtrrooniabckentimil dfaorrbmoi mrialjnuil i u

tetraecdrupkibdpkt uz el iminacijuebudbmi daognati
odgovarajuleg sekKuspganodolgt aiBdamoge se neutr
trietil amina. Rebhé&zvpawviseet i maovordaj | egl e u

kontroliranoip Ct)e nkpaekroathiir i s § Osimamjeimlkad b ma g u ldma
al kilacijeProbdukti msonadopeveni kao bijeldi pr
Preliminarna identifikacija sintatid&aok ajne hng
detal jnija strukturalna karakterizachHjMdMMRdTr e
i€ NMR.

H NMR spektrip, sHmBG eAMBgCo A®Zuj u signale koji o
struMaludbirlomacet ami da. U svim je slulajevima
skupitbe OpBi@a3Et 6,9 Hz, 3H) te multipliestlime?i l
1,33 ppm, | ije su integraciMeea i heinisikada 9 eda

du@ivk a(tNeM) pojavl juje ®Be 3k3alof grmu,| tdiopkl este pmmeit i |
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at obmrao M@XBr )

signal a,

javlijaukagG3sPPml etSpeki ri
potvr Luj e

su | i s

gt o visoku |istolu izolir

1€ NMR
ugl jiKk
dok
skupi
skl ad

spektri dodatno

potvrLuju strukturnu

a pojaavipgjput, e meda igreinski ugl jiF ciBZupnu,t ar
ugl jici bl i zinid did@®pka Kabbomndgiat:
zahiFl jlépPemd (D @DIC it=e 1 7p0p,mM (1ADCGgt o

vrijednosti mak kpirmkteri stil ni ma

S u

e
ne j e
u s z a

Kemi j

ks ppy emwnbssul 25%20zsd |ADIB ,za 14ARC %476 1ADQGt o
kI

uj

j e u adu s olekivanim vrijednostima za oV

potvr u identithal birbimaceoeif amisdatetiziranih

= O ..0
n :0: -
amin Q <;O :
Br [2]deprot0niranj=e Br ,\
~ Br Br
2-bromacetil-bromid H _@ITIH :NH
|
nukleofilni napad ( R R
R—NH,
:0:
o
[3] eliminacija Br _ Br\)k ® ©
B NHCH,(CH,),CH; ~ + RNH;Br n=10
12
N-alkil-bromacetamid 14

Sl i2kk@hema reakcijskog meMNaniRbammaicet ame dpr skumr
dul jinom alkilnog | anca.
TakolLer, mehanizam for#@ami@doka npkll etdninfa pde k y

nNukl eof id upes taxtli uBdfiaej lesatk oanhi dr i di negto manj e
kl orida, oni i pak |l ako reagiraju s velinom n
nukl eofilne supstitucije anhidrida ne razl:.
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karboksilnih kiselina, iako anhidridi sadrge
na jednoj karbonil noj skupini, dok druga kar
uobi| ajeni h koraka nukl eosfkiulpnen eadipoitjree bianeljie
protona. Mehani zam se odwirjvkmkpapadamtni k&or ak
napada el ektrofilni ugl ji skphiabbiodi t Behs k kpqh
protona i el iminacije)m madtaxzjed e k srkaulpriine s (R
sekundarni amid.

karbokislatna sol R= CH,

Sl i3keEhema reakcijskog mehanizma nubamedbkl nekhbtcd

S | 13 Kpakaajereakcijsku shenu sintezenovih biskvaterninamonijevihspojevakinuklidin-3-ong
dobivenihreakcijamévaternizacijesalkil-dihalogenidimaazlil ite duljine (3, 4i 6 C atoma. Takd er
je prikazanasintezabiskvaterniramonijevihsoli koje sadge dugolahanealkilne skupineg(12, 14i 16
C atoma natrel emugljikovom atomumolekulekinuklidna Spe kt r oskopska anal i
ki nuk3loindikn h pdoetrvirviautjae uspj egno provolLenje re
redukti vne aminacije s dugtd aMNMR n s me katl rkii rhan i

dobi Kevrmitler n( g apoyemni cama od tri, | etiri [
mul tipleti=ul2pPgdmul Koj i odgovaraju protoni m
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Ki nuklidinijevogufrs3gptpmtpri YSupodrsesbjsignal.
neposrednoj blizini kbV&tNeMRisp ektornii ma vp rhe keern:
je signal kar B n2pdplmo § Cae®l) j, i kaopii 8k uPpFppa, si g

koj i pripadaju ugljicima vezanima uz dugi k.
razlilitom dul jG6énomoddyvezvrei cseu (p@OAN aj pu=i jile7 u 8
31 ppm), gto paltkvirllrug ep cowe zsruitcneo se pkevl ai t| el at nea zdi u

ki nuljleivdaiagime nt a

Nakon reduktivne aminacije, koejvobng ssqumenratdae n ie |
al kil ni l anciiriazbf,| i@l edrud jsmezf &l aj ne pror
podacilMa NMB spekidmoibmaenohospojeva potjraivpljeutj
terminal ni h melt=i 10n0i 7h® @snk u(pii mtae gprraici j a 6 H) , g
dvaju dugol anlani h alkilnih supstituenat a.

alkilnih | anaca #Bablilj@gen pei ul epodrsé¢jiunt en
povelavaju s duljinomi=al®i,8pmgptiascani Usponm
pripadaju metilenskim protoi€iHnate pltozoni ma
kinuklidinij'!€veNMRe s@pre&k.tdrolbmasbeinso@oCaest aj e si
karbonilnog wugljika (~201 ppm), 0=a Pbgpm,l j uj
karakteristilni za uglji ke vezane na dugi k,

U iaffat skom dijelu spektra upr il34pp mj Eaj ibrogdagi
metilenskim i metilnim uglijicima dwiggrhadal kriil
14,4 ppm.

Sveukupno, dobi veni NMR podaci Uu potpunost.
Nestanak karbonil noilN si qnalfat skojhawa gmaviah t G
metil enskih [ terminal nih prot omnd o tskivlau j
ki nuklidinijevih derivata i uvolLenje dugol an

Bi sQAW ( @0) 24 QO 6 @ROPj egno su sinteti-3donane r

odgovar ajdiiibirnomaldkiima razlilite dlémimnekonoG3,
raspony @od, W82 Uo|l ava se da duljina alkilne
ulinkovitost kvaternizaci|j e, gto potvr Luj e
jezgre prema al kil acijskim reagensi ma.
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Nastavnireldakdk vnabi asmAV & inju&3toindi ns dodeci | a

tetradecil aminom it alkkekKseade i lusmpijjrregmo provede
Spoj evi}h 22:0QC 2,(Qe= 3, 4, 6) pu i molsoRma&l:n ij @
dodecilaminom i tetrepdepbkaemansen daveliswmi vélis
8600 i, ®9 dok je pri reakcijama s heksadecil
posebno za spojeved=s 3krzd@l Qo ¥ a paii anpoede( s e
pri popcwealianojs mettemain jkojj tdouplljjiihv oassltkii | ni h | ance
medi ju, ¢gto otegava pristup redukcijskom rea
Zanimljivo je wuoliti da su spojevi s butansl
tremrd nopai |l emu su produkt:i s dodecilnim i t

u gotovo Kkvanti tdat iHMi H) el ski paomasr Cuj e da
povezni ce i zmelu kvaternih centara pogoduj ¢

redukcijskom agensu.

S obzirom na homogenospr iipn&me@gde ste nz alolsjt uldiotk
sintetski uvij eti (bl aga reduktivna sredstva,

za OVvVU Vrstu spojeva.
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[If*

KOH

Br/HH\Br
[ n=3,4,6
N suhi aceton, s.t.

N N
struja N, \/ \Hn/
2Br-
0)

2(Q0),

MeOH R: _C,Hys
NaBH;CN | R-NH, -Cy4Hy
refluks -C6Hs;

HN-R

HN—R

2(QCR)n

Sl i3kl@8hemat ski prikaz sinteze nosumsthiitskiviadareo qi Ki
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4 . Rrrocgnmfniaf i | ni h i farmakokinetil kih svoj st

4. 21.n2 .sainlailcioza Vv e-pamg ar é&g BIQAICOTr ni protein
Ekspresiju efluksnih-ovasviagastusmkereatihs nan C
transkripcijski represor QacR,nighuppgiVez ampedml
mal i h mol ekul a eofvakQaacR,prpolpauzi QKACNf or maci | s
represiju t e aktiviraju transkripciju gena
ntimi krobn'@®Wueststiensujadnici poktemhi z ascu
eteroci kl isimainhpuplkosnpib@avu sposobnost intereé
o slabijeg nimibhaind 2Zdjnek leddwks tim rezultati:
a bi-cWQiAazmatno sl abiji afinitet vezanja p
omer cijalnim dktseQAiCdi snp od ie@®iCdn o k Igotroi djoen p ot

ralunatim sl obodub ®:;)emearng iejnaama nu eezr aarkjca j (@

X O o TS 9

N

ukazuje na smanjen pot encshipaulnmgzat oignad usce v lbai nsj Qe

izdvajaju kao obelavajuli antimikrobni kand
Dobi veni nal azi prugaju mehanistilku osnovu
generacije temei,imekndjha nzaad@AGvaj u ulinkovitoa

i nduciranje rezistencije putem transkripciijs

-5
Rl k3
=
=
£ 74 —
¢ o il
S
-2 1 T T T T 1 T
N> > \© N\ N> N
Y 0 K O O O c‘}
RO N SR S AP SIS

S| i3kkBo-anWhi sker dij agBasanfiasizjiread umxattii hza= bl ZCQACL 440

16C) u interakciji s QacR proteino
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Modi fi kacije u duldudmgivwenaid akad |l anjorgo | wtnjceal u na
kvaterni h amomiejnavithr asnpskjréwaci j skomOpégmli a oo

spojevi s duljimi3l pokazmjuazaoiamao( sprabi i a
njihovim anal ozi ma, ka atl ®jg jleantcrae{d pasolCi to i :
povezini=k a3 . Budul i da | al e prreegena zzaa eJalcuRk s
smanjena interakcijahawsahQ@®dimRr @aGedasri santaaradun

znal ajkom za sprjelavanje aktivacije mehaniz

Nagi rezultati dodatno upuluju na to da zam
sadr gi karbonilnu skupinu znal ajwmo0 ¢tovepada
hi potezu da polarniji supstituenhamapopabaean

Daljnja eksperi ment alprma vwangph tri eezawnljtagt duysntj jeig ke

uvid u wstezmkt odm@se spojeva prema regul ator u

Oketni-dlii mi dr ok | okroinder CcOC&) noi sdeopstpiokp @z ujaen sr edr
vezanja puem®3Nj agoc®RrR je afinitet zad it & lo vhavti eyri n
amonigmojadivia i pak nbigs k vb@tmenn gnelvie hiaz v endiek#l ii | iin
3ona 2((Q&oje ostvaruju snagnije interakciije.
S obzirom na Ukhogur @as Rr i pcnijdsuksotga vrag p rl el sgoarnad
afiniteta mogu potaknut.i derepresiju gena,

potencijalno ugrogavajuli njihovu unutarstan
t ome, Spoj ey khoputp@K®ZLuj u sl abije vezanje
ef enuknehani zama te na taj nal in zadr gat.i pr
znal ajka | ini privlialnim kandidatima za dal

skl onogiruanijnuducakt erijske rezistencije.
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Sl i3k3sol ekul ska simulacija proteina QacR u kompl
veznogAPRqex®)?2 ( QLiC)OCT. At omi ugljika prikazani s
a at omi kisi ka i interakcije crven

Kristalna struktura transkripcijgshkPoO® 1 ®Opr ddad
odabrana je jer predstavlja dobro okarakte
strukturno raznolikih kationskih i -dvddrj efl ebr
kemijske znalajke sa supstratima zaotkojowaj e
protein pruga relevantan strukturni okvir za
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Hi dr of obni vez nipolkazwpj eQaicRragenu struktur nt
prepoznavanje i smjegtaj strukturno raznol.
bi s QAV(e

sl i3Ba&aprilagodljivost proizl azi Iz konf or mac

aminokiselinskih ostngjteasktaa tvee ziandd Bac PVhbiiglen el ipjreil

Vezanj eobpsWQACst veno je volLeno kombinacijom |

el ektrostatske interakcije izmelLu kvaternih
hi drofobne kontakte i zmelLu dugi h alkilnih | a
potencikjaglimenske interakcije s aromPosdhaitme o

Londosiiolve dodatno st awdZdnamg!fmjjeustila gand unut a

Ov a kombinacij a i nterakcija temedaj tjee ngiegm
sposobnost.i da reagira na |l i tav spektar k

transkripcip@uogmpra za efl uks

4. 2KBi.t i | nak om ced tar a@i |
Konduktometrija je 1izni mnkeno gmedttalda viaojia psres
primjenjuje u proulavanju melLuionskih intera

do strukturnih transformacompl| @lbpaabagséeygaciap,i

vrsta. Zahvaljujuli moguinosti pralenja prom
u otopini, konduktometrijska mj erenj a prug
mol ekul ar noj razini tamabimp gulipujor ek aa rktaiot ag ti

formiranje kdthp rsd fdhked kuu las

U ovom istragivanju provedena su kospudukutndkned tj
koncentracije (mdpnphkveimomaij etb iBkpaiorlkkaanziuhj e d ot
rezubhtahaliza grafil kih podat ark & edkmmangtuel nitlraa ¢

