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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Kvaterni amonijevi spojevi (engl. Quaternary Ammonium Compounds, QACs) predstavljaju
jednu od najvaznijih skupina spojeva sa antimikrobnom aktivnoS¢u zbog svoje sposobnosti
djelovanja na §irok spektar mikroorganizama, ukljuéujuéi bakterije, gljivice i viruse!-?.

Njihova primjena kao antiseptika i dezinficijensa prisutna je u medicini, industriji i
svakodnevnom Zivotu, bilo samostalno ili kao sastavni dio komercijalno dostupnih proizvoda'.
Medutim, unato¢ njihovoj Sirokoj primjeni, sve ucestalija pojava bakterijske rezistencije,
ukljucujuci 1 otpornost na QACs, predstavlja znacajan izazov u antimikrobnoj terapiji i potice
potrebu za razvojem novih, u¢inkovitijih struktura®. Dodatno, veéina trenutno dostupnih QACs
je sintetskog podrijetla dok su istrazivanja koja uklju¢uju QACs sintetizirane iz prirodnih
spojeva ili iz derivata prirodnih spojeva jo$ uvijek nedovoljno zastupljena*>.

Heterociklicki spojevi, poput kinuklidina i N-benzilimidazola, pokazali su znacajan bioloSki
potencijal 1 predstavljaju atraktivne strukture za razvoj novih derivata s poboljSanim
antimikrobnim svojstvima >,

U skladu s tim, cilj ove disertacije je sinteza novih kvaternih derivata spojeva
kinuklidin-3-ola 1 N-benzilimidazola, s razli¢itim alkilnim 1 arilnim supstituentima, te
ispitivanje utjecaja strukturne razlicitosti na antimikrobnu aktivnost.

U okviru ove disertacije pripremljena je serija derivata kinuklidin-3-ola, koji su
kvaternizirani alkilnim supstituentima duljine lanca od 3, 4, 6, 8, 10, 12 1 14 ugljikovih atoma,
kao 1 arilnim reagensima s razliitim supstituentima (-NO:, -Cl, -Br, -CHs, -CFs, -F) na
benzilnoj skupini u para (p) i meta (m) polozaju.

Takoder, pripremljena je serija derivata kinuklidin-3-ola kvaterniziranih dibrom-
alkilnim regensima duljine lanaca od 8, 10 1 12 ugljikovih atoma, te simetri¢ne biskvaterne soli
kinuklidin-3-ola, u kojima su dvije okosnice kinuklidin-3-ola medusobno povezane lancima
duljine 8, 10 1 12 ugljikovih atoma.

Pripremljena je serija kvaternih derivata N-benzilimidazola, ukljucuju¢i spojeve
kvaternizirane arilnim reagensima s razli¢itim supstituentima u para (p) polozaju, kao 1 spojeve

kvaternizirane alkilnim supstituentima duljine lanca od 10, 12 i 14 ugljikovih atoma.
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§ 1. Uvod 2

Strukture sintetiziranih spojeva potvrdene su standardnim analitickim metodama,
ukljucujuéi odredivanje talista, infracrvenu spektroskopiju, te 'H i '*C spektroskopiju nuklearne
magnetske rezonancije.

Bioloska aktivnost sintetiziranih derivata kinuklidin-3-ola 1 N-benzilimidazola ispitana
je odredivanjem njihova antimikrobnog potencijala na reprezentativnom panelu Gram-
pozitivnih 1 Gram-negativnih bakterija, te gljivica. Spojevi koji su pokazali najizraZeniju
antimikrobnu aktivnost dodatno su analizirani u pogledu membranolitickog ucinka,

antioksidativnog potencijala i citotoksicnosti.
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§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Bakterijska rezistencija

Bakterijska rezistencija je prirodni proces prilagodbe bakterija na antibiotike koji je
ireverzibilan, a pretjerano 1 neopravdano koriStenje antibiotika znacajno doprinosi ovom
problemu koji predstavlja sve veci globalni problem u javnom zdravstvu, s dubokim
implikacijama na lije¢enje infekcija, kontrolu bolesti i medicinske procedure’® 2. Uzevsi u
obzir opéenito povecanje bakterijske rezistencije prema poznatim antibioticima, neke procjene
ukazuju da ¢e kroz narednih nekoliko godina vecina raspolozivih antimikrobnih lijekova
izgubiti djelotvornost®. Bakterijska rezistencija nastaje kada bakterije mutiraju ili steknu gene
koji im omogucavaju da prezive izlozenost antimikrobnim lijekovima koji su dizajnirani da ih
uniste. Ove promjene mogu omoguciti bakterijama da neutraliziraju lijek, izbace ga iz svoje
stanice ili promijene mjesto na koje lijek djeluje. Kao rezultat, standardni tretmani postaju
neefikasni, infekcije postaju teZe za lijedenje, a trajanje i teZina bolesti se poveéavaju®* 4.
Uzroci razvoja bakterijske rezistencije su brojni i sloZeni. Prekomjerna i neprimjerena uporaba
antibiotika u ljudskoj medicini klju¢ni je faktor. Naime, svako izlaganje antibiotiku pruza
selektivni pritisak koji favorizira prezivljavanje samo onih bakterija koje imaju ili razviju
mehanizme otpornosti. Sli¢no tome, neadekvatna upotreba antibiotika u veterinarskoj medicini
1 poljoprivredi, gdje se antibiotici Cesto koriste ne samo za lijeenje, ve¢ 1 za prevenciju bolesti
i promicanje rasta, dodatno pridonosi problemu'-->°,

Unato¢ odli¢noj bioloskoj aktivnosti i primjeni u obliku dezinficijensa i antiseptika,
novija istrazivanja pokazuju da je vecina prirodnih bakterijskih izolata razvila otpornost na sve
komercijalno dostupne QACs. Bakterijska otpornost na QACs predstavlja ozbiljan, ali 1 dalje
podcijenjen problem, koji se objasnjava prekomjernom uporabom, slabom biorazgradivos$cu 1
dugotrajnom izloZeno$¢u bakterija niskim koncentracijama QACs'*!~#*. S rastu¢om primjenom
QACs u industriji, bolnicama 1 kué¢anstvima, dolazi do zna¢ajne akumulacije u okolisu, posebno
nakon pandemije SARS-CoV-2 virusa kada je pojaCano koriStenje antiseptika i
dezinficijensa*"* . Dugotrajna izloZenost bakterija niskim koncentracijama se dogada u
uvjetima gdje se QACs koriste za CiS¢enje, ali ne dolazi do ispiranja spojeva s tretiranih
povrsina. U takvim situacijama bakterije se mogu prilagoditi na niske, submikromolarne

koncentracije QACs i razviti rezistenciju®. Osim toga, QACs &esto ostaju prisutni u okoligu
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zbog svoje kemijske stabilnosti, Sto dodatno povecava rizik selektivnog pritiska i posljedi¢no
razvoja rezistencije'*’.

Mehanizmi rezistencije na QACs kljucni su za razumijevanje kako bakterije razvijaju
otpornost na ove dezinficijense.

Jedan od najvaznijih mehanizama rezistencije ukljucuje tzv. efluks pumpe (engl. efflux
pumps), koje izbacuju toksicne tvari, ukljucuju¢i QACs, iz unutrasnjosti bakterijske stanice
(Slika 1.). Efluks pumpe tipa RND (engl. Resistance-Nodulation-Division) su skupina
proteinskih sustava koji su naj¢eS¢e prisutni u Gram-negativnim bakterijama. Sastoje se od
pumpe u citoplazmatskoj membrani, periplazmatskog proteina koji sluzi kao poveznica izmedu
unutarnje i vanjske membrane i kanala u vanjskoj membrani kroz kojeg tvari napustaju
stanicu’!2, Na primjer, neki klini¢ki sojevi bakterije Escherichia coli sadrze klasu 1 integrona
s kasetama koje sadrze gene za otpornost na trimetoprim-sulfametoksazol (drf41/sull) 1 gen
gacEA1, koji kodira otpornost na QACs>!2,

U bakterijama poput Staphylococcus aureus, transportni proteini iz obitelji SMR (engl.
small multidrug resistance proteins) 1 MFS (engl. major facilitator superfamily) od klju¢ne su
vaznosti za izbacivanje spojeva iz bakterijske stanice®>>2. Primjeri ovih proteina su plazmidom
posredovane efluks pumpe (QacA, QacB, QacC, QacG, QacH 1 QacJ) koji smanjuju osjetljivost
na QACs, iako ne dovode do potpune rezistencije’'°. Nekoliko istraZivanja sugeriraju da
efluks pumpe mogu, izravno ili neizravno, poticati stvaranje biofilma, $to dodatno oteZava
borbu protiv rezistentnih bakterija>*>.

Drugi mehanizam rezistencije bakterija na QACs je smanjenje propusnosti stani¢ne
membrane. Ovaj mehanizam temelji se na promjenama u strukturi vanjskih membranskih
proteina (engl. outer membrane proteins, OMP) 1 lipopolisaharida, §to je posebno uoceno kod
sojeva vrste Pseudomonas, ukljucujuéi Pseudomonas aeruginosa. Mutacije u ovim vanjskim
membranskim komponentama smanjuju propusnost membrane time oteZavajuéi ulazak
dezinficijensa u stanicu®!8, Kao rezultat, bakterije postaju otpornije na QACs, jer biocidi ne
mogu u¢inkovito doprijeti do ciljane citoplazmatske membrane®2.

Tre¢i mehanizam rezistencije ukljuuje mobilne geneticke elemente, poput plazmida,
transpozona i integrona, koji igraju kljuénu ulogu u prijenosu gena za otpornost medu
bakterijskim populacijama®®>>*. Ovi mobilni geneticki elementi omoguéuju horizontalni
prijenos rezistencije medu razli¢itim bakterijskim vrstama, ukljucujuéi i gac gene koji kodiraju

efluks pumpe 1 osiguravaju otpornost na ovu skupinu spojeva. Posebno zabrinjava pojava
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mobilnih genetickih elemenata koji nose i gene za rezistenciju na QACs i gene za otpornost na
antibiotike, jer to otvara moguénost da upotreba QACs dovede do smanjene osjetljivosti na
antibiotike’!*2. U jednoj studiji, koristen je soj bakterije Escherichia coli koja je bila donor RP4
plazmida, a koji nosi otpornost na ampicilin, kanamicin 1 tetraciklin. Studija je ispitivala uc¢inak
izlaganja dodecildimetilbenzilamonijevom kloridu (DDBAC) na prijenos plazmida putem
konjugacije®. Izlaganje DDBAC-u potaknulo je prijenos plazmida koji kodira gene odgovorne
za otpornost na antibiotike sa donorskog na recipijentni soj E. coli, Sto potvrduje zabrinutost da
primjena QACs moze imati negativan u¢inak na $irenje rezistencije prema konvencionalnim
antibioticima’! %61,

Bakterijska rezistencija na QACs predstavlja slozen problem koji zahtijeva viseslojni
pristup. lako je rije¢ o velikoj skupini spojeva Siroke primjene, za razliku od drugih klasa
bioloski aktivnih peptida i antibiotika, razvoj novih strukturnih varijanti QACs bio je prili¢no
skroman. Upravo zato su u posljednje vrijeme u fokusu znanstvenih istrazivanja s ciljem daljnje

evaluacije njihova potencijala’3:62:63,

v d\//\/\\< —‘l ekspresija qacA
C V {/ /\/\ ekspresija gacA

Slika 1. Shematski prikaz bakterijske rezistencije na kvaterne amonijeve spojeve (QACs)
posredstvom Qac efluks pumpi. Prikaz opisuje prodiranje QACs preko bakterijske membrane
1 interakciju s represorom QacR, nakon ¢ega slijedi ekspresija gena koji kodiraju za Qac
efluks sustav!
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2.2. Kvaterni amonijevi spojevi (QACs)

Kvaterni amonijevi spojevi (QACs), su kemijski spojevi koji se koriste kao antiseptici i

dezinficijensi, te su pronasli primjenu u svakodnevnom Zivotu i u industriji'*>* (Slika 2.).

Rj
R R
4\'L/ 2
+

Br
R4

Slika 2. Op¢a struktura kvaternih amonijevih spojeva, QACs

Otkrice 1 razvoj QACs predstavljaju znacajan korak u polju kemije i medicine. Prvi objavljeni
rad o benziliranim 1 alkiliranim QACs i njihovoj antimikrobnoj aktivnosti datira iz 1916. godine
i od tada su predmet brojnih istrazivanja'**. Zbog svoje visoke efikasnosti, relativno niske
toksi¢nosti prema humanim stanicama i niske trziSne cijene, usli su u svakodnevnu uporabu te
su zastupljeni u velikom broju komercijalnih proizvoda. Spojevi benzalkonijev klorid (engl.
benzalkonium chloride, BAC), cetiltrimetilamonijev bromid (engl. cetyltrimethylammonium
bromide, CTAB), cetilpiridinijev klorid (engl. cetylpyridinium chloride, CPC),
dimetildidodecilamonijev klorid (engl. dimethyldidodecylammonium chloride, DDAC),
kokamidopropil betain (engl. cocamidopropy! betaine, CAPB) (Slika 3.) medu najpoznatijim
su komercijalnim QACs, te su sastavni dio mnogih antiseptika i1 proizvoda za osobnu higijenu
i njegu! 414,
Strukturno gledaju¢i, QACs pripadaju skupini amina i1 srodni su anorganskim
amonijevim solima, pri ¢emu je pozitivno nabijeni dusikov atom kvaterni centar aromatskog ili
alifatskog prstena ili lanca. Taj duSikov atom trajno nosi pozitivan naboj i kovalentno je vezan
za Cetiri supstituenta, Sto QACs €ini stabilnim organskim kationima. U otopini su uvijek prisutni
kao ionski spojevi, a ravnotezu naboja osigurava prisutni anion (najces¢e bromid ili klorid),
koji moZe utjecati na fizikalna svojstva spoja'*+>-%.

QAC:s su Cvrste tvari bez mirisa i boje, s visokim taliStima, te nastaju reakcijom izmedu
tercijarnih amina 1 alkil-halogenida, pri ¢emu nastaje kvaterna amonijeva sol i odgovarajuci
halogenid'. Zbog svoje strukture, QACs pod normalnim uvjetima ne podlijezu kiselo-baznim
reakcijama kao jednostavni amini 1 imaju konstantno prisutan pozitivan naboj u cijelom pH
rasponu !,

Jednostavni QACs, koji sadrze jedan kvaterni dusikov atom vezan na Cetiri alifatska i/ili

aromatska supstituenta, topljivi su u vodi 1 prilicno stabilni. Anion QACs se smatra manje
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vaznim za njihovu biolosku aktivnost, ali istrazivanja pokazuju da utjece na topljivost. Vecéina
literature 0 QACs ukljucuje halogenide, i to ¢eS¢e kloride ili bromide kao anion jer jodidi
pokazuju smanjenu topljivost. QACs s kra¢im nepolarnim lancima manje su topljivi u
nepolarnim otapalima, dok oni s dugim nepolarnim lancima imaju povecanu topljivost u
nepolarnim otapalima i ponasaju se kao emulgatori'*.

S obzirom na to da skupini QACs pripada veliki broj strukturno razli¢itih spojeva, neka
op¢a podjela bi bila na monoQACs — s jednim pozitivnho nabijenim duSikovim atomom,
bisQACs — s dva pozitivno nabijena dusikova atoma, te multiQACs — s tri ili viSe pozitivno

nabijenih dusikovih atoma u svojoj strukturi!#>4%-6¢,

/\ 2

c .
SORRSS

/\/\/\/\/\)J\N/\/\w o
: /N

c

Slika 3. Strukture komercijalnih kvaternih amonijevih spojeva: (a) benzalkonijev klorid
(BAC), (b) cetiltrimetilamonijev bromid (CTAB) (c) cetilpiridinijev klorid (CPC), (d)
dimetildidodecilamonijev klorid (DDAC), 1 (e) kokamidopropil betain (CAPB)
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Buduc¢i da imaju pozitivno nabijeni dusikov atom na koji moze biti vezan dugi, nepolarni alkilni
lanac, takvi QACs su amfifilne molekule, koje mogu oponagati mehanizam djelovanja sapuna’.
U vodenim otopinama formiraju agregatne strukture u vidu micela, pa im se tipi¢no odreduje i
vrijednost kriticne micelarne koncentracije (engl. critical micelle concentration, CMC). Upravo
zbog tog efekta, amfifilne molekule su temelj u proizvodnji antiseptika od kojih se posebno
isticu QACs zbog sirokog spektra djelovanja na bakterije, gljivice, alge i kapsulirane viruse®>-6.

Istrazivanja koja su proveli Boskovi¢ 1 suradnici na kvaternim solima kinuklidin-3-ola,
s varijabilnom duljinom alkilnih lanaca (od 10, 12 1 14 C atoma) pokazala su da vrijednosti
CMC og&ekivano ovise o duljini lanca®’. Tako derivati s duzim alkilnim lancima imaju niZe
vrijednosti CMC-a, §to zajedno s negativnim vrijednostima Gibbsove energije potvrduje
spontanost procesa micelizacije. Ovi rezultati jasno pokazuju da novosintetizirani QACs imaju
dobar potencijal za primjenu kao povriinski aktivne tvari®’, te su na osnovi njih zapodeta
strukturna istrazivanja s ciljem postizanja jo§ veée aktivnosti spojeva. Tako su sintetizirani
spojevi s razli¢itim supstituentima na dusikovom atomu, pri ¢emu su najvecéu aktivnost pokazali

oni koji su u sastavu strukture imali dugi alkilni lanac (Slika 4.)%8.

6]
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4 \ﬁ/ HO | N Br
/|\ PN OH
HO N R W
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R =CyoHjy, C13Has, Ci4Hpg, Ci6Hss

a b

Slika 4. Kvaterni spojevi s okosnicom kamforsulfonamida s alkilnim (a) i cikli¢kim (b)
strukturnim elementima

Zatim se fokus preusmjerio na sintezu spojeva s vise pozitivno nabijenih dusikovih atoma —

bisQACs, trisQACs, multiQACs na alifatskoj i aromatskoj okosnici (Slika 5.)!6%7°,
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Slika 5. Strukture polivalentnih kvaternih amonijevih spojeva (QACs): bisQACs (a,d),
triQACs (b), tetraQACs (c)

Zatim su se sintetizirali spojevi u kojima su QACs bili inkorporirani u aromatske sustave, §to
je dovelo do otkri¢a bioloski aktivnih spojeva dekvalinijeva klorida i bisnaftalimida — MTO02

(Slika 6.)-71-74,
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Slika 6. Strukturna formula dekvalinijeva klorida (a) i1 bisnaftalimida - MT02 (b)

Iako trenutno na trzistu svi vodeci antiseptici sadrze QACs sintetskog podrijetla, postoje
brojni primjeri QACs prirodnog podrijetla koji pokazuju antibakterijsku aktivnost, ukljuc¢ujuéi
inhibiciju formiranja bakterijskih biofilmoval. Medu njima se isticu keleritrin (engl.
chelerythrine) 1 njegovi strukturni analozi, sanguinarin (engl. sanguinarine) i berberin (engl.

berberine), kao i ageloksim D (engl. ageloxime D) (Slika 7.)! 7.
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Slika 7. Strukture keleritrina (a), sanguinarina (b), berberina (c) 1 ageloksima D (d)

Strukture poput onih prikazanih na slici (Slika 8.) ukazuju da prirodni spojevi poput kinina i
nikotina, koji sami po sebi ne posjeduju izraZenu antimikrobnu aktivnost, kvaternizacijom
mogu poprimiti izrazeno antimikrobno djelovanje protiv Gram-pozitivnih i Gram-negativnih
bakterija*. Ova istrazivanja dodatno su pokazala jasnu korelaciju izmedu duljine alkilnog lanca
1 antimikrobne aktivnosti na nacin da spojevi s duljim lancima imaju znatno vecu aktivnost.

S obzirom na jednostavnost sinteze i dobivene bioloSke aktivnosti, kvaternizacija
prirodnih produkata je obecavajuc¢i smjer u razvoju novih antiseptika, a potencijalno i novih

antibiotika.
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R =CoHy; - CyoHy,

Slika 8. Kvaterni amonijevi spojevi na bazi prirodnih spojeva — kinina (a) 1 nikotina (b)

DOBIVANJE QACS - MENSHUTKINOVA REAKCIJA
Menshutkinova reakcija je reakcija N-alkilacije tercijarnih amina alkil-halogenidima, pri ¢emu
nastaju kvaterne amonijeve soli 1 odgovaraju¢i anion (Slika 9.). Mehanizam odvijanja reakcije

je Sn2.

H Ri T R\1 H
R R TN 3 5 -
z\f\j/ ! . H—\C—CI — R2—>N————c———c| I R2—N+—C—H Cl
'|?3 H R; H H Rs H
- SN2 -

Slika 9. Mehanizam Menshutkinove reakcije N-alkilacije tercijarnih amina Sn2 mehanizmom
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Ovareakcija, nazvana po ruskom kemicaru Nikolaju Menshutkinu, klju¢na je metoda za sintezu
QACs koji imaju Sirok spektar primjene — od antiseptika i surfaktanata do farmaceutika 1
katalizatora za prijenos faze (engl. phase-transfer catalysts, PTCs)’>. Kao jedan od najéesce
koristenih  QACs  katalizatora  istiCe se trietilbenzilamonijev  klorid  (engl.
triethylbenzylammonium chloride, TEBA), koji se S§iroko primjenjuje u industriji i
farmaceutskoj sintezi’®"°.

Brzina reakcije znacajno ovisi o otapalu — polarna otapala povecavaju brzinu reakcije
stabilizirajuci naboj koji nastaje u prijelaznom stanju, kao 1 ione koji se formiraju u produktima

79-81

reakcije’”” . Najces¢e koriStena organska otapala u reakcijama kvaternizacije su aproti¢na

organska otapala, poput acetona, dimetilsulfoksida (DMSO), dimetilformamida (DMF) i

acetonitrila (ACN) budu¢i da ona ne stvaraju vodikove veze s nukleofilom ve¢ samo dipol—

dipol interakcije, ¢cime se nukleofil zadrzava visoko reaktivan 1 reakcija se odvija brze.
Medutim, klorirana otapala poput diklorometana i kloroforma treba izbjegavati jer sami

mogu sudjelovati u reakciji s tercijarnim aminima’’-%.

Zbog svoje osjetljivosti na svojstva otapala, Menshutkinova reakcija se Cesto koristi kao

modelna reakcija za prou¢avanje utjecaja otapala na brzinu i mehanizam kemijskih reakcija’>%*

84
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2.3. Heterociklicke okosnice za sintezu kvaternih amonijevih spojeva

(QACs)

Prirodni bioloski aktivni spojevi, kao $to su penicilin i streptomicin, znac¢ajno su promijenili
tijek medicine i postavili temelje za moderno lijeenje bakterijskih infekcija’®>*7. Medu
antibioticima koji obiljezavaju modernu eru antimikrobne terapije, Cak Sest klasa potjece iz
prirodnih  spojeva, ukljuuju¢i P-laktame, tetracikline, makrolide, glikopeptide i
aminoglikozide®. Ovi prirodni biologki aktivni spojevi posluzili su kao strukturne okosnice za
sintezu brojnih polusintetskih i potpuno sintetskih derivata, $to upucuje na velik potencijal koji
imaju prirodni bioloski aktivni spojevi i njihovi derivati u razvoju novih antibiotika, $to je vazno
u kontekstu sve veceg broja infekcija koje se ne mogu suzbiti djelovanjem postojecih
lijekova®**°. Prirodni biologki aktivni spojevi nude jedinstvene strukturne okosnice koje se
mogu dodatno modificirati kako bi se poboljsala njihova aktivnost ili proSirio spektar
djelovanja. Na primjer, polusintetske modifikacije prirodnih antibiotika, poput makrolida i
tetraciklina, omogucdile su stvaranje novih generacija lijekova koji su se pokazali djelotvornima
i protiv otpornih sojeva bakterija®-".

Ono $to prirodne spojeve ¢ini posebno atraktivnima za razvoj novih antibiotika jest
njihova sloZena 1 raznolika struktura, koja je Cesto nedohvatljiva klasiénim postupcima
sintetske kemije®. Osim toga, suvremeni napredak u tehnologijama ekstrakcije i analize
omogucuje izolaciju novih bioloski aktivnih struktura iz prirodnih izvora, ukljucujuéi rijetke
bakterije, gljive i biljke®. Primjenom suvremenih metoda moguée je izolirati nove bioloski
aktivne spojeve koji mogu smanjiti ili ograniciti razvoj bakterijske otpornosti, te time otvoriti
nove putove prema ucinkovitijem suzbijanju infekcija®. Jedna od prednosti prirodnih spojeva
jest njihova sposobnost selektivnog djelovanja na specifi¢ne bakterijske procese, ¢esto putem
mehanizama koji su izvan dosega sintetskih lijekova. Primjerice, neki njihovi derivati poput
makrolida i1 glikopeptida inhibiraju sintezu proteina ili izgradnju stani¢ne stijenke dok drugi
utjecu na medustanicnu komunikaciju i formiranje biofilma, ne djelujuéi pritom izravno
baktericidno”!2.

