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1. UVOD

Kvaterne fosfonijeve soli su znacajna kategorija organofosfornih spojeva zbog njihovog
Sirokog spektra primjene u razliCitim podrucjima. Ove soli se dugotrajno koriste u izradi
materijala, medicinskoj kemiji, organskoj sintezi, katalizi i koordinacijskoj kemiji [1]. No
primjenjuju se i kao poljoprivredni dezinficijensi te inhibitori korozije, a njihova bioloska

aktivnost je osebujna te se jos uvijek istrazuje [2] [3].

Ove organske soli karakterizira laka dostupnost, jednostavnost sinteze, visoka toplinska
i elektrokemijska stabilnost, a time i visoka pouzdanost. Takoder djeluju u Sirokom rasponu pH
vrijednosti, imaju pozeljne ekoloske znacajke, te su fleksibilne u polarnim medijima [3]. Zbog

svega navedenog dobivaju sve vecu pozornost u organskoj kemiji.

Od raznih oblika ovih soli, trifenilfosfonijeve (TPP) soli su zbog njihove sveprisutnosti
u organskoj sintezi 1 relativnoj stabilnosti na zraku, primarne teme istrazivanja [4]. Osim
primjene u medicinskoj kemiji, ove soli u novije vrijeme predstavljaju mogucu sljedecu

generaciju antiseptika.

Ovaj rad iznosi bioloSku vaZznost ovih spojeva, s naglaskom na njihovu antimikrobnu
aktivnost. Cilj ovog rada je snimiti apsorpcijske spektre odabranih trifenilfosfonijevih kvaternih

soli u svrhu odredivanja koncentracije istih u nepoznatom uzorku.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Kvaterni fosfonijevi spojevi

Kvaterni fosfonijevi spojevi ili kvaterni fosfonijevi kationi (eng. quaternary
phosphonium cations - QPCs) su spojevi gradeni od pozitivno nabijenog atoma fosfora i Cetiri
supstituenta. Na Slici 1 prikazana je opca struktura kvaternog fosfonijevog kationa. Oznake R
predstavljaju supstituente koji mogu strukturno varirati, a najcesce je rije¢ o alkilnim ili arilnim

supstituentima.
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Slika 1. Op¢a struktura kvaternog fosfonijevog kationa

Izvor:https://en.m.wikipedia.org/wiki/File:Quart. Phospho
nium_Cation_Structural Formulae V.1.png

Kvaterni fosfonijevi spojevi su elektrostatskim silama vezani na odgovarajuci anion,
¢ine¢i kvaterne soli. QPCs takoder mogu sadrzavati i vise od jednog pozitivno nabijenog atoma

fosfora pa ih se dijeli na mono- , bis- i multi- kvaterne fosfonijeve spojeve (Slika 2).
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Slika 2. Op¢i oblici razlicitih kvaternih fosfonijevih kationa

Izvor: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8996050/
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2.1.1. Fizikalno-kemijska svojstva kvaternih fosfonijevih spojeva

Kvaterni fosfonijevi spojevi su lipofilni kationi te je njihov pozitivni naboj delokaliziran
na velikoj 1 hidrofobnoj povrsini [4]. Fizikalna svojstva kvaternih fosfonijevih spojeva uvelike
ovise o prirodi bo¢nih lanaca koji su supstituirani na pozitivno nabijeni fosforov atom. Spojevi
sa supstituiranim alkilnim, nepolarnim lancima topljivi su u nepolarnim otapalima te se
ponasaju kao izvrsni emulgatori. Tako se za kvaterne fosfonijeve spojeve koji imaju dugacki
alkilni lanac moze re¢i da imaju hidrofobni “rep” i hidrofilnu “glavu” §to ih ¢ini povrSinski
aktivnim spojevima ili surfaktantima. Surfaktanti su spojevi koji, kada su prisutni u niskoj
koncentraciji u sustavu, imaju svojstvo adsorbiranja na povrsine ili sucelja sustava ¢ime u
znatnoj mjeri mijenjaju povrSinske ili medupovrSinske slobodne energije tih povrSina (ili
sucelja) [5]. U otopinama, molekule ovih spojeva formiraju nakupine micela pa im se moze

odrediti i kriticna micelarna koncentracija (cmc) [6].

2.1.2. Primjena kvaternih fosfonijevih spojeva

Utvrdeno je da kvaterne fosfonijeve soli pokazuju visoko ucinkovit i Sirok spektar
bioloske aktivnosti kao antitumorska, antivirusna, analgetska, antifungalna, antibakterijska 1
antiparazitska svojstva [3]. QPC spojevi ve¢inom djeluju protiv Gram-pozitivnih bakterija, dok
je djelovanje protiv Gram-negativnih bakterija manje zabiljeZeno. To se moze pripisati €injenici
da Gram-negativne bakterije imaju nizi negativni membranski potencijal (-100 mV) od Gram-
pozitivnih bakterija (-125 do -160 mV), kao i razlikama u sastavu membrana ovih dviju vrsta

bakterija (Slika 3) [8] [9].
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Slika 3. Usporedba Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija

Izvor: https://byjus.com/biology/difference-between-gram-positive-and-gram-
negative-bacteria/
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Medutim, unato¢ korisnim bioloSkim 1 farmakoloskim aktivnostima kvaternih

fosfonijevih soli, one imaju vrlo Siroku primjenu u drugim podrucjima.