(CMC . Nai me, uol ena su dva=fl(icn)e a rknoaj ap ooddrguol vj aar
regi mi ma JuprseurstceMuwr nom, gdje su prisutni i
mi cel ar nom, u kojem dol azi do formiranja mic

promjenom nagiCoMCyvr ipj eédderfaesmt r ppa kao tol ka pr
ekstrapolirahf%h iz tih podrulija
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Pad nagi ba n@GM@&n rpepaqutlitzadnjja@ smanjenja udjel
budul i da se dodatni surfaktant. ukl jul uju
pokretljivost %Noandaal pe, mprekabi micelizaciije
sl obodni h nositelja naboja po jedinilnom vo

specifilne vodljivosti s porastom koncentrac

Provedena konduktometrijska analiza time ne
kvaternih amonijevih soli za spontano for mi.
odrelivanje koncentracijskog praguaogreisakojge

kljulno za razumijevanje njihova ponaganja u

700 A QBnC,y
© QBn-Cy, ak®
600 X QBn-Cyq o
a A AN
= o pres
§ £ a00 A
4 2 *
S 2 NS
b < 300 e
4
200 ¥
< P U
100 A.~"A-" """ "_Y:. R R NI
s 30 W
0 Qf.:"’"
0 1 2 4 5 6 7
< mM)
450 1 D)
400 " (."
° QO-C,,
3504 *QOCy
-~ 300 4
£ £ 250
g A
S 3
= 100 < 200
150 4
100 4
;b'*...m.-a,.,-zx S0 A TR R
o 12= P
0 1 2 3 4 5 6 7 0 JRanws
¢ (mM) 0 1 3 4 5 6 7
< (mM)
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E)
350
aCPC - 300 ¢BAB
s } ‘ 0,90“3'9
) Aﬂ“ = ,—"'7:;-0'*79 -
a':_l_;'.‘_‘_.a.-ﬁ _g i ) _.‘I-I;".-ﬁ’-é"
e w .
'jiifs'l < 150 ‘ﬁ.-"?
.-a >
A 100 ,P"'Q‘
B s0 ._‘o""‘"—
A _'p'
04—
0 1 2 ¢ (M) 4 0 1 3 4 6 7 8 9 10 11 12
, ¢ (mM)
S| i3kddr i vul j e ayvuo dolvjiisvnoossttii (0o koncentraciiji mo n o kv

vodenoj of@pprniik apzrane25su za kKA)QNIEB)B CYQA dD,)GCe v e s
iEkomercijane kvaterne amonijeve spojeve benzi
cetilpiridinijev klorid (CPC).

Dobi veniCMC ao Kktvattemarei j evie sklogdkwesu s pret h
podacikman ukoildi Jjt o dodatno potvrLuje pouzdan

kontekstu ponaganja surf®ktanata u vodenim o
Z&kvatemori j eraand&liinuXkkvai edaung izm radmaed(nA Brg

ADCi ADCi je bilo mMCulh®eg onjriedove i zrazito sl :
otopinama. Tijekom pokugaja otapanja u ispit

agreg®aidvaa gto je mregel hi makkaariud iechri onmi n a ma .

karakteristilnim za newdtogvlgie sk duled iidkniom duidsjpeel
Ovakvo ponaganje onemoguliilo je provedbu ko
CMCvrijednosti, bkuedmni [jis kédha siviofisk @alanoot opi na r

konzi stckeattankah ypookviru primijenjene metode.

|l stragivanjem je utvrlLeno da svVvi i spitivani
za povrginski aktivne tvarGCGMGpmui ilzemwvnejp Hc
duljinom alkilnog |l anca. Ovo opaganje u skl a

gdje dugi alkilnvriped@MGeizmhiotgi rpaojvie | mingi hi dr
pogoduj e wulinkovitijem agregiranju molekul a
takolLer su u sikdtardaug psv epw peduehaoi dmmai mu ovog r ada.
objavl jent®m.gbdaci ma

Antonio Sabl il Doktorska disert e

90



Sinteza i bi ol dgkha s&kvtaitvemransth mamoani j evi h S

lazabici klo[2.2.2]oktana

sebno je zanimljivo uoliti izragenGMEGazl ik
d spojeva s krladnof m&Ma NeowedininniQh@dagi b k

[im alkilnim Il ancima sugerira brgu migrac

- O O
QD

D

pripisat. manjim di menzijama I potencij al
alih lanaca, |ime se okbhhgpem EBpgcEM@r ast |

bi veni rezul tat.i u skladu su s nglteozidma aQu

Y T g X o X X T
-~

0
ot krepljuje hipotezu prema Kkoj oj surfaktant
gregate s povelanom mdbSi-l’"Pogiu u vodeni m me
kvo ponaganje ima potencikjvalt menainrhp leivk &cisjp

bito u formulacijama gdje je pogeljna brz

ktrolitske otopine, antimtra@roperaosraedbbya

wn
o ® O Y

znaje o wutjecaju duljine alkilnog | anca

~+

I mi zaci ] QA@e@froarznhansiiti m i ndustrijskim,

T O

-

mj enama, gdje se specifildnaagpwoejmeat vzaa hnij cee

x~ ©T O w ® O QO

onkretne aplikacije.

Struktura mol,ekad cebistuor fparkitraond aa | Ssvojstva po
Sskupina prisutnih unutar mol ekule, I nmM&aM&Ijul
U tom kontekstu, prisutamstnpi€iOdlBerirho e psralt:
u
0

tjecat.i na ter modi naminiokl ee kpualmdaremeet k ®i jag r le@jae
tegavaju formiranje micel a. Amidna veza | e
uspostavljati vodiokekel eeftenkalkomolektwds ki),
(intermol ekul ski), | i me dodatno doprinosi k

sust aVi.lma

Povelana hidrofilnost kao posljedica ©prisut
tendencijom molekula za agregaciju u micelar
izl ogiti hidrofobne dijelovezet mpgleudoRestije
vriijexdWwGstjer je potrebna vela koncentraciija

s otapalom i pot @koulo® amiameiCikio a@@lsgsa jSd@a. QAcC
S druge strane, u odrelenim sustavima amidn
hidrofilnog i hi drofobnog segmenta mol ekul e

mol ekula tijekom formiranja agregaltua.andzdnti d
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skupina razlilitih mol ekul a mogu pridonijet
odrelLenim slulajevima moge kompenzir &tME pove

a.

Dakl e, utjecaj amidne veze na micelizaciju o
strane, povelana hidrofil nosttMCmodjoek osd godrdu ¢ é

mogul nomb | enlelsliaarbrid i zaci je putem vodi kovih v

mi cel a i CtMICme sni zit.i

Empirijski, uol eno j e da pmrtiesaurtiorno sjg® \akrte sdsnoe
dovodi do blGMwGgupuospbaerpghi s analognim mole
skupine, gto upuliuje na'’PPvekiadaeanj ¢ ahidpof
di zajnu novih povrginski aktivnih tvari za s
CMG i stabilnogliu micelarnog sustava kI jul
bi oaktivnih mol ekula il/ u formul acijama s Kk
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Tabl3 ®ai kaz dobivenih wvrijednost:i kritilne mic:
amonijeve spojeve izvedene iz kinuklidina i ref

metodom kuglica i ¢gtapila.

Kratica Struktura sp CMC( mM)

QNHC:12

QNHC14

QNHC:s

QB fCi>

QB fCis

QBfCis
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QA2

QA& 14

QA1

QOCi>

QOCi4

QOCis
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CPC 1,16
E o @+

BAB 5,46
E o @&

4 . 2Mod .e k ul s ki deskriptor
U okviru ovpogpi &d nhpigd njéeng nof obni h svojstava
spojeva provedena | &wk e s AQMENt wpwawo sriva 36 a d ima
pristupljeno ,23kojsii j@®mangwl Rj025pneci znu pr oc |
izraluna prosjePA nOvar viegdedabistcdodhpi va se i1
predi kciju, PukIxpuwlgwp amP diglmeg se osigurava s
pouzdana procjena |ipofilnog karaktPulhatzsgsput
na aigzmi j u skl ononsetp oslifpaxrgnay p@trd i g ¢ dstuavl j a vz«

di stribucije i ponaganijld* u sl ogenim biologki

Tabldpc a k dozbuijveene vr P-pB8pdapevi mdamgkwsptieareni h an
spoj3sudstituirammlga ka lniu k®u rdii jneakl @ o s Lbhoigsuk voadtneorsr
amonijevet spoyeerira relativno uravnotegenu
(hidrofobne) Sipolhiedi ofRvITni ¢ iefdanzoésadag ma kar akter.
| i pofiviingaeifni bi t et om prema vodenoj fazi, ¢gto m
di fuzije kroz biologke membrane. Budul i da

me mbr ane Ilziadhrnafjelvmi j 6§ p KjagivatkLiésy rniij ednosti ma |

smanjenu membransku permeabil nost. Unat ol t
ulinak na topljivost u vodenim sustavi ma, g
bi oraspol ogivost. u farmakol ogkim pri mjenama
Antonio Sabl il Doktorska disert e

95



Sinteza i bi ol dgkha s&kvtaitvemransth mamoani j evi h S

lazabici klo[2.2.2]oktana

Supr ot nde rtidwunestk vhaatmeornniij evi h sol i karakteri zi |
cL®&g gto ukazuje na izrageniju hidrofobnost
tendencijom molekula za ©particiju u | 1ipidnt

povelava njihova sposobnost za mémbiardwspd
obilno iskazuju bolju bioraspologivost u sus
farmakol dg®®odat mmaknji hova hidrofobna priroc
hidrofobnim mjestima na proteini ma, enzi mi ma

na njihov biologki prof il [ potencijalnu far

Usporedba viPi gedibmPtini s&BwmrgiLjoegdon ossktviha)taemonnii j e v

spoj(ewiasokPevraljeginost i) upuluje na jasno izr
per meabil nosti [ hi drofobnosti. Dok pruvi p o
smanj enu ppodbpkbraoozs eme mbr ane, potonj i Spoj evi
i nterakciju s |ipidnim fazama I bi ol ogkim n
terapijskim aplikacijama,i nkoobitt oronpiehazk gjpe

barijere.

Antonio Sabl il Doktorska disert e

96



Sinteza i bioldgka s&kktaitvemonsth manmomni j evi h s

lazabici klo[2.2.2]oktana

Tabl4 Pai kaz procijenjenih konsenZusni h opaid toigkie]j
povrgine) (KPSIAgtien je za molekularnu karakteri za
ni gi nPvacliggednosti ma oznaleni svijetloplavom, a o

Kratica s cL®g TPSA j
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4. 2P eSr.meabpbgrest

Na temelju analize mol ekularnih topologkih
i zvedefmenktzamid3doki nukl i dina posjeduju povi ge
cL®&g gto ukazuje na povelanu I|lipofilnost. S
pasivne permeacije kroz | ipidne barijere, 0\
membr anske propusnostii. Eksperi meatjapénaepbDi -
per meabil nosti analiziPAnshstspwy.eva u model n

Membranska permeabi | nast wnictdrddta vdaafsau z2jiMeewred cra
membr ana i zralena je na bazi l eci tina, koj i
kiselinu i kol in, | i me se postige visok st
membr anama’®itsmvacrmahu kor i ¢gdstn [reo psusamadsatrid i k
umj et nu me mbr anu ( PAMPA) , koj i s e zbog S\
reproduktivnosti giroko primjenjuje u procje
kroz biol og'lSe obembroam e1a Qéidrveek &t ou pnatl meh §j a ma z

primjenu, osobito u antiseptilkim pripravci
i stragit.i njihovu interakciju s fosfolipidni
toksilni wulinak.

Dodat no, razl og zbog -bkemjzeagm dok i muprkdvai chear iowWa

permeabilnosti u PAMPA modelu legi u linjeni
biti pouzdano identificirani osipzelkatzrio f o £ o npert
ar omat s k oigh esmnwzsetnas\kieu |setzrguket ur i i spitivani h m
el ektronsku -aled kotkradn a&,acliijjme dol azi do apsorp

UV/ VIS podrul ju. QA®vaozklii knue opdo sosetdauljiuh ar o ma

nemaju izragenu apsorpciju u tom spektralnor
omogulili su precizno pralenje distribuciije
umj et ne me mbr aknoep.s kGav ap rsepdenkotsrtosomogul il a je p
i inkorporacije tih spojeva u modelni membr a

S| i3Kkpar zkpepEe%) anal i zirani hs pkovjadiea na& rhi dankoinn | k

u donor skoj i akceptorskoj jagici mi krotitar
u umjetnu fosfolipidnu membranu.
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Rezultat.i su p@Ba@zparieit eddd t ®e zapojgao unutar T
strukturni anal og QBithy ! jpiokkaalali umiamnloaegem, |
membr ane te donorske i akcempeloatsiken¢ amgiiza&k O

di fuzije kroz ,ungted njue mesnpormr@di vo s rezulta
antiseptekel popudiniihpbevai kttiomedial €€ i | amon
Dobiveni rezultatis mamylewmnjeu criiasqm adiwiiaine shis tsip o ]
stani cama sisavaca, gt o ddad gthnpa moprspvMdadawa

standaiidhn ziiemt @ova toksil| nost.