Strukturna slozenost, raznolikost 1 mogucnost dodatnih kemijskih modifikacija
predstavljaju klju¢ne karakteristike prirodnih spojeva koje pruZaju prednost u potrazi za
ucinkovitim lijekovima protiv bakterijskih infekcija. U kombinaciji s modernim sintetskim
metodama 1 naprednim tehnologijama istraZivanja, prirodni spojevi predstavljaju vazne

okosnice za buduéi razvoj novih antibiotika i inovativnih terapijskih strategija®’.
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2.3.1. Kinuklidin-3-ol

Kinuklidin (1-azabiciklo[2.2.2]oktan) je alifatski, zasi¢eni biciklicki spoj sa specificnom
rigidnom strukturom koja uklju¢uje dusikov atom u premostenju’. Trivijalno ime - kinuklidin
je dobio po prirodnom alkaloidu kininu koji se koristi kao lijek protiv malarije i €iji je sastavni
dio®. Izoliran je iz kore kininovca (Cinchona spp.) koji pripada porodici Rubiaceae®®. Prisutan
je 1 u brojnim sintetskim bioloski aktivnim tvarima i lijekovima, poput azasterona (engl.
Azasteron), benzoklidina (engl. Benzoclidine), solifenacina (engl. Solifenacin) i kinupramina

(engl. Quinupramine) (Slika 10.)*%
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Slika 10. Strukturne formule lijekova koji u svojoj strukturi sadrze prsten kinuklidina:
azasetron (a), benzoklidin (b), solifenacin (c¢) 1 kinupramin (d)
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Njegova struktura je izuzetno stabilna zbog visokog stupnja simetri¢nosti i odsustva
konformacijskih promjena, §to doprinosi niskoj napetosti medu kutovima. DuSikov atom u
kinuklidinu je sp? hibridiziran, a slobodni elektronski par ¢ini kinuklidin izrazito bazi¢nom
molekulom s vrijednoS¢u pK, od 10,58 $to je usporedivo s nekim alifatskim aminima poput
dietilamina (pK.=10,77) i N-metilpiperidina (pK.=10,08)’%8. lako N-metilpiperidin i
kinuklidin imaju sli¢éne pK, vrijednosti, kod kinuklidina ne dolazi do prostorne interakcije
susjednih vodikovih atoma s elektronskim parom §to mu daje znatno vecu reaktivnost u
reakcijama kvaternizacije'®.

Kinuklidin je poznat po svojoj ulozi u farmaceutskoj kemiji kao klju¢na komponenta
mnogih bioloski aktivnih spojeva, ukljucujuci prirodne alkaloide poput kinina i kinidina (Slika
11.), koji su se nekada koristili za lijeCenje malarije 1 sr€anih aritmija. Iako je kinidin danas u
velikoj mjeri zamijenjen modernim lijekovima koji uzrokuju manje nuspojava, derivati kinina

ostaju vazni u lije¢enju malarije’.

OH

Slika 11. Strukturne formule kinidina (a) 1 kinina (b).

Kinuklidin 1 njegovi derivati takoder pokazuju Siroki spektar bioloskih aktivnosti,
ukljucujuéi antikolinergicku, antiparazitsku, antitumorsku, te antimikrobnu aktivnost>!7-23-67:99-
102 Interes znanstvene zajednice privuklo je otkri¢e derivata kinuklidina koji se vezu na a7
nikotin-acetilkolinski receptor (a7 nAChR), ¢ija aktivacija sudjeluje u neurotransmisiji,
regulaciji sr€anog ritma, gastrointestinalnoj peristaltici, sekreciji hormona 1 imunoloskim

odgovorima?*!9%1%  Derivat kinuklidina, enceniklin, napredovao je do treée faze klini¢kih
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ispitivanja za lijeCenje kognitivnih simptoma shizofrenije, a istrazivana je i njegova primjena
kod sindroma iritabilnog crijeva®*!%3,

Pored toga, supstituirani derivati kinuklidina, poput kinuklidin-3-ola i njegovih estera, pokazuju
muskarinsku i antimuskarinsku aktivnost, §to ukazuje na njihovu potencijalnu upotrebu u
lije¢enju neurodegenerativnih bolesti poput Alzheimera'*!”. Primjeri dostupni na trzistu, poput
aceklidina (engl. Aceclidine) i temekhina (engl. Temekhin) (Slika 12.) takoder posjeduju ove
farmakoloske ucinke, pri ¢emu se aceklidin primjenjuje u terapiji glaukoma, a temekhin kao
ganglijski inhibitor!>!¢1% Osim djelovanja na kolinergicki sustav, drugi derivati kinuklidina
pokazuju aktivnosti na razli¢itim fizioloSkim sustavima, ukljucujuci ucinke na srediSnji ziv€ani

sustav, te primjenu kao antidepresivi, stimulansi i pripravci za suzbijanje kaslja'®.

(0}
\\WY/// H—FBr

a b

Slika 12. Strukture aceklidina (a) i temekhina (b)

Brojna istrazivanja naglasavaju i potencijal kinuklidinskih derivata u antitumorskoj terapiji,

osobito kroz mehanizme inhibicije rasta endotelnih stanica, te biosinteze kolesterola i

99,101

ergosterola . Ove Kkarakteristike ¢ine ih perspektivnim kandidatima za razvoj novih

antiparazitskih i antimikrobnih lijekova!%%101,

Uz to, studije temeljene na raCunalnom modeliranju ukazuju da kinuklidin moze sluziti
kao inhibitor proteina FtsZ, kljunog za bakterijsku stanicnu diobu, $to otvara dodatne
moguénosti za dizajn novih antibakterijskih lijekova!!->1:43.71:102,106.107
Kinuklidin-3-0l (1-azabiciklo[2.2.2]oktan-3-0l) je derivat kinuklidina u kojem je

hidroksilna skupina vezana na tre¢i ugljikov atom (Slika 13.).

Linda Mastelié¢ Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 18

LFJ 07

a b

Slika 13. Strukture kinuklidina (a) i kinuklidin-3-ola (b)

Nekoliko studija opisuje antitumorsko i antiparazitno djelovanje ovih spojeva'®!%®. Temeljem
podataka dostupnih u literaturi, derivati 3-kinuklidinola pokazuju antimikrobnu aktivnost
prema brojnim Gram-pozitivhim 1 Gram-negativnim sojevima, ukljucujuc¢i bakterije

Staphylococcus aureus i Escherichia coli®>'.

2.3.2. N-benzilimidazol

N-benzilimidazol (Slika 14.) je derivat imidazola koji pripada Sirokoj skupini heterociklickih
spojeva koji u svojoj strukturi sadrze duSikov atom, a poznati su po izrazenoj bioloskoj
aktivnosti®®. N-benzilimidazol je heterociklicki aromatski spoj s benzenskim prstenom, koji je
povezan s imidazolom preko metilenske skupine?>!%°. Tako su derivati imidazola dugo vremena
bili predmet znanstvenih istraZivanja zbog svoje kljuéne uloge u brojnim klinickim

primjenama, istraZivanja vezana uz bioloski potencijal N-benzilimidazola su bila skromna®.

Slika 14. Struktura benzilimidazola

Medutim, poznato je da N-benzilimidazol inhibira enzim tromboksan-A-sintazu koji je vaZzan u
metabolizmu trombocita, te da je jak kardiotonik?>*”!'%, Istodobno, N-p-supstituirani derivati
N-benzilimidazola su pokazali da na submikromolarnoj koncentraciji inhibiraju proliferaciju

parazita i1 bakterija prisutnih na tlu 1 biljkama, zbog €ega su nasli primjenu u agrikulturi kao
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baktericidi?®. Njihova primjena u zastiti biljaka od bakterijskih i gljiviénih infekcija ¢ini ih
vaznim komponentama u suvremenoj poljoprivredi, gdje se sve viSe cijene spojevi s
ucinkovitim, ali ekologki prihvatljivim svojstvima®®.

Osim toga, istrazivanja su pokazala da derivati N-benzilimidazola posjeduju snaznu
antimikrobnu aktivnost, §to ih ¢ini kandidatima za razvoj novih antimikrobnih lijekova. Studije
su potvrdile da ovi spojevi mogu djelovati protiv Sirokog spektra mikroorganizama, ukljuc¢ujuéi
rezistentne bakterije, $§to ukazuje na njihov potencijal u lije¢enju takvih infekcija'!!>!12,

Osnovna struktura N-benzilimidazola omogucuje razli¢ite strukturne modifikacije, Sto
moze rezultirati derivatima s poboljSanim svojstvima, od ¢ega QACs derivati nude odlicnu

antimikrobnu aktivnost i nasiroko se koriste u medicini i poljoprivredi?®?*-112-114,
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2.4. BioloSka aktivnost novosintetiziranih QACs

Bioloska aktivnost nekog spoja odnosi se na njegov utjecaj na bioloske sustave poput stanica,
tkiva ili organizama!'>. Ovaj pojam obuhvaéa niz interakcija koje spoj moZze ostvariti s
bioloSkim metama, ukljucuju¢i mehanizam djelovanja, farmakoloSke ucinke, afinitet i
selektivnost, toksi¢nost i sigurnost, te farmakokineti¢ke osobine!!>!''®. Mehanizam djelovanja
opisuje nacin na koji spoj utjeCe na molekularne ili stani¢ne procese, primjerice inhibicijom
enzima, aktivacijom receptora ili modulacijom signalnih puteva. Farmakoloski u€inci odnose
se na fizioloski odgovor organizma na spoj, ukljuujuéi protuupalne, antimikrobne,
antikancerogene, antivirusne ili analgeticke aktivnosti!!>!17-118,

Afinitet 1 selektivnost spoja definiraju njegovu specificnost prema odredenim
biomolekulama ili receptorima, pri ¢emu spojevi s visokom selektivnoscu ciljaju odredene
molekularne strukture s minimalnim utjecajem na druge. Takoder, procjena toksi¢nosti i
sigurnosti spoja obuhvaca ispitivanje njegove sposobnosti da izazove Stetne ucinke na
organizam, te odredivanje doze pri kojoj se ti ucinci mogu pojaviti, ¢ime se definira opéi
sigurnosni profil spoja'’.

QACs imaju Sirok spektar bioloSke aktivnosti, pokazujuéi, izmedu ostalog:
antimikrobnu aktivnost, antioksidacijsku aktivnost, citotoksi¢nost. Njihova aktivnost u
bioloSkim sustavima primarno proizlazi iz njihove amfifilne strukture, odnosno prisutnosti
pozitivno nabijenog duSikovog atoma 1 hidrofobnog alkilnog lanca, §to im omogucuje snaznu
interakciju s fosfolipidnim dvoslojem stani¢nih membrana. Osim izravnog djelovanja na
membranu, novija istraZzivanja ukazuju i na potencijalnu sposobnost nekih QACs da djeluju na
unutarstani¢ne mete poput DNK ili specifi¢nih proteina'!. Bioloska aktivnost QACs u zna¢ajnoj
mjeri ovisi o duljini alkilnog lanca, broju kvaternih centara, te vrsti heterociklicke okosnice, §to
je detaljnije prikazano u nastavku kroz evaluaciju njihove antimikrobne, membranoliticke,

antioksidativne i citotoksi¢ne aktivnosti'*>%3,

2.4.1. Antimikrobna aktivnost i mehanizam djelovanja QACs

2.4.1.1 Opca antimikrobna aktivnost QACs

Antimikrobna aktivnost odnosi se na sposobnost tvari da inhibira rast ili unisti mikroorganizme,
ukljucujuéi bakterije, gljivice, viruse i1 parazite. Ova aktivnost moZe biti bakteriostatska

(inhibiranje rasta bakterija) ili baktericidna (uniStavanje bakterija)''>. Antimikrobni agensi
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imaju ulogu u lije¢enju zaraznih bolesti i sprjecavanju Sirenja Stetnih patogena u medicinskim,
industrijskim i svakodnevnim uvjetima.

QAC:s su prepoznati kao ucinkoviti antimikrobni agensi joS 1916. godine, kada je prvi
put opisana njihova antimikrobna aktivnost u benziliranim i alkiliranim derivatima'. Od tada su
nasli Siroku primjenu kao antiseptici u kuc¢anstvima, bolnicama, industriji i agrikulturi. Medu
najpoznatijim predstavnicima je BAC koji je prvi aktivni sastojak nekoliko antiseptika, te
DDAB, CTAB, DDAC i CPC (Slika 3), koji su sastavni dio brojnih komercijalnih pripravaka'.

Za otkrivanje 1 procjenu novih antimikrobnih sredstava, uklju¢ujuc¢i QACs, koriste se
razliCite in vitro metode u laboratorijima za ispitivanje antimikrobne aktivnosti, medu njima i
metoda mikrodilucije u teku¢éem mediju pomocu koje se odreduju minimalne inhibitorne
koncentracije (engl. minimum inhibitory concentration, MIC) spojeva, kinetika rasta, te
inhibicija biofilma!2®12!,

Biofilmovi su nakupine medusobno umrezenih bakterijskih stanica koje u pravilu

pokazuju znatno veéu otpornost prema antibioticima'??

. Vazno je napomenuti da je kod ljudi
viSe od 80 % infekcija uzrokovano biofilmovima, te se smatra da su biofilmovi 1 do 1000 puta
rezistentniji na antibiotike nego pojedinacne stanice!??'2*, Inhibicija biofilmova odnosi se na
sprjeCavanje stvaranja i rasta bakterijskih biofilmova, koji predstavljaju veliki izazov zbog

svoje otpornosti na antibiotike i dezinfekcijska sredstva'?.

2.4.1.2  Interakcija QACs s bakterijskom membranom
Amfifilna struktura QACs nalikuje antimikrobnim peptidima (AMP), Sto sugerira da bi mogli

dijeliti slican mehanizam djelovanja!?6-1?’

. Njihov pozitivan naboj vjerojatno posreduje
interakciju s negativno nabijenim komponentama bakterijske stanicne membrane, poput
fosfolipida fosfatidilglicerola, kardiolipina 1 fosfatidilserina. Osim toga, Gram-pozitivhe
bakterije sadrze teikoi¢nu 1 lipoteikoi¢nu kiselinu u stani¢noj stijenki, $to dodatno povecava
negativan naboj na povrSini bakterija, olakSavajuéi interakciju s QACs. Interakcija QACs s
bakterijskom membranom moze se proucavati razli¢itim metodama koje omogucuju

razumijevanje njihovog mehanizma djelovanja'?%!%’

MEHANIZAM DJELOVANJA NA BAKTERIJE
Mehanizam djelovanja objaSnjava se elektrostatskom interakcijom izmedu pozitivno nabijenog
dijela QACs 1 negativno nabijene membrane bakterijskih stanica. Stani¢na membrana je klju¢na

komponenta koja pruza barijeru izmedu stanice i njenog okruzenja i igra vaznu ulogu u mnogim
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stani¢nim procesima*®’. Negativno nabijena bakterijska membrana stabilizirana je dvovalentnim
kationima (Ca*" i Mg*") koji se u trenutku interakcije zamjenjuju pozitivno nabijenim
dusikovim atomom QACs"!%7. Nakon podetne elektrostatske interakcije pozitivno nabijenih
QAC:s s negativno nabijenim skupinama na povrsini bakterijske membrane, hidrofobni alkilni
repovi molekule integriraju se u fosfolipidni dvosloj. Ta integracija naruSava strukturalni
integritet membrane, mijenja njezinu fluidnost i dovodi do formiranja pora, §to u konacnici
rezultira curenjem staniénog sadrzaja i stani¢nom smréu (Slika 15.)1465197 Osim §to izravno
oStecuju stani¢nu membranu, QACs mogu i pojacati aktivnost drugih antimikrobnih agensa.
Mogu povecati propusnost stanicne membrane, ¢ime se drugim antimikrobnim agensima
olakSava ulazak u stanicu, $to moze rezultirati sinergijskim uc¢inkom, gdje je kombinacija QACs
i drugih agensa uginkovitija od djelovanja bilo kojeg agensa samog*’. Takoder, pretpostavlja se
da je mehanizam djelovanja kompleksniji od predlozenog, jer su neki autori uocili interakciju

LIO7.128 - Medutim, koji ¢ée

QACs s unutarstani¢nim proteinima i nukleinskim kiselinama
mehanizam prevladati, ovisi o kemijskoj strukturi QACs kao i o specificnosti grade stani¢nog

zida 1 fizikalno-kemijskih procesa odredene vrste mikroorganizma.
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Slika 15. Shematski prikaz mehanizma djelovanja QACs na bakterijsku membranu (nacrtano
u ChemDraw programu prema referencama'!%%)
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Istrazivanja utjecaja kemijske strukture i bioloske aktivnosti (engl. Structure Activity
Relationship, SAR) QACs, pokazala su da antimikrobna aktivnost ovih spojeva ovisi o duljini
alkilnog lanca i o broju pozitivno nabijenih dusikovih atoma'®”-!3°, Naime, znacajna bioloska
aktivnost uocena je kod monoQACs s minimalno 10 C-atoma u alkilnom lancu s tim da
strukture s 12 1 14 C-atoma imaju bolju aktivnost prema Gram-pozitivnim bakterijama, dok one
s 141 16 C-atoma imaju bolju aktivnost prema Gram-negativnim bakterijama'. Mono-QACs s
manje od 4 ili vise od 18 C-atoma u pravilu nemaju aktivnost'*>6>107%131 ' Takoder, uoceno je
da bisQACs pokazuju Siri spektar bioloske aktivnosti 1 bolju aktivnost kao povrSinski aktivne
tvari u odnosu na monoQACs. lako, mehanizam djelovanja bisQACs nije u potpunosti
razjasnjen, poznato je da spojevi s lancima duljine 10 i 12 C-atoma pokazuju najbolju
antimikrobnu aktivnost. Duljina i kemijska priroda poveznice koja spaja dva pozitivno nabijena

dusikova atoma (odnosno dva monoQACs) imaju ulogu u aktivnosti bisQACs3>107:130.132

MEHANIZAM DJELOVANJA NA VIRUSE
Osim antibakterijske aktivnosti, QACs su danas predmet istraZivanja 1 zbog moguceg
djelovanja na SARS-CoV-2 virus, budu¢i da su ve¢ pokazali aktivnost protiv virusa influence

tipa A!'?*!133 Sokolova i suradnici'**

usmjerili su svoje istrazivanje na virus influence A,
dizajnirajuci i sintetiziraju¢i nove QACs kvaternizacijom kamfora i borneola. Medu njima,
jedan kamforov derivat, 2-[(1,7,7-trimetilbiciklo[2.2.1]heptan-2-iliden)amino]etanol (Slika 16),
pokazao je znacajno bolju aktivnost u usporedbi s antivirusnim lijekom ribavirinom'*,
Naknadni testovi hemolize pokazali su da spomenuti derivat, znacajno smanjuje sposobnost
virusa influence A da posredovanjem hemaglutinina oSteti membrane stanica domacina. Ovaj
uc¢inak ukazuje na inhibiciju fuzije virusne ovojnice s membranom stanice domacina®!3,
Nadalje, istrazivanje Wanga i suradnika o djelovanju QACs na virus mozai¢ne bolesti
duhana (engl. tobacco mosaic virus, TMV) takoder je ukazalo na njihov potencijalni antivirusni
u¢inak®!*®, Buduéi da SARS-CoV-2 i virus influence A imaju sli¢nu strukturu fosfolipidnog

dvosloja, pretpostavlja se da QACs mogu djelovati i protiv SARS-CoV-2!2%137,
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Slika 16. Struktura derivata kamfora s antivirusnom aktivnodéu'?’

Mehanizam djelovanja na viruse je sli¢an kao na bakterije, odnosno QACs primarno djeluju na

viruse s fosfolipidnim dvoslojem na nacin da naruSavaju integritet staniéne membrane (Slika

17.)1%,

R2
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Slika 17. Mehanizam djelovanja QACs na viruse %

MEHANIZAM DJELOVANJA NA GLIIVICE

Antifungalna aktivnost QACs je kljutna u mnogim industrijskim, zdravstvenim 1
komercijalnim primjenama, gdje kontrola gljivicnih infekcija predstavlja znaajan
javnozdravstveni i ekonomski izazov®>13%1%8_ Sli¢no kao kod bakterija i virusa, QACs djeluju
na gljivice primarno kroz narusavanje integriteta stanicne membrane. Antifungalna aktivnost
QAC:s varira ovisno o vrsti gljivica. Opc¢enito, QACs su pokazali dobre rezultate protiv mnogih
patogenih gljivica koje uzrokuju infekcije kod ljudi, kao $to su Candida albicans 1 dermatofiti
koji su &esti uzroénici koznih infekcija!®. Takoder su uéinkoviti protiv plijesni koje mogu
kontaminirati zrak i povrSine u zatvorenim prostorima, kao §to su bolnice i laboratoriji, $to ih

¢ini vrijednim u sprjecavanju i kontroliranju bolni¢kih infekcija (Slika 18.)1%8:132,
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Slika 18. Prikaz inhibicije rasta Candida albicans s QACs koriste¢i svjetlosni mikroskop: (a)
kontrola, (b) C. albicans s QACs DMALM-16, (c) C. albicans s QACs DMGM-16'%

2.4.2. Antioksidativna aktivnost

Slobodni radikali su atomi, molekule ili ioni s nesparenim elektronima koji su vrlo nestabilni i
reaktivni prema drugim molekulama. Oni potjecu od tri elementa: kisika, dusika 1 sumpora,
¢ime stvaraju reaktivne kisikove radikale (engl. reactive oxygen species, ROS), reaktivne
dusikove radikale (engl. reactive nitrogen species, RNS) i reaktivne sumporne radikale (engl.
reactive sulfur species, RSS)'*. Zivi organizmi su stalno izloZeni reaktivnim kisikovim vrstama
(ROS), koje nastaju kao nusproizvodi metabolizma, normalnog disanja i autooksidacije
ksenobiotika, ili kao rezultat stresa povezanog s nizom bolesti'*.

Oksidativni stres nastaje kada je proizvodnja slobodnih radikala veca od sposobnosti
tijela da ih neutralizira. Oksidativni stres narusava niz stani¢nih funkcija i dovodi do razli¢itih
patoloskih stanja u kojima ROS nadmasuju antioksidativne obrane organizma, $to rezultira
oksidativnim modifikacijama bioloskih makromolekula, oSteenjem tkiva 1 ubrzanom
stani¢énom smréu, §to predstavlja temelj mnogih bolesti'*!"142,

Antioksidansi su spojevi koji u malim koncentracijama sprjecavaju oksidacijske
procese, te su bitni u prevenciji bolesti 1 ocuvanju zdravlja. Oni neutraliziraju slobodne radikale,
reaktivne molekule koje uzrokuju oksidativni stres 1 oStecenja stani¢nih struktura poput lipida,
proteina i DNK!3%:140,

Lipidna peroksidacija je kemijski proces u kojem slobodni radikali, osobito ROS,
uzrokuju oksidaciju lipida u staniénim membranama, §to dovodi do stvaranja lipidnih
peroksida. Ovaj proces jedan je od najkoriStenijih indikatora oksidacijskog stresa u stanici
buduci da su nezasi¢ene masne kiseline u lipidima u stanicnoj membrani ¢esta meta slobodnih

radikala. Lipidni peroksidi su nestabilni i mogu se razgraditi u reaktivne aldehide, poput

malondialdehida (MDA), koji dodatno oSte¢uju proteine, DNK 1 lipide, destabiliziraju¢i
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stanicne membrane. Zbog toga je vazno koristiti u¢inkovite antioksidanse koji mogu zastititi
membrane od ostecenja!4>144,

QAC:s, iako poznate po antimikrobnoj aktivnosti, takoder mogu biti korisne u zastiti od
lipidne peroksidacije zbog svog potencijala hvatanja slobodnih radikala. Studije sugeriraju da
se njihov antioksidativni potencijal moze dodatno poboljsati izmjenom kemijske strukture, $to
ih ¢ini obe¢avajuéima u sprje¢avanju oksidativnih osteéenja!4>148,

Istrazivanja Kleszczynske i1 suradnika pokazala su da odredene skupine QACs
ucinkovito Stite bioloske membrane od oksidacijskog oSte¢enja izazvanog slobodnim
radikalima, te smanjuju brzinu lipidne peroksidacije u modelnim membranskim sustavima.
Utvrdeno je da se antioksidativna ucinkovitost povecava s duljinom alkilnog lanca, $to se
tumaci njihovom boljom uklopljeno$éu u lipidni dvosloj i stabilizacijom membrane!4>148:149,

Osim membranske stabilizacije, pojedini QAC derivati mogu djelovati i kao hvataci
slobodnih radikala ili inhibitori propagacije lipidnih peroksilnih radikala, ¢ime doprinose
smanjenju oksidacijskog stresa u modelnim sustavima'**'>? Tako su podaci o antioksidativnim
svojstvima QAC:s jos uvijek znatno oskudniji u odnosu na bogatu literaturu koja opisuje njthovu
antimikrobnu aktivnost, sve viSe studija navodi odredene QACs kao potencijalne membranske

antioksidanse s korisnim biolo$kim u¢inkom'#%1>!,

2.4.3. Citotoksicnost
Citotoksi¢nost se odnosi na sposobnost tvari da uzrokuju oStecenje ili unistenje stanica. Ova
svojstva se Cesto istrazuju u kontekstu lijekova, kemikalija ili drugih tvari koje imaju
medicinsku ili znanstvenu primjenu. Citotoksi¢nost se moze mjeriti razli¢itim metodama,
ovisno o vrsti tvari i tipu stanica koje su izloZene. Neke od uobi¢ajenih metoda ukljucuju MTT
test (mjerenje metabolicke aktivnosti stanica) i LDH test (oslobadanje laktat-dehidrogenaze iz
oStecenih stanica). Odredivanje citotoksi¢nosti klju¢no je za procjenu sigurnosti lijekova i
kemikalija. Visoka razina citotoksi¢nosti moze ukazivati na potencijalnu opasnost za ljude ili
Zivotinje. Medutim, tvari s izraZenom citotoksi¢nos¢u, poput onih koristenih u kemoterapiji,
mogu biti korisne u terapiji raka, gdje ciljaju i unistavaju stanice raka'>.

Citotoksicnost QACs usko je povezana s njihovom kemijskom strukturom, osobito
duljinom alkilnog lanca®!°%!53 Dulji alkilni lanci obi¢no rezultiraju snaznijom antimikrobnom

aktivnoSc¢u, ali 1 povecanom toksi¢nos¢u prema eukariotskim stanicama. Ipak, neka istrazivanja

su pokazala da odredeni QACs derivati kinuklidina (Q-Nuc-n), osobito oni s alkilnim lancima
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od 14 do 18 ugljikovih atoma, mogu ostvariti dobar balans izmedu bioloske aktivnosti i
sigurnosti koncentracije!*>!>*!5 U istrazivanju koje su proveli Burilova i suradnici spoj Q-
Nuc-16 pokazao je najviSu baktericidnu aktivnost prema Staphylococcus aureus 1 Bacillus
cereus, dok je istodobno zadrzao nisku citotoksi¢nost na humanim stani¢nim linijama (HaCaT
1 HEKa). Nakon 24 h izlozenosti pri koncentracijama do 8 pg/mL, vijabilnost stanica smanjila
se manje od 15 %, Sto upucuje na dobru podnosljivost i potencijalnu sigurnost pri lokalnoj
primjeni'®?. Potencijal ispitivanih spojeva za lokalnu (topikalnu) primjenu proizlazi iz ¢injenice
da su testirani na stanicnim linijjama koze — humanim keratinocitima (HaCaT) i1 primarnim
humanim epidermalnim keratinocitima (HEKa). Ove stanice predstavljaju relevantne modele
za procjenu citotoksi¢nosti spojeva koji dolaze u kontakt s kozom, ¢ime se omogucuje
pouzdanija procjena njihove biokompatibilnosti 1 sigurnosti pri lokalnoj primjeni.