Najpoznatije, kvaterne fosfonijeve soli se ve¢ desetlje¢ima koriste kao katalizatori
Wittigove reakcije (Slika 4) [4]. Ilidi fosfora su po svojoj strukturi kvaterni fosfonijevi spojevi,
supstituirani s tri benzenska prstena te jednim ugljikovim atomom koji nosi varijabilne
supstituente. Njihovom reakcijom s aldehidima ili ketonima nastaje odgovarajuci alken i fosfin-

oksid [10].

R Ph R, R 0
Y=o + ph—b—d =dd & n
/7 \ / Ph”" | “Ph
Ry PH R, R, Ry oh

Slika 4. Shema Wittigove reakcije

Takoder se primjenjuju kao katalizatori reakcija prijenosa faza te se proucava njihova
ucinkovitost kao aktivnih katalizatora Brensted kiselina za Friedel-Craftsove reakcije [11],

[12].

Ovi spojevi se primjenjuju 1 kao usporivacéi plamena. Usporivaci plamena (eng. flame
retardants) sprjecavaju ili usporavaju daljnji razvoj plamena nizom razlicitih fizikalnih 1
kemijskih mehanizama. Op¢enito se dodaju proizvedenim materijalima, kao $to su plastika i
tekstil. Usporivaci plamena raznolika su skupina kemikalija, a organofosforni spojevi
zauzimaju znacajan polozaj unutar ove skupine [13]. Poznat  je
tetrakis(hidroksimetil)fosfonijev klorid (THPC), koji nakon tretiranja ureom, sluzi kao zastita

pamuc¢nom tekstilu 1 drugim celuloznim tkaninama [14].

2.1.3. Antimikrobna aktivnost kvaternih fosfonijevih spojeva

Antimikrobna aktivnost je karakteristika vecine kvaternih heteroatomskih soli, te se
smatra da ovisi o gusto¢i kationskog naboja i1 hidrofobnosti aktivne molekule. U novije vrijeme
QPCs se sve vise istrazuju kao moguci odgovor problema antimikrobne rezistencije na poznate
dezinficijense. U formulaciji dezinficijensa i antiseptika se koriste pretezito kvaterne amonijeve
soli (eng. quaternary ammonium cations - QACs) kao aktivni dodatci. Nekoliko kvaternih
fosfonijevih soli, koje pokazuju strukturne i bioloske slicnosti s QACs, razvijeno je vec

sredinom 20. stolje¢a [15]. Nedavni pregledi istaknuli su potencijal ovih kationskih amfifila

4



kao rjeSenje za otpornost i toksi¢nost povezanu s QACs [16]. Istrazivanja su ¢ak utvrdila

superiornu toplinsku stabilnost [17] 1 antibakterijsku aktivnost QPCs u usporedbi s QACs.

Sto se ti¢e njihova mehanizma djelovanja, QPCs kao i QACs, djeluju kao membranski
disruptori [18]. Usprkos brojnim istrazivanjima, potpun mehanizam djelovanja jos uvijek nije
potpuno razjasnjen [19]. No poznato je da kationska glava spoja ostvaruje elektrostatske
interakcije s negativno nabijenom stani¢nom stijenkom patogena, nakon ¢ega slijedi prodiranje
hidrofobnog lanca u stani¢nu stijenku te interakcija sa stanicnom membranom. Spojevi u
interakciji s lipidima 1 proteinima staniéne membrane uzrokuju dezorganizaciju u strukturi
membrane, stvaranje pora, a time i gubitak osmoregulatora, istjecanje niskomolekularnih
komponenata te kona¢no razgradnju proteina i1 nukleinskih kiselina. Ovo rezultira
oslobadanjem autolitickih enzima, lizom preostalih komponenata te stanicnom smréu. Na Slici
5 je prikazana interakcija spojeva sa stanicnom membranom. Zbog jaceg polarizacijskog efekta
atoma fosfora u usporedbi s atomom dusika, QPCs se lakSe adsorbiraju na negativno nabijene
bakterijske membrane od QACs i obi¢no imaju veéu aktivnost, stabilnost i §iri raspon

primjenjivih pH (pH = 2-12) [20].*
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Slika 5. Shema djelovanja kvaternih amonijevih i fosfonijevih spojeva

Izvor: https://www.researchgate.net/publication/363805607
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Nedavno je dokazano da neki predstavnici ove klase, ukljuc¢ujuéi alkil-TPP 1 alkil tributil
fosfonijeve soli, takoder pokazuju antioksidativhu aktivnost, ¢ime su sposobni smanjiti
oksidativni stres koji pokrecu bakterije, pomazué¢i ljudskom tijelu u borbi protiv njih i
blokiraju¢i replikaciju mikrobnih patogena [21]. Keasler i sur. (2010) su izvijestili o
antioksidativnim  svojstvima tetrakis(hidroksimetil)fosfonij sulfata (THPS) 1 njegovoj

biocidnoj aktivnosti narusavanjem disulfidnih veza u bakterijskim stanicama [22].