Ova zapaganja, temet¢tl @qrai jnadrkmomsteil acspekt zanfed

[ ponaganja spojeva u modelnim membranskim

potencij al za klinilku primjenu, osobito wu
sistemska apsmkpwiitta, | mtter alkktij a S povr gi
mi Kroorgani zama. Nadal j e, oVi rezuditadiji ninroagn
kvaterni h amenppbéwvi hdgapo memakpuri masnsikiiim pfraof i

B Donorska jaZica O Akceptorska jaZica i¥Integrirano u membranu
100%

S

g 80% i i
‘; o E Postotak spoja inkorporiranog u
E 60% membranu

£

E 40% CPC 96 %
S

; 20% BAB 98 %
e

g 0% QBn-Cyy 100 %
Z

2 220% . — QBn—Clﬁ 80 %

Sl i3kbhzralun raspodjele spoja-siatinet e gka@®iajce j& mp@

Antonio Sabl il Doktorska disert e

99



Sinteza i bi ol dgkha s&kvtaitvemransth mamoani j evi h S

lazabici klo[2.2.2]oktana

4. Bli krodilucijske metode

4 . 3Miln.i mal na kiomikciemit tr @ircnlgias knvoantoer ni h amon i
Rezultati ovog istragivanja potvrLlLuju raznoli
amonijevih spojevazvedenih iz 3aminokinuklidina, 3amidokinuklidina i kinuklidin3-ona prema
Grampozitivnim i Gramnegativnim bakterijamat a b 5.i0d @ k i, akévnost protiv Gram
negativni h sojeva bi |l ausgogavijenimdgaznanjima da mambrangke d u ¢
karakteristke Grafme gat i vni h bakterija otegavaju penet
antibakterijska svojstva sintetiziranih QA®a bila su usporediva odnosno bolja od komercijalno

dostupnih kvaternih amonijevih spojeva CPC i BAB.

Kvaterne amonijeve soli -8minokinuklidina s dugim lancima (& Cis i Cis) pokazad su
antibakterijsku aktivnost prema Grgozitivnim bakterijama, iako su vrijednosti minimalnih

i nhibitornih koncentracija (MIK) wvarirale ovi

QNH-Cpougl ji kovodil nim |l ancem nije pokazao znal e
(CiaiCi¢) pokazali s¥venhpkdpoethnjiga MaAsponu od 12
rezistentnih sojev&taphylococcsiaureufMIK O1 00 OM) . Me L u #Giskazap der

se poizrazij aktivnost protivsoja Listeria monocytogeneATCC 7644 (MIK = 13 ON ,
Staphylococcus auredsTCC 25923(MIK = 25 O N, Enterococcus faecaliBTCC 29212(MIK =

500 N iBacillus cereuATCC 14579(MIK=130M gt o je u skl adu s pret
koja sugeriraju pov e |QAGavas auijim ilkirnk laneima. Psebiolje a k t
znal ajan wulinkovit Qs hpiotly iListeria monocypogenes nb i fal i Q
ot pornost ovog patogena na konvencional ne me

prehrambenoj industrii®.

Dobru aktivnost QA@va3-ami noki nuk | i di niaprowraciom primane antinoa s n i
skupine na tr el eanmmiungdkjiinkuokvlioind iarta npur i3 snavgeni m
ukupnu pozitivhu nabijenost molekuleterezali ot enci j al no pobol j ganom
nabijenim komponentama bakteri mokdo vsesatnii | cve@
el ektrostatske ppovialrmosmi bpkémai Gaam, koj e
bogate anionskisepehkavpg dsaacrapcilyagmei j enak ghlr oz

membranu.

MelLutim, povel anmoaenhhirndegobj mhl ekuhak na ant.i

strane, p o v enl oagpezanjitnspdsabijiost prolaska kroz hidrofobne slojeve lipidnih

Antonio Sabl il Doktorska disert e

10



Sinteza i bi ol dgkha s&kvtaitvemransth mamoani j evi h S

lazabici klo[2.2.2]oktana

membr ana, gto j e kIl j ul fowaSdrage sirdne, appotonvirana rmolekujae | o v
poboljga vezanje na speci f inhongeep ksbemmpongnt sobpl

antibakterijska aktivnost, osobito protiv osjetljivin Grpaeitivnih bakterija.

KodGramnegati vni h bakterija, koje posjedwmpgedod

dodatno otegati prolazak kroz hidrofomoge bar
objasniti varijabilne MIK vrijednost:i melLu r
al kil nog | anca, gdje hidrmdznadiaj)innut ad algai.j s ki

Kvaterne amonijeve soli s dugim amidnim lancima (ARCGADCis i ADC1e) nisu pokaza

antibakterijsku aktivnost na panelu Grgoeitivnih i Gramnegati vni h bakteri ]
Prisutnost polarnih skupi nibHy) kmao tgntel em pglijme
kinuklidina i amidna skupinai CONHiI ) na ugljikovodinakhpm| duj al o
odrelivankemifjigzkiklal s woj st ava kvaterni h amoni
njihovu antibakterijsku aktivnost. Amino skup

vodikovih veza s membranskim lipidirigproteinima, no njezina protonacija ovisna o pH vrijednosti

moge utjecat:i na sposobnost prolaska kroz ba
doprinosi hidrofilnosti i stabilnosti sanpoj a,
u hidrofobni lipidni dvosloj membrane. Dok dugi alkilnilanciQAZao bi | no ol akgavaj
l i pidni h membrana, njihova kombinacija s ami
unut ar me mbr ane i povel at i QABG ppejeva @va kominkcjan o s t
svojstava dovodi do smanjene interakcije s ba
di fuzije kroz stani|lne membrane, gto moge ob
>100 OM. Rezul tatu dastirakjo vpaoj ar maigekupiape n
me mbr anama, njihova prisutnost moge negati v

smanjengrodiranjekroz lipidne slojeve.

Kvaterne amonijeve soli-Benzamidokinuklidina s dugim alkilnim lancimai$CCis i C1e) koje u
produgetku polarne amidne skupine sadrge hidr
molekule kinuklidina, pokazals u z nal aj nu a k {pozitivnilo [sakterijgy posebitev  Gr

spojevi s dugim lancima QBGi4 i QBn-Cie. Nji hova povelana | ipofil
interakciju s lipidnim dvoslojem bakterijski
Nadal j e, prisutnost vel i kog aromat skog sust
membranskm& mponent ama, | i me se poboljgava afinit
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10



Sinteza i bi ol dgkha s&kvtaitvemransth mamoani j evi h S

lazabici klo[2.2.2]oktana

strane, benzilirani derivati, posebice @8m( MI K = 31 -CGMMI K H®QBH1 OM |
iskazali su umjerenu aktivnost prema Graegativnim bakterijam&scherichie coli Salmonelle

enterica Nadalje, QBRCisj e pokazao odrelenu i rPeeudomooas) s k u
aeruginosa premda pri Vi soko]j koncentraciji (63
hi drofobnog aromatskog prstena u QBn spojev

permeabil nost i ant i baapolarreamignsevede. ul i nak smanj L

Kvaterne amonijeve soli kinuklidif-ona s dugim alkilnim lancima (& Ci4si Cis) t akol er

pokazabz nal aj nu anti bakterijsku aktivnosuiCepri |
i mali znalajno nige Miak aVv migj. edNrag s tziraggeodnas a
QO-Cu41 QO-Cy6 protiv Staphylococcus auredsTCC 25923, MRSA ATCC 33591 (MIK = 816

O M) Listeria monocytogenesTCC 7644 MIK=4-16 OM) . Us-gigpokazdldjadas QB

jeQBnCusbi o ul i n klisteriamonpcitogengsdil iKv = 4 O Mdovikindiiidin- s u Q.
3-ona pokazali bolje antibakterijsko djelovanje protiv Gyamaitivnih bakterija. Odnos strukture i
aktivnosti ovih spojeva pelzaoj e da pri sutnost polarnog supst.i
antibakterijska svojstvaQAGva Uspor el uj ul i ant {ous&inuklidgine3iojas k u &
i3benzami dokinuklidina, pr3omjaelporkazjug udakdé rvin
broja Grampozitivnih bakterija, uz niske minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) protiv
Staphylococcus aureuUATCC 25923, Staphylococcus aurels TCC 33591 i K1 ini
Staphylococcus aureuR S A . Povel ana aktivnost (Bt s p O
monocytogene8 TCC 7 6 4 4 ( MHAntsroceccud facOBTCA 29212 (MIK =480 M) .

Bi ol ogka akt i v rogaginuklidins3jpna fpakazalanea oltisnd3tA @rirodi supstituenta
naG3 pologaju kinuklidinske | aiCgr ezn dlvaojlrea jjee ¢

antibakterijsku aktivnost, nagl agavajul.i vV a(
dj el ovanja. Stoga je jasno da ravnotega i zmel
u optimizaciji antiinmikk rpood naaoniunl isrkkug,i naa ovi Si

Kvaterne amonijeve sol-&cetamidokinuklidina s dugim alkilnim lancimai$QCi4 1 C1e) koji imaju

samo metilnu skupinu u produget kuesamatm slabijuv e z e
antibakterijsku aktivnhost prema Grgmozitivnim | Gramnegat i vni m bakterij a
Neaktivnost se postlgreidliimmmiudoi@eksakiujpa sirei. t iIAmi dr
ometati klasi]lan mehanizam djelovanja kvaterr
bakterijskim membranamajihovoj disrupciji. Amidnaskupingp ov el ava pol arnost ,

otegat. umet anje molekula u | ipidni dvosl o]
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derivata b u d el kbd njhaolarnost amidne skupind j e | o maskirana hidrofobnim

benzenskim prstenom.

Budul i da antibakterijska aktivnost monokvat
jednim| i mbeni kel proizlazi 'z kompleksnog- melu
kemijskih svojstava, nugno je svaku mol ekul
doprinose ukupnoj aktivnosti ukl j u-idrgiobnu pr i r
ravnotegu, ri gidnost okosni ce, vrstu i raspec

prisutnost rezonantnih struktura. Kombinacija ovih elemenata ima presudnu ulogu u modulaciji

antibakterijske akt i vn aebadzapreciznimseuktigienjedhepmbjava n o r

cliemopti mi zaci je njihove ulinkovitostd.i

Rezultat.i ovog istragivanja znalajno doprino
aktivnosti QACova Dobiveni uvi di mo g u posl ugiti k a
ulinkovitijih i ekol ogKki prihvatljivijih kva

selektivnost i smanjenje razvoja bakterijske rezistencije.

Prekursor.i bi skvat er ndohn aa nso nriajzel viig loi vt soahtBi dculdllij ni u
6 uglji kowokazadlioonla® g k u i naktivnost ( MI K =
zarobl jpavasamnme ddwvsar azI|l i | i pomedrel gutfemaj a dvi

karbonilnih s$kupienmo talpediaghopas signt o upul uj e

Ssu ovi spojevi jvuwdloi khu dtrooglijlino g(tt ju v amgai o m
u Kkombinaci ji S izrazito velikom polarnogil
membranskom penetracijom mogu nastat:i jer t.
prodiranja u |ipidne bakterijske imennebur|ainnek.o VE

ostiwaarnj u svog antibakterijskog mehani zma dj ¢

Nove varijante sintetizirani keshiokoaker mikh i a
panel upo&riatm v miedg i ivon&khgtna b .z adobi veni h rezult
mi ni mal nu kome dntt oa aiuj u bi skvaterni h jaeonij
ut vrLeno diaz maligdpjozndastvné vaaleibjgeviicletmz mal aj no
utjele na ant iibkackd eurvioj'sqkrujvaa Xhiriladd ohs &8 moge pos

rigidna, gto moge smanjiti nNj eziepav seprmigalb n o ¢
poboljgat.i fleksibilnost, omogulavajuli mo |
destabilizirala membr anapolvieggmagoo gs ma/rojsil toij ag k
Antonio Sabl il Doktorska disert e

10



Sinteza i bi ol dgkha s&kvtaitvemransth mamoani j evi h S

lazabici klo[2.2.2]oktana

mol ekul a moge postati previge fleksibilna i
interakciju. ppuezomilocyas | djpkj bmdje vezanje na
povelanu permeabilizaciju i posljedilno jali

Kod biskvaternih amonijevih spojevasedsodrjaz]l i
antibakterijsku aktivnost koj a ojgeo wue kkaoN eV e ¢
varijante sintetizirani h bdssk wadtodromgiklu arkdnivjr
Grapopzitivni® bakfieCd 2892RATECs 3B59 L ATECS

14529, monoclkt ofg@die&€a’]. i299212 u intervalu MIK v
eM t e panmedqatGrvambBh bkIOIKCESEOR22au i ntervaMu od 1

Bolja antibakterijska aktivnost bi-s&xiasteemiih
sopuaphyl oc oAACTACUWCs 3aBWBr9elusu usporedbi s osjetlj

povezati s strukturnim i funkci onanhenhiam ipzrmil nae
rezi s.t efPircii gt nost efluksni h pumpi u soju AT
i zbacivanje kationskih spojeva, vel moge bi
ukl julujuli potencijalno povelanu negati vnu
promjene u strukturi me mbr ane mo g u potenci

bskvaternim amohi%Neddln es,pogoezvnatao je da bakt

rezistencijom | esto pokazuju rigidniju membr
povel ati osjetljivost na memlaruwumatiadlt injkieh cwa
na druge antimikrobne agense. S druge stran

rezistenci | snkegeu gpeea,e mag e fil matsi manj u negatiyv

—

l ui dnost |l i pidnog dvosl oj a, gto moyemaezul

l i nkovitijim popravkdmMOviembranms kiahi oguegle

u
bi skvaterni h amonijevih soli kao antimi krobn
onih s promij-kamepshki mi gvkpbhwei ma membrane

u

zrokovanog ant mei krobnim reagensi
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TablI5SiMiani mal na kiomkiem{t MtaKkigmsi nteti ziranih monokvasepsihtamoan®Mv ikhnsgo

koncentraciji.