Takvi spojevi stoga predstavljaju obecavaju¢e kandidate za uporabu u lokalnim
medicinskim i farmaceutskim pripravcima, osobito onima namijenjenima antimikrobnoj zastiti

koze i povriinskih tkiva>1?.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Sinteza

Komercijalne kemikalije (heterociklicki amini i1 reagensi za kvaternizaciju) za sintezu su
analitiCke Cistoce pa su koriStene bez dodatnog procis¢avanja: kinuklidin-3-ol, 1-brompropan,
1-brombutan, 1-bromheksan, 1-bromoktan, 1-bromdekan, 1-bromdodekan, 1-bromtetradekan,
1,8-dibromoktan, 1,10-dibromdekan, 1,12-dibromdodekan, te benzil bromidi (p-nitro, p-brom,
p-fluor, p-trifluormetil, p-klor, p-metil, m-nitro, m-brom, m-fluor, m-trifluormetil, m-klor i m-
metilbenzil bromid) od Sigme Aldrich (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD) te N-
benzilimidazol od Mercka (Merck, Darmstadt, Njemacka).

Otapala koristena za sintezu QACs su procis¢ena standardnim postupcima opisanim u
literaturi'*®. Tijek reakcije kvaternizacije je pra¢en tankoslojnom kromatografijom (engl. Thin-
layer chromatography, TLC) koriste¢i plocice aluminijeva oksida (DC Aluminiumoxid 60
F254, Merck, Readington Township, NJ, SAD) i silikagela (HPTLC Kieselgel 60 F254, Merck,
Darmstadt, Njemacka). Detekcija spojeva je postignuta reverzibilnom adicijom joda ili pod UV
lampom (Analytik Jena, Njemacka). Tocke taliSta su odredene u otvorenim kapilarama na
uredaju Biichi Melting Point B-540 (Biichi Labortechnik AG, Flawil, Svicarska).

IR spektri su snimljeni na spektrometru Perkin-Elmer FTIR Spectrum Two
(PerkinElmer, Inc., Waltham, Massachusetts, SAD) u rasponu o 4000-400 cm™'. Svi uzorci su
bili krutine, te su snimani kao pastile s kalijevim bromidom. "H NMR i *C NMR spektri su
snimljeni u deuteriranim otapalima pri sobnoj temperaturi na Bruker Avance III HD 400
MHz/54 mm Ascend spektrometru (Bruker, BioSpin GmbH, Rheinstetten, Njemacka).
Kemijski pomaci (J) izrazeni su u dijelovima na milijun (ppm), a za unutra$nji standard je
koristen tetrametilsilan (TMS). Konstante sprege (J) su izrazene u Hz, a signali su oznaceni
kao: s-singlet, d-dublet, t-triplet, dd-dublet dubleta i m-multiplet. Za dio sintetiziranih spojeva
provedena je elementarna analiza (C, H, N) na Perkin-Elmer PE 2400, Series II CHNS/O
Analyser (PerkinElmer, Inc., Waltham, Massachusetts, SAD).

3.1.1. Sinteza monoQACs kinuklidin-3-ola
U penicilinki je otopljen (+)-kinuklidin-3-ol (1,0 mmol) u minimalnoj koli¢ini suhog acetona,
zatim je u svaku reakcijsku smjesu zasebno dodana ekvimolarna koli¢ina odgovarajuceg

reagensa za kvaternizaciju (1-brompropan, I-brombutan, 1-bromheksan, 1-bromoktan, 1-
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bromdekan, 1-bromdodekan, I-bromtetradekan, para-trifluormetilbenzil bromid, para-
fluorbenzil bromid, te para-metilbenzil bromid, meta-brombenzil bromid, meta-klorbenzil
bromid, meta-nitrobenzil bromid, meta- fluorbenzil bromid, meta- trifluormetilbenzil bromid 1
meta-metilbenzil bromid) je dodana u otopinu.

Reakcijska smjesa je ostavljena 3 dana pri sobnoj temperaturi zastiCena od svjetla. Visak
otapala je uparen pri snizenom tlaku, a nastali kristali su nekoliko puta isprani suhim dietil-
eterom. Svi produkti su dobiveni kao kristali u vrlo dobrim iskoriStenjima, a ¢isto¢a spojeva je

provjerena TLC-om na plo¢icama aluminijeva oksida (CHCI;:CH3OH) = 9:1.

3.1.1.1 Sinteza N-propil-3-hidroksikinuklidinijeva bromida - QOH-C3 - spoj 1

Reakcijom (£)-kinuklidin-3-o0l (1,00 mmol) i ekvimolarnom koli¢inom 1-brompropana prema
postupku opisanom u 3.1.1. nastao je spoj 1 (n = 71,2 %), t.t. = 151-153 °C.

IR (KBr) v/em™: 3600-3060 (3315 max), 2995, 2946, 2922, 2853, 1630, 1461.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) é/ppm: 0,84-0,90 (m, 3H), 1,60-2,19 (m, 7H), 2,96-3,43 (m,
7H), 3,61-3,70 (m, 1H), 4,02—4,11 (m, 1H), 5,55 (s, 1H).

3C NMR (101 MHz, DMSO-de) §/ppm: 11,17; 15,35; 17,85; 21,40; 26,81; 53,11; 54,38; 63,07;
63,88; 64,80.

CHN analiza: C10H20BrNO: C 48,01; H 8,06; Br 31,94; N 5,60; O 6,40.

Dobiveno: C 47,90; H 8,07; N 5,61.

3.1.1.2  Sinteza N-butil-3-hidroksikinuklidinijeva bromida - QOH-C4 - spoj 2

Reakcijom (+)-kinuklidin-3-ol (1,00 mmol) i ekvimolarnom koli¢inom 1-brombutana prema
postupku opisanom u 3.1.1. nastao je spoj 2 (n = 88,2 %), t.t. = 165-169 °C.

IR (KBr) v/em™: 3600-3033 (3305 max), 2993, 2944, 2925, 2855, 1635, 1463.

"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) é/ppm: 0,84-0,90 (m, 3H), 1,22—1,34 (m, 2H), 1,57-2,19 (m,
7H), 2,94-3,42 (m, 7H), 3,60-3,73 (m, 1H), 3,98-4,12 (m, 1H), 5,55 (s, 1H).

BC NMR (101 MHz, DMSO-de) é/ppm: 13,97; 17,87;21,41; 26,84; 19,81; 23,71; 53,05; 54,34;
63,06; 63,18; 63,89.

CHN analiza: C11H22BrNO: C 50,01; H 8,39; Br 30,24; N 5,30; O 6,06

Dobiveno: C 50,23; H 8,41; N 5,29.
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3.1.1.3  Sinteza N-heksil-3-hidroksikinuklidinijeva bromida - QOH-C6 - spoj 3

Reakcijom (%)-kinuklidin-3-o0l (1,00 mmol) i ekvimolarnom koli¢inom 1-bromheksana prema
postupku opisanom u 3.1.1. nastao je spoj 3 (n = 99,3 %), t.t. = 130-131 °C.

IR (KBr) v/em™: 3600-3055 (3296 max), 2992, 2943, 2923, 2857, 1639, 1462.

"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) §/ppm: 0,84-0,90 (m, 3H), 1,24-1,33 (m, 6H), 1,57-2,19 (m,
7H), 2,95-3,42 (m, 7H), 3,59-3,71 (m, 1H), 3,99-4,11 (m, 1H), 5,55 (s, 1H).

BCNMR (101 MHz, DMSO-de) 6/ppm: 14,30; 17,86; 21,41; 26,84; 21,64; 22,31; 26,04; 31,11;
53,03; 54,33; 63,04; 63,36; 63,90.

CHN analiza: C13H26BrNO: C 53,43; H 8,97; Br 27,34; N 4,79; O 5,47

Dobiveno: C 53,55; H 8,97; N 4,80.

3.1.1.4  Sinteza N-oktil-3-hidroksikinuklidinijeva bromida - QOH-CS8 - spoj 4

Reakcijom (+)-kinuklidin-3-ol (1,00 mmol) 1 ekvimolarnom koli¢inom 1-bromoktana prema
postupku opisanom u 3.1.1. nastao je spoj 4 (7 = 46,5 %), t.t. = 100-101 °C.

IR (KBr) v/em™: 3600-3040 (3300 max), 2991, 2945, 2930, 2855, 1640, 1464.

'"H NMR (400 MHz, CDCls) ¢/ppm: 0,82-0,94 (m, 3H), 1,20-1,38 (m, 10H), 1,65-1,93 (m,
3H), 2,04-2,12 (m, 2H), 1,35-2,54 (m, 2H), 3,28-3,73 (m, 7H), 3,97-4,10 (m, 1H), 4,36-4,47
(m, 1H), 5,26 (s, 1H).

3C NMR (101 MHz, CDCl3) é/ppm: 14,07; 18,21; 21,69; 26,32; 21,41; 22,58; 26,46; 29,05;
29,14; 31,64; 54,32; 55,04; 63,90; 63,97; 64,50.

CHN analiza: C1sH3oBrNO: C 56,25; H 9,44; Br 24,95; N 4,37; O 4,99

Dobiveno: C 56.,21; H 9.47; N 4,36.

3.1.1.5 Sinteza N-decil-3-hidroksikinuklidinijeva bromida - QOH-C10 - spoj 5

Reakcijom (#)-kinuklidin-3-ol (1,00 mmol) i ekvimolarnom koli¢inom 1-bromdekana prema
postupku opisanom u 3.1.1. nastao je spoj 5 (n = 67,7 %), t.t. = 158-160 °C.

IR (KBr) v/em™: 3600-3050 (3303 max), 2992, 2944, 2924, 2856, 1638, 1464, 1117, 827.

"H NMR (400 MHz, CDCl3) 6/ppm: 0,84—0,92 (m, 3H), 1,20-1,40 (m, 14H), 1,71 (d, J = 6,36
Hz, 2H), 1,82-1,93 (m, 1H), 2,00-2,13 (m, 2H), 2,39 (d, J = 2,69 Hz, 1H), 2,43-2,53 (m, 1H),
3,29-3,40 (m, 2H), 3,41-3,61 (m, 4H), 3,62-3,71 (m, 1H), 4,03 (ddd, J = 12,72; 8,19; 2,57 Hz,
1H), 4,38-4,45 (m, 1H), 5,25 (d, J= 3,67 Hz, 1H).
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BCNMR (101 MHz, CDCl3) 6/ppm: 14,12; 18,21; 21,69; 26,32; 22,45; 22,66; 26,46; 29,20; 29,24;
29,43; 31,84; 54,31; 55,03; 63,89; 63,97; 64,49.

CHN analiza: C17H34BrNO: C 58,61; H 9,84; Br 22,94; N 4,02; O 4,59.

Dobiveno: C 58,49; H 9,87; N 4,00.

3.1.1.6  Sinteza N-dodecil-3-hidroksikinuklidinijeva bromida - QOH-C12 - spoj 6
Reakcijom (%)-kinuklidin-3-ol (1,00 mmol) i ekvimolarnom koli¢inom 1-bromdodekana prema
postupku opisanom u 3.1.1. nastao je spoj 6 (n = 70,3 %), t.t. =213-215 °C.

IR (KBr) v/em™: 3600-3033 (3327 max), 2995, 2944, 2941, 2853, 1646, 1470, 1129, 830.

'H NMR (400 MHz, CDCls) d/ppm: 0,85-0,92 (m, 3H), 1,20-1,36 (m, 18H), 1,66-1,92 (m,
3H), 2,02-2,11 (m, 2H), 1,38-2,53 (m, 2H), 3,30-3,71 (m, 7H), 4,00—4,09 (m, 1H), 4,39-4,45
(m, 1H), 5,26 (d, 1H).

3C NMR (101 MHz, CDCls) é/ppm: 14,13; 18,21; 21,69; 26,32; 22,43; 22,69; 26,47; 29,21;
29,33; 29,42; 29,60; 31,90; 54,31; 55,03; 63,91; 63,97; 64,50.

CHN analiza: C19H33BrNO: C 60,63; H 10,18; Br 21,23; N 3,72; O 4,25.

Dobiveno: C 60,48; H 10,21; N 3,71.

3.1.1.7  Sinteza N-tetradecil-3-hidroksikinuklidinijeva bromida - QOH-C14 - spoj 7
Reakcijom (%)-kinuklidin-3-ol (1,00 mmol) i ekvimolarnom koli¢inom I1-bromtetradekana
prema postupku opisanom u 3.1.1. nastao je spoj 7 (7 = 75,9 %), t.t. =215-218 °C.

IR (KBr) v/em™: 3600-3033 (3263 max), 2955, 2919, 2850, 1635, 1475, 1118, 730.

'"H NMR (400 MHz, CDCls) ¢/ppm: 0,85-0,92 (m, 3H), 1,20-1,30 (m, 22H), 1,65-1,92 (m,
3H), 2,01-2,10 (m, 2H), 1,38-2,53 (m, 2H), 3,30-3,73 (m, 7H), 4,01-4,10 (m, 1H), 4,40-4,45
(m, 1H), 5,26 (d, 1H).

3C NMR (101 MHz, CDCls) é/ppm: 14,14; 18,22; 21,69; 26,31; 22,43; 22,70; 26,47; 29,22;
29,37, 29,66; 29,69; 31,92; 54,31; 55,03; 63,93; 63,97; 64,51.

CHN analiza: C21H42BrNO: C 62,36; H 10,47; Br 19,76; N 3,46; O 3,96.

Dobiveno: C 62,52; H 10,50; N 3,45.

3.1.1.8  Sinteza N-p-trifluormetilbenzil-3-hidroksikinuklidinijeva bromida - QOH-p-CF3 - spoj 8
Reakcijom (#)-kinuklidin-3-ol (1,00 mmol) i ekvimolarnom koli¢inom p-trifluormetilbenzil

bromida prema postupku opisanom u 3.1.1. nastao je spoj 8 (7 = 93 %), t.t. =203-205 °C.
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IR (KBr) viem: 3235, 2965, 1462, 1423, 1328, 1169, 1116, 1068, 1019, 1043, 867, 650, 596.
'H NMR (400 MHz, CDsOD) &/ppm: 1,84-2,39 (m, 5H), 3,20-3,25 (m, 1H), 3,40-3,60 (m,
4H), 3,76-3,83 (m, 1H), 4,20-4,25 (m, 1H), 4,55-4,64 (m, 2H), 4,86 (s, 1H), 7,77-7,88 (m,
4H).

13C NMR (101 MHz, CDsOD) &/ppm: 17,40; 21,01; 27,02; 53,58; 54,73; 63,30; 63,91; 66,22;
125,76; 125,79; 131,30; 133,69.

3.1.1.9  Sinteza N-p-fluorbenzil-3-hidroksikinuklidinijeva bromida - QOH-p-F - spoj 9

Reakcijom (+)-kinuklidin-3-o0l (1,00 mmol) i ekvimolarnom koli¢inom p-fluorbenzil bromida
prema postupku opisanom u 3.1.1. nastao je spoj 9 (n = 70 %), t.t. = 235-237 °C.

IR (KBr) v/iem™: 3312, 2988, 2952, 1607, 1514, 1461, 1227, 1170, 1092, 1041, 833, 774, 591.
"H NMR (400 MHz, CD;0D) §/ppm: 1,83-2,38 (m, 5SH), 3,15-3,20 (m, 1H), 3,34-3,55 (m,
4H), 3,71-3,79 (m, 1H), 4,19-4,24 (m, 1H), 4,43-4,52 (m, 2H), 4,86 (s, 1H), 7,25-7,32 (m,
2H), 7,58-7,63 (m, 2H).

13C NMR (101 MHz, CDs0OD) ¢/ppm: 17,39; 21,02; 27,13; 53,32; 54,36;62,97; 63,93; 66,34;
115,76; 115,98; 123,21; 135,07; 135,15; 162,84; 165,33.

3.1.1.10 Sinteza N-p-metilbenzil-3-hidroksikinuklidinijeva bromida - QOH-p-CHj - spoj 10
Reakcijom (£)-kinuklidin-3-o0l (1,00 mmol) i ekvimolarnom koli¢inom p-metilbenzil bromida
prema postupku opisanom u 3.1.1. nastao je spoj 10 (n = 87 %), t.£. =188—189 °C.

IR (KBr) v/iem™: 3332, 2963, 1611, 1515, 1462, 1386, 1117, 1088, 1046, 894, 822, 613, 597.
"HNMR (400 MHz, CD;0D) ¢/ppm: 1,82-2,36 (m, 5H), 2,41 (s, 3H), 3,13-3,19 (m, 1H), 3,31—
3,54 (m, 4H), 3,68-3,76 (m, 1H), 4,18-4,23 (m, 1H), 4,37-4,47 (m, 2H), 4,86 (s, 1H), 7,33—
7,45 (m, 4H).

3C NMR (101 MHz, CDsOD) é/ppm: 17,41; 21,07; 27,15; 53,37; 54,28; 62,89; 63,97; 67,20;
123,93; 129,54, 132,69; 140,88.

3.1.1.11 Sinteza N-m-brombenzil-3-hidroksikinuklidinijeva bromida - QOH-m-Br - spoj 11
Reakcijom (%)-kinuklidin-3-ol (1,00 mmol) i ekvimolarnom koli¢inom m-brombenzil bromida
prema postupku opisanom u 3.1.1. nastao je spoj 11 (n = 91 %), ¢.. = 220,7-222 °C.

IR (KBr) v/em™: 3372, 2958, 1569, 1465, 1419, 1377, 1093, 1069, 1025, 896, 789, 717, 693.

Linda Mastelié¢ Doktorska disertacija



§ 3. Eksperimentalni dio 33

'H NMR (400 MHz, CD;OD) §/ppm: 1,80-2,36 (m, SH), 3,12-3,20 (m, 1H), 3,28-3,53 (m,
4H), 3,68-3,77 (m, 1H), 4,16-4,22 (m, 1H), 4,39-4,49 (m, 2H), 4,84 (s, 1H), 7,42-7,55 (m,
2H), 7,69-7,78 (m, 2H).

13C NMR (101 MHz, CD3;0D) 6/ppm: 18,94; 22,56; 28,58; 55,04; 56,16; 64,75; 65,46; 67,86;
124,20; 130,91; 132,25; 133,21; 135,05; 137,07.

3.1.1.12 Sinteza N-m-klorbenzil-3-hidroksikinuklidinijeva bromida - QOH-m-Cl - spoj 12
Reakcijom (%)-kinuklidin-3-ol (1,00 mmol) i ekvimolarnom koli¢inom m-klorbenzil bromida
prema postupku opisanom u 3.1.1. nastao je spoj 12 (y = 91 %), t.t. = 165-166 °C.

IR (KBr) viem'': 3294, 2963, 2881, 1574, 1468, 1436, 1385, 1214, 1118, 1086, 1048, 862,
795,718, 684.

'"H NMR (400 MHz, CD30D) d/ppm: 1,80-2,36 (m, 5H), 3,12-3,21 (m, 1H), 3,28-3,57 (m,
4H), 3,70-3,79 (m, 1H), 4,16-4,23 (m, 1H), 4,41-4,52 (m, 2H), 4,83 (s, 1H), 7,46-7,64 (m,
4H).

3C NMR (101 MHz, CDs;0D) é/ppm: 17,41; 21,03; 27,04; 53,53; 54,61; 63,20; 63,92; 66,34;
129,15; 130,50; 131,28; 132,63; 134,74.

3.1.1.13 Sinteza N-m-nitrobenzil-3-hidroksikinuklidinijeva bromida - QOH-m-NO; - spoj 13
Reakcijom (£)-kinuklidin-3-ol (1,00 mmol) i ekvimolarnom koli¢inom m-nitrobenzil bromida
prema postupku opisanom u 3.1.1. nastao je spoj 13 (n = 99,3 %), t.t. = 235-236 °C.

IR (KBr) v/iem™: 3288, 2960, 1533, 1414, 1352, 1118, 1072, 1016, 833, 812, 745, 713, 629.
'"H NMR (400 MHz, CD30D) ¢/ppm: 1,81-2,38 (m, 5H), 3,18-3,25 (m, 1H), 3,35-3,55 (m,
4H), 3,71-3,79 (m, 1H), 4,16-4,22 (m, 1H), 4,55-4,64 (m, 2H), 4,85 (s, 1H), 7,76-7,82 (m,
1H), 7,92—-7,97 (m, 1H), 8,39-8,46 (m, 2H).

3C NMR (101 MHz, CDs;0D) é/ppm: 17,40; 21,00; 27,05; 53,46; 54,75; 63,31; 63,89; 65,87;
125,10; 127,46; 128,93; 130,36; 138,84.

3.1.1.14 Sinteza N-m-fluorbenzil-3-hidroksikinuklidinijeva bromida - QOH-m-F - spoj 14
Reakcijom (+)-kinuklidin-3-ol (1,00 mmol) i ekvimolarnom koli¢inom m-fluorbenzil bromida
prema postupku opisanom u 3.1.1. nastao je spoj 14 (n = 98 %), t.t. = 190-191 °C.

IR (KBr) v/em™: 3334, 3184, 2965, 1588, 1489, 1451, 1377, 1260, 1153, 1086, 1009, 885, 798,
754, 689.
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'H NMR (400 MHz, CDsOD) &/ppm: 1,80-2,36 (m, 5H), 3,12-3,22 (m, 1H), 3,28-3,57 (m,
4H), 3,70-3,79 (m, 1H), 4,16-4,23 (m, 1H), 4,42-4,53 (m, 2H), 4,84 (s, 1H), 7,27-7,40 (m,
3H), 7,50-7,59 (m, 1H).

13C NMR (101 MHz, CD3;0D) 6/ppm: 17,41; 21,03; 27,03; 53,56; 54,61; 63,22; 63,93; 66,42;
117,20; 117,41; 119,43; 119,66; 128,83; 128,86; 129,30; 129,38; 130,85; 130,93; 161,57;
164,02.

3.1.1.15 Sinteza N-m-trifluormetilbenzil-3-hidroksikinuklidinijeva bromida - QOH-m-CF3 - spoj 15
Reakcijom (£)-kinuklidin-3-o0l (1,00 mmol) i ekvimolarnom koli¢inom m-trifluormetilbenzil
bromida prema postupku opisanom u 3.1.1. nastao je spoj 15 (n = 93 %), t.t. = 181-182 °C.
IR (KBr) v/em™: 3210, 2970, 2898, 1618, 1450, 1375, 1335, 1212, 1083, 1011, 820, 703, 559.
'"H NMR (400 MHz, CD30D) ¢/ppm: 1,80-2,37 (m, 5H), 3,14-3,23 (m, 1H), 3,34-3,56 (m,
4H), 3,71-3,80 (m, 1H), 4,16-4,23 (m, 1H), 4,51-4,62 (m, 2H), 4,84 (s, 1H), 7,69—7,78 (m,
1H), 7,80-7,93 (m, 3H).

13C NMR (101 MHz, CDs0OD) é/ppm: 17,39; 21,01; 27,04; 53,50; 54,64; 63,23; 63,89; 66,25;
127,13; 127,17; 128,35; 129,40; 129,43; 129,98; 136,67.

3.1.1.16 Sinteza N-m-metilbenzil-3-hidroksikinuklidinijeva bromida - QOH-m-CHj - spoj 16
Reakcijom (£)-kinuklidin-3-ol (1,00 mmol) i ekvimolarnom koli¢inom m-metilbenzil bromida
prema postupku opisanom u 3.1.1. nastao je spoj 16 (7 =97 %), t.t. = 176177 °C.

IR (KBr) v/iem™: 3284, 2964, 2881, 1608, 1454, 1376, 1122, 1069, 1018, 883, 804,718, 628.
"HNMR (400 MHz, CD;0D) ¢/ppm: 1,82-2,34 (m, 5H), 2,41 (s, 3H), 3,11-3,19 (m, 1H), 3,28
3,53 (m, 4H), 3,68-3,76 (m, 1H), 4,15-4,23 (m, 1H), 4,34-4,46 (m, 2H), 4,83 (s, 1H), 7,28—
7,54 (m, 4H).

3C NMR (101 MHz, CDs;OD) é/ppm: 17,42; 21,07; 27,12; 53,49; 54,41; 63,02; 63,97; 67,44;
126,87; 128,81; 129,82; 131,02; 133,32; 139,12.

SINTEZA OPTICKI AKTIVNIH MONOKVATERNIH AMONIJEVIH SPOJEVA QOH S DUGIM LANCIMA

Pripravljeni su i enantiomeri kinuklidin-3-ola postupkom koji je uklju¢ivao sintezu (+)-
kinuklidin-3-il-acetata, njegovu kemijsku resoluciju pomocu L- 1 D-vinske kiseline, te naknadnu
bazi¢nu hidrolizu 1 prociS¢avanje, ¢ime su dobiveni enantiomerno obogaceni (R)- 1 (S5)-

kinuklidin-3-ol°.

Linda Mastelié¢ Doktorska disertacija



§ 3. Eksperimentalni dio 35

Nakon izolacije Cistih enantiomera, provedena je kvaternizacija dugim alkilnim lancima
(C6—C14) primjenom Menshutkinove reakcije pod uvjetima jednakima onima koriStenima za

racemicne analoge.