Ove soli su takoder primjenjivane kao ionske tekucine. lonske tekuéine (eng. ionic
liquids - IL) su organske soli koje postoje u teku¢em obliku u Sirokom rasponu temperatura.
Najcesce IL sastoje se od imidazolijevih, piridinijevih i amonijevih kvaternih soli [23]. IL na
bazi fosfonijevih kvaternih soli (PIL) pokazuju visoku toplinsku stabilnost u usporedbi s
ionskim teku¢inama na bazi dusika [23]. Antimikrobne u¢inke PIL-a izvijestili su Brunel i sur.
(2018), kao i Das 1 sur. (2021), ¢ije je istrazivanje iznijelo da PIL pokazuju selektivnu
bakterijsku toksicnost prema Gram-pozitivnoj Staphylococcus aureus i1 Gram-negativnoj

Escherichia coli, ovisno o broju fosfonijevih iona prisutnih u soli [24] [25] .

Fosfonijeve soli s jednostrukim i dvostrukim alkilnim lancima istrazili su Kanazawa i
sur. (1994) [26]. Ovdje je ispitan utjecaj duljine lanca (C10-C18) na antibakterijsko djelovanje
protiv Sirokog spektra patogena, ukljucujuéi Staphylococcus aureus rezistentnog na meticilin
(eng. methicillin-resistant Staphylococcus aureus — MRSA). Studija je iznijela izravnu
korelaciju izmedu molekularne strukture i antibakterijskog djelovanja. Primijeceno je da vece

duljine alkilnog lanca 1 prisutnost arilnih skupina poboljSavaju antimikrobnu aktivnost.

No osim studija o njthovom biocidnom djelovanju, QPCs su takoder proucavane kao
inhibitori biofilma, ¢ime se uvodi pojam anti-vegetativnih svojstava ovih soli. Biofilmovi
(Slika 6) su organizirane heterogene zajednice mikroorganizama, pri¢vrs¢enih jedna za drugu i
za povrsinu, koje su zatvorene u samostalno proizvedenoj izvanstani¢noj polimernoj tvari (eng.
extracellular polymeric substances - EPS). EPS ih §titi od stresora iz okoliSa, ukljucujuci
ekstremne uvjete pH, kisika, temperature, UV zracenja, dezinficijensa 1 antibiotika [27]. U
studiji iz 2015.g. Kim 1 sur. su pokazali potencijal tributil(tetradecil)fosfonijeva klorida (TTPC)
kao biocida koji kontrolira obrastanje na membranama koriStenima u procesima reverzne
osmoze tijekom obrade vode. TTPC je pokazao sposobnost smanjivanja debljine i volumena

biofilma Pseudomonas aeruginosa [28].
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Slika 6. Shema stvaranja biofilma

Izvor: https://quiplabs.com/understanding-the-effects-of-biofilm-on-your-research/

Alkil-TPP spojevi su godinama poznati kao kemijski meduprodukti Wittigove reakcije,
lako se sintetiziraju jeftinom reakcijom u jednom koraku i lako prociséavaju kristalizacijom, te
su takoder proucavani kao inhibitori bakterijskih biofilmova. Istrazivanje Fernandeza i sur.
(2015) opisalo je nekoliko bioucinaka brojnih alkil-TPP soli, ukljucujuéi biocidno djelovanje
Sirokog spektra spojeva s alkilnim lancima > C7, anti-vegetativna svojstva nekih od njih 1
sposobnost drugih da djeluju kao nebiocidni, netoksi¢ni kvorum (QS) disruptori, dakle bez
tendencije razvoja rezistencije u mikroorganizmima [29]. Bakterijski kvorum podrazumijeva
minimalnu, kriticnu koncentraciju bakterijskih stanica u populaciji potrebnih da se dogodi
zajedni¢ka genska ekspresija i koordinirani odgovor na promjene u njihovu okolisu [30]. Sto
znaci da osim uniStavanja vec¢ stvorenih biofilmova, ovi spojevi imaju sposobnost sprjecavanja
njihova nastanka. Sli¢na saznanja su iznijeli Joseph 1 sur. (2016), pripremom QACs 1 QPCs,

koji su pokazali slicna svojstva protiv biofilma [31].


https://quiplabs.com/understanding-the-effects-of-biofilm-on-your-research/

Osim navedene anti-bakterijske aktivnosti, benzil-TPP derivati kao i odredene bis-QPCs
su pokazale anti-tripanosomsku aktivnost protiv Trypanosoma brucei (Slika 7) [32]. Derivat
benzofenona, bis-QPC sol, pokazao je izvanrednu toksi¢nost za ljudskog parazita Leishmania

(Slika 8) [33].

nC5H11 ”C5H11
nC5H11\P +P/nC5H11
nC5H11 CD38 nC5H11

AHI-9

Slika 7. Strukture bis-QPCs koje pokazuju anti-tripanosomsku aktivnost

Izvor: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4805778

O

Slika 8. Op¢a struktura bis-QPC soli koje pokazuju
toksi¢nost protiv Leishmania sp.