Mi ni mal na kohtkn(W ake/adM
Gram-Pozitivhe Gram-Negativne
Spojevi StaphylococcuStaphylococcStaphylococcu Ba c i | Listeria Enterococcus Es ¢ h e r Salmonella Pseudomona:
M aureus S aureus aureus cereus monocytogene  faecalis coli entericaf o0 ¢ aeruginosa
ATCC25923 ATCC33591 ClinicalMRSA ATCC14579 ATCC7644 ATCC29212 | ATTC25922 i sol a ATTC27853
QNHCi2 375, 100 >100 >100 100 100 100 >100 >100 >100
QNHCi4 403, 25 100 >100 25 50 100 100 >100 >100
QNHCis 431, 25 100 >100 13 13 50 100 >100 >100
QNHADG@2z 432, >100 >100 >100 >100 100 >100 >100 >100 >100
QNHADG@4 460, >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
QNHADGEg 488, >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
QO-Cy» 374, 62,5 125 125 >250 125 >250 >250 >250 >250
QO-Cy4 402, 8 16 16 6 3 16 6 3 6 3 6 3 250
QO-Cys 43 @, 8 8 8 31 4 6 3 31 6 3 >250
QBn-Cy» 479, 6 3 6 3 6 3 6 3 31 31 6 3 6 3 >125
QBn-Cyy 500, 31 31 31 6 3 4 8 31 31 6 3
QBN-Cys 535, 6 3 6 3 31 6 3 4 4 31 63 >125
QAc-C12 417, >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
QAc-Ci4 445, >125 >125 >125 >125 6 3 6 3 >125 >125 >125
QAc-Cis 47 3, >125 >125 >125 >125 8 31 >125 >125 >125
CPC 340 4 6 8 16 8 8 16 63 250
BAB 384, 10 25 25 13 10 15 6 3 50 >125
Antonio Sabljil Doktorska disert
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Tabl6iMiani mal na kiomkiem{t Mak@id@msi nteti ziranih biskvasaepsathtamoand®wyvkhnakb

koncentraciiji.

Mi ni mal na kohtkn(Wl ake/adM

Gram-Pozitivhe Gram-Negativne
o Staphylococcu Staphylococc Staphylococcu:B a ¢ ichréus Listeria Enteroco_ccus Esc _h er Salmonella Pseudqmone
Spojevi M aureus S aureus ~aureus ATCC14579 monocytoger faecalis coli enterica  aeruginosa
ATCC25923 ATCC33591 Clinical/MRSA SATCC7644 ATCC29212 |ATTC25922f o b d o ATTC27853
2(Q0) 452, >75 >75 >75 >75 >75 >75 >75 >75 >75
2( Q0) 46 ®, >75 >75 >75 >75 >75 >75 >75 >75 >75
2(Q0) 4914, >75 >75 >75 >75 >75 >75 >75 >75 >75
2(QC12)3 790, 75 75 >75 >75 38 >75 >75 75 >75
2(QC12)4 804, >75 75 >75 >75 75 >75 >75 >75 >75
2(QCa2)s 833, 75 19 >75 >75 38 75 38 >75 >75
2(QCu14)3 847, 75 75 >75 >75 38 >75 >75 >75 >75
2(QCa4)a 86 B, >75 75 >75 >75 >75 >75 >75 >75 >75
2(QCu14)6 889, 38 19 75 75 19 38 19 75 >75
2(QCus)3 903, 38 19 >75 >75 9 >75 >75 >75 >75
2(QCue)4 91M8, 75 9 75 >75 9 38 19 75 >75
2(QCus)s 945, 9 5 38 75 19 38 19 75 >75
Antonio Sabljil Doktorska disert
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4. 3Qd2r.eli vanj e anti mbhkokbateerankithh vaomehi j e
razl hmgtiimaadi j i ma

Uprethodnim istragivanjima pokazano je da vrs
antibakterijska svojstva QAGva’. J ed an o d i knbjekndijrkiah ut j el e na ov
prisutnost aniona u medjju  k a oklomdni, sulfatny aspartatni i glutamatni anighii j i nab o]
ometati elektrostatski kontakt amfifilnin molekula s membranom bakterija. S obzirom na ovo, kako bi
se detaljnije procijenila uloga sastava medija u modifikaciji antibakterijskih svojstava odabranih
potencijalnih spojeva proti8taphylococcus auredsT CC 25923 proveli smo dodatne testove u dva
razlilita mediija: ‘Mty*ECB-big)ajdédeostaviDalibeccovimodificranN a
Eagleov medij (DMEM).

Glavni sastojak MuelleHi nt on medija (MH) je hidrolizat ka

molekularne mase i negativho nabijenih aminokiselina. Ove negativno nabijene molekule mogu

inhibirati el ektrost at s k wevihspojeva takdmpooente bakterijgke z a n
stanil|lne stijenke koje takolLer nose negativa
ulinkovitost anti mi kr-ov@nishprgred casvtaany &,m ae&d ekittr

povr gi nomstdnieekt er i j ske

Kationimao b o g Miietleri Hinton medij (CAMH), s dodatkom najeva klorida(c = 85mM) i
magrezijevaklorida(c = 10mM) u obliku monovalentnih i dw@lentninkationg uobi | aj eno
u testovima osjetljivosti na antimikrobne tvari kod Grmaegativnih i Granpozitivnih bakterija.U
medi ju obogal e AH)prisktai $uimonovialeneni i dva@alentni kationi (N&g?"),
lija je uloga smanjenje kompetitivnog djelov
prisutnih u MH mediju (poput peptida uj amialok
elektrostatska interakcija kvaternih amonijevih spojeva s bakterijskom membrawmoiavanje
met alni h kationa slugi za neutralizaciju utij e

poput negativno nabijenih peptida i-ovami noki se

Vrijednost minimalne inhibitorne koncentracig CA-MH-u, u prisutnosti kvaternih soli-3
aminokinuklidina i kinuklidin3-ona, ostaj@epromijenjengs | 3%dedno od mogul i h
za nepromijenjenu MIK vrijednost jest da su koncentracije @&k or i gt ene u ekspe

bile dovoljno visoke za postizanje maksi mal ne
kationa (Na', Mg?*). U tom sl ul aju, prisutnost kationa
znalajno na wuwblg nkovi i @esnu QAdat ni utj ecaj k at
Antonio Sabl jil Doktorska diserte
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aktivnosti, gto rezultira odsustvom promjene

Minimalne inhibitorne koncentracije QAG@va3-b enz ami do ki nuk Ismahjenga 2z na
rasponu od jednog do deset put a. Noajg kodzspogag e ni
QBnCi,s, ¢gto ukazuje na njegovu pJerojanio @KNCovi Znt i mi
benzami doki nukl i dina ostvaruju Sianeprogvirsgtiiniiki b a
stani ce, vezujuli se za negativno nabijene ¢

oponagavi gadlbkmaodniiti vnog rod,bogtag pdtid mmi jkalon di

el ektrostatskoj i nterakciji S bakterijskom m
Kako bi se dodatno istragio utjecaj sastava
Dulbeccovumodificiranom Egleovume di j u ( DMEM) , koj i sadr gi re

nami jenjene podrgavanju rast a-aewkdrjiudtug kii:h gdt
predstavlja primarni izvor ugljika za proizvodnju energije i rast bakterija; glutamiykl an  za s
proteina i met abolizam dugi ka; natrijev pir.t
odrgavanju stanilnog metabolizma; |ipoilnu ki
u oksidativnom metabolizmu; vitamin B1®iotin, esencijalne vitamine za bakterijski metabolizam,

ukljulene u razlilite enzimske procese; asko
enzimskim reakcijama i snagan | e anindikaiokzmi dan:

pral enj e pr omj e nbakterjskay easta (fpu prdizvofing kiseliid)

U usporedbi s MI K vri-MH dDbIEM-U mau uz abillejneé dgne nue
vrijednosti za sve ispitivane kandidate spojeva. Spojevi su pokazali vrlo dobru antibakterijsku
aktvnosstuDMEMu s MI K vrijednosti ma u raigiggamhirniKk od 1
smanjen do 3puta.

Jedno mogule objagnjenje za ovaj fenomen je o

u ili potencijalni sinergijski ulinak ispitiuwv
DMEM-u ( npr . | i poi |l na ki se&loilrear ,i pasisantmiomdk ahr
utjecat.i na interakciju izmelLu antimikrobnil
bakterijski met abol i ti mogu mijenjat.i sastav

i zmi j eni t ikvateaih amonijevie spaendlragih antimikrobnih reagensa na bakterijsku

stanicu.
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Na temel ju ovih r dizda kastavthmivogno@ @i jsae izmaak | K lujl u |

odrelivanju minimalne i nhibitorne koncentraci
mediju mogu znalajno utjecati na ulinkovitost
EMHB
100 4 =~ OCA-MHB
ODMEM
80 -
%ﬁu- ]
o
(==
540-
20 - IH IH

o ,C 2 ,.C\L C\ C\* C\b
T e ‘a%“ o QO‘ Q®

S| i3kekli ni mal ne inhibitorne kon c-dimdn medijuiMHE kafodrivd) odr
o b o g a i -e(@ANH)i Dulbeccoow modificiranom Eagtovumediju (DMEM) za monei biskvaterne

amonijeve spojeve-8upstituiranogk kinuklidina.

4. 3Ki3nneti ka inhibicij-e bag&keai eskhkioly amshi
Prisutnost antibakterijskog sredstva mo g e
omogul avajuli preciznije razlikovanje u djel
standardne testove o0sjet!l j i v ocasjeé minimalpeoirnhibitbornemet o
koncentraciije, vremensKki razlulena anali za

bakterijskog odgovora na ptitnostantimikrobnih spojeva®,

Ova metoda omogulava kontinuirano pralenje p
poput vremena adaptacijengl. lag phase), brzine eksponencijalnog rasta i potencijalne pojave

tolerancije ili rezistencije tijekom duljin perioda izlaganja.fag za i |l i faza kagnj e
bakterijskog rasta u koj o] stanice ne prolife
kroz metabol il ku pr il aigkochlagdaze)bakterijesintetizijaje énzinma 0 k

reguliraju ekspresiju gena i obnavljaju intracelularne komponente potrebne za aktivan rast. Trajanje
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ove faze ovisimbeniramikrhg uj tj mi i sastav hranji

bakterijske populacije i prisutnost stresa, poput antimikrobnih sretf$Stava

Preciznim biljegenjem ovih promjena mogul e |
spojeva, njihovu farmakodinamil|l ku ulinkovitos
Takav pristup nadopunjuje klasilne metode 1isp
interakcije izmelLu bakterija i antimi krobnih

strategija i razvoj novih antimikrobnih reagensa.

U okviru ove doktorske disertacije, provedeni su eksperimenti kinetike inhitediferijskogasta na
dvjema bakterijam&taphylococcus auredsl CC 25293 iListeria monocytogendsT CC 7644 kako

bi se dodatno istragila ulinkovitost odabr an
spojeva.
Buduli da je utvrLleno »@aQNHr®e BrG, QBOGIoIOCA t e n i

QO-Cy6i biskvaternih amonijevih spojeva 2(@3, 2(QGa4)s, 2(QGe)si maj u dobar -ul i ne
pozitivnu bakterijuStaphylococcus aureds’ CC 25293, kinetika inhibicije rastietaljnojep r @nal
na ovoj bakterijis | 3K a

1 QNH,-C,4 B 14 QNH,-C;4  +MIK
= 0,8 - =& VMK < 05 4 o 1/2xMIK
g = 1

0,6 - 2 0.8
—E S 0.6 106
=) 4 W 2 0,4
% 0.4 % eKontrola Z 0,4 0. 'KOW
0 , : ;
0,2 - 0 100 200 300 400 500 600 700 800 < 0,2 - ! 0 100 200 300 400
0 L e R ©0000000000000
: . 0 e
0 100 200 300 400 500 600 700 800 g 100 300 500 400
Vrijeme/min Vrijeme/min
0 -
03 - QBn-Cyy Mk 5 QBn-Cys . ik
5 =
. 0,25 - : -o- 1/2xMIK «0,2 o 1/2xMIK
ERER (Y 021,
.g 0,15 - g~i £0,15 4 06
5 s = 0,4
2 0.1 - o,z OKont_r_W 2.. 0,1 4 o2 OKonW
< 0,05 - 0 50 100 150 200 250 300 350 < I3 T T N .
S S S S 0,05 A 0 50 100 150 200 250 300 350
0 400009000000000000000000990200020209
JolollolototeloloteTe otoletololoTooloto e e otote ototoTo o oToToTolol
0 50 100 150 200 250 300 350 0
Vrijeme/min 0 50 100 150 200 250 300 350
Vrijeme/min
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S | i3k7HinetikarastaStaphylococcusauredsTCC 25923 ti j ekom emalaelenog
i nkubacije bez antibakterijskog sredstva (kontroc
moro- i bikvaternihamonijevih spojeva.
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Ka o ¢rikazang, east bakterija bio je u potpunosti inhibiran pri koncentracijama koje odgovaraju

minimalnoj inhibitornoj koncentracifs | BE®Me Lut i m, pri subMI K (I Ml k
melLu ispitivanim spojevi mastau Majnit zrkadg enii ndirmba
su u trajanju lagd a z e, koja predstavlja period prilagc

eksponencijalne faze rasta. S obzirom natoddlagza pri marno refl ektir
stanica, a ne njihovu proliferaciju, detaljna

suptilne razlike u mehanizmima djelovanja antibakterijskih reagensa. Netretirana kontrola pokazala je

ti pi |l an ba%kaureusa jss kpolreatstom fazom kagnjenja nak
rast, dolakagujie lpulatwra ugla u stacionarnu f a
Primjerice, spojQNHCup ok azao j e sposobnost inhibicije b;

