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UvOD

» MAKROLIDI : prirodni i polusintetski antibiotici ¢iju strukturu karakterizira 12
do 16 atoma (N, C, O) u makrociklickom laktonskom prstenu (aglikonu) koji
na sebe ima vezane razlicite saharide i aminosaharide.

» Prirodni makrolidi izolirani su iz soja bakterija Streptomyces.
» Bakteriostatsko djelovanje

» Siroki spektar antibakterijske, antiupalne, antimalarijske i antikanceroge
aktivnosti.

» PROBLEM —— razvoj bakterijske rezistencije na dosadasnje antibiotike
» RIJESENJE—— kemijska modifikacija postoje¢ih makrolida

. ~ —— priprava inhibitora bakterijskih enzima koji su odgovorni za
razvoj rezistencije



STRUKTURA MAKROLIDA

» Eritromicin A - prvi makrolidni antibiotik izoliran
iz mikroorganizma Saccharopolyspora erythraea

» nedostatna kemijska stabilnost u organizmu

— losa bioraspolozivost i kratko vrijeme
poluzivota
» Klaritromicin - predstavnik prve generacije

polusintetskih makrolidnih antibiotika
» veca kemijska stabilnost

» Siri spektar antibakterijske aktivnosti




» Azitromicin - predstavnik druge generacije
makrolidnih antibiotika (azalida)

» lzvrsna farmakokineticka svojstva

» Telitromicin - predstavnik trece generacije
makrolidnih antibiotika (ketolidi)

» povucen sa trzista zbog izazivanja niza
nuspojava (gastrointestinalnih tegoba,
sinkopa, hepatotoksicnost, slabljenje vida)




Solitromicin - ketolid

predstavnik Cetvrte generacije
makrolidnih antibiotika

strukturno vrlo slican telitromicinu

nije odobren od strane FDA (U.S. Food
and Drug Administration) zbog opreza
od mogudeg razvoja nuspojava




» Makrolidi su kompleksne molekule koje sadrze mnogo Kk
centara

» Istrazivanje konformacije makrolida u slobodnom i vezanom's
(makrolid - ribosom, makrolid - bakterijska membrana, makr
albumin i makrolid - zZucna kiselina) bitno je za odrediv
njihove bioloske potentnosti

» Odredivanje povezanosti strukture i aktivnosti makrolida:
—— spektroskopija NMR (tehnike tr-NOESY i STD)
—— rendgenska difrakcija

—, molekulsko modeliranje



dva strukturna modela
cetrnaesteroclanih makrolida
u otopini u slobodnom stanju:
uvrnuta konformacija (engl.
folded-in) i izvrnuta
konformacija (engl. folded-
out)

Kontakti NOE u konformacijama oleandomi
folded-in i folded-out

petnaesteroclani makrolidi u slobodnom i vezanom stanju
vecinom poprimaju energetski najpovoljniju konformaciju tzv.
3-endo folded-out
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a) Spektar NOESY azitromicina i b) spektar tr-NOESY azitromicina vezanog u aktivno
mjesto ribosoma E.coli
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SpektritH NMR oleandomicina i ribosoma E. coli: a)
on-resonance (8 ppm), b) off-resonance (50 ppm) i c)
STD, snimljeni u TRIS puferu pri 25 °C
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MEHANIZAM DJELOVANJA MAKROLIDA

» bakteriostatsko djelovanje

» vezu se na 23S rRNA u domeni V na ili u blizini centra peptidil transferaze
u 50S podjedinici bakterijskog ribosoma

» stericki blokiraju sintezu peptida u razli¢itim fazama translacijsko
procesa

» lzmedu makrolida i ribosoma uspostavljaju se kovalentne i vodikove ve
te hidrofobne interakcije

» Jakost i nacin vezanja ovise o
funkcijskim skupinama makrolida
— velicini saharida na polozajima C3 i C5
—— Vrsti bakteriji

» Prvi korak ukljucuje brzo vezanje i razvezanje makrolida (prepoznavanj
ciljanog mjesta na ribosomu), a drugi korak ukljucuje cvrsto veza
makrolida za aktivno mjesto
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MEHANIZAM REZISTENCIJE BAKTERIJA
NA MAKROLIDNE ANTIBIOTIKE

» Zbog prisutnosti antibiotika i njihovih metabolita u okolisu te
siroke primjene u medicini, razvija se sve vise rezistentnih sojeva
bakterija

— inaktivacija antibiotika kovalentnom modifikacijom (hidroliza laktona
ili saharida, regioselektivna glikolizacija, acetiliranje ili fosforilacij
hidroksilnih skupina)

—— kemijska modifikacija nukleobaza ribosoma
—— efluks - izbacivanje antibiotika iz bakterijskih stanica

—— stvaranje ,laznih“ meta za antibiotike i vezanje antibiotika na
substanicne strukture



RAZVOJ NOVIH MAKROLIDNIH
ANTIBIOTIKA

» Posljednjih 10 godina znacajno je opao broj novih antibiotika
trzistu

» Karakteristike koje bi novi derivati makrolidnih antibiotika tr
posjedovati su:

—— niska intrinzicna toksic¢nost
—> kemijska stabilnost u kiselim uvjetima

—— optimalna farmakokineticka svojstva (apsorpcija, distrib
metabolizam i izlucivanje lijeka iz organizma)