Izvor: https://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/im901677h
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2.2. Trifenilfosfonijeve soli

Trifenilfosfonijeve (TPP) soli su kvaterni fosfonijevi spojevi gdje je centralni fosforov
atom supstituiran s tri benzenska prstena, te varijabilnim cetvrtim supstituentom, a

elektrostatskim silama vezan na odgovarajuci anion.

Tema ovog rada su pet bromidnih soli; (1-tetradecil)trifenilfosfonijev bromid (TPP-14),
(1-heksadecil)trifenilfosfonijev bromid (TPP-16), benziltrifenilfosfonijev bromid (TPP-Bn),
(4-metoksikarbonilbenzil)trifenilfosfonij bromid (TPP-BnAc) i (benziloksikarbonilmetil)

trifenilfosfonijev bromid (TPP-PhAc), ¢ije su strukture prikazane na Slici 9.

o842 oLy

TPP-14 TPP-16

P+
p* Br-
Br-

O
TPP-Bn d  \ TPP-BnAc

SO
TPP-PhAc

Slika 9. Trifenilfosfonijeve soli analizirane u radu



TPP-14 se koristi kao vazna sirovina i meduprodukt u organskoj sintezi, farmaceutskim
proizvodima, agrokemikalijama i bojilima [34]. TPP-16 se Siroko koristi kao konzervans, te za
procis¢avanje vode u poljoprivredi. Takoder se koristi kao antistaticko sredstvo u tekstilu,
vlaknima, kozi, kao flokulant, u dezodoransima i kao katalizator za prijenos faze [35]. S druge
strane, TPP-Bn se koristi kao reaktant za sintezu razli¢itih spojeva [36]. TPP-BnAc i TPP-PhAc

spadaju u manje koristene spojeve te se njihova bioloska svojstva treba vise istraziti.

2.2.1. TPP spojevi u ciljanoj mitohondrijskoj terapiji

Ve¢ je navedeno da su QPCs lipofilni kationi te povrSinski aktivni spojevi, no to je
svojstvo posebno izrazeno kod trifenilfosfonijevih kationa (TPP"). Ovi spojevi imaju snaznu
tendenciju vezanja za povrSinu fosfolipidnih dvoslojeva zbog potencijalne energije blizu
povrSine membrane, pri ¢emu se Cetvrti varijabilni supstituent oznacavan kao "teret" (eng.
cargo) vezan za kation TPP-a uranja u membranu. Povecanje hidrofobnosti pojaava ovu
tendenciju vezanja za unutarnju membranu, pa je prolaz kroz fosfolipidni dvosloj olakSan.
Upravo ovo ih ¢ini izvrsnim za ciljane mitohondrijske terapije, jer se nakupljaju u
mitohondrijskom matriksu. Tako postoji niz lipofilnih kationa koji se mogu odabrati; TPP*
posebno je jedinstven zbog svoje jednostavnosti u strukturi i lakoce povezivanja s ciljnim
molekulama. Dokazano je da je TPP* vrlo svestrana platforma i koriStena je za isporuku Sirokog
spektra tereta, kao S§to su spin-zamke, antioksidansi, prolijekovi, protonofori, fluorofori,

fotodinamicki senzibilizatori te pozitronski emiteri [37].

Tipi¢na strategija za poboljSanje lipofilnosti za TPP" konjugirane spojeve je odabir
molekularnog fragmenta s ve¢om lipofilno$¢u kao linkera, obi¢no duljeg alkilnog lanca, izmedu
TPP+ dijela 1 tereta, Sto povecava brzinu propuStanja kroz membranu, a time i brzinu
nakupljanja u mitohondriju [38]. Medutim, modulacija duljine linkera ima svoja ograniCenja.
Izazovnije je modificirati linkere s odredenom funkcijom, kao §to su linkeri koji se mogu
cijepati i koji se koriste u svrhu oslobadanja lijeka, gdje modifikacija moze dovesti do promjene

funkcije [39].

2.2.2. Antibakterijska aktivnost TPP spojeva

U svrhu istrazivanja antimikrobnog djelovanja ovih spojeva, istrazivane su i mono- i

multi- TPP soli. Razli¢ita istrazivanja su sugerirala da ¢imbenici kao §to su zasi¢enost 1 broj
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hidrofobnih repova mogu igrati vaznu ulogu u snazi ovih spojeva, dodatno potvrdujuci ideju da
je optimizacija omjera polarnog i nepolarnog karaktera glavna odrednica njihove antimikrobne

aktivnosti.