8 sati, dok je QNHCisi ma oz n a t -fazu tekersazbijao ralst dakterija samo unutar prvih 3

sata. Ovi rezultati sugeriraju da je QN&wsu | i nkovi t i j i I nhiChi t @tr 0o uj ®
skl adu s prethodni m kyateroitv andrejavin spojevemnuaklidia-gadlavsa nj i n
alkilnim lancima duljine 14 ugljikovih atonfaS | i | n e objasilzsuil tdart legi aut or i ,

uol ena vela udvasnkkorvaitiomtalkAd nim | anci ma, Vj e

vodenim medijima u uspor eathmdualkinothéandtly at i ma Kkoj

Zakl julno, rezultati ovsQu QNKLppeosiadujueamibakterijpka t v r L
aktivnost pri koncentracijama ispod IVHK, iako s razlilitim stupnj

upuluju na njihov potencijal kao kandidata za

Kandidati monokvaternih amonijevih spojevabéhzamidokinuklidina, QB&14 i QBN-Cie
ulinkovito su suzbil:| rast bakterijskesat popul
Sposobnost QA®vada inhibirgu rast bakterija pri koncentracijamaispod MK v el j e doka
prethodnim studijama s QAGvima izvedenim iz benzilimidazola i kinuklidiB-ola>*> U tim
studij ama, neki kandi dat. za antimikrobne re
MIK-a, gto ukazuje na bolju antibakterijsku ul
prisutnostiantimikrobnih reagensa i MIK podaci sugeriraju da identificirani kandidati doista pokazuju

obeflavajuii antibakterijski potencijal

Kandidati kvaternih amonijevih spojeva kinuklieBona, QOCw14i QO-Cispokaz uj u sl i | nt
log-fazu rasta, gdje je kandidat Q@espokazoj a inhéitorno djelovanije tijekom eksponencijalne

faze rasta u usporedbi s njegovim analogom@© Pr et hodna i stragivan
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antibakterijsko djelovanje kvaternih amonijevih spojeva j red aul i | i t i strukturn
kojima znalajnu ulogu ima nji h8 QO vrstapirdesakcien o s t
moge povelQaGovapafeimai thbetol ogki m makromol ekul ama
nukl einske kiseline MPopebmpi ie algtner iijsstkaikm
i z meQAC-ova | negativno nabijene bakterijske m
antibakterijskoj ulinkovitosti spoja, omogul

strukturne promjene koje rezultiraju bakterijskom lizom.

Osim elektrostatskih interakcija, hidrofiinég@dAC-ovat ak oL er i gra kl jul nu ul
aktivnosti. Naime, polarni QA@viobi | no pokazuju velu topljivos
utjele na njihovu biodostupnost u mikrookol i ¢

produl juje vrijeme kontakta spoja s bakteri
ulnikovi tost kao dezinficijensa ili antiseptiks:
Ovi aspekti st r-ovieklujrinlimi zshua|zag kriazQAnQ j evanj e |

i daljnju optimizaciju antibakterijskih svojstaia

Biskvaterni amonijevi spojevi u potpunosti su inhibirali bakterijski rast pri minimalnoj inhibitornoj

koncentraciji tijekom vr e men sgdfazegbakienskog rastaapli a 0 ¢
subinhibitornoj koncentraciji pokazala je sl
razdobl ja. MelLutim, pri wusporedbi 4 pokapaojeenci
bl agi nagib krivulje rasta u @4B80GMJtha swgep§g rai
sporiju stopu bakterijske proliferacije. Ovi
dj elovanja ili interakciji ovog spoja s bakt:

varijacija u hidr deimbojad spposobnogirodirpngedroa lipikinbdvosloj.a s p o
Dal jnja kinetil ka i strukturna i spitiikogimj a n
implikacijana antibakterijsku aktivnost.

Budulii da je utvrleno s QAT QBRCL, QBreCHQOCiat er n i
QO-Cyei biskvaternin amonijevih spojeva 2(@f3, 2(QGs)4, 2(QCGelsi maj u dobar -ul i ne
pozitivnu bakterijlListeria monocytogenesTCC 7644, kinetika inhibicije rasta detaljjep r @nal

naovomsojus | 3B a
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S | i3k8Hinetika rasta bakterijeisteria monocytogenesTCC 7644 ti jekom odrelel
intervalai nkubaci je bez antibakterijskog sredstva (ko

kandidata mona biskvaterninamonijevih spojeva.

Kandi dati monokvaternih amonijevih spojeva s
C141 QO-Cy4, u potpunosti inhibiraju rast bakterija pri koncentracijama koje odgovaraju minimalnoj

i nhibitornoj k oncent a dijekpm bg-faze rasal pu [subiphibitorsop o j a
koncentraciji, bakterijska prolCupekaziuja odp:«
trend rasta, pri | emu se bakt er i jsanbgremengkagl a c i

intervala pralenja.

Anal ozi kvaternih amonijevih spojeva $CHgl ik
QAC-Ci6, QBNnCis i QO-Cy6, pokazuju potpunu inhibiciju rasta bakterijske populatigeria
monocytogene&TCC 7644 pri MIK vrijednostima. Uog-fazi rasta pri subinhibitornoj koncentraciji,
sSpojQOCwi skazao je najulinkovitije antibakterijs
zabiljegena tek n sdnog proMatrasog tintervala. i Usmoledbom nagiba
eksponencijalne faze »€@dsmnaa nutgvr lheargd bj eu a nsopEa

QAc-Cisi QBn-Cis, ¢t 0 usporijilrast paterijske populacije u njegovoj prisutnosti.

Biskvaterni amonijevi spojevi 2(Q€)s, 2(QGe)2i 2(QCiespo kazuj u i zragen i nh
rast bakterijske populacije. Analiza subinhibicijskih koncentracija ukazuje na to dafgzdomasta
naj vi ge odgol en apovaznigpmduljmeud, zatonsgioveznisopauljina 4, dok je
naj manj e modegmdindo bhj isne 3. U skladu s prethodn
rezul tati sugeriraju da povel an aarammtarnmmliekbler a u

doprinosi @ v e | ialugotrajnijoj antibakterijskoj aktivnoétt:

Netretirana kontr ol a polomeytaderms jse ptoil peit|lnaomm b aakztc
nakon koje je uslijedio eksponencijalni rast,
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4. 3Podt.enci jal razvojmo hia khtiesrki vj astkeersrpielg easnhoel
S obzirom na potencijalnu primjenu identificiranin monokvateragu3stituiranih kinuklidinijevih
derivat a, dodatno je istragen njihov potenc
inhibitorne koncentracij® d r e L e n e Staplylocpccus aureSTCC 33591, u odsutnosti i
prisutnosti inhibitora eflukgh pumpiCCCRs | 319 a

Dobi veni rezul tati pokazal. su da su 2ACspi ti v
QNHz-Cis, QBNCiz, QBnC12i QBnCis, podl ogni efl uksu,-arbzulttan| i d
smanjenjem njihovih MIK vrij erednosttt o enNoaj ji er &
komercijalnih QACova te spoja QBFCis, gt o ukazuj e n@emaeflukshnov Vv e
punpama S obzirom na to da | e -aridekmuklidinijavihn @&Q mul a
oradodatno ogranilena zbog prisutnosti polarno
da i spitani Spojevi U manj o] mj er i potnim u r a
punmpama Ovo je u skladu s prethodnim saznanjima prema kojima monoQAC strukture pokazuju
velu sklonost indukciji -ovined?5 stencije u uspor e

Posebno je usCisiemaodiaziag®NHji potencijal za p
QNH2-Ci4, b u d uvijednostMIK -a weprisutnosti CCCR biao s a m  pauStdeuge rstrarie,

kod QNH-Cissmanjenje MIKvrijednostibbi | o j e dvostruko manje, gto
ovog spoja od strane bakterijskog sustava rezistencije. Ovi rezultati ukazuju na to da prepoznavanje
QACovani je iskljulivo uvjetovano el ektrostatski
alkilnog |l anca, koja moge utjecati na vezanj e
transkripcijskim regul at ost QNR-CQ emagR bi indusiratm btr @gg a

adaptivni odgovor bakterijske stanice u svr hu

Dodatno, analizaokazuje da kandidati kvaternih amonijevih spojeva derivata kinuididina nisu
prepoznati od strane intrinzilnog bakterij skt
QacA/Befluksnepumpe(s | 3B a P o s | \jemjdtno$t raovoja bakterijske rezistencije &d

aureusATCC 33591, koji nosi gene rezistencije, n
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S| i3k9&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). Dobieemminimalne inhibitorne koncentracije

Muellefi Hintonovomme di j u ( MH) prikazane su stuplastim gra

vrijednostima dobivenimu prisutnosti karbonilcijani@-klorfenilhidrazona (CCCP), prikazanim linijom.

Antonio Sabljil Doktorska diserte

117



Sinteza i bi ol ag kha s&kvtaitveransth mamoni j evi h S

llazabici klo[2.2.2]oktana

T a b | 7i Peikaz faktora smanjenja MIK vrijednosti u prisutnosti C&CEa monokvaterne amonijeve soli.

Kratica spoja Smanjenje MIK -a
QNH2-Ca4 21
QNH2-C16 8l
QBn-C12 4
QBn-C14 4
QBnN-C1s 16
QO-C12 -
QO-C14 -
QO-Cis -
CPC 16
BAB 32
Kandidatibiskvaternn amonijevih spojev@t a b B)jpco&k a z a |l i su identil ne
inhibitorne koncentracij e, gto S u gbekteiijskog nj i
intrinzilnog sustava rezi st e-ovicpredstavijajuejsabijep o] a
supstrate za Qac efluks p u mp e, |l i me se znalajno smanjuje

rezistencije posredovane ovim mehanizmima.

Strukturna oodvamojgaigjod | RiSIQAC nj i howimpsnpeana.j enu
U usporedbi s monokvaternim amonijevim spojevima, bis@® osj eduj u dva kvat
centra, |ime se povelava ukupni pozitivni na
smanj i ti sposobnost pasivnog prol aska kroz
prepoznavanje spojeva od strane efhitkp u mp i , koje su | esto opti mi
sl abije nabijenih molekul a. Nadal j e, dvostrul
njezin afinitet za interakigu s aktivnim mjestima eflukshp u mp i , gto dodatno o

smanjenu osjetljivost na izbacivanje iz bakterijske stanice.
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Osim strukturnih f akt orosaefluksnonasny setnaav up ondd goej nsoes

mehanizmom njihovog djelovanja. Poznato je da kvaterni amonijevi spojevi primarno ostvaruju svoj

antimi krobni wulinak destabilizacijom bakteri]
lipidnim komponentama, poputfoo | i pi da i tei koi |l nih kiselina

naboj bisQAGova mo ¢ e rezul tirat:i jalim vezanjem za
membranskom peranedbvbidiadioj obn,g eg ti efi kasnij
membranska disrupcija smanjognsustayamel| i meog
ogranilava moguinost njihove aktivne eliminac
Anal i za ulbiskvédtemih ameomj@vih spojeva na razvoj bakterijske rezistencije ukazuje na

jasnu razliku u njihovoj sposobnosti induciranja mehanizama otpornosti. Novosintetizirani

monoQAGCovi pokazali su osjetljivost na inhibiciju eflukd p u mp i , gto implicirtr
supstratizaQaceflukss ust av reguliran transkripcijskimf
aktivaciju transkripcije gena ukljulenih u e

rezistentnih bakterijski populacija.

Nasuprot tome, bisQAGvi pokazuj u znal aj no s mampgustavom ii nt e

regul atornim proteinima poput QacR. Nji hova

strukturna rigidnost ograni]Javaju intracelul a
za QacPprotein Rezultat toga je izostanak aktivacije ekspresije gena zargdloks mp e, gt o p o
stabilne minimalne inhibitorne koncentracleaik u pri sut nost i i nhibitc

bisQAGovis manj ujruosnogrudzvoj a Ovinplazi uepotpuaosticu Lpskladm s t i
rezultatima istragivanja Wuest owvidisQAGWI, abdgi ol e c
svoje polikationske prirode i1 prostorne rigidnosti, ne induciraju QausRedovanu ekspresiju

efluksnihp u mp i . Nji hova istragivanja dodatno su p
interakciju spojeva s transkripcijskim regul
smanjuje selekcijski pritisak za pojavu rezistentninh bakférida k| j ul no, tod k o  m
zadr gavaju odreleni antimikrobni potenciijal,
manje pogodnima za dugor ol nu-ovippredstayljguniznimnoS dr
obelavajuie kandidate za razvoj novih anti mi
bakterijske otpornosti. Nji hov speci fkshcan me
regulatornim sustavom te potkrijepljeni nal a

njihovu daljnju optimizaciju u borbi protiv antimikrobne rezistertéije
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T a b | 8 Reikaz minimalnih inhibitornih koncentracija (M) o d r e L e n-Hittonowu medije Kad ie r
MIK vrijednosti u prisutnosti inhibitora efluk# pumpi, karbonil cijanieB-klorfenilhidrazona (CCCP) za

biskvaterne amonijeve soli.