Medutim, detaljna karakterizacija dobivenih enantiomernih QAC derivata nije
provedena u potpunosti, a bioloska ispitivanja nisu izvodena, budu¢i da bi sustavna usporedba
enantiomera 1 racemata zahtijevala zaseban i1 opsezniji eksperimentalni pristup koji nije bio
obuhvacen ciljevima ovog istrazivanja. Stoga enantiomeri kinuklidin-3-ola i njihovi kvaterni
derivati nisu ukljuceni u poglavlja o rezultatima i raspravi. Njihova bioloSka evaluacija ostaje
moguénost za buduca istrazivanja u okviru stereokemijski usmjerenog dizajna novih QAC

spojeva.

3.1.2. Sinteza kvaternih soli kinuklidin-3-ola s dugim lancima i terminalnim atomom broma i
simetricnih biskvaternih soli kinuklidin-3-ola

Sinteza kvaternih soli kinuklidin-3-ola s dugim lancima i terminalnim atomom broma je
izvedena sljede¢im postupkom a:

U penicilinki je otopljen (£)-kinuklidin-3-ol (1,00 mmol) u minimalnoj koli¢ini suhog
acetona, te je dodan reagens za kvaternizaciju (1,8-dibromoktan, 1,10-dibromdekan, 1,12-
dibromtetradekan) u omjeru 1:4). Tako pripravljena reakcijska smjesa je ostavljena na
magnetnoj mijeSalici bez zagrijavanja pri sobnoj temperaturi zasti¢ena od svjetla 3 dana. Visak
otapala reagensa je uparen pri niskom tlaku, a nastali talog je nekoliko puta ispran suhim dietil-
eterom. Svi kristali su dobiveni u dobrim iskoriStenjima, a ¢istoca spojeva je provjerena TLC-

om na plo¢icama aluminijeva oksida (CHCl3:CH30OH) = 9:1.

Sinteza simetri¢nih bis-kvaternih soli kinuklidin-3-ola je izvedena sljede¢im postupkom b:

U penicilinki je otopljen (£)-kinuklidin-3-ol (1,00 mmol) u minimalnoj koli¢ini suhog
acetona, te je dodan reagens za kvaternizaciju (1,8-dibromoktan, 1,10-dibromdekan, 1,12-
dibromdodekan) u omjeru 2:1). Reakcijska smjesa je ostavljena na uljnoj kupelji (55 °C 1 340
rpm/min) uz refluks 24 h dok nije nastao kruti produkt. ViSak otapala je uparen pri niskom
tlaku, a nastali talog je nekoliko puta ispran suhim dietil-eterom. Svi produkti su dobiveni u
dobrim iskoriStenjima, te je njihova Cisto¢a provjerena TLC-om na plocici silikagela

(CHCl3:CH;0H) = 1:1.
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3.1.2.1 Sinteza N-(8-bromoktil)-3-hidroksikinuklidinijeva bromida - QOH-1,8-Br - spoj 17
Reakcijom (£)-kinuklidin-3-ol (1,00 mmol) i 1,8-dibromoktana u omjeru 2:1, prema postupku
u 3.1.3. a nastao je spoj 17 (7 = 99,3 %), t.t. = 135-138 °C.

IR (KBr) v/iem™: 3246, 2914, 1630, 1467, 1263, 1119, 1100, 900, 834, 630, 562.

"H NMR (400 MHz, CD;0D) &/ppm: 1,35-1,51 (m, 10H), 1,71 (d, J= 6,36 Hz, 2H), 1,82-1,93
(m, 1H), 2,00-2,13 (m, 2H), 2,39 (d, J = 2,69 Hz, 1H), 2,43-2,53 (m, 1H), 3,29-3,40 (m, 2H),
3,41-3,61 (m, 4H), 3,62-3,71 (m, 1H), 4,03 (ddd, J = 12,72 8,19 2,57 Hz, 1H), 3,45-3,49 (t,
2H), 3,69-3,75 (m, 1H), 4,22-4,25 (m, 1H).

3C NMR (101 MHz, CDs0D) &/ppm: 17,46; 21,05; 26,04; 28,16; 28,60; 32,49; 26,66; 27,60;
33,07; 53,35; 54,56; 63,10, 63,12; 64,01; 64,07.

3.1.2.2  Sinteza N-(10-bromdeci)l-3-hidroksikinuklidinijeva bromida - QOH-1,10-Br - spoj 18
Reakcijom (£)-kinuklidin-3-ol (1,00 mmol) i 1,8-dibromdekana u omjeru 2:1, prema postupku
u 3.1.3. a nastao je spoj 18 (7 = 93,7 %), t.t. = 172-175 °C.

IR (KBr) v/iem™: 3244, 2916, 1468, 1354, 1260, 1101, 1048, 833, 724, 632, 561.

'HNMR (400 MHz, CD;0D) &/ppm: 1,20-1,40 (m, 14H), 1,71 (d, J= 6,36 Hz, 2H), 1,84-1,95
(m, 1H), 2,04-2,13 (m, 2H), 2,39 (d, J = 2,69 Hz, 1H), 2,45-2,57 (m, 1H), 3,27-3,40 (m, 2H),
3,41-3,63 (m, 4H), 3,60-3,70 (m, 1H), 4,00 (ddd, J = 12,72 8,19 2,57 Hz, 1H), 4,35-4,45 (m,
1H), 5,24 (d, J= 3,67 Hz, 1H).

3C NMR (101 MHz, CDs;0D) &/ppm: 17,46; 21,05; 21,69; 26,14; 27,75; 28,75; 29,01; 32,59;
26,62; 28,36; 33,07; 53,35; 54,55; 63,10; 63,12; 64,04; 64,07.

3.1.2.3  Sinteza N-(12-bromdodecil)-3-hidroksikinuklidinijeva bromida - QOH-1,12-Br - spoj 19
Reakcijom (#)-kinuklidin-3-ol (1,00 mmol) 1 1,8-dibromdodekana u omjeru 2:1, prema
postupku u 3.1.3. @ nastao je spoj 19 (n = 99,3 %), t.t. = 135-136 °C.

IR (KBr) viem™': 3246, 2915, 1469, 1354, 1264, 1100, 1048, 971, 889, 835, 721, 629, 561.

"H NMR (400 MHz, CD;0D) &/ppm: 1,20-1,36 (m, 18H), 1,66-1,92 (m, 3H), 2,02-2,11 (m,
2H), 1,38-2,53 (m, 2H), 3,30-3,71 (m, 7H), 4,00-4,09 (m, 1H), 4,39-4,45 (m, 1H), 5,26 (m,
1H).

3C NMR (101 MHz, CDs0D) &/ppm: 17,46; 21,05; 21,70; 26,18; 27,77; 28,45; 29,19; 32,61;
33,09; 26,63; 29,17; 33,10, 53,37; 54,55; 63,10, 63,12; 64,02; 64,07 .
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3.1.2.4  Sinteza N,N-oktil-bis 3-hidroksikinuklidinijeva dibromida - bisQOH-CS8 - spoj 20
Reakcijom (£)-kinuklidin-3-ol (1,00 mmol) i 1,8-dibromoktana u omjeru 2:1, prema postupku
u 3.1.3. b nastao je spoj 20 (7 = 82,1 %), t.t. =212-215 °C.

IR (KBr) v/em™: 3408, 3306, 2941, 2857, 1632, 1489, 1468, 1388, 1119, 1100, 971, 902, 827,
738, 618, 570.

"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) é/ppm: 1,30 (t, J = 6,72 Hz, 4H), 1,61-1,71 (m, 4H), 1,74
1,83 (m, 4H), 1,88-1,97 (m, 2H), 2,04 (d, J = 3,42 Hz, 2H), 2,09-2,20 (m, 2H), 3,02 (dt, J =
12,90, 2,60 Hz, 2H), 3,10-3,21 (m, 4H), 3,21-3,32 (m, 4H), 3,39-3,45 (m, 2H), 3,67 (ddd, J =
12,65; 8,25; 2,57 Hz, 2H), 4,03—4,13 (m, 2H), 5,57 (br. s, 1H).

3BC NMR (101 MHz, DMSO-ds) é/ppm: 17,86;21,41; 21,43; 21,57; 25,82; 26,85; 27,49; 32,33;
35,52; 53,15; 54,35; 63,02; 63,18; 63,90.

3.1.2.5  Sinteza N,N-decil-bis-3-hidroksikinuklidinijeva dibromida - bisQOH-C10 - spoj 21
Reakcijom (%)-kinuklidin-3-ol (1,00 mmol) i 1,10-dibromdekana u omjeru 2:1, prema postupku
u 3.1.3. b nastao je spoj 21 (7 = 91,1 %), t.£. = 190-193 °C.

IR (KBr) viem'': 3484, 3422, 3304 (max), 2992, 2924, 2856, 1642, 1465, 1431, 1308, 1117,
1100, 1038, 980, 905, 830, 618, 587.

"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6/ppm: 1,18-1,32 (m, 12H), 1,32-1,42 (m, 1H), 1,56-1,67 (m,
3H), 1,68-1,83 (m, 4H), 1,85-1,96 (m, 2H), 2,00-2,06 (m, 2H), 2,12 (t, /= 10.64 Hz, 2H), 3,00
(dt, J=12,84, 2,51 Hz, 2H), 3,11-3,20 (m, 3H), 3,21-3,49 (m, 8H), 3,53 (t, J = 6,60 Hz, 1H),
3,61-3,72 (m, 2H), 4,02—4,12 (m, 2H), 5,55 (br. s, 1H).

3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) §/ppm: 17,87; 21,42; 21,69; 21,72; 26,40; 26,85; 28,95; 29,16;
29,22; 32,70; 35,73; 53,04; 54,32; 63,02; 63,34; 63,89.

3.1.2.6  Sinteza N,N-dodecil-bis-3-hidroksikinuklidinijeva dibromida - bisQOH-C12 - spoj 22
Reakcijom (#)-kinuklidin-3-ol (1,00 mmol) 1 1,12-dibromdodekana u omjeru 2:1, prema
postupku u 3.1.3. b nastao je spoj 22 (n = 94,8 %), t.t. = 180-185 °C.

IR (KBr) v/iem'': 3518, 3415, 3246 (max), 2993, 2925, 2856, 1646, 1470, 1351, 1119, 1100,
1043, 1021, 888, 831, 727, 621, 588.

"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) é/ppm: 1,19-1,30 (m, 17H), 1,30-1,42 (m, 4H), 1,62 (dt, J =
15,28, 7,52 Hz, 3H), 1,68-1,83 (m, 5H), 1,85-1,96 (m, 1H), 2,00-2,06 (m, 1H), 2,07-2,17 (m,
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1H), 3,00 (d, J = 12,72 Hz, 1H), 3,15 (dt, J = 12,23, 4,28 Hz, 3H), 3,19 — 3,44 (m, 8H), 3,61
3,71 (m, 2H) 4,02-4,10 (m, 2H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-de) §/ppm: 17,87; 21,42; 21,73; 26,40; 26,85; 27,98; 28,57; 28,96;
29,29; 29,37; 29,42; 32,71; 35,71; 53,03; 54,33; 63,03; 63,35; 63,89.

3.1.3. Sinteza mono kvaternih soli N-benzilimidazola

U penicilinki je otopljen N-benzilimidazol (1,00 mmol) u minimalnoj koli¢ini suhog acetona i
ekvimolarna koli¢ina odgovarajuceg reagensa za kvaternizaciju (1-bromdekan, 1-bromdodekan
ili 1-bromtetradekan, para-brombenzil bromid, para-klorbenzil bromid, para-nitrobenzil
bromid, para-fluorbenzil bromid i para-trifluormetilbenzil bromid) dodana je u otopinu. Zbog
osjetljivosti alkil bromida na svjetlo, reakcijske smjese s alkil bromidima su drzane u mraku.
Reakcijske smjese mijeSane su na magnetnoj mijesalici na temperaturi od 70 °C tijekom 2 do 3
dana kako bi se dobio kruti produkt. Visak otapala je uparen pri niskom tlaku, a nastali talog je
nekoliko puta ispran suhim dietil-eterom. Svi produkti su dobiveni u dobrim iskoriStenjima, a
Cistoca spojeva je provjerena TLC-om na ploc¢icama aluminijeva oksida sustavom

(CHCl3:CH;OH) = 5:1 i (CHCL::CH30H) = 9:1.

3.1.3.1 Sinteza N-decilbenzilimidazolijeva bromida - Bnl-C10 - spoj 23

Reakcijom N-benzilimidazola (1,00 mmol) i ekvimolarnom koli¢inom 1-bromdekana prema
postupku opisanom u 3.1.4. nastao je spoj 23 (y = 68,7 %), t.t. = 55-57 °C.

IR (KBr) v/em™: 3100-3002, 2940, 1570, 1466, 1120, 941, 675.

"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) é/ppm: 0,82-0,89 (m, 3H), 1,18-1,31 (m, 14H), 1,79 (t, J =
7,09 Hz, 2H), 4,18 (t, J = 7,21 Hz, 2H), 5,45 (s, 2H), 7,39-7,45 (m, 5H), 7,85 (quin, J = 1,83
Hz, 2H) 9,40 (s, 1H).

3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) é/ppm: 14,44;22,57;25,96; 28,79; 29,13; 29,29; 29,33; 29,71;
31,75; 49,44; 52,38; 123,06; 123,29; 128,72; 129,21; 129,46; 135,41; 136,62.

CHN analiza: C20H31BrN2: C 63,32; H 8,24; Br 21,06; N 7,38.

Dobiveno: C 63,16; H 8,30; N 7,41.

3.1.3.2  Sinteza N-dodecilbenzilimidazolijeva bromida - Bnl-C12 - spoj 24
Reakcijom N-benzilimidazola (1,00 mmol) i ekvimolarnom koli¢inom 1-bromdodekana prema

postupku opisanom u 3.1.4. nastao je spoj 24 (n = 78,1 %), t.t. = 72-74 °C.
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IR (KBr) viem: 3126-3012, 2942, 1533, 1463, 1272, 910, 668.

'H NMR (400 MHz, DMSO-de) &/ppm: 0,82-0,91 (m, 3H), 1,17-1,33 (m, 18H), 1,79 (quin, J
=721 Hz, 2H), 4,18 (t, J = 7,21 Hz, 2H), 5,45 (s, 2H), 7,37-7,46 (m, 5H), 7,85 (quin, J = 1,90
Hz, 2H), 9,36-9,42 (m, 1H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6/ppm: 14,43; 22,57; 25,97; 28,79; 29,19; 29,30; 29,38; 29,48;
29,50; 29,72; 31,77; 49,44; 52,38; 123,06; 123,29; 128,72; 129,20; 129,46; 135,42; 136,62.
CHN analiza: C22H3sBrNa: C 64,85; H 8,66; Br 19,61; N 6,838.

Dobiveno: C 64,68; H 8,72; N 6,90.

3.1.3.3  Sinteza N-tetradecilbenzilimidazolijeva bromida - BnI-C14 - spoj 25

Reakcijom N-benzilimidazola (1,00 mmol) 1 ekvimolarnom koli¢inom 1-bromtetradekana
prema postupku opisanom u 3.1.4. nastao je spoj 25 (7 = 88,3 %), t.t. = 62—64 °C.

IR (KBr) v/iem™: 3112-3002, 2941, 1536, 1466, 1131, 951, 652.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) é/ppm: 0,79-0,89 (m, 3H), 1,24 (s, 22H), 1,79 (quin, J = 7,15
Hz, 2H), 4,18 (t,J = 7,21 Hz, 2H), 5,45 (s, 2H), 7,35-7,47 (m, 5H), 7,84 (t, J = 1,59 Hz, 2H),
9,38 (s, 1H).

I3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) §/ppm: 14,43; 22,57; 25,97; 28,80; 29,19; 29,30; 29,39; 29,50;
29,52; 29,54; 29,72; 31,77; 49,44; 52,38; 123,07; 123,29; 128,71; 129,20; 129,47; 135,41;
136,62.

CHN analiza: C24H39BrN»: C 66,19; H 9,03; Br 18,35; N 6,43.

Dobiveno: C 65,98; H 9,26; N 6.40.

3.1.3.4 Sinteza N-p-brombenzil-N-benzilimidazolijeva bromida - Bul-p-Br - spoj 26.

Reakcijom N-benzilimidazola (1,00 mmol) i ekvimolarnom koli¢inom p-brombenzil bromida
prema postupku opisanom u 3.1.4. nastao je spoj 26 (n = 78,1 %), t.t. = 72-74 °C.

IR (KBr) v/em™: 3153, 2952, 2835, 1563, 1488, 1453, 1190, 1152, 1069, 1010, 844, 745, 676,
493.

"HNMR (400 MHz, CD;0D) ¢/ppm: 4,39-4,49 (m, 2H), 5,47 (s, 2H), 7,37-7,40 (m, 5H), 7,42—
7,55 (m, 2H), 7,69-7,78 (m, 2H), 7,85 (t, J = 1,90 Hz, 2H), 9,42 (s, 1H).

3C NMR (101 MHz, CDs0D) d/ppm: 52,04; 52,86; 123,06; 123,29; 128,02; 128,33; 129,20;
129,46; 130,87; 133,72; 135,23.
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3.1.3.5 Sinteza N-p-klorbenzil-N-benzilimidazolijeva bromida - Bnl-p-Cl - spoj 27

Reakcijom N-benzilimidazola (1,00 mmol) i ekvimolarnom koli¢inom p-klorbenzil bromida
prema postupku opisanom u 3.1.4. nastao je spoj 27 (n = 68,7 %), t.t. = 55-57 °C.

IR (KBr) viem™': 3152, 3132, 2955, 2835, 1563, 1453, 1403, 1190, 1155, 1094, 1081, 845, 745.
"HNMR (400 MHz, CD;0D) ¢/ppm: 4,43—4,52 (m, 2H), 5,45 (s, 2H), 7,25-7,32 (m, 2H), 7,58
7,63 (m, 2H), 7,39-7,45 (m, 5H), 7,85 (t, J = 1,83 Hz, 2H), 9,40 (s, 1H).

13C NMR (101 MHz, CD;0D) é/ppm: 51,98; 52,87; 123,06; 123,29; 128,72; 128,90; 129,21;
129,46; 129,87; 133,73; 135,00.

3.1.3.6  Sinteza N-p-nitrobenzil-N-benzilimidazolijeva bromida - Bnl-p-NO; - spoj 28

Reakcijom N-benzilimidazola (1,00 mmol) i ekvimolarnom koli¢inom p-nitrobenzil bromida
prema postupku opisanom u 3.1.4. nastao je spoj 28 (7 = 96,8 %), t.t. = 154-156 °C.

IR (KBr) viem'': 3434, 3155, 2950, 2838, 1604, 1562, 1519, 1453, 1349, 1193, 1157, 856, 805,
768,719, 612.

'"HNMR (400 MHz, CD30D) 6/ppm: 4,33-4,42 (m, 2H), 5,40 (s, 2H), 7,27-7,30 (m, 2H), 7,35—
7,47 (m, 5H), 7,48-7,63 (m, 2H), 7,84 (t,J = 1,59 Hz, 2H), 9,38 (s, 1H).

3C NMR (101 MHz, CDs0D) é/ppm: 51,73; 52,98; 122,82; 122,96; 123,92; 128,40; 129,09;
129,28; 129,88; 133,63; 140,62.

3.1.3.7 Sinteza N-p-fluorbenzil-N-benzilimidazolijeva bromida - Bnl-p-F - spoj 29

Reakcijom N-benzilimidazola (1,00 mmol) 1 ekvimolarnom koli¢inom p-fluorbenzil bromida
prema postupku opisanom u 3.1.4. nastao je spoj 29 (n = 88,3 %), t.t. = 62—-64 °C.

IR (KBr) v/em™': 3138, 3109, 3027, 2971, 1602, 1554, 1512, 1446, 1363, 1216, 1150, 864, 772,
726, 646.

"HNMR (400 MHz, CD30D) d/ppm: 4,43-4,52 (m, 2H), 5,49 (s, 2H), 7,35-7,47 (m, 5H), 7,55~
7,62 (m, 2H), 7,68-7,74 (m, 2H), 7,80 (t, J = 1,49 Hz, 2H), 9,37 (s, 1H).

3C NMR (101 MHz, CDs0D) é/ppm: 52,00; 52,85; 115,72; 115,94; 122,56; 122,71; 128,31;
129,02; 129,06; 129,90; 130,67; 130,75; 133,76; 162,01; 164,46.

3.1.3.8 Sinteza N-p-trifluormetilbenzil-N-benzilimidazolijeva bromida - Bnl-p-CFs - spoj 30
Reakcijom N-benzilimidazola (1,00 mmol) i ekvimolarnom koli¢inom p-trifluormetilbenzil

bromida prema postupku opisanom u 3.1.4. nastao je spoj 30 (n = 55,4 %), t.t. = 143—145 °C.
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IR (KBr) viem™': 3159, 3137, 2946, 2836, 1563, 1456, 1324, 1169, 1156, 1115, 1062, 862, 726,
612.

'HNMR (400 MHz, CD30D) &/ppm: 4,55-4,64 (m, 2H), 5,49 (s, 2H), 7,35-7,47 (m, 5H), 7,77~
7,88 (m, 4H), 7,80 (t, J = 1,49 Hz, 2H), 9,41 (s, 1H).

13C NMR (101 MHz, CDsOD) &/ppm: 52,03; 52,93; 122,82; 122,87; 125,86; 125,90; 128,36;
128,87; 129,08; 133,67; 135,77; 138,20.
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3.2. Bioloska aktivnost novosintetiziranih QACs

QACs su poznati po izrazenoj antimikrobnoj aktivnosti, §to je posluzilo kao temelj za
ispitivanje antimikrobnog potencijala novosintetiziranih derivata.
Nakon odredivanja njihove osnovne antimikrobne uc¢inkovitosti, za spojeve koji su pokazali
najvisu aktivnost provedena su dodatna bioloska ispitivanja s ciljem Sto boljeg razumijevanja
njihova mehanizma djelovanja.

Uz antimikrobna ispitivanja, odredeni su i antioksidacijski potencijal, te citotoksi¢nost
odabranih spojeva, kako bi se stekao uvid u Sirinu njihovog bioloskog djelovanja i procijenila

moguca primjena.

MIKROBIOLOSKI SOJEVI
U eksperimentima su koristeni razli¢iti mikrobioloski sojevi, uklju¢ujuéi bakterije, kvasce i
plijesni, prikupljeni iz razlicitih izvora, kao §to su klinicki i izolati iz hrane, te referentni sojevi
iz mikrobioloskih zbirki. Od Gram-pozitivnih bakterija, koriSteni su sojevi Staphylococcus
aureus (ATCC 29213), kao i klinicki soj otporan na meticilin (engl. Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus, MRSA), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Streptococcus
pyogenes (ATCC 19615), te dva soja Listeria monocytogenes (ATCC 19111, serotip 1/2a; 1
SLCC2540, serotip 3b). Ovi sojevi ukljucuju klini¢ke izolate prikupljene iz razli¢itih bolnickih
odjela Klini¢kog bolni¢kog centra u Splitu, Hrvatska, kao i referentne sojeve iz American Type
Culture Collection (ATCC), Rockville, SAD. Od Gram-negativnih bakterija koristeni su
Escherichia coli (ATCC 25922) 1 klini¢ki soj koji proizvodi beta-laktamazu Sirokog spektra
(ESBL), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883) 1 klinicki soj koji takoder proizvodi ESBL,
Salmonella typhimurium (WDCM 00031), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) i
Acinetobacter baumannii (ATCC 19606), ukljucujuéi klinicki soj koji proizvodi metalo-f3-
laktamazu (MBL). Klini¢ki sojevi Gram-negativnih bakterija otporni na vise vrsta antibiotika
takoder su dobiveni iz Klinickog bolni¢kog centra Split, dok su referentni sojevi dobiveni iz
ATCC zbirke.

Uz bakterijske sojeve, koriSteni su i oportunisti¢ki patogeni kvasac Candida albicans
(ATCC 90029), te izolati plijesni povezani s kvarenjem hrane, Aspergillus niger 1 Penicillium
citrinum. Ovi1 izolati iz hrane koriSteni su kako bi se procijenila antifungalna aktivnost

sintetiziranih spojeva.
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Spomenuti sojevi cuvani su na -80 °C, te su prije testiranja uzgajani na triptoza soja
agaru (TSA) za bakterije, odnosno na Sabouraud dekstroznom agaru (SDA) za gljivice, u svrhu

optimalne pripreme za eksperimentalno ispitivanje antimikrobne i antifungalne aktivnosti.

3.2.1. Antimikrobna aktivnost i mehanizam djelovanja QACs
3.2.1.1 Opéa antimikrobna aktivnost
Antimikrobna aktivnost sintetiziranih QAC spojeva ispitana je metodom mikrodilucije u
teku¢em mediju, kojom su odredene minimalne inhibitorne - MIK (engl. Minimum Inhibitory
Concentration, MIC) 1 baktericidne koncentracije - MBK (engl. Minimum Bactericidal
Concentration, MBC). Dobiveni podaci omogucili su procjenu osnovne aktivnosti pojedinih
derivata prema razlicitim bakterijskim i gljivi¢énim sojevima.

Za spojeve koji su pokazali najizrazeniju aktivnost provedena su dodatna ispitivanja,
ukljucujuéi odredivanje kinetike rasta, te test inhibicije formiranja biofilma, s ciljem boljeg
razumijevanja dinamike njihova antimikrobnog djelovanja. Rezultati ovih analiza posluzili su

kao temelj za daljnje ispitivanje mehanizma djelovanja najaktivnijih QAC derivata.

METODA MIKRODILUCIE U TEKUCEM MEDIJU — ODREDPIVANJE MIK
Antimikrobna aktivnost sintetiziranih spojeva ispitana je metodom mikrodilucije u teku¢em
mediju, u suradnji s Odjelom za biologiju Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta u Splitu pod
vodstvom prof. dr. sc. Ane Maravi¢, koristenjem klinicki vaznih oportunistickih patogena.
Testiranje je provedeno prema smjernicama Europskog odbora za ispitivanje antimikrobne
osjetljivosti (EUCAST), s iznimkom koriStenja Sabouraud dekstroza agara (SDB; Biolife) za
rast gljivica. MIK je odreden za Gram-negativne i Gram-pozitivne bakterije, kao 1 za kvasce 1
plijesni, pri ¢emu MIK predstavlja najnizu koncentraciju antimikrobnog spoja koja potpuno
sprjecava vidljiv rast mikroorganizama. Kako bi se utvrdilo je li rije¢ o bakteriostatskom ili
baktericidnom mehanizmu djelovanja, za odabrane spojeve odredene su i minimalne
baktericidne koncentracije (MBK), $to je vazno za razumijevanje potencijalne primjene spojeva
u terapiji'?’.