Isti ¢imbenici su proucavani u radu Sommers et. al (2022), gdje je karakterizirano
djelovanje vise tipova TPP [40]. Alkil-TPP soli su prouc¢avane kao mono-QPCs predstavnici.
Istrazivanje je pokazalo da su TPP soli s alkilnim repom od 12 1 14 ugljika idealni za poremecaj
medumolekularnih sila lipidnog dvosloja u Gram-pozitivnim bakterijama. Na ve¢im duljinama
lanaca, aktivnost protiv Enterococcus faecalis 1 P. aeruginosa nastavila se povecavati, te je TPP-
16 rezultirao ¢ak ~63-strukim i ~16-strukim poboljSanjem aktivnosti u usporedbi s
komercijalno koriStenim cetilpiridinijevim kloridom (CPC). Optimalna aktivnost protiv
Staphylococcus aureus osjetljivog na meticilin (eng. methicillin-susceptible S. aureus —
MSSA), kao 1 protiv izvanbolnickog (eng. community acquired CA-) 1 bolnickog (eng. Hospital
acquired HA-) S. aureus rezistentnog na meticilin (eng. methicillin-resistant Staphylococcus
aureus — MRSA; CA-MRSA i HA-MRSA) primijec¢ena je za spojeve koji imaju duljinu repa
od 11 do 13 ugljika.

U usporedbi s mono-QPCs, bis-QPCs su slijedili drugaciji obrazac u bioaktivnosti, pri
¢emu su spojevi s kra¢im duljinama repa pokazivali optimalne aktivnosti u svim sojevima.
Spojevi s 8-ugljicnim duljinama repa pokazali su najbolje aktivnosti protiv MSSA 1 CA-MRSA.
No protiv E. faecalis, E. coli 1 P. aeruginosa, soli s alkilnim repovima od 10 1 11 ugljika
rezultirale su >Cetverostrukim povecanjem aktivnosti u usporedbi s onima od 8 ugljika.
Medutim, kako se duljina repa ugljikovodika povecavala iznad 11 ugljika, aktivnost u svim

sojevima pocela je opadati.

Osim utjecaja duljine alkilnih repova, proucavan je 1 utjecaj duljine linkera izmedu dva
fosforova atoma. Modificiranje duljine linkera je rezultiralo u blagom poboljSanju kod svih
sojeva, naroCito kod E. faecalis, gdje je povecanje duljine alkil linkera dovelo je do znacajnog
povecanja aktivnosti. Unutar ovog istrazivanja, P6P-10,10 (Slika 10), je pokazao najvecu
aktivnost $irokog spektra od svih pripremljenih QPCs. Cak pokazivajuéi poboljsanu aktivnost

u usporedbi s dva komercijalna QACs, benzalkonijev klorid (BAC) i CPC.
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+(CHz2)gCH3

HaC(HaC)g=p+ " P
Br Br

P6P-10,10

Slika 10. Struktura P6P-10,10

Izvor: https://www.mdpi.com/1999-4923/16/1/80

2.2.3. Antimikrobno djelovanje TPP derivata

Konjugacija TPP+ na druge molekule je ve¢ spomenuta u odjeljku 2.2.1., no moguca je
1 konjugacija u drugacije svrhe. Naime osim antimikrobne aktivnosti samih TPP soli, razne
studije su pokazale da TPP konjugacija bioaktivnih molekula, prirodnih i sinteti¢kih, znac¢ajno
poboljsava njihovu antimikrobnu aktivnost. Ova se strategija pokazala korisnom protiv Gram-
pozitivnih bakterija 1 mikobakterija, no 1 protiv gljivica, protozoa i parazita, ukljucujuci

Candida albicans, Plasmodium falciparum, Leishmania donovani i Trypanosoma cruzi.

Ovakvi konjugirani spojevi se sastoje od tri dijela: mati¢ne molekule, alkilnog linkera i
kvaternog fosfonijevog kationa. Ovom modifikacijom lipofilni TPP+ elektrostatskim
privlacenjem vodi mati¢nu molekulu kroz lipidni dvosloj, Sto dovodi do povecane koncentracije
mati¢nih molekula. No neka istrazivanja su pokazala da i1 sama struktura TPP dijela ovih
spojeva utjeCe na cjelokupnu aktivnost analoga. Primjer je antimalari¢na aktivnost analoga
ftalimida, koju su istrazili Long 1 sur. (2012), ¢ime je ona u potpunosti ovisila o fosfonijskom

dijelu molekule, poveéavajuéi se zajedno s duljinom alkilnih lanaca [41].

Kod nekih derivata, TPP* se zajedno s linkerom odvoji od mati¢ne molekule, ¢ime
djeluju odvojeno. Smatra se da je poboljSana antimikrobna aktivnost QPC spojeva s linkerima
koji imaju deset ili viSe ugljika moZe biti posljedica slobodnih alkil-TPP fragmenata koji nastaju
tijekom metabolizma QPC spojeva. No u sluc¢aju derivata CHL-TPP, netaknuta molekula veze
se za ciljno mjesto u bakterijskom ribosomu [42]. Naime rijec¢ je o antibiotiku kloramfenikolu
(CHL), koji cilja ribosome i veZe se na centar peptidil transferaze (PTC) bakterijskog ribosoma

te inhibira stvaranje peptidne veze. Podatci istrazivanja Chen i sur. (2021) pokazuju da ovaj
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CHL-TPP analog pokazuje ~5 puta jaci afinitet za bakterijski ribosom i vecu potenciju kao in

vitro inhibitor sinteze proteina u usporedbi s CHL-om.