MI K (€M)

Kratica spoja MIK MIK + CCCP
2(QC12)3 75 75
2(QC14)3 75 75
2(QCue)3 19 19
2(QC14)4 75 75
2(QCie)4 9 9
2(QCr2)6 19 19
2(QC14)6 19 19
2(QCus)s 5 5

4. 3Qd5r.elli vanjien mi mii tmad me koncentraci-j e ba
bi skvaterni h amonijevih spojeva

Bakterijski biofilm predstavlja visoko organi
ekstracelul arni matri ks, koj i oOsigurava poVve¢
i munol ogke me hBaktérijsknbfilmbeisemdgi formiratii kolonizirati @ bimot i | k
i a bim @ o Nnlankg ukl julujuli medi cinske ur gddbgaj e,

njihove uloge wazvojuperzistatnihinfekdja i terapijskojotpornostt kI j ul no j e r azvi
spojeve koji suwu |l i nkovi ti ne samo protiv planktonski
bakterijskihb i of i | mov a, kaka nkkiov§edemyal dl aamanjil a
animikrobner e zi st enci je. Sposobnost formiranja biof
bakterijskih patogena u klinil kim i ekol ogki
infekcija i smanj enj e ul i nkretwmand. Stega je raZiijavengen c i
dinami ke formiranja biofil ma, njegove grale i

strategija eradikacije i prevencije biofilmom posredovanih infek€ija
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U okviru ove doktorske d i djedovahja movojsimetizirarshp i t a r
monokvaternih i biskvaternin amonijevih spojevasupstituiranog kinuklidina nanhibiciju
bakterijskog biof i | mapozitvam hktgrijammaStaphyl@aactus duredisi m  (
ATCC 25923 td.isteria monocytogenesSTCC 7644s | sl 4l a

Ovo i stragivanje pruga kKl jul ne S p 0 Dvakaoe o]
i nhi biageagsaalbioftim protiv S. aureusa L. monocytogenes gt o b mogl o
strategije |ijelenja i prevencije perzistentn

koje predstavljaju infekcij@zrokovanediofiimovima, posebice u imunokompromitiranih bolesnika,

razvoj novih agenasa usmjerenih na razgrdolgerijskogo i of i | ma mogao bi i mat
i mplikacije. Daljnja istragivanja mehani zame
ulinkovitost i sigurnost, nugni suukoraci za

OdrelLiMlaknBreemakt 8t aphyl oc oATtWG 25U% 223 s

Staphylococcus auredsTCC 25923k o j i uzrokuje oportunistil ke i
a posebno meticilin e zi st ent ni SOo0j evi ( MRSA) , jedan j e
infekcija, pri | emu nj e g dakameke gntbiotikey ksad | nendeugeg o t ¢

kl ase antimikrobnih sredst &% Mehanzmi ecdistencgevovojj a o :
patogena, ukljulujwézujmoide fpcotrainee peRBR2&) n

sposobnost formiranja biofil ma, dodatno s mal
terapija*’.

Prethodna istragi vawmag woklaizrmk @av istuo dian hAG r a
aureusap r i koncentracijama ni gi m @&dOvmijniuma lnme im

pripisati njihovoj sposobnosti destabilizacije bakterijske membrane i ometanja ranih stadija
bi ofil mogeneze. Nadalje, rezultati -owdeumpgi vail
sinergijski s drugim antimikrobnim reagensi m;
protiv MRSA infekcija i pridonijeti smanjenju razvoja daljnje antimikrobne rezistéfftije

Potencijal za inhibiciju stvaranja biofiln&taphylococcusaureésT CC 25923 odr el en |

kandidate monokvaternih i biskvaternih amonijevih spojeva kao i za komercijalno dostupni antibiotik
cefotaksim te komercijalno dostupne QAGe CPC i BAB.
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S | i4kOmmhibicija biofilma bakterijskog soj&taphylococcus auredsl CC 25923 ispitana je nakon tretmana
sljedelim skupi nama) QKH-©ACod, B} QB-QAC-0v £)oQOQAGvi D)

bisQAGovi te E) komercijalnim antimikrobnim reagensima. Postotak inhibicije biofilma za sve ispitivane
spojeve kvantificiran je pri razlilitim koncentr
skupinom. Dobivene vrijednosti prikazane su kao srednjaesrd n 0 s t N standar dama de\

temelunaj manj e triju neovisnih eksper i rigponaviang. pri | €
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Kao ¢@rkazanp(sel i4 KAy, spojQNH.-Ci4 pokazao je visoku aktivnosthibicije biofilma pri

najvigim koncentracijama, s 92 % koflki prio5§i ue
Og/ mL. Pri 25 Hbgdopladal inmk 87i tostdok se pri 12
inhibicije na 46 %. Najniga testirana konce

i nhibicijom biofilma od samonBi Poi cijjp®rkshink aa luij |

koncentracijama.
Spoj QNH2-Cig, s druge strane, pokazao je dosljedn
rasponu koncentracija. Pri 100 Og/mL postignu

neznatno niga vrijednost od 9avMto®Ovaj ppbDj 2.
%) , a pri 12,5 Og/ mL i dal je pokazuje snaga
i nhibicija nagl o pada na 10 %, gt o ukazuj e
koncentracij ama .e akivnastyspoja @NHCis, p oovlrejkiénvsaka ol e ul i n
inhibirati tvorbu biofil ma. Na t emel joACwsiovi h

QNHxCis, zasl uguju daljnju paingranjalkidilmeg svoje i zr

S | i4 KB prikazujeseriju antibakterijskih reagensa iz skupiAeetizamidokinuklidingP r i naj v i ¢
testiranoj k onc e n-Cippaockiajzia o( 1j0e0 zhga/| nalj)n, o, @dnh i b i
se pri 50 Og/mL bil ppegiPrpa@5uldignmbaviatna s thii oh &
izgubl jen gto sugerira da je ovaj spoj ulinko

OBnCupokazao je jog vigu inhii€iaciBrsik ul 0sop oGgo/ brmLo

jeinhibicjaod9%%, dok je pri 50 Og/mL i dé&l |j MebPatr (nar
25 Og/ mL, sl i-Chodbadazi kKodp@Bmpunog gubitka an
sugerirajuda je QBRuss nagni j i i nhi bitor-Chi oafliil nmaj eug ouvsap ou
takolLer ovisi o koncentraciiji.

Zanimljivo, QBnCispokazuj e najvigu inhi.Prcijs® Digad fmlLl me
padana60%, a pri 25 Og/ mMLiQBzQ4 rakuvéoaogde QB8pel o

bioflmagt o sugerira negto bolju ulinkovitost na
Rezultati pokazuju da su QB4 i QBnCis naj ul i nkovitiji i nhi bit
koncentracijama, dok QBG> pokazuj e sl abiju akti vnprama. Sv
biofilmovimap r i 25 Og/ mL, -Cis ikmoyzetzkaodm g@Bm mi ni mal n

sugeriraju da QBiC16 ima najpotentnijiu | | prema bakterijskim biofiimovimajok je QBRC14
takoler vrine ul ipkokcentradijpma. ma | i
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S| i4k0&) prikazuje aktivnostinhibicije biofilma monokvaternih amonijevih spojeva derivata
kinuklidin-3-ona.Ketonski derivat s 12 ugljikovih atoma (QQ2) pokazuje relativno nisku aktivnost
inhibicije biofilma,s maksimalnom inhibicijom™>50% pr i 100 Og/mL. Smanje
50 Og/ mL dpepadia domhblbacije dok pri 25 Og/ mL
(14 %) . Pri jog nigim koncentracijamakol12 %% igt e

upuluje na vrlo ogranilenu ulinkovitost pri n

Suprotno tomeQO-Ciupokazuje bolju antibiofi FOnpsPk@Oul i n
Og/ mL posti ge>65%d oikn hpirbii iohibicia®smienublje visoka. Ovaj spoj
pokazujeidoaru | i mmik 25 @&y/ mgte63ugerira velu post o]
QOCiz. Melutim, pri 12,5 Og/ mL doB0&oy dokjdmi6,25n al aj
Og/ mL akti wRo&st jog niga (

MelLu kvaternim soli ma Q&Cepolkaiue hajpdaieaktivnogdma K i n
biofilmovima. Pri naj vi goj koncentr ac%,j ido(kl 0sOe COpgr/imlL!
biljegipadezmaat7am %. Pri 25 Og/mL inhibicija i
znal aj nojelovanjadbvid gn os pdoj a. Pri ni gim koncentraci

postupnog smanjenja inhibicije na 64 % odnosno 40 %.

S| 14KI3) prikazuje ispitanu aktivnoghhibicije biofilma biskvaternin amonijevih spojeva koji se
razli kuju po dul j i ni povgzhigabpoj@(Q@Qe3 pokaauge yrlo visokuc a i

aktivnostinhibicije biofilmap r i naj vi gi m koncentraci | 200faa Pr i
pri 50 Og/ mL ostaje gotovo | eldgogpadaaktividsi¥8a t i m,
%) , dok pri 12,5 Og/mL inhibicija opada na
ulinkovitost2%) e paowmem&maizvua e( n akoacgntramijamal en do s e

Spoj 2(QGyst ak oL er p ok az ujinkbicige biefignapr i awkitgivmoldncent
100 Og/ mL, i>mi bidokj aritlatieb8s$ @gkmki soka. Meluti
pad ulinkovipros®ics ®Og/ 3, dok su pri nigim kon
inhibicije 15 %0dnosndl3%, gt o ukazuj e nmi groandentracgga akt i vnos

Derivat 2(QCegls pokazuj e najstabilniju inhibiciju bic
Og/ mL, inhibicija je 953>0%) doRrpr R2550530%L mL n b
gto ukazuje na bol | westMediultinarst pu io dlmi2g s530 Oga n?
%, dok pri 6sv@®®d%0gdtmi ukaosjie na smanjenu akt:
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S| id4k0B)pri kazuj e odreleni postotak inhibicije
(CTX) i dva komercijalna QA&, cetilpiridinijevog klorida (CPC) i benzalkonijevog bromida (BAB).

Dobi veni rezul tatdi pri kazani na slici ClXkazuj
CPC i BAB) ovisno o koncentraciji. Najvelu in
pokazao |je spoj BAB, pri |l emu je inhibici]j i
koncentraciiji. Nasuprot t 0 mentracijskipowignu aktiPnGst, p 0 k a z
maksimalnom inhibicijiom pri2&g/ mL ( >70 %) , dok je pri naj ni
Og/ mL) zabiljegena znal aj na CTX ¢ak&zaoijg wamjeranui n k C
aktivnost , S najvigom inhibicijom pri 50 Og.

djelovanje pri ni gim koncentracijama.

OdrelLiMlakhnBreemakt ersferia mAnNGCy764g4énes

Isto tako, ispitan je i potencijal za inhibiciju stvaranja biofilostieria monocytogenesTCC 7644 te
je odrelLen za odabrane kandidate monokvater
komercijalne antimikrobne reagensElX, CPC i BAB).

Listeria  monocytogenege Gramp oz i t i vna bakterija i znal aj a
ali mentarne infekcije koja osobito ugrogava
osobe, trudnice i imunokompromitirane pojedince, poput primatelja transplantirgaitdtt Ova
patogena bakterija poznata je po svojo0Oj sposo
njezine perzistencije u razlilitim okrugenjir
anti biotske tr et manrekovanPlo ménpcgaenépnoos,t aij mf e kzcriajze
izl jelive. U klinil koumokooytgeesss o, t onsekeabeir
i munokompromitiranih bolesnika, gto potvr Luj
infekciekodg ene tri mj eseca MUK Ova) primerdlustsira dtalnu prijetrgui j e
koju predstavljd.. monocytogene®sobito u dugotrajnim hospitalizacijama i postoperativnoj skrbi,

gdje patogen moge iskoristiti kompromitirano

Pretpostavlija se da perzistentan pozitivni |
negativno nabijenim komponentama izvanstanil
pobol jgat.i prodiranje spoj envoa puo vded baltjie usnlocs| ez
reagensa u bakterijske stafféeOva svojstva su od posebnog interesa za razvoj novih antibiofilmnih

strategija, buduli da biofilm djeluje kao fi z

Antonio Sabl jil Doktorska diserte

125



Sinteza i bi ol ag kha s&kvtaitveransth mamoni j evi h S

llazabici klo[2.2.2]oktana

na konvencionalne antimi krobne reagense i | mu

Anti biofil mska aktivnost ojdr@&lLzhma 2, pPri2peth
i skazana kao postotak ( %) i nhi biranog bakt e
komercijalnih QAGova benzildimetildodecilamonijevbromida (BAB) i cetilpiridinijeva klorida

(CPC), wukl jul uflwikit acmesfkdt aaknstiimi(obtetkad . Ci |l j i s

monokvaternih i biskvaternih amonijevih spojeva u smanjenju formiranja biofimapov el anj

antimikrobne ulinkovitost
u QBn-Cy, = QO-Cy,
B QBn-Cyy = QO-Cy,
100 # QBn-Cy 100 4 " QO-Cy
£ 5%
] z
A) Za; B) %/
£ F
£ 40 1 5 40 4
] =
2
=20 20 |
o 0
100 pg/mL 50 pg/mL 2Spg/ml 12,5 pg/mL 100 pgiml.  SOpg/ml  25pgml 12,5 pg/mL
" 2(QCy0, ® CTX
= 2(QCg)y " CPC
100 " HQC e 100 = BAB
g™ £”
2 E
C) £a D) 2 !
E = |
g w 2
z Z 40 1 i !
s E
20 TR
0 o ' ] |
100 pg/mL. S0 pg/mL 25 pg/mL 12,5 pg/mL 6,25 pg/mlL 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL 12,5 pg/mL