Testovi su provedeni u 96-mikrotitarskim plocama, pripremljenima na nacin da su
jazice sadrzavale serije razrjedenja QACs u rasponu od 2000 pg/mL do 0,015 pg/mL. Kao
kontrola, koriSten je komercijalni QACs benzildodecildimetilamonijev bromid (engl.

benzyldodecyldimethylammonium bromid, BAB) testiran protiv bakterija Staphylococcus
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aureus (ATCC 29213) i Escherichia coli (ATCC 25922). Svi QACs koriSteni u ovom
istrazivanju pripremljeni su otapanjem u 4 % DMSO.

Bakterijske suspenzije, pripremljene u sredini eksponencijalne faze rasta,
standardizirane na 10° CFU/mL u Mueller-Hinton bujonu (MHB; Biolife), dodane su u serijska
razrjedenja spojeva u kona¢nom volumenu od 100 pL po jazici. Inokulum gljivica, koji se
sastojao od priblizno 2,5 x 10° CFU/mL spora ili konidija, dodan je u serijska razrjedenja
spojeva uz nastavak inkubacije na 35 °C, 2448 sati.

MIK je ocitan kao najniza koncentracija spoja koja nije pokazala vidljiv rast bakterija
ili gljivica u jazicama. Za odredivanje minimalne baktericidne koncentracije (MBK), uzeti su
uzorci iz jazica koje odgovaraju MIK, 2xMIK i 4xMIK te su preneseni na Mueller-Hinton agar
(MHA). Nakon inkubacije od 18 sati na 37 °C, MBK je zabiljezen kao najniza koncentracija
koja je uzrokovala smanjenje broja bakterija za ~99,9 %. Za gljivice, uzorci su preneseni na
Sabouraud dekstrozni agar (SDA) i inkubirani na 35 °C tijekom 48 sati. MIKso i MIKog
vrijednosti zabiljezene su kao najnize koncentracije spojeva koje su inhibirale 50 %, odnosno
90 % rasta gljivica u usporedbi s kontrolom.

Svi testovi provedeni su u tri ponavljanja. Cisti MHB ili SDB koristeni su kao

neinokulirane kontrole, dok je 4 % DMSO u MHB ili SDB kori$ten kao negativna kontrola.

KINETIKA RASTA

Odredivanjem kinetike rasta procjenjuje se antimikrobna aktivnost izlaganjem mikroorganizma
razli¢itim koncentracijama antimikrobnog sredstva tijekom odredenog vremenskog razdoblja.
Ova metoda pruza vrijedne informacije o vremenski ovisnim ili koncentracijski ovisnim
ucincima ispitivane aktivne tvari, te daje uvid u vremensku dinamiku antimikrobne
aktivnosti'?*17,

Uc¢inak inhibicije rasta ispitan je za spojeve s najve¢im potencijalom inhibiranja rasta
bakterija — spojeve 7 i 25 koriste¢i bakteriju S. aureus ATCC 29213. Krivulje rasta odredene
su koristec¢i kulturu bakterijskih stanica u fazi srednjeg eksponencijalnog rasta, koncentracije
10° CFU/mL u MHB pri 1x, 1/2x i 1/4x MIK spoja 7 i 25. Opti¢ka gustoéa (ODgoo) praéena je
svakih 15 minuta, pri 37 °C, tijekom 6 h, u ¢itacu mikrotitarskih plocica s povremenim
mijeSanjem (Bio-Tek, EL808, BioTek Instruments, Inc., Winooski, Vermont, SAD).

Eksperimenti su provedeni u triplikatima u barem tri nezavisna mjerenja, a rezultati su prikazani

kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD).
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TEST INHIBICIJE BIOFILMA

Inhibicija bakterijskih biofilmova za spojeve 7 i 25 odredena je na bakteriji S. aureus
ATCC 29213. Eksperiment je proveden u mikrotitarskim plo¢icama s ravnim dnom koristeci
boju kristal-violet koja boji ukupnu biomasu (Zive i mrtve stanice, te izvanstanic¢ni matriks)
biofilma formiranog na dnu jazica.. Za provedbu eksperimenta koristila se prethodno
pripravljena kultura bakterijskih stanica u eksponencijalnoj fazi rasta (ODs00=0,35-0,60).

Svaka jazica sadrzavala je 100 uL otopine spojeva 7 i 25, razrijedenih u Mueller-Hinton
bujonu (MHB) pri vrijednosti 1x, 1/16x ili 1/32xMIK, te 100 pL bakterijske suspenzije
koncentracije 10° CFU/mL u MHB. Ploge su inkubirane tri dana (72 sata) na 37 °C. Nakon
inkubacije, planktonske stanice su uklonjene aspiriranjem, a biofilm formiran na dnu jaZica
pazljivo je ispran tri puta s fosfatnim puferom (engl. phosphate-buffered saline, PBS). Ploce su
zatim susene na sobnoj temperaturi, a biofilm je fiksiran inkubacijom ploc¢a 1 sat na 60 °C.

Fiksirani biofilm obojen je dodatkom 275 pL 0,1 % kristal-violet boje (Sigma, SAD)
tijekom 1-1,5 sata inkubacije na sobnoj temperaturi. Nakon bojenja, jaZice su isprane tri puta
sterilnom destiliranom vodom kako bi se uklonio visak boje, a zatim su susene sat vremena. Za
kvantifikaciju biofilma, kristal-violet je otopljen u 33 % octenoj kiselini tijekom 30 minuta na
sobnoj temperaturi. Koli¢ina kristal-violeta vezanog za stanice biofilma procijenjena je
mjerenjem ODsoo u €itaCu mikrotitarskih plocica (Bio-Tek EL808).

Rezultati su dobiveni iz dva nezavisna eksperimenta, provedenih u triplikatima, a
postotak inhibicije biofilma tretiranih stanica izracunat je u odnosu na netretirane stanice

(kontrola).

3.2.1.2  Membranoliticki potencijal sintetiziranih spojeva

Kako bi se procijenio uc¢inak najaktivnih spojeva iz prethodnih eksperimenata, na bakterijske
stanice, primijenjene su razlicite eksperimentalne metode koje omogucuju detaljan uvid u
strukturne 1 funkcionalne promjene koje nastaju na bakterijskoj membrani. U ovom poglavlju
opisane su tri komplementarne metode za ispitivanje interakcije spojeva s membranom
bakterijskih stanica: detekcija zivih/mrtvih stanica koristenjem propidijevog jodida (PI-uptake

test), mikroskopija atomskih sila (AFM) i proto¢na citometrija.
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DETEKCIJA ZIVIH/MRTVIH STANICA KORISTENJEM PROPIDIJEVOG JODIDA

Metoda fluorescencije propidijeva jodida (engl. PI uptake) metoda je koja se koristi za
razlikovanje mrtvih stanica od zivih na temelju integriteta stanicne membrane. Integritet stanica
1 stanicnih membrana smatra se kljucnim kriterijem za razlikovanje zivih od mrtvih bakterijskih

158 Zive stanice obi¢no imaju neoStecene i ¢vrste staniéne membrane koje ne dopustaju

stanica
prodiranje odredenih boja, dok mrtve stanice imaju oSteéene ili perforirane membrane.
Propidijev jodid (PI) je mala fluorescentna molekula koja se veze na DNK, ali ne moze pasivno
proéi kroz intaktnu plazma membranu'*®. To zna¢i da PI moZe prodrijeti samo u stanice s
oStecenom ili perforiranom membranom, kao Sto je slucaj kod mrtvih stanica, dok se u Zivim
stanicama s oCuvanom membranom ne unosi. Prolaskom u stanicu, PI se interkalira u DNK, pri
¢emu se njegova fluorescencija poveéava 20 do 30 puta!>-1¢,

Detekcija zivih/mrtvih stanica provedena je na bakteriji S. aureus ATCC 29213 kako bi
se procijenila propusnost stanicne membrane u prisutnosti spojeva 7 1 25.

Za spoj 7, bakterijska kultura uzgajana je preko no¢i u MHB mediju na 37 °C pri 160
rpm/min. Sljede¢eg dana, kultura je razrijedena u svjezem MHB mediju (1:30) 1 nadalje
inkubirana do ODegp0=0,5. Stanice su zatim centrifugirane 10 minuta na sobnoj temperaturi pri
4500xg, a bakterijski talog razrijeden je u PBS do ODegoo=1,5. Eksperiment je proveden u
bijelim (neprozirnim) mikrotitarskim plo€icama, pri ¢emu je svaka jazica sadrzavala 100 pL
prethodno pripremljenih bakterijskih stanica 1 100 pL spoja 7. Razrjedenja stanica, odnosno
spoja priredena su koriste¢i PBS/PI pufer koji sadrzi 42 nM propidijevog jodida. Konacne
koncentracije spoja 7 bile su 8xMIK, 4xMIK, MIK, i 1/2 MIK.

Fluorescencija PI-a zabiljeZena je tijekom 540 minuta na 37 °C u Perkin-Elmer LS55
(PerkinElmer, Inc., Waltham, Massachusetts, SAD) spektrofluorometru koriste¢i ekscitaciju na
536 nm 1 emisiju na 617 nm. Sva mjerenja provedena su u tri ponavljanja, a pozadinska
fluorescencija PI-a oduzeta je od svakog mjerenja. Za analizu podataka koriSten je Microsoft
Excel.

Postupak detekcije Zivih/mrtvih stanica PI bojom proveden je analogno i za spoj 25, uz

jednake uvjete uzgoja bakterijske kulture, pripremu uzoraka do konacnih koncentracija od

8xMIK, 4xMIK, MIK i 1/2 MIK, te identi¢ne uvjete mjerenja fluorescentnog signala PI.
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ISPITIVANJE POVRSINE BAKTERIISKIH STANICA KORISTECI MIKROSKOP ATOMSKIH SILA

Mikroskopija atomskih sila (engl. Atomic Force Microscopy, AFM) je svestran alat koji se
moze koristiti u razli¢itim okruzenjima, ukljucujuci ambijentalni zrak, visok vakuum i tekuce
medije, Sto ga ¢ini idealnom tehnikom za biomedicinska istrazivanja. Bioloski uzorci mogu se
snimati u puferskoj otopini pomocu AFM-a, Sto pomaze u ocCuvanju uzoraka u njithovom
prirodnom stanju. Osnovni princip AFM-a jest dobivanje trodimenzionalnih topografskih
informacija skeniranjem povrsine uzorka vrhom sonde smjestene na poluzi (engl. cantilever
ylet

Mjerenja na AFM-u provedena su na Odjelu za fiziku Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta u
Splitu pod vodstvom doc. dr. sc. Lucije Krce.

Spojevi 7 1 25 pokazali su najnize MIK vrijednosti, odnosno najbolju antimikrobnu
aktivnost, te su odabrani za ispitivanje pomoc¢u mikroskopije atomskih sila. Spoj 7 testiran je
na bakteriji S. aureus, dok je spoj 25 testiran na bakteriji E. coli.

Stanice S. aureus ATCC 25923 uzgajane su preko no¢i u MH mediju. Sljedec¢eg dana,
no¢na kultura dodana je u svjezi MHB medij i uzgajana do srednje logaritamske faze (~1,3 x
koncentraciji od 8xMIK jedan sat. Stanice su takoder tretirane s komercijalnim QACs
derivatom BAB pri MIK koncentraciji jedan sat. Nakon tretmana, stanice su kratko
centrifugirane, te resuspendirane u jednoj desetini supernatanta kako bi se postigla veca gustoca
stanica. Kontrolni uzorci pripremljeni su na isti nacin, ali bez tretmana. Dobiveni tretirani 1
netretirani uzorci naneseni su na staklene plocice oblozene Cell-Tak (Corning, NY, SAD)
otopinom. Ova obloga je napravljena kako bi se postigla dobra adhezija stanica tijekom
ispiranja uzoraka'>>162,

Sva AFM myjerenja izvedena su u kontakt modu u ambijentalnim uvjetima s Bruker
Multimode 3 sustavom (Digital Instruments, SAD) koriste¢i silikonsko-nitridnu sondu od 0,12
N/m (Bruker AFM probes SAD, DNPS-10). Brzina skeniranja tijekom snimanja bila je izmedu
1 12 Hz, arezolucija slike iznosila je 512 piksela po liniji. Analiza dobivenih podataka izvrSena
je pomocu softvera Gwyddion.

Stanice E. coli ATCC 25922 takoder su imobilizirane na Petrijevim zdjelicama
oblozenim Cell-Tak otopinom (Corning, NY, SAD)'®*, AFM mjerenja imobiliziranih tretiranih
1 netretiranih bakterijskih stanica provedena su pomocu sustava NanoWizard IV (JPK/Bruker,

Berlin, Njemacka) u kvantitativnom imaging modu, koriste¢t MLCT-E sonde (Bruker,
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Billerica, SAD). Setpoint je odrzavan izmedu 0,55 i 0,65 nN, dok je brzina
prosirenja/povlacenja bila izmedu 60 i 150 pm/s. Svako mjerenje provedeno je s rezolucijom
od 256x256 piksela. Obrada AFM podataka provedena je pomocu softvera JPK data processing.

KoriSteni AFM sustav integriran je s invertnim optickim fluorescentnim mikroskopom
IX73 (Olympus, Tokyo, Japan). Nakon odabira zeljenog podruc¢ja uzorka pomocu svjetlosne
mikroskopije, stanice su izmjerene pomo¢u AFM, pri ¢emu su promatrani njihovo izduzivanje
1 dioba. Tijekom eksperimenta snimljene su slike u svjetlosnom polju.

Nakon potvrde rasta prilozenih stanica pomo¢u AFM, kultura je ponovno isprana u
sviezem MHB mediju kako bi se uklonile nepripojene stanice, te je odgovaraju¢i volumen
otopine spoja 25, koji odgovara 16xMIK koncentraciji, dodan u kulturu. Sva AFM mjerenja
izvedena su u MHB mediju na 37 °C. Snimanja tretiranih stanica zapo€ela su priblizno 30

minuta nakon tretmana.

PROTOCNA CITOMETRUA

Proto¢na citometrija je tehnika koja omoguéava brzu i preciznu analizu stanica tijekom
njihovog prolaska kroz lasersku zraku u tekucoj struji, najéesc¢e puferiranoj otopini. Ova metoda
mjeri rasipanje svjetlosti u dva smjera: prema naprijed (engl. forward scatter, FSC) 1 pod kutom
od 90° (engl. side scatter, SSC). FSC pruza informacije o veli¢ini stanica, dok SSC otkriva
unutarnju strukturu ili granuliranost stanica, neovisno o fluorescenciji!>%!64163,

Za procjenu oStecenja stanicne membrane koriStena je metoda protocne citometrije.
Stanice S. aureus ATCC 29213 uzgajane su preko no¢i u MHB mediju na 37 °C pri 160
rpm/min. Sljedeceg dana, kultura je razrijedena u svjezi MHB medij u omjeru 1:30, te uzgajana
do srednje logaritamske faze rasta. Stanice su zatim centrifugirane i resuspendirane u PBS
puferu pri ODsoo = 0,5. Ovako pripremljene stanice tretirane su spojem 7 u koncentracijama
MIK i 4xMIK tijekom 15 minuta. Nakon tretmana, stanice su obojene BD Live/Dead kitom,

166 Ukratko, tiazol naran¢asta (TO) koriStena je za bojanje Zivih

prema uputama proizvodaca
stanica, dok je propidijev jodid (PI) koriSten za bojanje mrtvih stanica. Netretirane stanice
koriStene su kao kontrola.

Budu¢i da cilj nije bio ispitati samo trenutacni ucinak spoja, nego i vremenski tijek
oste¢enja membrane, bakterijske kulture inkubirane su sa spojem na 37 °C tijekom unaprijed
definiranih vremenskih intervala (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 1 24 h). Nakon svakog pojedinog intervala

provedeno je bojanje TO/PI kitom, te neposredna analiza proto¢nom citometrijom.
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Na taj nacin pracena je dinamika oSte¢enja stani¢ne membrane u funkciji vremena
izlozenosti spoju.

Analogna metoda koriStena je za stanice S. aureus ATCC 25923, koje su tretirane
spojem 25 u koncentracijama MIK, 2xMIK 1 1/2xMIK tijekom 15 minuta. Nakon tretmana,
stanice su obojene istim BD Live/Dead kitom, a netretirane stanice koriStene su kao kontrola.

Vitalnost stanica mjerena je pomocu proto¢nog citometra BD Accuri™ C6 za spoj 7, te

NovoCyte Quanteon za spoj 25.

3.2.2. Odredivanje antioksidativne aktivnosti

Antioksidativna svojstva QACs do sada su u literaturi znatno rjede istrazivana u odnosu na
njihovo antimikrobno djelovanje. Zbog toga je u ovom radu primijenjen Siri spektar
komplementarnih analitickih metoda kako bi se dobio potpuniji uvid u njihov moguci
antioksidativni potencijal. U ovom dijelu istrazivanja ispitani su najaktivniji spojevi
identificirani u prethodnim antimikrobnim eksperimentima, ukljucujuci i bisQAC derivate, s
ciljem procjene utjecaja strukturnih razlika na antioksidativnu aktivnost.

Antioksidativni potencijal reprezentativnih spojeva ispitan je koriste¢i metode: DPPH
(2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), ORAC (engl. Oxygen Radical Absorbance Capacity), ispitivanja
antioksidativnog djelovanja u stani¢nom sustavu (engl. Cellular Antioxidant Activity, CAA
assay), te testa zastite deoksiribonukleinske kiseline (DNK) od oksidacijskog oStecenja (engl.

DNA nicking assay).

3.2.2.1 Metoda antioksidacije 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil testom
DPPH metoda je jednostavna i brza tehnika koja se koristi za odredivanje antioksidacijske
aktivnosti tvari in vifro. Ova metoda temelji se na neutralizaciji stabilnog DPPH radikala, pri
¢emu antioksidansi doniraju elektrone ili vodikove atome, uzrokuju¢i smanjenje ljubicaste boje
DPPH otopine, $to se mjeri spektrofotometrijski na valnoj duljini od 517 nm. Promjena boje iz
ljubi¢aste u Zutu indicira da testirani uzorak ima antioksidacijsko djelovanje!¢7-168,

DPPH metoda nudi prednost u odnosu na druge metode, jer DPPH radikal ne treba
generirati, ve¢ je stabilan u otopini. Rezultati se Cesto izrazavaju kao ECso vrijednost, Sto
predstavlja koncentraciju antioksidansa potrebnu za smanjenje pocetne koncentracije DPPH

radikala za 50 %. Metoda je Siroko prihvac¢ena zbog svoje jednostavnosti i pouzdanosti,

posebno u procjeni antioksidativnog potencijala prehrambenih proizvoda, biljnih ekstrakata i
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dodataka prehrani. lako metoda DPPH ima mnoge prednosti, rezultati mogu varirati ovisno o
uvjetima reakcije kao Sto su pH, temperatura i koriStena otapala, zbog Cega je standardizacija
klju¢na za usporedbu razli¢itih studija'¢”-1%,

Mati¢na otopina DPPH u metanolu (10 mg/mL) se cuva dalje od svjetlosti 1 skladisti na
4 °C. Prije svakog mjerenja, izmjerena je apsorbancija otopine DPPH na 517 nm budu¢i da je
radikal DPPH osjetljiv na svjetlost i temperaturu. Serijska razrjedenja ispitivanih uzoraka
spojeva 5, 6, 7125 , urasponu koncentracija 25-200 uM, pripremljena su u crnoj (neprozirnoj)
mikrotitarskoj ploci, a reakcija je zapocela dodavanjem DPPH (100 pL). Mikrotitarska ploca u
uzorcima je inkubirana na sobnoj temperaturi, dalje od izvora svjetlosti, 45 minuta. Nakon
inkubacije, apsorbancija se mjerila pri 517 nm na ¢itacu mikrotitarskih plocica (BioTek EL808).
Rezultati su prikupljeni iz tri nezavisna eksperimenta u triplikatima.

U DPPH metodi, DPPH radikale neutralizira uzorak ili standard (Trolox). Ovisno o

koncentraciji Troloxa, antioksidativna aktivnost izrazava se kao postotak inhibicije DPPH

radikala.

3.2.2.2 Metoda odredivanja antioksidacije ispitivanjem kapaciteta za apsorpciju kisikovih radikala
Antioksidativna aktivnost sintetiziranih spojeva ispitana je metodom za apsorpciju kisikovih
radikala - ORAC metodom, koja se temelji na mjerenju sposobnosti spojeva da neutraliziraju
peroksilne radikale nastale termickom razgradnjom AAPH (2,2'-azobis(2-amidinopropan)
dihidroklorid). Kao fluorescentna sonda koriSten je fluorescein, €iji intenzitet fluorescencije
opada uslijed oksidacijskog djelovanja slobodnih radikala. Prisutnost antioksidansa usporava
taj proces, a promjena fluorescencije kontinuirano se mjeri tijekom vremena. Rezultati su
izrazeni kao ekvivalenti Troloxa (TE), standardnog antioksidansa, a veée vrijednosti ORAC
jedinica ukazuju na veéu antioksidacijsku aktivnost ispitivanih spojeva!3%14%:169

Reakcijska smjesa u ORAC metodi sastoji se od izvora peroksilnih radikala,
fluorescentne probe, pufera (kao negativne kontrole), standarda ili testiranog spoja, a mjerenje
se provodi u bijelim 96-mikrotitarskim plo¢icama.

Sve kemikalije otopljene su u natrij-fosfatnom puferu (75 mM, pH 7.4). Izvor
peroksilnih radikala, 2,2'-azobis (2-amidinopropan) dihidroklorid (AAPH), koncentracije 0,15
M, svjeze je pripremljen na dan eksperimenta. Trolox, topiv analog vitamina E, koristi se kao

standard. Mati¢na otopina Troloxa (25 mM) Cuva se na -80 °C do tri mjeseca, a za potrebe

eksperimenta priprema se razrijedila na koncentraciju od 1 mM od koje su pripremljene otopine
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standarda u koncentracijama 50, 25, 12,5 i 6,25 uM. Fluorescentna proba, fluorescein (200
uM), ¢uva se na temperaturi do 5 °C zasticena od svjetla, a prije eksperimenta razrijeden je na
0,18 uM. Eksperiment je proveden u mikrotitarskoj plocici na 37 °C, pri ¢emu se mjerio
intenzitet fluorescencije (Aex 485 nm/Aem 530 nm) tijekom 60 minuta. Spojevi 5, 6, 7 1 25
koriSteni su u rasponu koncentracija 0,78-200 uM.

Za analizu podataka koriSten je softver FW WinLab, a dobiveni rezultati izrazeni su kao

prosjek najmanje tri neovisna mjerenja.

3.2.2.3  Metoda ispitivanja antioksidacije na stanicama

Stani¢na metoda odredivanja antioksidacijske aktivnosti (engl. Cellular antioxidant activity
assay, CAA) mjeri sposobnost spojeva da inhibiraju oksidaciju unutar zivih stanica.
Fluorescentna proba 2,7-diklordihidrofluorescein diacetat (DCFH-DA) difundira kroz
membranu, gdje se intracelularno aktivira i oksidira u fluorescentni DCF pod djelovanjem
reaktivnih kisikovih vrsta generiranih iz AAPH. Prisutnost antioksidansa smanjuje intenzitet
fluorescencije, $to omoguéuje procjenu njihove aktivnosti!’®!72, Kao standard koristen je
kvercetin, a ovisno o topljivosti ispitivanih spojeva mogu se koristiti i drugi standardi poput
Troloxa. Otopine i reagensi pripremljeni su prema standardiziranom Abcam protokolu'”*,

Prvo se pripremaju osnovne otopine potrebnih reagensa. Trolox se otapa u puferiranoj
otopini fosfatnih soli (PBS, pH = 7,0) kako bi se dobila osnovna otopina Troloxa koncentracije
25 mM. SvjeZze pripremljena otopina Troloxa podijeljena je u alikvote od 300 pL, te pohranjena
na -80 °C, gdje je stabilna do tri mjeseca. Za svako mjerenje koristi se 320 uL osnovne otopine
Troloxa, 1z koje se pripremaju razrjedenja za dobivanje standardnih otopina Troloxa.

Osnovna otopina kvercetina (25 mM) priprema se otapanjem kvercetina u
dimetilsulfoksidu (DMSO). Svjeze pripremljena otopina takoder se podijeli u alikvote od 300
uL 1 pohrani na -20 °C. Otopina je stabilna tri mjeseca. Buduc¢i da je DMSO toksican za stanice
u koncentracijama ve¢im od 4 %, potrebno je pripremiti razrjedenja standardnih otopina
kvercetina u kojima ¢e koncentracija DMSO-a biti manja od 4 %. Za svako mjerenje koristi se
40 uL osnovne otopine kvercetina, a zatim se pripremaju standardne otopine s odgovaraju¢om
koncentracijom DMSO-a.

Osnovna otopina DCFH-DA (y = 1 mg/mL) priprema se otapanjem DCFH-DA u
DMSO-u, podijeli se u alikvote i pohrani na -20 °C. Radna otopina DCFH-DA (0,03 mg/mL)
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dobiva se razrjedivanjem osnovne otopine u DMEM-u, a zbog fotooksidacije otopina mora biti
zaSti¢ena od svjetla.

Svjeza osnovna otopina 2,2'-azobis(2-amidinopropan) dihidroklorida (AAPH) (100
mM) priprema se otapanjem AAPH-a u PBS-u neposredno prije eksperimenta. Za eksperiment
se koristi optimalna koncentracija AAPH-a od 2,4 mM, koja se dobiva razrjedivanjem osnovne
otopine u PBS-u.