Konkretni primjeri konjugacije TPP-a na prirodne bioaktivne molekule ukljucuju

analoge kurkumina, galne kiseline te ruzmarinske kiseline.

2.2.3.1. Konjugacija TPP na kurkumin

Kurkumin, prvotno izoliran iz kurkume, Curcuma longa, prepoznat je kao spoj Sirokih
svojstava, ukljucujuéi antimikrobne, antioksidativne, antitumorske i1 protuupalne aktivnosti
[43]. Medutim, kurkumin pokazuje losu farmakokinetiku, uklju¢ujuéi nisku bioraspolozivost,
topljivost, stabilnost i brzo izlu¢ivanje, $to ograni¢ava njegovu upotrebu. U svrhu rjeSavanja
ovog problema, Reddy i sur. (2014) sintetizirali su analoge kurkumina konjugiraju¢i jednu ili
obje hidroksilne skupine kurkumina s alkil-TPP molekulama kako bi dobili mito-kurkumin

(MC) (Slika 11) [44].

MeO I T - l OMe
HO 1a OH
Curcumin

Mito-curcumin

1b: R, = OMe, R, = R, = O(CH,),PPh,*CI
1c: R, = OMe, R, = OH, R, = O(CH,),PPh,CI
1d: R, =H,R, =R, = O(CH,),PPh ‘Cl

Slika 11. Struktura kurkumina (1a) i njegovih TPP derivata

Izvor:https://www.researchgate.net/publication/375414416_Antimicro
bial_potential of quaternary phosphonium_salt compounds_a_review

Analizu ovih spojeva su nastavili Kumari 1 sur. (2019), s naglaskom na antimikrobnu
aktivnost mito-kurkumina [45]. Utvrdeno je da MC posjeduje baktericidno djelovanje Sirokog
spektra protiv Gram-pozitivnih (Bacillus subtilis, Staphylococcus carnosus) bakterija i Gram-

negativnih bakterija (Escherichia coli). MC je pokazao jacinu djelovanja sli¢nu uobicajeno
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koriStenim antibioticima kao Sto su vankomicin i ciprofloksacin. Daljnja istrazivanja iste
skupine znanstvenika su otkrila da je MC takoder aktivan protiv multirezistentnih bakterija kao
Sto je Streptococcus pneumoniae, s time da je minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) bila
pet puta niza od prethodno utvrdene toksicne koncentracije za ljudske stanice, Sto pokazuje
njegovu visoku sigurnost [46]. Uz to je zabiljezeno 1 da se MC veze s ve¢im afinitetom od svoje

matiéne molekule, kurkumina.

2.2.3.2. Konjugacija TPP na galnu Kiselinu

Galna kiselina (GA) je taninski polifenol s antioksidativnim i antikancerogenim
svojstvima. Antitripanosomska aktivnost GA 1 njenih estera prvi put je zabiljeZena 1990. godine
[47]. Od tada je izdano nekoliko istraZivanja usmjereno na koriStenje GA 1 njenih analoga za
lije¢enje Chagasove bolesti uzrokovane Trypanosoma cruzi. Cortes i sur. (2015) pokazali su in
vitro tripanocidni u¢inak niza TPP-konjugiranih GA derivata s razli¢itim duljinama alkil linkera
(Slika 12) [48]. Svi derivati pokazali su izvrsnu potenciju 1 selektivnost, no analozi 2¢ i1 2e
pokazali su vecu potenciju od standardnog lijeka, nifurtimoksa. Ova studija je dokazala i
selektivnost ovih spojeva. Naime, drugi kationi se neselektivno vezu za bilo koju komponentu
mitohondrijskog respiracijskog lanca i1 induciraju proizvodnju mitohondrijskih reaktivnih

kisikovih vrsta (ROS), §to ih ¢ini manje sigurnima.

O O
@
HO OH HO o TPPh,
HO HO
OH OH
2a

Mito-Gallic acid

Gallic Acid 2b: = 8
2e:n=10
2d:n=1
2e:n =12

Slika 12. Struktura galne kiseline (2a) 1 njenth TPP analoga

Izvor:https://www.researchgate.net/publication/375414416_Antimicro
bial potential of quaternary phosphonium_salt compounds_a_review

2.2.3.3. Konjugacija TPP na ruZmarinsku kiselinu

Ruzmarinska kiselina (RA) je sekundarni metabolit ruzmarina, Rosamarinus officinalis,
te se pokazalo da ima protuupalno, antimikrobno, kardioprotektivno i antitumorsko djelovanje

[49]. U svrhu povecanja permeacije RA, Bittner Fialova i sur. (2019) su sintetizirali 1 testirali
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antimikrobna svojstva dva QPC-RA derivata, jedan TPP-RA, drugi cikloheksil-RA (Slika 13)
[50].