Sl idklBnhi bi ci ja bi of ilistera mdnakogemadTCC s/éddigs psiagjaana | e

tretmana sljedelim skupi nama@B®hketyBnQ@O®RA WMD) j ev
bi s@AVBP)Xkomercijalnim antimikrobnim reagensi ma. I
spojeve kvantificiran je pri razlilitim koncentr
skupinom. Dobivene vrijedrastoistp i kd zaaidea r shunak ae@ \

t emellajjumanj e triju neovisnih eksperimemat@ponpwi jk

S| i4Kka) pr iukjaes posobnost kvat pmmomonevi h - spoj
benzami doki n-GCikel i @Ema QB@Bnda inhibiraju for mi
bi ofliilantaeri a mMATMOCYT®HLE NS razlilitim konce
Og/ mL). Dobiveni podaci ukazuju na znalajne
Antonio Sabljil Doktorska diserte
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SpdBiCispokazao je najsnagniji ulinak i nhibic
postotkom inhibicije od 86 % pri 100 Og/ mL,
Og/ mL) inhibicija i dalje bila zm&lpajBadi e ( >60

kao srnathricdg t or avijbdrodjidtmmao zbog njegove vele
bolju penetraciju u biofilm i ulinkovitije i
QB+C:14 e pokazao umbieofeinluma ,nhp rbii cligmu j e maksi
pri 100 Og/mL (>40 %), dok je pri najnigoj |
Ovi rezultati sugeriraju da duljina alkilnog
] @BiCismanj e ul i nkCoevi dl iodz mMaBInaj neCiop oN@&jngInahiij io
zabiljegerfiy el ikjod jQGBnmaksi malna inhibicija p
12,5 Og/mL pala na samo 11 %.kidvni rleazndit and

dovol jnu hidrofobnu interakciju s bakterijsk
spoja. S obzirom na dobivene rezultate, moge
optimizirat:. dj el ayamg & laa i miaG sRoobj nhpj bekrazea Q B

superiornu akti v-@Ges tQB®ua oQlvnio srue znual tBtni mogu p.
daljsfragi vanja meha-oavwu aimmah idgieciojvia nbaak tQeAG j s k

mogul u primjenu u anl. mhkmobytoggeresapi | i pro

S| i4dkBap r iukjaeggt i vnost inhibicije biofilma kvater
Sp®OCispokazao je najviibjiuiwleiinknay i tposit lienru |

postignuta gotovo potpuna inhibicija biofil
i nhibiciju i prii8mwi ¢ mrkorbde nQgr/amcLi jianBa2 % pr
12,5 Og/mL inhidoa c(i340 z®)a, ajob jo@apr.i 6, 25
inhibicija (8 %). OviCimaegpbtaninbpgemetaj usd

derivatima, osobito dmuge i gima aklognlcer@ tjrea cpi oj kaam
aktivnost inhibicije biofilma, s Q@®BCi:% Pnhi bD
i 25 Og/ mL postignute s% iv8d®keatoaakmeujeh
ulinkovitost ovog spoja u girem rasponu konc
bila umj% rpernia 1(26,45% Cpgr/imL6 ,i25450g/ mL), gto uka
bolju aktivnosCtna nsphi mdbNmrsa@P®rod i jopnama a QO
j e naj sl abinjhubaki.i enabksoo fjiel npar i 100 Og/ ML zab

proi 50 Og/ mL dol azi>2®x0 , paldb& slui npkroivijtm@Gt ni ¢
zabiljegene vrlo niske vrijednost:i i nhi bicij
Antonio Sabl jil Doktorska diserte
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% pri 6,25 Og/ mL) . OviCipiojdacidosvalgjemo r ajl u nk
koncentirada| apagewast i nzhnabliacjigoek dovi cosfnitlrmeac i j |
Sl i4K@)pri kdZsjkeat erne der2i(vQ¥tpeo,k agejoei gl @lptoi
i nhibici,jerbiofeimuma e vei pri 100 Og/ mL post.|

(97 %) . Ulinkovitost ovog spoja 03894l & pei vE
Og/ mL, 94 % pwipris Dy,/mLOg/ @B. Lak i pri naj
Og/ mL) , inhibicija biofilma iznosila je 91 ¢

suzbijanjbi 6brBmdeagpgeae situtakele2( Q@ pokazao

i nhi bi ofj é&ma, i ako mMegPoishhabi ODg/ md 260CI | e
%, dok je pri 50 i 25 Og/mL ulinkovitost ost
dos manjienmjiabi ci je (>70 %), dok je pri 6,25 Oc

znal ajno nige od wai Rg®OposkNa; zlaadbhiljjiegelnii mak
Sspojevi ma pagazlaaok o e e2 (pQd 100 Og/mL inhibici
ni gim koncentracijama zabilij88) e pgréimkspon 8GL n Yoi
25 Og/mL, te 69 % pri 12,5 Og/mL. Pri najnic¢

biofilma pala je na 40 %, gto ukazuje na sl
Rezul tati pokazuju darswvatsivii malpii tamal ®ji sk v
bi ofLi.| MmonocATTO en@44, prizgsthieanunagjeul2i(nk@ vi ti
testiranom rasponu koncentracija. Ov aj Spoj

ni skim koncenltirmici pasnabngtonamgiaml jivim za dal
2 ( Qpi 23> kazuju smanjenje ulinkovitost.i pr
2( Q@fnaj manje ulinkovit od svih ispitivanih ¢
modi fi kacije biskvaternih derivata mogu znal
bakterijskih biofil mova, i hmelddanimoagiada | dopei n
razvoju novih ulinkovitih terapijskih strate

Sl idkB)pri kazuje wvrijednost:i postotka i nhibir
antimikrobne agehnakt ameKiotakti m ¢tieka, CPC (
(benzildimetildodecilamonijev bromid) Cef ot aksi m pokazuj e ni sku
bi ofil ma. Pri 100 i 50 Og/ mL, i nhibicija bi
vigim koncentracijama, ali bez znal ajnog pov
i nhi Biecisjmmaj U] o, dok je pnéeprn@misj eyjbemuak g @2 t
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ogranil| enu a K taikvt nmorsstk ogv cagnt h ébti @t i k a. CPC po
inhibicije biofilma u odnosu na cef®d a®Rg/i mlL ,
inhibicij%@ doke pa id B 0%,0gytnmol ukanzdwjirei Irdalc iisit @akbii
pri vigim koncentracijama. Me L u%,i ma pprrii 1225, 5(
dodatno se dQumangjtuoj euknnaz uj® na smanjenBABRI| i nk
pokazujaetsilvinlonsuu k aos tCPICi,| il jii uwl inrr@k opri sre
100 Og/mL, I nhi bicija i1 znosi 44 %, dok pri !
dobru ulinkovitost ovog spoja. Pri @i jOgdmds
ostxlje |l Mt o unkeagatod punakti vnost pri ni gim konc
om.

4. 3Qdér.elli vanje viabilnost.i stanica u vre

prebrojavanja tretiranih stanica

Jedna od Kl jul nih metoda zar @eagpggsesmnuodnelio

vapil nosti tretirane mi krobne popul acije ti)]
Spoj evi s izragenim antimikrobnim ulinkom m
djelovanja kao baktericidni i Ivii  huakto&kruij ars tsam

broja @¢givih @4 aunniuctaa ra di2r4® Bshaat Bag , gt o odgevar a
CFU/'mNasuprot tome, bakteriostatski spojevi
ne uzrokuju njihwvuDpwdipmakijeelaidm&kats ki me h a
podrazumijeva zadr gavanje bakterijske popul
izazivanj al®>#Ztborgi lize aggramtei membr anol i ti | ke akt
QA®@ VI primarno s e kl asificiraju kao bbakter

destabilizaciju stanilne membrane, gto rezul
smriunelQil@vipokazuju sposobnost intracelul ar
i nteragirati s kljulnim biomolekulama poput

antibakterijskog djelovanja jog uwal jj ue k d ond astu
i stralg?rVadtn a

Eksperi ment alvnaopi d chroesltii v atnejnee | j i senasgabievanmi
tretiranih uzoraka na nutritivne podl oge, n
koj e pr egdssteaavnlijcaej.u Dobi veni podaci izragavaj

jedikojcaa formi paj uni kol onikgCF Uzmk xXa u ( lodgosu
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inkubaci | e. Kvanti fikacija promjena u popul
dinami ke mi krobne inaktivaciije i razli kovan]

i spitivanog spoj a.

Rezultati istragivanja ukazkyatemanihkragemioj &
der i3vaantian ok i nQMNHG 4l i QN pri | emu se unutar 4
znal aj no snpinpiekkf er bj ® ki@ F B/t)nslh id2&s ¢ biogo s e i
QNHRHCisg Kkoj i pokazuje najvigi stupanj ulinkovi
od %90 gto sugerira snagan potencij al el i mi na
viemenskog interval a.

Krivulje vicBOlI mbpspri Kdapwpgj u progresivno s ma
Uu prisutnosti sENHEpPonday ciprra dregmu i intenzi v
popul acije u aCsspoTiejddokons TQNEKCc i Mmiahmi & TLOOt mar
naglog pada broja bakterijskih s tsama ncjmaen ad o |
mi ni malne vrijednosti. Ovi podac.i p@ ¢ vdbkj u
QNHCisgpokazuje negto sporiljiu ukiian etli Kw meb ipjoart ji

rasta i smanjenje Vvijabilnost:i bakterijskih

Pri dvostrukoj mini mal2nolj MInkoibi tsproj aj dkeanmomes
snagan baktericidni uling@kKU/ mLbvei mupatiam pr
tret mana. U-Ciss | wligjaub i QN st bakterijskih stan
20250 minuta dol azi do gotovo potpune eradi
baktericidni pot eneCijtaalk.o LNas ypprkaatz utj emez,n aQ NMH &
pr2i I MliKako se stamkca | @adwbirjog asporijom dinam
popul acije nakon zavrgetka eksperiment a.

Ovi rezul tati jasno upuliuju naCiesupeahbiotrmup
koncentraci j>-@mtag k odloekr QNoHs j eduj e baktericidna
eliminacije bakterija. KChREBALMmMKkaulanamjjenna ko
ovisnost ulinkovitost:. ovih spojeva, pri |

potpunijom redukcijom bakterijske popul acije

U istragivanju antibakterij s k&b eankztai nvindoosktiin ukky
i spitana je dinamika rasta bakterijske popul
Rezultat.i su-Cppkanzal iMI Ka dQiBmhuij en apirj srkatr enroi j s |
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tijekom promatranog vremenskpgi i nseojyvakancd&a
ne pokazuje znalajnu inhibiciju, no vel nak
bakterijske popul acije. Nakon 30 minuta dol a

je nakon 50 minoaaerabi kpegpaabphktpoijske po

Krivulje rasta pri MI K vrijednostima benzil.
aktivnost ukljuluje baktericidni mehanizam d
zZa @QAVCSB-ami noki nukl i dina. Ovi rezul tat.i p ot
kinuklidinijevih spojeva ulinkoviti anti bakt

i dul jini al kil n@golkarawg.,e prigli| domks @8meddinis
Cia

Pr2i T WHiKjednosti ma, oda t@Bd iirmcnacispaj @, p QBm
bakterijskog rasta vel nakon 10 minut a, gt o

koncentracijama.

Kineti keza nkhdiatierife amoni-Bev@0OGG p o v eu kka znwjku |
znal ajno poboljganu ant i-@Gsuk rsovhinnu aun|ailni kzoivriatnoi s
i nterval i ma.-Cikpoonsktiriegten 0>99Q® 9 %Straphklco¢ec pwp
ATCC 25923 vel nakonKRomsamdrmt ri @diojgie,nopdti v plku |
ulinax.l PimdiKcent rQaizjriokuQ® potpunu eradikaci

unutar 30 minut a, gt oubkakayketinaantzirmizkt @b rbi
(sl 4Ra

Nasuprot -Cispm&paz@®Oe znalajno sporiju kinetik
potreban dul ji vremensKki period kako bi se ¥
razli ka u kinetici baktericidnog djetanmiahpa
me mbr ane, interakcijama s bakterijskim cil]je
spojeva. UoleneCiaf@0Odbedait nmepot@OLuju utjeca
na antimi krobnu aktivnost, pri | emu dul ji al
membr ane te posljedilno ubrzavaju baktericid
| spitivani bi skvaterni a-Biomajevivapowjevsvadir
mehani zam djelovanj a kroz baktericidni ul i
popul aciju wunutar 24 sat a. MelLuti ma kBakeeéerli
Antonio Sabl jil Doktorska diserte
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djelovanja znalajno razlikuje melLu testirani

al kil nog | anca i rigidnost poveznica.

Spojevigi22@p®sti gu baktericidni ulinak unut

inokulumu, dok pri dvadsit rnMked i we indjr af an dbearktt ree
vel nakon 2 sata. Opagena r adzullajkkai linzimellaun coiv i
brgem i wulinkovitijem membranolitilkom ulink
s |lipidnim dvoslojem bakterijske membrane,
posl jedilne smrti bakterijske stanice.
Najizrageniji baktericitghnik aijlii Sfakp pywlktazwoc y se
ATCC 25923 djelovao najbrge, eliminirajuli k
ukazuklej Wlagpmr i nopodefnipoa Ekiembl edma \be 2moiigdue
omogul iti optimalniju orijentaciju kvaterni!l
| i me se povelava interakcija s |lipidnim dvos
Ovi nal azi potvrLlLuju da sinergijsko djelovar
kljul nu ulogu u modul aci ji baktericidne akt:
ovi h parametara mogla bi dmtprra ma ljiettii | kri ehz vaor]
sredstava s brzim baktericidnim ulinkom.