Metoda pocinje kultivacijom stanica HeLa i HaCat u 96-stani¢noj mikrotitarskoj ploci
dok ne postignu 90-100 % konfluenciju. Nakon toga se medij uklanja, a stanice se tri puta ispiru
PBS-om. Zatim se u svaku jazicu dodaje 50 uL DCFH-DA otopine. Nakon toga, u svaku jaZicu
dodaje se 50 uL standarda kvercetina ili pripremljenog uzorka (spojevi 20 i 19), a ploca se
inkubira na 37 °C tijekom 60 minuta.

Nakon inkubacije, otopina se pazljivo uklanja, a stanice se ponovno tri puta ispiru PBS-
om. U svaku jazicu se dodaje 100 pL otopine AAPH-a kao inicijatora slobodnih radikala.
Odmah se pocinje s mjerenjem intenziteta fluorescencije pomocu fluorescentnog citaca
mikrotitarskih plo¢a pri 480 nm za pobudu 1 530 nm za emisiju. Mjerenja se provode u
intervalima od 1 do 5 minuta tijekom 60 minuta.

Rezultati se dobivaju pra¢enjem promjene intenziteta fluorescencije, a podaci se
analiziraju izraCunavanjem povrsine ispod krivulje (AUC). Na temelju AUC vrijednosti
izracunavaju se jedinice CAA "% Na temelju standardne krivulje kvercetina, odreduju se
ekvivalenti kvercetina (QE) za ispitivane uzorke, ¢ime se kvantificira njihov antioksidativni

potencijal.

3.2.2.4 Test zastite deoksiribonukleinske kiseline (DNK) od oksidacijskog oStecenja

Test zaStite DNK od oksidacijskog oSte¢enja temelji se na sposobnosti ispitivanog uzorka da
neutralizira slobodne radikale i sprije¢i lomljenje lanaca DNK'2. Medu razli¢itim postoje¢im in
vitro testovima za zaStitu DNK, test zastite DNK temeljen na Fentonovoj reakciji oponasa
biolosku situaciju in vivo, s proizvodnjom hidroksilnih (*OH) slobodnih radikala iz endogenih
izvora poput unutarstani¢nog Zeljeza'’>!’6. Oste¢enje DNK inducira Fentonov reagens, koji
sluzi kao generator *OH radikala koji reagiraju s dusi¢nim bazama DNK. Nastali radikali baza
dalje stupaju u interakciju sa Se¢ernim dijelom molekule DNK, uzrokuju¢i lomljenje Secerno-
fosfatne okosnice 1 prelazak superzavijenog oblika u linearni oblik DNK. Dobivena molekula

DNK analizira se gel elektroforezom, pri ¢emu se lako razlikuju superzavijeni, kruzni i linearni
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oblici plazmida. Kada ispitivani uzorak reagira s DNK, oste¢enje DNK i linearizacija izostaju,
a superzavijeni oblik plazmida ostaje ocuvan'’>!76,

Test zastite DNK za spoj 7 proveden je u reakcijskoj smjesi koja je sadrzavala
superzavijeni pQE60 plazmid (200 ng) izlozen razli¢itim koncentracijama spoja 7 (0, 6,25,
12,50, 25,50, 751 100 uM). Nakon 10-minutne inkubacije na sobnoj temperaturi, dodano je 10
uL Fentonovog reagensa (30 mM H>O», 50 uM askorbinske kiseline i 80 uM FeClz). Smjesa je
zatim inkubirana jo$ 30 minuta na 37 °C. Stupanj oSte¢enja DNK promatran je u 1 % agaroznom
gelu koristenjem elektri¢ne struje od 75 mA tijekom 30 minuta u standardnom TAE puferu (40
mM Tris, pH 7,6; 20 mM octene kiseline i 1 mM EDTA). Linije DNK odvojene su i
vizualizirane dodavanjem etidij bromida (0,5 pg/mL), a za analizu podataka koristen je sustav

za slikanje ChemiDock XRS (Bio-Rad).

Test zaStite DNK za spoj 25 proveden je analogno kao i za spoj 7.

3.2.3. Citotoksicnost

Citotoksi¢nost odabranih spojeva ispitana je kako bi se procijenio njihov u¢inak na humane
stanice 1 utvrdila eventualna selektivnost bioloskog djelovanja u odnosu na antimikrobnu
aktivnost. U ovome su dijelu istrazivanja obuhvaceni spojevi koji su u prethodnim bioloskim
ispitivanjima pokazali najizrazeniji antimikrobni potencijal, budu¢i da upravo oni predstavljaju
najizglednije kandidate za daljnju primjenu. Analizom njihovog u¢inka na normalne i tumorske
stani¢ne linije nastojalo se procijeniti sigurnosni profil, te utvrditi razlikuje li se njihova
citotoksi¢nost medu razlicitim tipovima stanica.

Citotoksi¢nost spojeva 6, 7 1 25 ispitana je na viSe ljudskih stani¢nih linija koristeci
MTS-bazirani CellTiter 96® Aqueous test (Promega). Spoj 6 i 7 testiran je na retinalnim
pigmentiranim epitelnim stanicama (RPEI), ljudskim embrionalnim bubreZnim stanicama
(HEK293) i stanicama cervikalnog karcinoma (HeLa). Stanice su uzgajane u uvjetima visoke
vlaznosti pri 37 °C15 % CO; do 100 % konfluentnosti. Nakon brojanja stanica ru¢nim broja¢em
(Septer, Merck) kako bi se provjerio broj stanica i njihova vitalnost, pripremljena su serijska
razrjedenja spojeva 6 1 7 u mikrotitarskim plo¢ama. Svaka jaZica sadrzavala je 5000 stanica u
100 uL otopine spoja u koncentracijama od 4,1 do 8,3 pg/ml. Nakon 48 sati inkubacije, dodano
je 20 uL MTS reagensa, te je nakon 3 sata zabiljezena apsorbancija pri 490 nm (Bio-Tek,
EL808). Eksperimenti su provedeni u tehnickim replikatima u Cetiri ponavljanja, a ICso

vrijednosti izracunate su koriStenjem GraFit v.6 softvera.
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Spoj 25 testiran je na stani¢nim linijama HEK293, RPE1, HaCaT (humani keratinociti)
1 HeLa, te je usporeden s referentnim spojem benzildodecildimetilamonijevim bromidom
(BAB). Stanice su uzgajane pod istim uvjetima, a serijska razrjedenja spoja pripremljena su u
mikrotitarskim ploCicama. Nakon 24 sata inkubacije s 5000 stanica po jazici, dodan je MTS
reagens i nakon 3 sata mjerena je apsorbancija pri 490 nm. Rezultati su prikazani kao srednje
vrijednosti iz najmanje tri neovisna eksperimenta s +£ SD vrijednostima, a ICso vrijednosti su

izracunate koriStenjem GraFit v.6 softvera.
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§ 4. REZULTATI I RASPRAVA

U okviru ove disertacije pripravljene su razlicite QACs kinuklidin-3-ola i N-benzilimidazola s
ciljem ispitivanja njihove bioloske aktivnosti. Od 30 ukupno sintetiziranih spojeva, 22 do sada
nisu opisana u literaturi. Strukture pripravljenih spojeva potvrdene su FTIR i NMR

spektroskopijama.

4.1. Sinteza

U ovom radu su sintetizirani kvaterni derivati kinuklidin-3-ola, alifatskog biciklickog
heterociklickog spoja 1 N-benzilimidazola, aromatskog heterociklickog spoja, s ciljem
ispitivanja njihovog bioloskog potencijala.

Svi spojevi pripravljeni su klasicnom Menshutkinovom reakcijom kvaternizacije
tercijarnih amina u suhom organskom otapalu - acetonu. Dobiveni produkti u veéini slucajeva
izolirani su kao Cisti kristalni spojevi, bez potrebe za dodatnim procis¢avanjem, dok su pojedini
benzilirani derivati  N-benzilimidazola zahtijevali rekristalizaciju radi postizanja
zadovoljavajuce Cistoce.

Strukturna raznolikost obuhva¢a mono- 1 bis-QAC:s s razli¢itom duljinom alkilnog lanca

(C3—C14) 1 arilne derivate sa supstituentima razli¢itih elektronskih svojstava.

4.1.1. Rezultati sinteze QACs (£)kinuklidin-3 ola

Sintetizirane su kvaterne soli kinuklidin-3-ola s razli¢itim alkilnim lancima (3, 4, 6, 8, 10, 12 i
14 ugljikovih atoma). Ovo je postignuto reakcijom kinuklidin-3-ola s odgovarajuéim
reagensima za kvaternizaciju: 1-bromopropanom, 1-bromobutanom, 1-bromoheksanom, 1-
bromooktanom, 1-bromodekanom, 1-bromododekanom i 1-bromotetradecanom. Spojevi koji
sadrze 4, 6 1 12 ugljikovih atoma prethodno su sintetizirani i opisani dok ostali sintetizirani
spojevi nisu do sada opisani u literaturi.

Svi kvaternizirani spojevi (QOH-C3 do QOH-C14) sintetizirani su koriste¢i suho
otapalo putem Menshutkinove reakcije, te su izolirani kao Cisti produkti. Njihove strukture
potvrdene su FTIR, 'H NMR i "C NMR spektroskopijom, odredivanjem taliSta.te
elementarnom analizom za pojedine spojeve.

Sintetizirane su kvaterne soli kinuklidin-3-ola s para i meta benziliranim regensima za

kvaternizaciju: para supstituirani benzilbromidi: p-fluor, p-trifluormetil, p-metil, 1 meta
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supstituirani benzilbromidi: m-nitro, m-brom, m-fluor, m-trifluormetil, m-fluor, m-klor, m-

metil) reagensima (Slika 19.).
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Spoj 1 QOH-C3, n=2 Spoj 8 QOH-p-CF;
Spoj 2 QOH-C4, n=3 Spoj 9 QOH-p-F
Spoj 3 QOH-C6, n=5 Spoj 10 QOH-p-CH,4
Spoj 4 QOH-C8, n=7 Spoj 11 QOH-m-Br
Spoj 5 QOH-C10, n=9 Spoj 12 QOH-m-Cl
Spoj 6 QOH-C12, n=11 Spoj 13 QOH-m-NO,
Spoj 7 QOH-C14, n=13 Spoj 14 QOH-m-F

Spoj 15 QOH-m-CF;

Spoj 16 QOH-m-CH;

Slika 19. Shematski prikaz sinteze monoQACs kinuklidin-3-ola s alkilnim 1 arilnim
reagensima

4.1.2. Rezultati sinteze QACs kinuklidin-3-ola s dugim lancima i terminalnim atomom
broma i simetricni bisQACs kinuklidin-3-ola

Sintetizirane su kvaterne soli kinulidin-3-ola s dugim lancima i terminalnim atomom broma

(Slika 20.), te simetricne bis kvaterne soli kinuklidin-3-ola s dugim lancima kao poveznicom
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izmedu dusikovih atoma u strukturi kinuklidin-3-ola (Slika 21.). Reagensi za kvaternizaciju su
sljedeci: 1,8-dibromoktan, 1,10-dibromdekan, 1,12-dibromdodekan. Spojevi su sintetizirani
koristeci suho otapalo (aceton), te su izolirani kao Cisti produkti. Njihove strukture potvrdene

su FTIR, '"H NMR i *C NMR spektroskopijom 1 odredivanjem talista.

A

OH OH
. B B CH;COCH; . i
\M/ Br
)

ﬁ

n=38§,10, 12
Br n=38§,10,12
omjer reaktanta: 1 : 4
Spoj 17 QOH-1,8-Br, n=8
Spoj 18 QOH-1,10-Br, n=10
Spoj 19 QOH-1,12-Br, n=12

Slika 20. Shematski prikaz sinteze monoQACs kinuklidin-3-ola s dugim lancima i

terminalnim atomom broma

HO
n=28,10, 12
n \\ Br
> CH,COCH +N/H\N
Br. Br 3 3 +
_—
[N . T NN
n=38,10,12 Br-
OH
omjer reaktanta: 2 : 1
Spoj 20 bisQOH-C8, n=38
Spoj 21 bisQOH-C10, n=10
Spoj 22 bisQOH-C12, n=12

Slika 21. Shematski prikaz sinteze bisQACs kinuklidin-3-ola

4.1.3. Rezultati sinteze QACs N-benzimidazola

Sintetizirani su kvaterni spojevi koji sadrze N-benzilimidazol i duge alkilne lance koji sadrze
najmanje 10 ugljikovih atoma. Sinteza je postignuta reakcijom N-benzilimidazola s reagensima
za kvaternizaciju: 1-bromdekanom, 1-bromdodekanom 1 1-bromtetradekanom. Svi sintetizirani
spojevi su zadovoljavajuce Cistoce 1 nije bilo potrebno proc¢is¢avanje rekristalizacijom. Bijeli

kristali kvaternih soli dobiveni su Meshutkinovom reakcijom koriste¢i suha otapala (aceton), te

Linda Mastelié¢ Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 58

su izolirani kao Cisti produkti. Njihove strukture potvrdene su FTIR, '"H NMR, *C NMR
spektroskopijom, te elementarnom analizom i odredivanjem talista.

Takoder su sintetizirani para benzilirani QACs spojevi N-benzilimidazola. Sinteza je
postignuta reakcijom N-benzilimidazola s para benziliranim regensima za kvaternizaciju: p-

nitro, p-brom, p-fluor, p-trifluormetil, p-klor (Slika 22.).

Br

Spoj 23 QOH-C10, n=9 Spoj 26 QOH-p-Br

Spoj 24 QOH-C12, n=11 Spoj 27 QOH-p-Cl

Spoj 25 QOH-C14, n=13 Spoj 28 QOH-p-NO,
Spoj 29 QOH-p-F
Spoj 30 QOH-p-CF;

Slika 22. Shematski prikaz sinteze monoQACs N-benzilimidazola

Spojevi su izolirani kao Cisti produkti. Njihove strukture potvrdene su FTIR, '"H NMR, *C
NMR spektroskopijom i odredivanjem taliSta.
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Zaklju¢no, kvaterni derivati kinuklidin-3-ola i N-benzilimidazola predstavljaju dvije
strukturno razli¢ite, ali funkcionalno komplementarne serije spojeva. Unato¢ razlikama u
heterociklickoj jezgri, oba tipa derivata nakon kvaternizacije dijele klju¢ni farmakofor —
pozitivno nabijeni duSikov atom — koji omogucuje interakciju s negativho nabijenim
bakterijskim membranama, §to je temelj njihovog antimikrobnog ucinka.

Alifatska biciklicka struktura kinuklidina omoguéuje vecu prostornu prilagodljivost
kvaternog dus$ika prilikom interakcije s lipidnim dvoslojem bakterijske membrane, ¢ime se
pospjesuje njegovo djelovanje na membransku strukturu. S druge strane, aromatska jezgra N-
benzilimidazola moze ostvariti dodatne m-m interakcije s membranskim komponentama ili
intracelularnim ciljevima, potencijalno pridonosec¢i selektivnosti ili dodatnim mehanizmima
djelovanja.

Ugradnja razlicitih strukturnih elemenata — poput duljine alkilnog lanca, tipa 1 polozaja
aromatskih supstituenata — omogucuje sustavno proucavanje utjecaja strukturnih znacajki na

fizikalno-kemijska svojstva i reaktivnost sintetiziranih spojeva.
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4.2. BioloSka aktivnost

U okviru ove doktorske disertacije sintetizirani su QACs kinuklidin-3-ola 1 N-
benzilimidazola, s ciljem ispitivanja njihove potencijalne bioloske primjene. Budu¢i da se
bioloska aktivnost QACs najcesce ocituje kroz njihov antimikrobni potencijal, pocetna
evaluacija usmjerena je upravo na ispitivanje antimikrobne aktivnosti sintetiziranih spojeva.

Odredivanje antimikrobnog potencijala provedeno je za derivate kinuklidin-3-ola s
alkilnim lancima duljine 10, 12 i 14 C-atoma (spojevi 5, 6 i1 7), bis-derivate kinuklidin-3-ola
(spojevi 20, 21 1 22), te derivate N-benzilimidazola s alkilnim lancima duljine 10, 12 i1 14 C-
atoma (spojevi 23, 24 i1 25). Antimikrobna aktivnost ispitana je odredivanjem MIK i MBK
vrijednosti.

Na temelju provedenog ispitivanja antimikrobne aktivnosti, najaktivniji spojevi
izdvojeni su za daljnja bioloska ispitivanja. ProSirena evaluacija ukljucivala je odredivanje
kinetike rasta mikroorganizama, ispitivanje sposobnosti inhibicije formiranja bakterijskih
biofilmova, procjenu membranoliticke aktivnosti, te analizu antioksidacijskog potencijala.
Dodatno, ispitan je i njihov u¢inak na zdrave humane stanice i odabrane tumorske stani¢ne
linije, s ciljem procjene njihove potencijalne terapijske primjene.

U sklopu ove disertacije nije provedeno ispitivanje bioloSke aktivnosti benziliranih
derivata kinuklidin-3-ola 1 N-benzilimidazola. Takva odluka temelji se na rezultatima
prethodnih istrazivanja, koja su ukazivala da benzilirani supstituenti u manjoj mjeri doprinose
antimikrobnoj aktivnosti u odnosu na duge alkilne lance. Iako ti derivati nisu ukljuceni u
eksperimentalni dio bioloskih testiranja, njihova detaljnija analiza, te eventualna optimizacija

strukturnih obiljezja ostaje mogucnost za buduca istraZivanja.

4.2.1. Rezultati antimikrobne aktivnosti i mehanizma djelovanja
4.2.1.1 Rezultati antimikrobne aktivnosti
Rezultati antimikrobne aktivnosti ukljucuju test odredivanja MIK-a, MBK-a, te za spjeve s

najve¢om aktivnoscu, testove kinetike rasta 1 inhibicije biofilma.

REZULTATIMIK 1 MBK TESTA ZA QACS (+)KINUKLIDIN-3-OLA S DUGIM LANCIMA

Rezultati MIK 1 MBK testova za derivate kinuklidin-3-ola s lancima duljine 10 (spoj 5), 12
(spoj 6) 1 14 C (spoj 7) atoma su prikazani u tablici (Tablica 1.).
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Tablica 1. Rezultati antimikrobne aktivnosti QACs kinuklidin-3-ola s dugim lancima (pg/mL)
protiv oportunistickih patogena prikazani su kao vrijednosti MIK i MBK.

. Spoj 5 Spoj 6 Spoj 7 BAB
Vrsta ili Porijeklo M, = 348,36 M, = 376,42 M, = 404,14 M,= 384,44
Bakterija
MIK | MBK | MIK | MBK | MIK | MBK | MIK | MBK
Gram — pozitivne bakterije
Staphylococcus | 10029213 125 125 1560 | 1560 | 097 | 097 150| 1,50
aureus
Staphylococcus Klini¢ki
' BtMRSA | 300|500 62,50 | 6250 | 390 | 3,90
Enterqcoccus ATCC 29212 250 250 15,60 15,60 0,97 0,97
faecalis
Streptococcus | a1 19615 | 1560 | 1560 | 048 | 048] 006 | 006
pyogenes
Listeria ATCC DI} 50 | 50| 3125 | 3125 3.90| 3.90
monocytogenes (1/2a)
Gram — negativne bakterije
fg;herlcma ATCC25922 | 250 | 250 | 62,50 | 62,50 | 3,90 | 7,80 | 390 3,90
Escherichia KliniCki 500 | 500 | 62.50 | 6250 | 15.60 | 15.60
coli izolat
Kiebsiella ATCC 13883 | 1000 | 1000 | 125 | 125| 1560 | 15,60
pneumoniae
Klebsiella Klinicki 1000 | 1000 | 250 | 250 | 15,60 | 15,60
pneumoniae izolat
Salmonella WDCM
Typhimsrism 00031 1000 | 1000 | 250 | 250 | 31,25 | 31,25
Pseudomonas |\ 1007853 | 2000 | 2000 250 | 500 | 3125 | 3125
aerugmosa
dcinetobacter |\ 19606 | 1000 | 1000 125 | 250 | 1560 | 15,60
baumannii
Acinetobacter Klinicki 500 | 500 | 62,50 125 7,80 | 15,60
baumannii izolat
MIKso | MIKeo | MIKso | MIKoo | MIKso | MIKoo | MIKso | MIKso
Gljivice
Candida ATCC 90029 | 3125| 62,50 1,95| 390| 0,06]| 0,12
albicans
Plijesni
Aspergillus Izolat iz 125| 250 7.80| 1560 048 097
niger hrane
Penicillium [zolat iz 250 | 5001 3125 | 6250 1.95| 3.90
citrinum hrane

Svi testirani derivati pokazali su izrazenu antimikrobnu aktivnost, pri ¢emu je najucinkovitiji

bio spoj 7, koji je pokazao MIK vrijednosti u rasponu od 0,06 do 3,9 pg/mL. U skladu s
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ocekivanjima aktivnosti QACs, uoceno je postupno poboljSanje aktivnosti s produljenjem
alkilnog lanca.

Spoj 7 pokazao je visoku aktivnost prema Gram-pozitivnim bakterijama. Rast L.
monocytogenes bio je potpuno inhibiran pri koncentraciji od 3,9 pg/mL, pri ¢emu su MIK i
MBK vrijednosti bile jednake. Za S. aureus ATCC 29213 i MRSA odredene su MIK/MBK
vrijednosti u rasponu od 0,97-3,9 pg/mL, §to potvrduje snazan baktericidni ucinak.

lIako su za E. coli 1 ostale Gram-negativne sojeve bile potrebne nesto vise koncentracije, spoj 7
1 dalje je pokazao mjerljivu i konzistentnu aktivnost.

U antifungalnim ispitivanjima spoj 7 takoder se istaknuo. Postignute su MIKoo
vrijednosti od 0,12 pg/mL za C. albicans, 0,97 pg/mL za A. niger, te 3,9 pg/mL za P. citrinum,
Sto potvrduje izrazito Sirok spektar djelovanja.

Kao pozitivna kontrola koriSten je komercijalni QACs - BAB na bakterije S. aureus
ATCC 292131 E. coli ATCC 25922 sto omoguduje izravnu usporedbu aktivnosti sintetiziranih

derivata s referentnim biocidom.
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REZULTATI MIK 1 MBK TESTA ZA MONOQACS KINUKLIDIN-30LE S DUGIM LANCIMA I TERMINALNIM ATOMOM
BROMA TE BISQACS S DUGIM LANCIMA

Rezultati MIK 1 MBK myjerenja za bisQACs koji se razlikuju u duljini lanca koji spaja dvije

pozitivno nabijene kationske glave ( spojevi 20, 21 i 22.) su prikazani u tablici (Tablica 2).

Tablica 2. Rezultati antimikrobne aktivnosti bisQACs (ng/mL) protiv oportunistickih patogena
prikazani su kao vrijednosti MIK i MBK.

Spoj 20 Spoj 21 Spoj 22 BAB

Vrsta ili Porijeklo M, = 526,30 M, = 554,43 M, = 582,5 M= 384,44
bakterija

MIK | MBK | MIK | MBK | MIK | MBK | MIK | MBK

Gram — pozitivne bakterije

Staphylococcus
aureus

ATCC 29213 2000 | 2000 | >2000 | >2000 500 500 1,50

Staphylococcus Klini¢ki izolat 52000 | 52000 | 2000 | 52000 1000 2000

aureus /MRSA

Enterococcus ATCC29212 | 1000 | 1000 | >2000 | >2000 | 1000 | 2000

faecalis

Streptococcus ATCC 19615 | 250 | 250 | 62,50 | 62,50 | 31,50 | >125

pyogenes

Listeria ATCC IO 5060 1 2000 1 2000 | 2000 | 1000 | 1000

monocytogenes (1/2a)

Bacillus cereus Izolat iz >2000 | >2000 | >2000 | 2000 | 2000 | 2000
okolisa

Gram — negativne bakterije

Escherichia coli | ATCC 25922 | >2000 | >2000 | >2000 | >2000 | 2000 | 2000 3,90

Klebsiclla ATCC 13883 | >2000 | 2000 | >2000 | >2000 | >2000 | >2000
pneumomae
MIKso | MIKsgo | MIKso | MIKsgo | MIKso | MIKgo | MIKso | MIKoo

Gljivice

Candida

: ATCC 90029 | 1000 | 2000 | 2000 | >2000 | 125| 250
albicans

Plijesni

Aspergillus Izolatiz hrane | 250 | 1000 125 | >2000 | 3125 125
niger

Penicillium Izolatiz hrane | 1000 | 2000 | 250 | 2000 | 15.60 | 31.25
citrinum

Ispitani bisQAC derivati pokazali su umjerenu antimikrobnu aktivnost, pri ¢emu se istaknuo
spoj 22, koji je ostvario MIK vrijednost od 31,25 pg/mL prema S. pyogenes. Premda ova
vrijednost upucuje na odredeni antimikrobni potencijal, ona je znatno loSija u odnosu na

odgovaraju¢e monoQAC derivate s dugim alkilnim lancima.
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Ovakav rezultat sugerira da uvodenje bis-strukture u ispitivanom obliku ne dovodi do
poboljsanja antimikrobne aktivnosti. Za razliku od monoQAC spojeva, bisQAC derivati u ovoj
seriji ne sadrze slobodan dugi alkilni lanac, koji je kljuCan za ucinkovitu interakciju s
bakterijskom membranom. U bisQACs derivatima ispitivanim u ovom radu dva su kationska
centra povezana alkilnim mostom razli¢itih duljina (8, 10 i 12 C atoma), §to moze ograniciti
njihovu sposobnost pravilnog orijentiranja i umetanja u membranu, te time smanjiti ukupnu
antimikrobnu aktivnost.