OH OH
0 OH 0 OH
HO O
o] S
HO © HO Br
3a Mito-Rosamarinic acid

3b:R=Ph

Rosamarinic acid 3c: R = cyclohexyl

Slika 13. Struktura ruzmarinske kiseline (3a) i njenih QPC analoga

Izvor:https://www.researchgate.net/publication/375414416_Antimicrobial_potentia
1_of quaternary phosphonium_salt compounds_a_review

Zabiljezeno je znacajno vece antimikrobno djelovanje sintetiziranih derivata u
usporedbi sa samom ruzmarinskom kiselinom. Protiv Staphylococcus aureus je odredena
minimalna inhibitorna koncentracija, MIC = 0,05-0,19 uM, koji za ruzmarinsku kiselinu iznosi
MIC =3,47. Takoder je zabiljezeno trostruko povecanje aktivnosti protiv amebe Acanthamoeba
quina 1 >osmerostruko povecanje aktivnosti protiv Staphylococcus lugdunensis u usporedbi s
ruzmarinskom kiselinom (MIC = 1,14-1,32 uM, u odnosu na MIC >10 pM ruzmarinske
kiseline). Zanimljivo je da je antifungalno djelovanje novo sintetiziranih analoga (MIC = 0,012
uM) protiv Candida albicans bilo gotovo 144 puta vece u usporedbi s ruzmarinskom kiselinom

(MIC = 1,73 uM).

2.3. UV/Vis spektroskopija

Spektroskopija prou¢ava medusobno djelovanje elektromagnetskog zracenja i tvari. Na
nju se nadovezuje spektrometrija, kao tehnika kojom se mjeri koncentracija ili koli¢ina tvari
(atom, molekula, ion) kao funkcija intenziteta zraCenja. No takoder se definiraju i
spektrokemijske metode, kao Siroko koristene tehnike za razrjeSenje strukture molekulskih
vrsta, kao 1 kvalitativno 1 kvantitativno odredivanje 1 ispitivanje anorganskih i organskih vrsta.
Apsorpcija elektromagnetskog zracenja (pobudivanje elektrona) moze se detektirati 1 mjeriti

instrumentom koji se naziva spektrometar ili spektrofotometar.

UV/VIS (eng. ultra violet/visible —ultra ljubicasto/vidljivo) apsorpcijska spektroskopija

se koristi elektromagnetskim zra¢enjem u UV i vidljivom podrucju kako bi izazvala vibracije
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veza unutar ispitivane molekule. Valne duljine u UV podrucju su u rasponu od 190 do 400 nm,
dok se vidljivo podrucje nastavlja do 760 nm. Ova tehnika je najeSée primjenjivana metoda u

kemijskim i biokemijskim laboratorijima za kvalitativnu i kvantitativnu analizu.

Apsorpcija u UV/VIS podrucju izaziva pobudivanje elektrona u vanjskim veznim
ljuskama molekula. Kada molekula apsorbira kvant energije elektroni iz svojih osnovnih stanja
prelaze u visa pobudena stanja. Time energije u UV/VIS podru¢ju odgovaraju energijama
potrebnim da se elektroni iz stacionarnog u pobudeno stanje, $to je predstavljeno apsorpcijskom
krivuljom na grafikonu intenziteta zraCenja u ovisnosti valne duljine (Slika 14). Molarni
elektronski prijelazi nisu tako uski kao atomski prijelazi. Razlog tome je preklapanje energije
osnovnog stanja, energije oscilacije 1 rotacijske energije molekula, kao i interakcija molekula

tvari s otapalom [51].

Abs /\ Abs

>
A A

Slika 14. Usporedba apsorpcijskih spektara molekula (lijevo) 1 atoma (desno)

Izvor: https://homework.study.com/explanation/what-is-the-difference-in-absorbance-
spectra-observed-for-molecules-compared-to-atoms.html

Intenzitet signala u UV/VIS spektru ovisi o tri bitna faktora: koncentraciji analita (c),
duljini puta zrake kroz otopinu (Sirina kivete; /) te moguénosti analita da apsorbira svjetlost koja
se propusta (¢). Ova zakonitost je opisana Lambert-Beerovim zakonom, koji tvrdi da je

intenzitet apsorpcije (A4) direktno proporcionalan prethodno navedenim stavkama.
A=ecl

Lambert-Beerov zakon vrijedi samo za =zracenje odredene valne duljine
(monokromatsko zracenje). Moguca su odstupanja od navedene zakonitosti zbog indeksa
prelamanja (refrakcije), ali i odstupanja pri viSim koncentracijama zbog medusobnog

djelovanja tvari.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Kemikalije i potroSni materijal

Kemikalije:

* Dimetilsulfoksid (DMSO) (Sigma Aldrich)

Potro$ni materijal:

* Eppendorf tubice (500 pL)

= Kvarcne kivete za spektofotometriju

= Jednokratne rukavice

» Nastavci za mikropipete

Laboratorijski uredaji i instrumenti:

= UV/VIS spektrofotometar Lambda Bio 40 (PerkinElmer)
» Mikropipete (IKA PETTE vario)

= 0,5-10 pL
= 10-100 uL
= 100-1000 pL

= Ultrazvucna kupelj (Bandelin Sonorex)

= Analiticka vaga (Mettler Toledo)

3.2. Opis metode

U Eppendorf tubice odvagano je 10 mg svakog od novosintetiziranih fosfonijevih
kvaternih spojeva (TPP-14, TPP-16, TPP-Bn, TPP-BnAc i TPP-PhAc). Spojevi su otopljeni u
4%-tnom dimetilsulfoksidu (DMSO) u ultrazvuc¢noj kupelji na temperaturi od 70 °C. Ovako
pripremljene standardne otopine dalje su razrijedene u istom otapalu na Zeljene koncentracije

kojima su spektrofotometrijski snimani apsorpcijski spektri.