U cjelini, ovi rezul tati potvrLuju poletnu
prugaju novi uvid u dosad nedokbmskhvatannaht
spojeswupsBituiranih kinuklidinijevih derivat a
Antonio Sabl jil Doktorska diserte
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A)
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_—~ 8 1
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S| idkkBr omj ena | ogaritamskog broja jedi nnCEBLkKkO]j e
tijekom vremena, odrelLena metodom brojanja kolo
bakt er Bf akhybo¢ AT CCs 2bOr28ust retiran koncenA)yaci j
monokvaBiskkaterni h amonijevih spojeva unutar d
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4. Mehanizam djelovanj a

4 ., 4T els.t propusnost. me mbr ane pr ema prop
spektrofluorimetrijom

U okaoveudokt or pkeoeudjaseamambr akbi vhoskamowo h de
i bi skvaterni h pamdnivj &vakjgheyw Ip @ geeAT@LG 250 231.s
eksperimental ni pristup primijenjena j e K\
fluorescentnog markera Kkoji se koristi kao

Nai me, PI je interkal acij dkda atkdjnar knejmd r me uma

ali |l ako ul azi U stani ceer osm,n agrdy gee nscem vneegneb rzaan

uzrokujuli znalajno povelanje fluorescencij e

r

e

me

D

(0]

alnom vremenu kori sti kao indirektna mjer

mbrdano | ki potencilffl ispitivanih spojeva

bi veni (si e4kBau k aaz uj u na i zra@enusnembmaant i ac

akti QAGsvimar eha a.Pmeusgni ni mal noj I nhi bitornoj L

v
p
S
k

r
0
i

o

d ]

r

S

P

n - Qo =
o O O”

> 9 oS

e

r

N

i jednax@tli )MMIKabi |l jedgen je unos propidijevo
rastom apsorbancije tijekom promatranog Vvr
gnal i u tretiramilmjaborvdigma ubiodnosw na o
ntrol noj popul aci ji, gto wukazuje na kompr
el ovanjhvasembnipa®@A® viaoprii (naveendterna cm jkaonmac.
zul tati sugeriraju da ispitivani spojevi i

njihovim predlogenim mehani zmom anti bakter

[ koncentracijama koje odgeavdrdajlu MI &t i)r,i zpE
z i piozrraassgtenf |l uorescentnog signala neposre
pitivanim derivati ma kovvaa e rUmssiplor a tha o imj eawiah
rivat a3&knauk!| ndi hovi h st r uktluamz ahmiadnoakl i onguak
|l ava se da kvaterni amonijevi spojevi s o0k
ragenij i [ br @ik. m&@wmimdaan dal iptoirlaksit wusliignnal a p
agno ukazuje na brzu i ulinkovitu per meabi
i spitivani Sspoj evi dj el uju pri marno put

emogul uj e pkrteegriivjlsjkaivha nsjtea nbiac a .
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MeLu i s piitsi@QACN @, 2100C 2:3@Caj br gi membr anski

ul i nci zabiljegeomivegmi koth Ophjewvez6éht at i st
prostorne udaljenosti IikxzmelBumodwhagjew i o zietnit\am @
antibakterijske ulinkovitosti. Kralii povezni

ogranilava ulinbkakt ¢ai ji 9k @m adkoekinpdaalsi@m | anc i
mol ekul sku fleksibilnost, gto pogoduje konfo
' i pidnog dvosémowe znmbigcagk s mpnedbog akti vnost n
ooganizacije potrebne za optimalno vezanje neé
ovisnim membranskim uli8tapmiaylzoacha ATCEE) eZnd Ik AN,
naglagavaj u pwavgemonsikooatawe nti maeci j e s paonjta mi kdiozba
reagenBal $thjagi vanja potrebna su za optimiza
terapijske primjene.

Eksperimentalne okolnosti, ukl jul ujuli fazu
ut jecat. na interpretaciju Pl fluorescencije
srednj oj eksponencijal noj kfodzil,i nkhakgee nkeit sk eg
vezanje Pl, |ime se omogulilo pouzdanije ol
membr anolitil ko djelovanje zabiljegeno je t
spojeva, koje niegmostskmaadlwbs vMINK mar ikjor i gt en
kulture. Ova razlika ukazuje na potrebu za m

konzistentna usporedba membranske aktivnosti

Zakl jul no, oVi rezulQAaer poatvir Lpphkazdaj u sipzt
akti vnoSttaphylmac ACECELs 25928y s @ar ul li edhio & h gnials a y

stani |l nu membranu ovVvi si 0 ki osnpci et ni tvraanci i hnaQ A CD odk
Spomiajrergavaju integritet me mbr ane, vi ge kon
membr ane i BDbhnvEne s ks p enraignheangtaavianQd @peodtiaeenactiaj
kao ulinkovitih antimdokoolkmwminh eksedstrava,ul es
konvencional ne antibiotike. Buduia istragiva

mehani zama membranskog djelovanja ovihimspoj e

vive nji hove mogulie toksilnosti prema eukar:i
za njihovu praktilnu primjenu u medicini i i
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S| i4k3Rr opusnost me mbr ane pr e nPau pptraokpg d3ug seavfofrn€ Gjso d i

25923 bez prisutnost. antimi krobnog agensa (ko
koncentracijama MIK, 2 I MIK i 4 1 MIK tijekom 3
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5.Zakl jul ci
Sintezea aFBQ sitriathkd mu k!l i di na

U okviru ovog istragivanja uspjegnampei peouvl
soliinukpodi pnadyigihaskepmmnrea QAC s @ReO i vat e.

Monokvastoelrinku f Bopoj ebahvdiegapsnovn@aupstituir:
ki nuklidiniipewnizRRmddniev dtQa8n) , acetoppmi dket 0 QA
Sspojieeedodat ndAPGAD(G COQMH R = 1Q,, ul 4k oj o6 | e
deri vat kv atNearlnbiirzo nmaacne tpaunti edna . Reakcije su pr
postupku kvatermwmbramwmal ldNharpabiribjmeacemami da kao

reagensa, uz pagljivo kontrolirane reakcij sk

Uspjegnost sinteze potvrlLena je visokom pono
kemij s kpolasdlndonszii svti essrotkneg ednost i

Za seriju benza4Giid@B+.:3 s pojsepagan@®Bmsponk od

do 9%, S5pr i |l emu je vidljiv bl agi porast prin
pr i pbiosla o | jrievagsstriisad ifd rnm gkeeijg tisea Inie.

Acetami dni -CemQAvCay i dgIQAcseprv mlom® dwi780 B 5,93 o

upuluje na povoljan utjecaj acetamidne skupi
Amino der i-GatQNHC.QNH okazal.i su j omr ivreatsme It e a k
92, 4% i 97, 9 %, |l i me je potvrlLeno da sl obodna
ol akpgotgie siemt r a mo li enkt velraarkncii iy a .

Najiweli nabi iswe gkeond ket e&C1 @B Yy ata 1 QOO L OO, D
%, gto se pripisiujeopoivekamaojk| edektfevog du
skupine u pologaju 3.

Posebno su zanimljivi JdA®®Bulotjaetvia,d oub ikwg nimau ssu
reakcije prov-gaminreo kiiznmdluik d(idcgea ciet ami da . U pi
sinNakdriomacet amADe) (PADLI u gnmpper 648 2%) , gto
je u skladu s ol ekivanid#rwlmamclcamilda el O mdd mgo

tijekom kvatersii zaad g vedd jodsitavpaly a8 9 00) | ovisno
dul jini alkilnog | anca. NAD®f §9%)® r idroks saa bsipl
dul jncm maa pokazali negteo pnriigngfisccaluik azugd &l na wi
| i mbeni ka topljivost.i na ulinkovitost reakci
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Sveukupno gledano, sinteze su pokazale izvrs
pri mads,a®® do 089 Dobi veni rezul tat.i potvr Luju
pogodni za pripravu razlilitih funkcionali zi
Nadal j e, Zappagienmovsiasmeendowdiul ji ni al kil nog | a
kinuklidinijevoj jezgr.i prugaju vrijedan uvi
je postavljena | vrsta eksperimentalna osnova
kemi jskih svojstavatizbraholQkepakeévanosti si.
Drugu skupinu | ibis G#awaiijnga evtd zdvanabstu dva k
ki nuk3loindhi 8 odgovarajulim adi baospi-anipling mtioga
i Hdj6&romheksan), | ime su dobi vemi 3D,iCHUkeiatbeir n

njihovom reduktivnom aminacijom s primarnim
heksadewplt a mNaRENK aroe d u k csirjesdksa gv a .

Na t a]j nalin pripremlj el S24(QI sZ(}@C ekronii  dse
melLusobno razl i kywjow e diozingeelhuo mk ianlukkillindei ni j ev h
al kil nog | anca. Koadd2bk @A wWemrmii vat au vrl o v
(9216 0) , dbksa&luki | ami ng)ldsidobpoegmriais p @0APEC,3 55
tendenci j opmm ispwasnaj veenlj@j dul p .ni alkilnog niza

Strukture svih $pdiCteNdMRpepektLempakespdiejnoum su z

kemijski pomac.i i mul tipliciteti u skl adu s
odgovarajule supstituermnties.ok8viraspaojpevii spok:
spektroskopskgtho ppoodtavtralkuaj e uspjegnost proved
strukturni h model a.

Sinteza i karakterizacija spojeva -kberiej ssku m|
i stragivanjima s ciljem procjene anti bakter.i
farmaceut sku pri mpehiun i ¥Wikterpoe d e me n tsiu: odreli
i nhi bitorne koncentracije, kineti ke inhibic
integriteta stanilne membreameo ppoodiicgiewdtUest a,
provedena -§emifjiskiakaad iamjoa k tseroij 2z v a , ukl julujul
mi cel arne ICMc,enptrroaccjigneu (virpiojf g d tneossti @ r Mecd loigl r
umj etnu membranu pomolu PAMPA testa.
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Na temelju provedeni hsibnitoeltao gzkiirha nii-shp pGA Qv adaqg rai:

kinuklidina mogu se izvesti sl jedeli zakl jul
Strukturne znal aj ke i antibakterijska aktiwvn
T Monokvaterni @amodnuiljjevm as ka4l e inp olkaanzcail ma s(ul

ni ge MIK vrijednos-pozi toiswomiimobpktemi jGxman
aktivnogiu usporedivom il superiornom u
spojeve (BAB, CPC). Spoji@vipokakradliii mualsK ia

T UtvrLlLena je jasna korelacija izmelLu dul ji
al kilni |l anci omoguluju bolju inkorporaci
se povelava disruptivni ulinak na membr an

T Pol arnost supstituenata na Kkinuklidinsko
ami dne skupine na pologaju -Bidmudfjielcrmd ar a
mol ekul e. Spojevsupstumjeepnhbmpopakazmli s
aktivnost, dok su izrazito polarni supsti
dijelovima bakterijske membrane.

T Protonirana amino skupina, Uu spojevima s
i nterakciju s negativno nabijenom povrgin
interakcij aQd@®ueadganeuisie pioss encirao membr a
baktericidna ulinkovitost.

Bi skvapejdewii vi r ani-3onza Kkpionkuakzlaildii nsu da dul

povezmnnalaaj no utj el u na bi ol ogku aktivno

poveeonsitcvaril.i su bolju interakciju s bal
kralpomezpiok@amal i smanjenu aktivnost
Ut j ecaj medija na antibakterijski ul i nak

T U obogalenom baktewH j skMoil medijjedjdlChAmi lors
nepromijenjene, dok su u DMEM mediju zabi
rezul tatdi upuluju na to da sastav medi]j a
QA@v,a vjerojatno putem promjene el ektr os

bakterijske membrane.

Antonio Sabl jil Doktorska diserte

139



Sinteza i bi ol ag kha s&kvtaitveransth mamoni j evi h S

llazabici klo[2.2.2]oktana

Me h

Bak

Od n

A mf

anizam dj el ovanjraezii sptoetnecnicjie al razvoj a
Eksperi ment.i pPpr opusno Ktoincmeaimli a a&n e nsbkrkaanosaklii i
mehani zam djelovanj a, proi | e mu vi soke |
per meabilizacije stanilne smembij anaeutnjjalzu i
i ntegritet.

Monokvaterni spoj ewv3ondae rniivsiur gmrie piozankait/nB kkle

efl uksnih pumpi, gto ukazuje na nizak pot
Bi skvapeypavi pokazal. su stabilnost u pri
identilnim MIK vrijednosti ma, gto i mplici
dodatno potvrLuje njihov terapijski poten
tericidna aktivnost i inhibicija biofil mo
| spitani spojevi pokazal. Ssu i zragenu Sy

bi of iStmopvhay | o c dlcicsutsermiua empokaytupyglineboVi uo
odeferentni hQAkd vad ncossjmadi mii mt i k a.

Novosintetizir-ainbii sgEpamemnini enointes upEdji d wa r &

ki nuklI i di nbaa kptoekraizcaildnisumehani zam dj el ovan]
0s strukture i aktivnosti ( SAR)
Rezultati-dmmlaegnk dlkarmnei mul acija pokazali s

prema transkrirpomj pRatiRakewiulragdzoul smdanj empiul

potencij al za induciranje efluksom posre
ogranilenja QA®@wancional nih

ifilna i farmakokinetilka svojstva spojev
Svi spojevi pokazali su povrginski aktiwvn

ni gom vriCME€dnogta je povezano s povel an
agregiranjem u micelarne strukture.

Bi skvapeyjevi I maliij edlo®eui igiespor edbi S mon
Sspoj evi ma, gto ukazuje na pwelddkrdaing @bi ¢ In o

me mbr ane.
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1T PAMPA test pokazao je nis&u pGBs vpmrui dli d me

potonji pokazao Vvigu sposobnost i nkorpor
prisutnost u vodenim fazama, gto upuluje
topi kal mu pri mjen

Zakl julno, rezultati ovog i st ridgiskamherink ayxu
spojlaviabici kl opRe@sRavokjiajna obelavajule anti
bi ologkom aktivnogl u, ni skim potencijalom z
fizi-kamhnjoski m svojstvi ma. Njihova ulinkovito
ukl jul wjiwifil move, kao i sposobnost seliekti v
modul i rane pol arnost. supstituenat a, idhu | j i
funkci osmkadgiiilrhne i h pogodnim kandidati mBstza d
topi kalne terapije i borbe protiv infekcija
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