Unatoc slabijoj aktivnosti prema bakterijama, testirani spojevi pokazali su antifungalnu
aktivnost s MIK vrijednostima u rasponu od 15,6-1000 pg/mL prema gljivicama koje uzrokuju
kvarenje hrane i patogenim mikromicetama, ukljucujuéi 4. niger, P. citrinum i C. albicans. Ova
razina aktivnosti ukazuje da ispitivani spojevi, iako ne pokazuju znacajniju aktivnost prema
bakterijama, zadrzavaju sposobnost djelovanja na gljivice. Moguce je da razlike u sastavu i
organizaciji bakterijskih i gljivicnih membrana omoguéuju ucinkovitiju interakciju ovih
spojeva s gljivicama, $to potencijalno upucuje i na drugaciji mehanizam djelovanja u odnosu

na antibakterijsku aktivnost.

Linda Mastelié¢ Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava

65

REZULTATI MIK 1 MBK TESTOVA ZA N-BENZILIMIDAZOL S DUGIM LANCIMA

U tablici (Tablica 3) su prikazani rezultati MIK i MBK za derivate N-benzilimidazola s lancima

duljine 10 (spoj 23), 12 (spoj 24) i 14 C (spoj 25) atoma.

Tablica 3. Rezultati antimikrobne aktivnosti QACs N-benzilimidazola s dugim lancima

(ug/mL) protiv oportunistickih patogena prikazani su kao vrijednosti MIK i MBK.

.. Spoj 23 Spoj 24 Spoj 25 BAB
Vrsta ili Porijeklo M, = 379,39 M; = 407,44 M, = 435,49 M= 384,44
Bakterija
MIK MIK MIK

Gram — pozitivne bakterije

Staphylococcus ATCC 29213 1,95 0,24 0,03 1,50
aureus

Staphylococcus Klini¢ki

aureus izolat / MRSA 15,63 1,95 0,12

Enterqcoccus ATCC 29212 7.80 0,48 0,12

faecalis

Streptococcus | \10c 19615 0,98 0,12 0,03

pyogenes

Gram — negativne bakterije

Eseherichia | atcc 25922 3,90 0.48 0,48 3,90
Escﬁertchza Kllnlckl 15,63 3,90 0,98

coli izolat

Klebsiella ATCC 13883 31,25 3,90 0,48

pneumoniae

Klebszellq Kllnlckl 3125 3,90 1.95

pneumoniae izolat

Acinetobafter ATCC 19606 31,25 7,80 1,95

baumannii

Acmetoba:.cter Kllnlckl 31.25 3.90 1.95

baumannii izolat

MIKsy | MIKygy | MIKso | MIKgy | MIKso | MIKgg | MIKso | MIKgg

Gljivice

Candida ATCC 90029 | 0,98 | 1,95| 0015| 0,03] 0,007 | 0015

albicans

Candida KliniCki 1563 ] 3125 195| 3,9 | 0,122 0243

albicans izolat

Plijesni

Aspergillus Hrana 390 | 1563 098 | 195| 024| 049

niger

Penicillium Hrana 780 | 1563| 049 098] o0,12| 024

citrinum
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Svi ispitani N-benzilimidazolni derivati pokazali su visoku antimikrobnu aktivnost prema svim
testiranim patogenima, s MIK vrijednostima u rasponu od 7 ng/mL do 31,25 pg/mL. Najbolju
aktivnost pokazali su spojevi 24 1 25, §to je u skladu s uocenim pravilnostima ovisnosti bioloske
aktivnosti o duljini alkilnog lanca.
Spoj 24, s alkilnim lancem od 12 C-atoma, ostvario je MIK vrijednosti u rasponu 0,12-7,8
pg/mL, dok je spoj 25 (lanac od 14 C-atoma) pokazao jo§ snazniju aktivnost, s MIK
vrijednostima u rasponu od svega 30 ng/mL do 1,95 pg/mL.
Najvecu osjetljivost na spojeve pokazale su bakterije S. aureus ATCC 29213 1 S. pyogenes
ATCC 19615. Kod spoja 24 zabiljezene su MIK vrijednosti od 0,24 pg/mL za S. aureus, te 0,12
ng/mL za S. pyogenes, dok su vrijednosti za spoj 25 bile jos nize, dosezu¢i 30 ng/mL.
Posebno je znacajno da je MRSA soj bio inhibiran pri koncentracijama od 1,95 ng/mL za spoj
24 i samo 0,12 pg/mL za spoj 25, Sto potvrduje vrlo snazan baktericidni u¢inak ovih struktura.
Svi ispitivani spojevi u ovoj seriji pokazali su i izrazitu antifungalnu aktivnost (MIKso
=7 ng/mL-15,625 pg/mL) prema C. albicans, te plijesnima A. niger i P. citrinum.
Najbolje djelovanje zabiljeZeno je prema C. albicans ATCC 90029, s MIKso vrijednostima od
15 ng/mL za spoj 24 1 svega 7 ng/mL za spoj 25. Obje vrste plijesni bile su osjetljive pri
usporedivim koncentracijama; za P. citrinum, primjerice, MIKso je iznosio 0,487 pg/mL za spoj
2410,122 pg/mL za spoj 25.
U usporedbi s komercijalno dostupnim BAB-om, spoj 24 pokazao je 6,25 puta nizu
MIK vrijednost prema S. aureus 1 8 puta nizu protiv E. coli. Jo§ izraZeniji u¢inak pokazao je
spoj 25, ¢ije su MIK vrijednosti bile 50 puta niZe protiv S. aureus, te 8 puta nize protiv E. coli,

Sto potvrduje superiornu antimikrobnu aktivnost ovih derivata.

Ispitivanjem antimikrobne aktivnosti QAC spojeva temeljenih na kinuklidin-3-olu, N-
benzilimidazolu i bisQAC derivatima kinuklidin-3-ola, utvrdeno je da je aktivnost ovih derivata
aktivnost pokazala se duljina alkilnog lanca: spojevi s kra¢im lancima pokazali su slab ucinak,
dok su derivati s lancima od 12 do 14 ugljikovih atoma dosljedno pokazivali najbolje
MIK/MBK vrijednosti.

Kod monoQAC derivata, najviSu antimikrobnu aktivnost pokazali su spoj 7 1 spoj 25.
Spoj 7 iskazao je izrazitu aktivnost prema Gram-pozitivnim bakterijama, ukljucujuéi S. aureus

1 L. monocytogenes, dok je spoj 25 pokazao vrlo niske MIK vrijednosti i prema Gram-
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negativnim patogenima poput E. coli i K. pneumoniae. Ovi rezultati potvrduju da se dobra
antimikrobna aktivnost moze posti¢i 1 alifatskom (spoj 7) i aromatskom (spoj 25)
heterociklickom jezgrom, pod uvjetom da je prisutan dugi, fleksibilni alkilni lanac.

Rezultati bisQAC derivata pokazuju da uvodenje druge kvaterne skupine u ovim
strukturama nije rezultiralo pove¢anjem antimikrobne aktivnosti, Sto sugerira da ovakav nacin
povezivanja dvaju kationskih centara nije optimalan za djelovanje na bakterijske membrane.
Ipak, svi bis derivati zadrzali su antifungalnu aktivnost, §to moze biti posljedica strukturnih
razlika izmedu bakterijskih 1 gljivicnih membrana, te potencijalno drukcijeg mehanizma
djelovanja.

Antifungalni rezultati dodatno potvrduju potencijal QAC derivata: posebno je istaknut
spoj 25 s iznimno niskim MIKso vrijednostima prema C. albicans, dok je spoj 7 takoder pokazao
odli¢nu antifungalnu aktivnost.

BisQACs derivati imali su slabiju antifungalnu aktivnost, ali i dalje mjerljivu za razliku
od aktivnosti prema bakterijama.

Zakljucno, rezultati pokazuju da se antimikrobna aktivnost QAC spojeva moze jasno
dovesti u vezu s duljinom alkilnog lanca, te time je li taj lanac slobodan ili strukturno ogranicen.
Najbolju kombinaciju tih svojstava pokazuju monoQAC derivati s dugim, slobodnim alkilnim
lancem, posebno spoj 7 1 spoj 25, koji su se istaknuli kao najaktivniji spojevi u ispitivanom
skupu. Zbog njihovog izrazenog antimikrobnog potencijala, te djelovanja 1 na bakterije i

gljivice, ovi spojevi odabrani su za daljnja, detaljnija bioloSka ispitivanja..

KINETIKA RASTA
Za spojeve 7125 ispitana je kinetika rasta na bakteriji S. aureus ATCC 29213 pri MIK 1 sub-
MIK koncentracijama (Slika 23. 1 Slika 24.).
Spoj 7 inhibirao je rast bakterija pri MIK vrijednosti tijekom cijelog razdoblja inkubacije (6 h),
dok je djelomi¢no suzbijanje rasta zabiljezeno i pri 1/2 MIK i 1/4 MIK-a.
Spoj 25 takoder je pokazao snaznu inhibiciju rasta. Potpuna inhibicija zabiljezena je pri 1/2
MIK, dok je pri 1/4 MIK primije¢eno pocetno usporavanje rasta tijekom prva tri sata, nakon
¢ega se rast nastavio.

U oba slucaja, oblik krivulja rasta pri subinhibitornim koncentracijama bio je sli¢an
kontrolnoj krivulji, iako su uocene razlike u apsorbanciji, koje mogu upucivati na razlike u

brzini razmnozavanja ili broju stanica u inokulumu.
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Slika 23. Kinetika rasta bakterije S. aureus ATCC 29213 tijekom 6-satne inkubacije u
prisutnosti spoja 7 pri koncentracijama od MIK do 1/4 MIK, te bez dodatka spoja (kontrola).
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Slika 24. Kinetika rasta bakterije S. aureus ATCC 29213 tijekom 6-satne inkubacije u
prisutnosti spoja 25 pri koncentracijama MIK, 1/2 MIK i 1/4 MIK, te bez dodatka spoja
(kontrola).

Rezultati kinetike rasta potvrduju izraZenu antibakterijsku aktivnost spojeva 7 1 25 prema S.
aureus ATCC 29213, u skladu s prethodno utvrdenim MIK vrijednostima. Oba spoja potpuno
su inhibirala rast bakterija pri MIK koncentraciji tijekom Sest sati inkubacije, $to ukazuje na

njihovo brzo 1 stabilno antimikrobno djelovanje.
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Oba spoja su pokazala djelomi¢nu inhibiciju rasta i pri subinhibitornim koncentracijama
(1/2 MIK i 1/4 MIK), pri ¢emu je spoj 25 pokazao izrazeniji u€inak ve¢ pri 1/2 MIK. U slucaju
spoja 25, ¢ak je i 1/4 MIK privremeno zaustavio rast tijekom prvih nekoliko sati inkubacije,
nakon ¢ega je doslo do ponovnog porasta broja stanica. Takva pojava upucuje na mogucnost
postepenog slabljenja antimikrobnog ucinka ili prilagodbe bakterijske populacije na nizu
koncentraciju spoja.

Razlike u obliku krivulja rasta 1 uoCene razlike u apsorbanciji izmedu tretiranih i
kontrolnih uzoraka takoder mogu ukazivati na promjene u dinamici razmnozavanja, ali i na
potencijalno razli¢ite mehanizme djelovanja ovih spojeva. Spoj 25 pokazao je snazniji i brzi
ucinak pri nizim koncentracijama u odnosu na spoj 7, §to se moze povezati s dodatnim
interakcijama koje omogucuje njegova aromatska jezgra.

Zakljucno, rezultati kinetike rasta potvrduju da QACs s dugim alkilnim lancima, osobito
spoj 25, mogu djelovati ve¢ pri subinhibitornim koncentracijama, $to je zanimljivo za daljnja
ispitivanja, ukljucujuéi i potencijalnu primjenu u prevenciji rasta bakterija u ranim fazama

infekcije.

INHIBICIJA BIOFILMA

Eksperimenti inhibicije biofilma S. aureus ATCC 29213 ispitani su za spojeve 7 i 25, pri MIK
1 sub-MIK koncentracijama (Slika 25. 1 Slika 26.). Spoj 7 je uc¢inkovito sprije¢io formiranje
biofilma, s razinama inhibicije usporedivima s komercijalnim spojem BAB. Utvrdeno je da spoj
djeluje ovisno o koncentraciji: pri 1/2 MIK zabiljeZena je inhibicija od 84 %, dok je pri 1/32
MIK vrijednost pala na 2,3 %.

Spoj 25 takoder je pokazao izrazenu aktivnost u inhibiranju biofilma. NajviSa inhibicija
zabiljeZena je pri MIK koncentraciji, dok su pri subinhibitornim koncentracijama takoder
uoceni znacajni u€inci. Inhibicija biofilma iznosila je 46,6 % pri 1/2 MIK 1 38,9 % pri 1/4 MIK,
u odnosu na MIK. Pri 1/8 MIK inhibicija biofilma je iznosila 13,9 %, a za 1/16 MIK 12,4 %.

Usporedbom s komercijalnim spojem BAB, spoj 25 pokazao je bolju inhibiciju biofilma

pri sub-MIK koncentracijama.
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Slika 25. Inhibicija biofilma bakterije S. aureus ATCC 29213 nakon tretmana spojem 7 i
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Slika 26. Uc¢inak spoja 25 BAB na formiranje biofilma bakterije S. aureus ATCC 29213.

Rezultati ispitivanja inhibicije biofilma potvrdili su aktivnost spojeva 7 1 25 u sprjeCavanju
formiranja biofilma S. aureus ATCC 29213, bakterije poznate po visokoj otpornosti u
biofilmskom obliku. Oba spoja pokazala su dobar antibiofilm potencijal, pri ¢emu su najvisi
ucinci zabiljeZeni pri MIK koncentracijama, u skladu s rezultatima MIK-a i kinetike rasta.

Spoj 7 je inhibirao formiranje biofilma na razini usporedivoj s komercijalnim QAC
spojem BAB, s jasno izrazenom ovisnos¢u o koncentraciji. Najvisa inhibicija (84 %) postignuta
je pri 1/2 MIK, dok se sniZenjem koncentracije inhibicijski u€inak postupno smanjivao.
Ovisnost uc¢inka o koncentraciji upucuje na to da spoj 7 djeluje prvenstveno putem interakcije
s bakterijskom membranom, $to je u skladu s rezultatima i1z prethodnih testova.

Spoj 25 pokazao je izraZeniju aktivnost pri niskim subinhibitornim koncentracijama,

ukljucujuéi 1/4, 1/8 1 1/16 MIK, pri ¢emu je 1 na razini od svega 1,875 ng/mL zabiljeZzena
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inhibicija od 12,4 %. Ovakva aktivnost pri izrazito niskim koncentracijama sugerira dodatne
mehanizme djelovanja koji nadilaze samo membransku destabilizaciju, Sto je u skladu s
njegovim snaznijim u¢inkom zabiljezenim i u kinetici rasta.

Usporedba s komercijalnim spojem BAB pokazuje da spoj 25 ima bolje rezultate pri
subinhibitornim dozama, $to dodatno potvrduje njegov potencijal kao sredstva za inhibiranje
biofilmova, posebno u situacijama gdje je vazno djelovati na bakterije u ranoj fazi biofilmskog
razvoja.

Zakljucno, sposobnost oba spoja da sprijeCe formiranje biofilma, osobito pri
subinhibitornim koncentracijama, ¢ini ih zanimljivima za primjenu u prevenciji i kontroli

biofilmski-posredovanih infekcija, osobito onih uzrokovanih S. aureus.

4.2.1.2  Membranoliticki potencijal sintetiziranih spojeva

Za ispitivanje membranolitickog potencijala sintetiziranih spojeva primijenjene su tri
komplementarne metode koje omogucuju uvid u razliite aspekte oSte¢enja bakterijske
membrane. Propidijev jodid (PI-uptake test) omogucio je detekciju povecane permeabilnosti
membrane, s obzirom na to da PI moze prodrijeti u stanice jedino u slucaju naruSene membrane.
Mikroskopija atomskih sila (AFM) koriStena je za vizualizaciju morfoloskih promjena na
povrsini bakterijskih stanica nakon tretmana spojevima. Dodatno, proto¢na citometrija
koriStena je za kvantifikaciju udjela kompromitiranih stanica temeljem njihove propusnosti za
PI. Primjenom ovih metoda omogucena je sveobuhvatna analiza ucinka sintetiziranih spojeva

na integritet bakterijske membrane.

PROCJENA PERMEABILNOSTI BAKTERIJSKE MEMBRANE NAKON TRETMANA SPOJEVIMA 7 125 METODOM UNOSA
PROPIDIJEVOG JODIDA (PI-UPTAKE)

Kako bi se ispitala membranoliticka aktivnost spojeva 7 1 25, proveden je Pl-uptake test na
bakteriji S. aureus ATCC 29213. Intaktne membrane onemogucuju ulazak propidijeva jodida
(PI), dok oSte¢ene membrane omogucuju njegovu difuziju i vezanje na DNK, §to rezultira
crvenim fluorescencijskim signalom.

U slucaju spoja 7, pri MIK 1 sub-MIK koncentracijama zabiljeZeni su niski intenziteti
PI fluorescencije, usporedivi s netretiranom kontrolom tijekom razdoblja inkubacije od 540

minuta (Slika 27.), $to upucuje na ograniceno oSte¢enje membrane u tim uvjetima. Pri viSim
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koncentracijama (4xMIK i 8xMIK) zabiljezen je nagli porast fluorescencije, Sto sugerira brzu
permeabilizaciju membrane i posljedi¢no kompromitiranje stanica.

Spoj 25 pokazao je izrazeniju koncentracijsku i vremensku ovisnost u¢inka. U PI-uptake
testu intenzitet fluorescencije rastao je s koncentracijom i trajanjem izlozenosti (Slika 28.).
Najvisi intenzitet zabiljezen je pri 8xMIK ve¢ u ranim fazama pokusa, dok je pri 4xMIK uocen
postupni porast signala tijekom vremena. Nakon dulje inkubacije pri viSim koncentracijama

zabiljezena je znaCajna permeabilizacija stanicne membrane.

—— 4x MIC
—O— MIC

—O— 1/2 MIC
eseeeee Kontrola

Normalizirana fluorescencija
(9,
S
S

0 60 120 180 240 300 360 420 480 540
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Slika 27. Test unosa propidijeva jodida (PI) na stanicama S. aureus ATCC 29213 pokazuje
rezultate za kontrolne stanice koje nisu bile izlozene antimikrobnom agensu, kao 1 stanice
izloZene razli¢itim koncentracijama spoja 7 (1/2 MIK, MIK, 4xMIK i 8xMIK) tijekom 540
minuta.
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Slika 28. Test unosa propidijeva jodida (PI) na stanicama E. coli ATCC25922 pokazuje
rezultate za kontrolne stanice koje nisu bile izlozene antimikrobnom agensu, kao i stanice
izloZene razli¢itim koncentracijama spoja 25 (8xMIK, 4xMIK, MIK, i 1/2 MIK) tijekom 540
minuta.

Rezultati PI-uptake testa jasno ukazuju na membranoliticki mehanizam djelovanja za oba
ispitivana spoja - spoj 7 1 25 - no s vidljivim razlikama u dinamici 1 intenzitetu ucinka.

Spoj 7 pokazao je postupno ostecenje membrane pri MIK i1 sub-MIK koncentracijama,
dok je znacajno naruSavanje integriteta membrane uoceno tek pri viSim koncentracijama
(4xMIK i1 8xMIK). Ovakva dinamika moZe upucivati na sporiju akumulaciju spoja na povrsini
membrane ili oteZan prodor kroz stani¢nu stijenku S. aureus, Sto je u skladu s ranije
primije¢enim rezultatima kinetike rasta 1 inhibicije biofilma — gdje je spoj 7 bio djelotvoran, ali
pri viSim dozama ili duljoj izloZenosti.

Nasuprot tome, spoj 25 pokazao je brZe 1 snaznije oStecenje membrane ve¢ pri nizim
koncentracijama. Fluorescencijski signal PI-a rastao je ve¢ u ranim fazama tretmana pri
8xMIK, dok je i pri 4xMIK zabiljeZen kontinuiran porast tijekom inkubacije. Ovakav obrazac
upucuje na brzu interakciju spoja s membranom i ucinkovitije naruSavanje njezina integriteta.
Ovi nalazi koreliraju s prethodnim rezultatima MIK/MBK testova i kinetike rasta, gdje je spoj
25 pokazao visu aktivnost i brzu inhibiciju bakterijske proliferacije.

Oba spoja dijele isti primarni cilj djelovanja — stanicnu membranu — ali se razlikuju u
kinetici djelovanja. Spoj 25 ostvaruje brzu i intenzivniju membransku kompromitaciju, dok spoj

7 zahtijeva viSe vremena ili vecu koncentraciju za postizanje sli¢nog ucinka. U kontekstu
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potencijalne primjene, brze djelovanje spoja 25 ¢ini ga prikladnijim za lijeCenje akutnih
infekcija, dok bi spoj 7, zbog sporijeg pocetka djelovanja, mogao biti primjereniji za primjene

koje ukljucuju produljeni kontakt s patogenima.

ANALIZA PROMJENA NA POVRSINI BAKTERIISKIH STANICA IZAZVANIH SPOJEVIMA 7 125 PRIMJENOM AFM-A
Kako bi se vizualno procijenio ucinak QAC spojeva na integritet stanicne membrane,
bakterijske su stanice analizirane AFM-om. Analiza je obuhvatila netretirane stanice S. aureus
ATCC 29213 1 E. coli ATCC 25922, te iste stanice tretirane spojevima 7 i 25 1 komercijalno
dostupnim spojem BAB (pozitivna kontrola).

U netretiranim uzorcima, S. aureus pokazao je karakteristican okrugli (koki) oblik s
glatkom, neoSte¢enom povrSinom stani¢ne stijenke. Stanice su bile gusto rasporedene i nisu
jednog sata rezultirao je izraZzenim oSteCenjima, ukljucujué¢i deformacije 1 naruSavanje
kontinuiteta stani¢ne stijenke. Usporedno, tretman spojem 7 pri istoj koncentraciji 1 vremenu
nije uzrokovao vidljiva osteéenja, zbog cega je vrijeme inkubacije produljeno na tri sata. Nakon
produZenog tretmana zabiljezena je pojava morfoloski razli€itih stanica: netaknutih, stanica s
manjim oStecenjima (pukotine i udubljenja), te stanica s izraZenim oSte¢enjima i izljevom
intracelularnog sadrZaja. Dodatno, tretman koncentracijom 8xMIK tijekom jednog sata

rezultirao je vecim brojem stanica s ozbiljnim oSte¢enjima povrsine.

Kod bakterije E. coli, netretirane stanice pokazivale su karakteristi¢an Stapicasti oblik s glatkom
1 neoSteCenom povrsinom stanicne membrane. Struktura stanica bila je ocuvana, bez vidljivih
deformacija ili nepravilnosti. Usporedbom s tretiranim uzorcima, uo¢ene su jasne promjene u
morfologiji nakon izlaganja spoju 25 pri koncentraciji 16xMIK tijekom dva sata (Slika 30.).
Stanice su izgubile uobicajeni oblik, povrsina im je postala nepravilna, a zabiljeZeni su znakovi
izboc¢enja membrane, te gubitak intracelularnog sadrzaja, §to ukazuje na narusavanje integriteta

stani¢éne membrane.
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Slika 29. AFM slike bakterije S. aureus ATCC 29213 prikazuju razlicite tretmane 1 njihove
ucinke na stani¢ne membrane. Slika (a) prikazuje netretirane stanice koje zadrzavaju svoju
normalnu strukturu. Slika (b) prikazuje stanice tretirane jedan sat s BAB pri MIK
koncentraciji, gdje su vidljiva znacajna oSteéenja stani¢ne stijenke. (c) prikazuje stanice
tretirane sa spojem 7 pri MIK koncentraciji kroz tri sata, gdje se primje¢uju manje promjene i
ostecenja na stanicama. Slika (d) prikazuje stanice tretirane jedan sat sa spojem 7 pri 8xMIK
koncentraciji, gdje su zabiljeZena znatna oSteCenja stani¢ne stijenke, sugerirajuci snazan
ucinak na membranu pri viSim koncentracijama.

Slika 30. Slike mikroskopije atomskih sila (AFM) prikazuju imobilizirane stanice E. coli
ATCC 25922. Slika (a) prikazuje netretirane stanice koje zadrzavaju Stapic¢astu morfologiju i
zagladenu povrsinu. Slika (b) prikazuje stanice tretirane sa spojem 25, gdje su vidljive
promjene na stani¢noj povrsini u vidu izbo¢ina na membrani Sto ukazuje na znacajno
ostecenje membrane nakon tretmana.

AFM analiza pruzila je dodatnu potvrdu membranolitickog djelovanja spojeva 7 1 25,
pokazuju¢i morfoloske promjene koje su u skladu s rezultatima PI-uptake testa. Promjene na
povrsini stanica, ovisne o koncentraciji i vremenu tretmana, jasno su ukazale na narusavanje
integriteta bakterijske membrane.

Kod S. aureus, spoj 7 nije izazvao vidljiva oSte¢enja membrane unutar jednog sata pri
MIK koncentraciji, §to je u skladu s niskim intenzitetima fluorescencije zabiljeZenima u PI testu
pod istim uvjetima. Tek nakon produzenog izlaganja ili primjene visih koncentracija, AFM

analiza je pokazala razliCite stupnjeve oStecenja, uklju¢ujuéi pukotine, udubljenja 1 izljev
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intracelularnog sadrzaja. Ovakav nalaz podrzava hipotezu da spoj 7 djeluje sporije, vjerojatno
zahtijevajuéi dulju akumulaciju na membrani prije nego izazove znacajne poremecaje.
Nasuprot tome, spoj 25 izazvao je znatno brze i izrazenije morfoloske promjene kod E.
coli, ukljucujuéi izboCenja membrane i1 gubitak intracelularnog sadrzaja. Ove promjene
potvrduju brzu permeabilizaciju membrane ve¢ u ranim fazama tretmana, $to je prethodno
uoceno i kroz rast PI fluorescencije pri nizim koncentracijama i kra¢em trajanju tretmana.
Zajedno s testom unosa propidijevog jodida, AFM rezultati potvrduju da oba spoja
primarno djeluju naruSavanjem stanicne membrane, ali s razliCitom dinamikom. Spoj 7
pokazuje aktivnost pri vi§im koncentracijama i duljem izlaganju, dok spoj 25 uzrokuje brza i
intenzivna oSte¢enja membrane. Te razlike dodatno pojasnjavaju ranije uocene obrasce u

testovima MIK/MBK, kinetici rasta i inhibiciji biofilma.