Prije snimanja apsorpcijskih spektara spojeva, snimljena je slijepa proba koja je
sadrzavala filtriranu i deioniziranu vodu (proc¢is¢ena Milipore Mili-Q sistemom). Nakon slijepe

probe snimljeni su apsorpcijski spektri Cistog otapala te potom zadanih koncentracija svakog
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od kvaternih fosfonijevih spojeva. Svi apsorpcijski spektri su snimljeni u rasponu 190 — 400
nm, u UV podrucju, s obzirom da su svi spojevi neobojani, ¢cime se zakljucuje da ne apsorbiraju
u vidljivom podrucju. Od svakog apsorpcijskog spektra pripadajuceg spoja oduzet je spektar
4%-tnog DMSO-a (UV WinLab) te su datoteke pohranjene u .txt formatu koji je dalje posluzio

za obradu rezultata.

Apsorpcijski spektri spojeva graficki su prikazani programom Microsoft Excel. Iz istih
je ocCitana vrijednost apsorbancije pri 260 — 265 nm te nacrtana bazdarna krivulja ovisnosti

apsorbancije o koncentraciji spoja.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. UV spektri istraZenih spojeva

Apsorpcijski spektri svakog od uzoraka snimani su u tri nezavisna mjerenja. Dobiveni
apsorpcijski spektri koncentracijske ovisnosti spojeva, kao i1 bazdarna krivulja ovisnosti

apsorbancije o koncentraciji s pripadaju¢im standardnim devijacijama prikazani su na Slici 15.
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Slika 15. Apsorpcijski spektri 1 bazdarne krivulje analiziranih soli

Kod svih spojeva su vidljiva tri pika u podru¢ju od 260 do 280 nm. Rijec je izraZenoj
apsorpciji benzenskih prstenova. Naime izolirani benzen pokazuje dva intenzivna apsorpcijska
pojasa na 180 nm i1 200 nm i slabu apsorpcijsku traku na 260 nm [52]. No zbog strukture TPP
kationa, to¢nije zbog utjecaja delokalizacije elektrona i pozitivnog naboja fosforova atoma,
prisutan je batokroman pomak ovih apsorpcijskih pojaseva. Batokromni pomak (eng. red shift)
je pomak prema vecim valnim duljinama (1), Sto odgovara nizoj energiji te ukazuje na stabilnost

ovih spojeva.

Od ovog trenda jedino odstupa TPP-PhAc, na ¢ijem je apsorpcijskom spektru vidljivo
izrazito povecanje intenziteta apsorpcije na 245 nm, Sto se moze pripisati Cinjenici da je
benzenski prsten Cetvrtog supstituenta udaljen od glavnog TPP dijela molekule, ¢ime njegova
apsorpcija dolazi do izrazaja. Takoder, dok je maksimum apsorpcije ostalih spojeva ocitan na

valnoj duljini Amax = 260 nm, ocitani apsorpcijski maksimum za TPP-PhAc je Amax = 265 nm.
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Iz svega navedenog je vidljivo da cCetvrti varijabilni supstituent kod TPP-PhAc uzrokuje i

hiperkromni pomak (vecu apsorpciju), no i batokromni pomak.

Uz bazdarne pravce spojeva je takoder priloZzena R? vrijednost. Idealna R? vrijednost je
jednaka 1. S obzirom da je vrijednost priblizno jednaka 1 (R? > 0,9200) za sve spojeve,
zakljuCuje se da su mjerenja pouzdana te postuju ocekivane zakonitosti. Niza vrijednost od
ocekivane je posljedica manje osjetljivosti instrumenta, kao i jake apsorpcije benzenskih

prstenova $to je otezalo oCitanje apsorpcijskog maksimuma.
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5. ZAKLJUCAK

Cilj ovog rada bila je spektrofotometrijska karakterizacija trifenilfosfonijevih kvaternih
spojeva snimanjem apsorpcijskih spektara u UV podrucju svjetlosti. Ovakva karakterizacija
omogucila je izradu bazdarnih dijagrama ovisnosti apsorbancije o koncentraciji spoja, $to

omogucava kvantitativnu analizu ispitivanog spoja u uzorku nepoznate koncentracije.

Ovim radom potvrdena je i efikasnost UV/VIS spektroskopije, kao jednostavnom i

brzom spektrokemijskom metodom, za odredivanje ovih spojeva.

S obzirom da rezultati poStuju zakonitost linearnog odnosa izmedu povecanja

absorbancije i koncentracije, s minimalnim odstupanjem, moze se potvrditi da je cilj postignut.
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