— Siroki spektar antibakterijske aktivnosti

—— izostanak izazivanja tegoba gastrointestinalnog sustava te alergi
reakcija



» secer kladinoza ne sudjeluje u interakciji s 23S rRNA

» Kemijska modifikacija kladionze
» Kemijska modifikacija aminosaharida

» Kemijska modifikacija aglikonskog prstena cetrnaesteroclanih i

desozamin (aminosaharid) iznimno bitan za vezanja makro
ribosom

hidroksilne skupine aglikona 6-OH, 11-OH i 12-OH intereagira
23S rRNA

petnaesteroclanih makrolida



Kemijska modifikacija kladionze

» 4"-0-karbamoil derivati eritromicina, klaritromicina i azitr

5. prewnoniae ATCC49619  MIK = 0,03 pgmL™ S prewmoniae ATCC49619  MIK =< 0,03 pgmL™
5. pnermoniae B1® MIK = 0,03 ugmL- 5. pnewnoniae B1® MK =025 pgmlL}
5. pnemoniae A22072° MK =003 pz mL~ 5 pmewmnonice A22072° MIK = 0,06 pg mL-
5. prnewnoniae AB11% MIE = 10,5 ugmL™" 5. pneumoniae AB11¢ MIE = 16 ug mL

5. aureus ATCC25923 MK = 0,12 pgmL-

5 amrens ATCC29123 MIK = 0.5 ugmL-!

» dekladinozil derivati Cetrnaesteroclanih i petnaesteroclanih makr

S eaurens A265° MIK = 0,125 pzmL"
S aurens A2333¢ MIK =023 pgml-1
S, prewmoniae 34691 MIK = 0.5 pg mL~

H. influen-ae 33008 MIK = 0.5 pg mL~




konjugati eritromicina, klaritromicina, azitromicina i kinolona

S eurens PE1 (M) MIE = 10,5 pzmL™!

S pmennoniae Ci137 (M)
Spvogenes 2 Finland (M)
S anrens 90256 (1ML S)

MIK = 0,125 uyg mL-1
MIK = 0,125 uyg mL™?
MIE =4 psml”

S, prmermoniae 134 GE M (IMcL8)  MIK = =0,125 uyg mL-!
5. prermmoniae 38 Spain (cML 8) MIK = 0,125 uyg mL™?
5. progenes Firland 11 (IMLS) MIK = 20,125 uys mL™?
S. progenes 166 GR-Micro (cMLS) MIK = <0,125 pzmL-!
H. influenzae ATCC 49247 MIEK =2 pg mL~!

S, aurens PEL (M)

5. prewmoniae Ci137 (M)
Spvogenes 2 Finland (M)
& aureus 90265397 (1IMLS)
S prewmonize 134 GR M (iIMdL8)  MIK =<0,125 pgmL~!

MIE =025 pgmL™
MIK = <0,125 pgmL-
MIE = <0,125 uygmL™
MIK =025 pgmL™

5. prewmoniae 38 Spain (cMLS) MIK = <0,125 pgmL-
5. progenes Finland 11 (IMLS) MIK = <0,125 uygmL™
5. pyogenes 166 GR-Micro (¢MLS) MIK = <0,125 pgmL™
H. influenzas ATCC 40247 MIK =05 pgmL™!

M catarrhalis ATCC 23248 MIK =1 ugmL™

OH

konjugati makrolida i peptida

MH




Kemijska modifikacija aminosaharida

» Konjugati azalida i kinolona

» Smanjena antibakterijska, ali povecana antimalarijska i
antikancerogena aktivnost te protuupalno djelovanje
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Arntimalarijska aktiviost
P. falciparum 3D7A® ICs0= 10 M
P falciparum W2t ICs0= 13 nh



Kemijska modifikacija aglikonskog prstena cetrnaestero
petnaesteroclanih makrolida

» suspstitucije hidroksilnih skupina na polozajima C6, C11 i
» Modifikacija polozaja C9 i C10

» Konjugati makrolida i kinolona

S aurens B0329% MIK = <0,125 pgmL ™
S emirens B0538° MIK =025ug mL™!

5. aurens B0O330° MIK =2 ugmL~}

5. aurens B0331° MIK = 025pg mL~

S. pnewmoniae B03412 MIE = €0,125 pgmL~!
5. prewnoniae BO627 © MIK = <0,125 pgmL ™
S pnewnoniae B0326 ¢ MIK = <0,125 pgmL ™
5. progenes B03428 MIE = 0,125 pgmL-!
S. progenes B0343P MIE = 0,125 pgmL-!
5. pvogenes B0344° MIK =2 ugmL~}

5 progenes B0345% MIK = 0,5pz mL™

M catarrhalis B0324 MIE = €0,125 pgmL~!

H. influenzaz B0529 MIK = 0,125 pg mL™!



» Antikancerogena i antimalarijska aktivnost

o o

Antimalarijska aktivnost
A P. falciparum TM91C235 IC50 =22 nM

Citotoksicnost Hep-G2 IC50 = 30 uM




ZAKLJUCAK

istaknuta je vaznost istrazivanja novih antibiotika zbog sve
vece ucestalosti bakterijskih infekcija i pojave rezistencije na
dosadasnje antibiotike.

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

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

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