ANALIZA OSTECENJA BAKTERIJSKE MEMBRANE PROTOCNOM CITOMETRIJOM

Aktivnost spojeva 7 1 25 na propusnost staniéne membrane analizirana je i protocnom
citometrijom, primjenom bojenja propidijevim jodidom (PI), koji omoguéuje detekciju
kompromitiranih stanica. Ispitivanja su provedena na dva soja bakterije S. aureus — ATCC
292131 ATCC 25923.

Ispitivanje spoja 7 provedeno je na soju ATCC 29213, dok je ispitivanje spoja 25
provedeno na soju ATCC 25923, s obzirom na to da soj ATCC 29213 nije bio dostupan u
trenutku izvodenja eksperimenta sa spojem 25 (2024. godine), za razliku od prethodnih
testiranja provedenih 2019. godine.

Spoj 7 testiran je na soju S. aureus pri koncentracijama MIK i 4xMIK (Slika 31.). Nakon
15 minuta tretmana MIK koncentracijom, zabiljeZzen je porast Pl-pozitivnih stanica s 3 %
(kontrola) na priblizno 15 %. Pri 4xMIK, udio kompromitiranih stanica porastao je na vise od
50 %. Duljim izlaganjem zabiljeZeno je dodatno povecanje udjela mrtvih stanica, Sto ukazuje
na koncentracijski i vremenski ovisan ucinak.

Spoj 25 ispitan je na soju S. aureus 25923 pri koncentracijama 1/2 MIK, MIK i 2xMIK
tijekom 15 minuta tretmana (Slika 32.). Pri MIK koncentraciji zabiljeZzen je visok udio
ozlijedenih stanica (97 %), dok je udio mrtvih stanica iznosio 22 %. Kod koncentracije 2xMIK

zabiljeZen je izraZeniji u€inak, uz porast ukupnog broja kompromitiranih stanica s vremenom.
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Slika 31. Grafovi protocne citometrije prikazuju omjer mrtvih i Zivih stanica S. aureus ATCC
29213. Bez prisutnosti antimikrobnog spoja (a), spoj 7 pri MIK koncentraciji (b) i spoj 7 pri
4xMIK koncentraciji (¢) nakon 15 minuta izlaganja.
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Slika 32. Grafovi protocne citometrije prikazuju omjer mrtvih i Zivih stanica S. aureus ATCC
25923 za spoj 25 pri MIK koncentraciji (a) 1 pri 2xMIK koncentraciji (b) u startu, nakon 6 sati
izlaganja, te nakon 24 sata izlaganja.

Rezultati proto¢ne citometrije dodatno potvrduju membranoliticki u¢inak spojeva 7 i 25, uz

jasno izrazene razlike u brzini i intenzitetu djelovanja. Povecanje broja PI-pozitivnih stanica
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ukazuje na naruSavanje integriteta stanicne membrane, §to je u skladu s prethodnim analizama
provedenima metodom PI-uptake i AFM mikroskopijom.

Kod spoja 7 nakon 15 minuta izlozenosti pri MIK koncentraciji zabiljeZeno je umjereno
povecanje udjela kompromitiranih stanica (S. aureus ATCC 29213), dok je pri viSoj
koncentraciji (4xMIK) zabiljezen snazniji ucinak, s viSe od 50 % PI-pozitivnih stanica.
Dodatno, fluorescentna mikroskopija pokazala je da nakon jednog sata izloZenosti pri MIK
koncentraciji veéina stanica ostaje vitalna, dok se pri 4xMIK biljezi gotovo potpuna destrukcija
bakterijske populacije. Ovi rezultati ukazuju na koncentracijski i vremenski ovisan u¢inak spoja
7, s nesto sporijom kinetikom u usporedbi s komercijalnim spojem BAB. Jedno od mogucih
objasnjenja je sporija difuzija molekula spoja 7 kroz bakterijsku stijenku ili potreba za duljom
izloZzenos¢u kako bi se postigla djelotvorna koncentracija na membrani. Dodatno, ne moze se
iskljuciti moguénost da spoj 7, osim na membranu, djeluje 1 na intracelularne ciljeve, $to bi
zahtijevalo duzu inkubaciju za postizanje punog ucinka.

Spoj 25 testiran je na soju S. aureus ATCC 25923, zbog nedostupnosti sojeva koristenih
u ranijim eksperimentima. lako je koriSten razli€it soj, rezultati jasno potvrduju snaznu i brzu
membransku aktivnost spoja. Ve¢ nakon 15 minuta izloZenosti pri MIK koncentraciji zabiljeZen
je vrlo visok udio ozlijedenih stanica (97 %), dok je udio mrtvih stanica rastao s vremenom i
koncentracijom. Najizrazeniji u€inak zabiljeZzen je pri 2xMIK, gdje je doSlo do dodatnog
kompromitiranja stanicne membrane.

Usporedba ova dva spoja kroz sve tri primijenjene metode — Pl-uptake test, AFM i
proto¢nu citometriju — dosljedno potvrduje da oba spoja dijele isti primarni mehanizam
djelovanja, tj. naruSavanje membrane, ali se razlikuju u brzini 1 intenzitetu ucinka. Spoj 7 djeluje
sporije, ali uz odgovarajucu dozu i trajanje tretmana postize visok stupanj baktericidnosti, dok
spoj 25 pokazuje izrazenu aktivnost ve¢ pri kratkoj izloZenosti i nizim koncentracijama.

Ove razlike dodatno pojaSnjavaju prethodne nalaze iz MIK/MBK testova, kinetike rasta
1 inhibicije biofilma, gdje je spoj 25 dosljedno pokazivao izraZeniji antimikrobni potencijal,

osobito u ranim fazama djelovanja.

4.2.2. Rezultati antioksidacijskog potencijala sintetiziranih spojeva
Antioksidacijski potencijal spojeva 5, 6 1 7 (derivati kinuklidina s lancima duljine 10, 121 14
C-atoma), spoja 22 (bis-derivat kinuklidina) i spoja 25 (derivat N-benzilimidazola) procijenjen

je koriStenjem cetiri komplementarne metode (DPPH, ORAC, CAA i DNA nicking assay), koje
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zajedno omogucuju uvid u sposobnost neutralizacije radikala u kemijskim i stani¢nim

sustavima, te potencijalnu zastitu DNK.

4.2.2.1 Analiza antioksidacijskog potencijala odabranih spojeva DPPH testom
U DPPH testu ispitivani su spojevi 5, 6, 7 1 25 u rasponu koncentracija od 25-200 uM. Medu
njima je jedino spoj 7 pokazao mjerljivu aktivnost, uz inhibiciju DPPH radikala od 3,1 %
(Tablica 4.).

Ostali spojevi nisu pokazali detektabilnu antioksidacijsku aktivnost u ispitivanom

koncentracijskom rasponu.

Tablica 4. Rezultati antioksidacijskog potencijala ispitivanih spojeva DPPH testom

Spoj Inhibicija DPPH radikala (%)
Spoj 5 <1 (ND)

Spoj 6 <1 (ND)

Spoj 7 3,1

Spoj 25 <1 (ND)

ND = Nije detektirana

Rezultati DPPH testa pokazuju da testirani kinuklidinijevi 1 benzimidazolni derivati imaju slab
antioksidativni potencijal prema ovom mehanizmu djelovanja. DPPH metoda se temelji na
prijenosu vodikovih atoma s antioksidansa na stabilni slobodni radikal, a najceS¢e detektira
aktivnost fenolnih spojeva. Niska ili odsutna inhibicija DPPH radikala kod veéine spojeva
sugerira da QACs koriSteni u ovom istrazivanju nisu u¢inkoviti donori vodikovih atoma u ovom
eksperimentalnom sustavu.

Jedino je spoj 7 pokazao mjerljivu, iako vrlo nisku inhibiciju (3,1 %), $to bi moglo
ukazivati na blagu sposobnost neutralizacije slobodnih radikala u ovom kontekstu. Moguce je
da struktura ovog spoja omogucuje minimalnu interakciju s DPPH radikalom, no takav u¢inak
je premalen da bi imao bioloSku relevantnost. Takoder, treba uzeti u obzir da ograni¢en raspon
koristenih koncentracija (25-200 pM) moze utjecati na to¢nost procjene antioksidativne

aktivnosti, osobito kod spojeva koji djeluju pri viSim koncentracijama.
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4.2.2.2  Analiza antioksidacijskog potencijala odabranih ORAC testom

Rezultati ORAC testa pokazali su da kinuklidinijevi derivati s dugim alkilnim lancima imaju
antioksidacijski potencijal. Spoj 7 pokazao je najvisu aktivnost (Slika 33.), s vrijedno$¢u od
388,30 nM TE, dok su spoj 5 1 spoj 6 imali nesto nize vrijednosti, 262,16 nM TE 1 202,89 nM
TE, redom. Spoj 25 pokazao je znacajno nizu aktivnost, s maksimalno izmjerenom vrijednoséu

od 4,30 nM TE, sto upucuje na ograni¢enu sposobnost neutralizacije peroksilnih radikala.

Spoj 7
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Slika 33. Spektri opadanja relativnog intenziteta fluorescencije za spoj 7 1 blank (blk)
(negativna kontrola). Standardna krivulja neto AUC u odnosu na koncentraciju Trolox
ekvivalenata je prikazana kao umetnuti graf.

Za razliku od DPPH, ORAC test se temelji na kinetickoj procjeni sposobnosti spojeva da
neutraliziraju peroksilne radikale putem mehanizma prijenosa atoma vodika (HAT, Hydrogen
Atom Transfer), u uvjetima koji bolje simuliraju fiziolosko okruZenje. U ovom testu,
kinuklidinijevi derivati, osobito spoj 7, pokazali su izrazeniju antioksidacijsku aktivnost. Ovaj
rezultat moze se pripisati povoljnoj strukturi koja omogucuje efikasniju interakciju s
peroksilnim radikalima. Aktivnost je bila ovisna o duljini alkilnog lanca, pri ¢emu su spojevi s
duzim lancima pokazali ve¢i kapacitet hvatanja radikala.

Opcenito gledano, vrijednosti su umjerene, ali kvantificirane, $to upucuje na ogranicen,
ali mjerljiv antioksidacijski potencijal spojeva u kemijskim uvjetima. Rezultati ukazuju da
mehanizam djelovanja nije isklju¢ivo temeljen na prijenosu vodikovih atoma (kao u DPPH
testu), ve¢ da pojedini spojevi mogu djelovati i putem prijenosa elektrona ili interakcije s

radikalnim intermedijerima.
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S druge strane, spoj 25 je pokazao samo vrlo nisku razinu aktivnosti, ¢ak i pri viSim
koncentracijama, Sto sugerira da benzilimidazolska jezgra s dugim alkilnim lancem nema
izrazen kapacitet neutralizacije peroksilnih radikala u ovom eksperimentalnom sustavu.
Takoder, preliminarno je testiran 1 spoj 22, no on nije pokazao mjerljivu antioksidacijsku

aktivnost.

4.2.2.3  Analiza antioksidacijskog potencijala odabranih spojeva CAA testom

Provedena su preliminarna ispitivanja stani¢ne antioksidacijske aktivnosti spojeva 22 i 19
metodom CAA na humanim keratinocitima (HaCaT) i tumorskim stanicama grli¢a maternice
(HeLa). Spojevi su testirani u koncentracijskom rasponu od 1,6 do 100 uM, Sto predstavlja nize
koncentracije u odnosu na one opisane u literaturi, ali je u skladu s rasponom koriStenim u ovom
radu za procjenu antimikrobne aktivnosti.

U ispitivanim uvjetima nije zabiljezena antioksidativna aktivnost, $to ukazuje na potrebu za
ispitivanjem viSih koncentracija ili dodatnih parametara kako bi se potvrdio eventualni

antioksidativni uc¢inak.

4.2.2.4  Analiza sposobnosti odabranih spojeva da stite DNK od oksidacijskog oStecenja

Kako bi se ispitala sposobnost spojeva 7 1 25 da zastite DNK od oksidacijskog oStecenja,
provedena je analiza integriteta plazmidne DNK u prisutnosti Fentonovog reagensa (Slika 34.
1 Slika 35.). Ova mjeSavina generira visoko reaktivne hidroksilne radikale koji uzrokuju
lomljenje DNK, pri ¢emu superzavojita forma prelazi u otvorenu kruznu 1/ili linearnu formu.
Stupanj oSte¢enja analiziran je elektroforezom na agaroznom gelu, gdje je prisutnost linearne
forme indikator oksidativnog oStec¢enja, dok oCuvanje superzavojite forme upucuje na zastitni
ucinak spojeva.

U kontrolnim uzorcima (bez Fentonovog reagensa) zabiljezene su dvije karakteristi¢ne
forme plazmidne DNK — superzavojita i otvorena kruzna. U pozitivnoj kontroli s Fentonovim
reagensom, bez zaStitnih spojeva, dominira linearni oblik DNK, Sto potvrduje oksidativno
ostecenje.

U prisutnosti razli¢itih koncentracija spoja 7, zabiljeZeno je postupno smanjenje udjela
linearne forme 1 oCuvanje superzavojitog oblika DNK, §to upucuje na koncentracijski ovisnu

zaStitu. Vise koncentracije ovog spoja dovele su do gotovo potpune zastite DNK. Spoj 25 je
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pokazao slican ucinak — pri vi§im koncentracijama oCuvan je superzavojiti oblik DNK, dok su

nize koncentracije pokazale djelomi¢nu zastitu u odnosu na kontrolu.

linearna ------------- '

superzavijena------

Slika 34. Rezultati DNA nicking assay sa spojem 7: plazmid pQE60 inkubiran u prisutnosti i
odsutnosti Fentonovog reagensa. Stupac 1: nativni plazmid pQE60; stupac 2: pQE60
inkubiran s Fentonovim reagensom; stupac3: pQE60 inkubiran s Fentonovim reagensom i
katalazom; stupac 4: prazna; stupci 5—11: pQE60 u prisutnosti Fentonovog reagensa i 0; 6,25;
12,5; 25; 50; 751 100 uM spoja 7.

8 9 10 11 12
linearna ------------- s S 00 O

superzavijena w e e W

Slika 35. Rezultati DNA nicking assay sa spojem 25: plazmid pQE60 (DNK) u prisutnosti i
odsutnosti Fentonovog reagensa. Stupac 1: nativna DNK; stupac 2: DNK inkubirana s
Fentonovim reagensom; stupci 3 1 4: DNK s Fentonovim reagensom 1 2,5 odnosno 5,0 U
katalaze; stupci 6-12: DNK u prisutnosti Fentonovog reagensa i 1,565; 3,125; 6,25; 12,5; 25;
501100 uM spoja 25.

Rezultati DNK nicking testa ukazuju na to da spojevi 7 1 25 posjeduju sposobnost zastite
genetskog materijala od oksidacijskog oStecenja izazvanog hidroksilnim radikalima. O¢uvanje
superzavojite forme DNK, osobito pri vi§im koncentracijama, upucuje na koncentracijski
ovisan zastitni u¢inak.

Ovi spojevi — koji nisu pokazali izrazenu aktivnost u kemijskim antioksidacijskim
testovima (poput DPPH i ORAC) — pokazali su bolji u¢inak u bioloski relevantnijem sustavu
zaStite biomolekula. To sugerira da njihov mehanizam djelovanja moze ukljucivati interakciju
s DNK ili kelaciju metala potrebnih za Fentonovu reakciju, a ne isklju¢ivo neutralizaciju

slobodnih radikala klasi¢nim antioksidacijskim putem.
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Ovi rezultati upuéuju na vaznost kombinacije metoda kod procjene antioksidacijskog
potencijala, jer pojedini spojevi mogu pokazivati selektivnu aktivnost ovisno o vrsti ciljne
molekule i mehanizmu djelovanja.

Antioksidacijski potencijal sintetiziranih kinuklidinijevih i benzilimidazolijevih spojeva
varirao je medu metodama i ovisio o strukturi spoja. Kemijski testovi (DPPH, ORAC) ukazali
su na neaktivnost spojeva pri ispitivanim koncentracijama, s iznimkom spoja 7. Stani¢na
metoda (CAA) nije pokazala mjerljivu zaStitu u testiranom koncentracijskom rasponu.
Medutim, DNK nicking test istaknuo je spojeve 7 i1 25 kao spojeve s potencijalnim zastitnim
uc¢inkom na DNK.

Dobiveni podaci sugeriraju da bi daljnje ispitivanje strukturnih znacajki, te Siri raspon
modela 1 koncentracija mogli doprinijeti potpunijem razumijevanju antioksidacijskog

djelovanja ovih spojeva.

4.2.3. Rezultati citotoksicnosti sintetiziranih spojeva na zdravim i tumorskim stanicama
Citotoksi¢na aktivnost sintetiziranih spojeva ispitana je kako bi se procijenila njihova

potencijalna selektivnost prema tumorskim stanicama, kao i sigurnosni profil na zdravim

stanicama.
Spojevi 617 Spoj 25
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Slika 36. Rezultati citotoksi¢nosti spojeva 6, 7 1 25, te BAB ispitanih na humanim stani¢nim
linjjama HEK293, RPE1, HelLa i HaCaT. Prikazane ICso vrijednosti predstavljaju srednje
vrijednosti najmanje tri neovisna eksperimenta provedena u Cetiri ponavljanja.
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Citotoksicnost spojeva 6 i1 7 i referentnog spoja BAB ispitana je na humanim stani¢nim
linijama HEK293, RPE1 i HeLa, dok je za spoj 25 ispitivanje proSireno i na HaCaT stani¢nu
liniju (Slika 36.). Svi ispitani spojevi pokazali su odredeni stupanj toksicnosti, pri cemu su ICso
vrijednosti izrazene u molarnim koncentracijama za lakSu usporedbu s MIK podacima.

HEK?293 stanice pokazale su najvecu osjetljivost na sve spojeve. Za spoj 7 utvrdena je
ICso vrijednost od 8 mg/mL, Sto odgovara ~19,8 uM, dok je za spoj 6 ICso iznosila 15 mg/mL
(~39,9 uM). BAB je pokazao ICso vrijednost od 3,98 mg/mL (~10,4 uM). RPE1 stanice bile su
najmanje osjetljive, s ICso vrijednostima visima od 5 mg/mL za sve testirane spojeve. Prekursor
kinuklidin-3-ol nije pokazao znacajnu toksi¢nost (ICso > 53,4 mg/mL).

U slucaju spoja 25, najniza ICso vrijednost zabiljezena je na HEK293 stanicama (0,3
mg/mL, odnosno ~ 0,69 uM), dok su stanice RPE1 1 HaCaT bile znatno otpornije s ICso
vrijednostima koje su 117, odnosno 85 puta viSe od MIK vrijednosti protiv S. aureus. Tumorska
linija HeLa pokazala je osjetljivost slicnu HEK293.

Dobiveni rezultati ukazuju na to da duljina alkilnog lanca QACs znacajno utjece na
njihovu citotoksicnost. HEK293 stanice, zbog svoga embrionalnog podrijetla, pokazale su ve¢u
osjetljivost, Sto je u skladu s ranijim istrazivanjima za sli¢ne spojeve. Spoj 7 je, unato¢ svojoj
1zrazenoj antimikrobnoj aktivnosti, pokazao umjeren stupanj citotoksi¢nosti, s ICso vrijednoscu
od ~19,8 uM, §to je dvostruko do osam puta vece od njegovih MIK vrijednosti prema S. aureus
(0,97-3,9 ng/mL), sto ukazuje na dobru selektivnost prema bakterijskim stanicama u odnosu
na humane.

Spoj 6 imao je slian, ali neSto manje povoljan profil, dok je BAB pokazao nesto nizu
toksi¢nost, ali 1 slabiju antimikrobnu aktivnost u odnosu na spoj 7.

Spoj 25 se istaknuo kao najselektivniji spoj, s izrazito niskom ICso vrijedno$¢u na
HEK293 stanicama (~0,69 ptM), no jo$ nizim MIK vrijednostima protiv S. aureus 0,03 pg/mL).
Selektivnost prema RPE1 i HaCaT stanicama je takoder izrazena, s ICso/MIK omjerima vi§im
od 100.

HaCaT stanice kao model ljudske koze pokazale su nisku osjetljivost na spoj 25, Sto
podrzava njegov potencijal za topikalnu primjenu u formulacijama dezinficijensa i antiseptika.

Ukupno gledano, podaci pokazuju da spojevi 7 1 25 imaju izrazito povoljan terapijski
indeks, odnosno visoku antimikrobnu aktivnost uz relativno nisku toksi¢nost prema ljudskim

stanicama.
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§ 5. ZAKLJUCAK

Zakljucno, u okviru ove disertacije razvijen je niz kvaternih derivata temeljenih na kinuklidin-
3-olu i N-benzilimidazolu kao strukturnim okosnicama. Obuhvaceni su sintetski pristupi koji
ukljucuju alkilaciju 1 arilaciju, te formiranje simetri¢nih bis-kvaternih struktura. Kvaterni
amonijevi spojevi (QACs) uspjesno su dobiveni primjenom Menshutkinove reakcije, pri cemu
su ostvareni zadovoljavajuc¢i prinosi i strukturna raznolikost potrebna za daljnju evaluaciju
svojstava ovih spojeva.

Antimikrobna aktivnost ispitana je prvenstveno na alkilnim derivatima, medu kojima su

alifatski spoj 7 i aromatski spoj 25, pokazali najizrazeniju aktivnost i stoga su odabrani za
detaljniju biolosku evaluaciju. Derivati s dugim alkilnim lancima iskazali su izrazito dobar
antimikrobni potencijal, osobito protiv Gram-pozitivnih bakterija poput Staphylococcus
aureus, ukljucujuci rezistentne sojeve kao Sto je MRSA. Njihove MIK vrijednosti bile su
izrazito niske, §to dodatno potvrduje njihovu aktivnost protiv patogena relevantnih za javno
zdravstvo i1 prehrambenu industriju.
Sto se ti¢e mehanizma djelovanja, zabiljezene su razlike medu derivatima. Spoj 7 pokazuje
stabilan, ali sporiji antimikrobni odgovor, uz naznake da bi mehanizam mogao ukljucivati
dodatne intracelularne mete, Sto zahtijeva daljnja istrazivanja. S druge strane, spoj 25 pokazuje
1zrazeniji u€inak vec¢ pri kra¢em vremenu izlaganja, $to je povezano s brzom permeabilizacijom
bakterijske membrane i moguc¢om interakcijom s DNK. Ovi rezultati naglaSavaju vaznost
strukture spojeva, posebno duljine alkilnog lanca, u definiranju njihove bioaktivnosti.

Analiza citotoksi¢nosti pokazala je da spoj 7 ima povoljan sigurnosni profil, s ICso
vrijednostima u mikromolarnom rasponu (~19,8 uM), viSestruko ve¢im od njegovih MIK
vrijednosti, §to upucuje na dobar terapijski indeks. Spoj 25 pokazao je joS izrazeniju
selektivnost, osobito prema stanicama koze (HaCaT), s vrlo niskom citotoksi¢nos$¢u i iznimno
niskim MIK vrijednostima (~30 ng/mL), §to ga ¢ini pogodnim kandidatom za formulacije
lokalnih (topikalnih) antiseptika 1 dezinficijensa.

Ispitivanja antioksidacijskog potencijala pokazala su da spoj 7, vjerojatno zbog
prisutnosti hidroksilne skupine, ima odredenu sposobnost zastite DNK od oksidativnog
ostecenja. lako je ova aktivnost ograniena, ona predstavlja temelj za buduca istraZivanja, s

naglaskom na ispitivanje viSih koncentracija 1 optimizaciju testnih uvjeta.
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Sveukupno, spojevi 7 i 25 predstavljaju vrlo obecavajuce kandidate za daljnji razvoj u
podru¢ju antimikrobnih sredstava. Njihova selektivnost, relativno niska toksi¢nost prema
ljudskim stanicama 1 potencijal za lokalnu ili sustavnu primjenu, osobito u kontekstu
sveprisutne rezistencije bakterija na postojeCe terapije, Cine ih relevantnima za daljnja

istrazivanja u medicinskim, farmaceutskim i industrijskim primjenama.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

AAPH — 2,2'-azobis (2-amidinopropan) dihidroklorid

AFM — mikroskopija atomskih sila (engl. Atomic Force Microscopy)

ATCC — Americka zbirka referentnih mikroorganizama (engl. American Type Culture
Collection)

BAC - benzalkonijev klorid

BAB — benzildodecildimetilamonijev bromid

CAA — stani¢na antioksidacijska aktivnost (engl. Cellular Antioxidant Activity)

CAPB — kokamidopropil betain

CPC — cetilpiridinijev klorid

CTAB — cetiltrimetilamonijev bromid

DCFH-DA — 2,7-diklordihidrofluorescein diacetat

DMSO - dimetil-sulfoksid

DPPH - 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

FTIR — Fourierova transformacijska infracrvena spektroskopija (engl. Fourier Transform
Infrared Spectroscopy)

MBK — minimalna baktericidna koncentracija (engl. Minimum Bactericidal Concentration,
MBC)

MHB — Mueller—Hinton bujon (engl. Mueller—Hinton Broth)

MIK — minimalna inhibitorna koncentracija (engl. Minimum Inhibitory Concentration, MIC)
MRSA — meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus (engl. Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus)

NMR — nuklearna magnetska rezonancija (engl. Nuclear Magnetic Resonance)

ORAC - kapacitet apsorpcije kisikovih radikala (engl. Oxygen Radical Absorbance Capacity)
PBS — fosfatni pufer

PI — propidijev jodid

QACs — kvaterni amonijevi spojevi (engl. Quaternary Ammonium Compounds)

ROS — reaktivni kisikovi spojevi (engl. Reactive Oxygen Species)

SAR — odnos strukture i aktivnosti (engl. Structure—Activity Relationship)

SDA — Sabouraud dekstrozni agar (engl. Sabouraud Dextrose Agar)

TSA — triptoza soja agar (engl. Tryptic Soy Agar)
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