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« Bioorganometalna  kemija:  sinteza i studij
konjugata organometalnih spojeva i biomolekula

(steroida, SecCera, aminokiselina, peptida, DNA,

vitamina i enzima).

» Organometalni spojevi sadrze bar jednu C-M vezu.

» Nukleofilni ugljikov atom iz organometalnog spoja u reakciji s elektrofilnim ugljikovim atomom (iz

alkil-halogenida, estera, aldehida, ketona) stvara novu C-C vezu = mogucnost sinteze

kompleksnih molekula iz manjih polaznih molekula! ‘ »

Z. Popovi¢, Osnove kemije organometalnih spojeva, Prirodoslovno-matematicki fakultet Sveucilista u Zagrebu, 2012.
B. Albada and N. Metzler-Nolte Chem. Rev., 2016, 116, 11797.



Tetraedarski atom ugljika moze se javiti u dva

Increased structural

enantiomerna oblika, dok atom metala sa complicatedness

svojih 6 supstituenata moze imati i do 30

razliCitih stereoizomera (strukturna raznolikost!)
tetrahedral carbon octahedral metal
= prednost Organometa|nih komp|eksa u max. 2 stereoisomers up to 30 stereoisomers

odnosu na Ciste organske spojeve!

U kineticki inertnim kompleksima prijelaznih metala (Ru, Os i Ir) ne opaza se racemizacija, Sto

znaCi da su njihovi kompleksi stereokemijski stabilni te se Cesto koriste u medicinskim

istrazivanjima,

C—M veza izvor je razliCitih elektronskih i sterickih efekata kojima se moze kontrolirati bioloSka

aktivnost.

Organometalni spojevi dijele se, ovisno o karakteru C-M veze, na §

| 8=t 8+ |
. : . —C—M —C: M
kovalentne i ionske (indeks postotnog udjela ionskog karaktera!). | |
Veca razlika u elektronegativnosti atoma ugljika i metala pridonosi
Ec-E
porastu ionskog karaktera veze te vecoj reaktivnosti %ﬂ x 100
c

organometalnog spoja.



 Elektronegativniji C-atom tvori ionske veze s atomima izrazito elektropozitivnih elemenata.
« Osim elektronegativnosti metala, na karakter C—M veze utjeCe i struktura organskog dijela

molekule; ionski karakter raste ukoliko se karbanion moze stabilizirati__rezonancijskom

delokalizacijom ili utjecajem elektron-odvlacecih supstituenata.
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« Pet glavnih podrucja koja objedinjuje bioorganometalna kemija:

[Organometalni spojevi

| terapija }\

{ Bioanaliza i senzori J

Bioorganometalna
kemija

Toksikologija
i okolis

Enzimi,
peptidi i proteini

[ Molekulsko prepoznavanje }

u vodenom mediju




o Primjeri bioorganometalnih spojeva sintetiziranih u

Laboratoriju za organsku kemiju PBF-a: biomolekula
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[ Metali u bioloSkim sustavima ]

* Od 60 kemijskih elemenata nadenih u ljudskom organizmu, samo je 25 odgovorno za njegovu

normalnu funkciju.

| Key | Biologically relevant elements colored bR

| [Major. essential, all life
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S. S. Leonard et al, Molecular and Cellular Biochemistry 255 (2004) 3. Chellan P, Sadler PJ. 2015. Phil. Trans. R. Soc. A 373: 20140182.



* Na i K prisutni su u ljudskom tijelu u visokim koncentracijama (oko 112 g Na i 160 g K). Imaju
esencijalnu ulogu o odrzavanju stanicne homeostaze. Takoder, sudjeluju u odrzavanju osmotskog
tlaka i distribuciji vode, odrzavanju odgovarajucih pH-vrijednosti, regulaciji rada srca i miSica, u
transportu elektrona, te kao enzimski kofaktori sudjeluju u katalizi. Kroz stanichu membranu
transportiraju se posredovanjem proteinskih pumpi specificnih za ova dva metala (Na/K ATP-aze).
Na/K ATP-aze kontroliraju transport triju Na-iona iz stanice te transport dvaju K-iona u stanicu

uslijed Cega dolazi do separacije naboja kroz membranu pri ¢emu se ostvaruje elektricni

potencijal odgovoran za Ziv€ane impulse.

« Po zastupljenosti u organizmu (25 g), Mg se nalazi na 4. mjestu. Ima ulogu esencijalnog
kofaktora u mehanizmima replikacije, transkripcije i translacije. Sudjeluje u stabilizaciji lipidne

membrane, nukleinskih kiselina i ribosoma, te u regulaciji enzimske aktivnosti.

* Ca je u ljudskom organizmu prisutan u velikoj koliCini (1,1 kg). Sudjeluje u regulaciji misi¢no-

koStanog sustava.



U ljudskom organizmu prisutno je oko 4,8 g Fe. Fe je esencijalan element za gotovo sve Zive
organizme jer sudjeluje u razliitim metabolickim procesima (prijenos kisika i elektrona, sintezi
DNA). U tijelu se Fe javlja kao kompleks s proteinima (hemoglobin ili mioglobin), u obliku hem-

enzima ili flavin-Fe enzima i feritina.

* Zn (2,6 g u ljudskom tijelu) ukljuCen je u sve aspekte molekularne i stani¢ne biologije. Poznato je
preko 3000 fizioloSki aktivnih Zn-proteina. Znacajno doprinosi normalnoj funkciji imunoloskog

sustava.

UnatoC niskoj zastupljenosti u organizmu (1,6 mg), Co ima vitalnu funkciju u koenzimu vitamina

B12. Manjak vitamina B12 uzrokuje megaloblasti¢nu anemiju i neuroloska oboljenja.

* Ni je u tijelu prisutan u maloj koli€ini (8 mg). Esencijalan je za bakterije. Dva Ni-enzima krucijalna
su za kolonizaciju zeluCanog patogena Helicobacter pylori. Ni je jedan od najCeSc¢ih alergena. Ni-
ioni vezuju se na povrsinu MHC (Major Histocompatibility Complex; molekule glavnog kompleksa
histokompatibilnosti nalaze se u srediStu imunoloSkog sustava i pomazu u razlikovanju vlastitih

stanica i tkiva od onih koji ne pripadaju vlastitom tijelu), nakon Cega dolazi do imunolosSkog

odgovora.

D. E. Fenton, Biocoordination Chemistry, Oxford University Press Inc, New York, 1995.
A. Arbuse et al, Inorg. Chem. 2009, 48, 11098-11107
S. S. Leonard et al, Molecular and Cellular Biochemistry 255 (2004) 3.




Mehanizmi trovanja metalima

Inhibicija enzima (najCeSc¢e vezivanjem za sulfhidrilne skupine u aktivnim mjestima)

Substrate

Competitive
J inhibitor
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Enzyme

Porast udjela reaktivnih kisikovih spojeva ROS (oksido/redukcijom metalnih iona,
inhibicijom antioksidacijskih enzima)
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Karcinogeneza (oksidacija DNA baza, inhibicija enzima za popravak DNA)




* Minamata bolest: 1953. trovanje stanovnika u japanskom zaljevu Minamata organo-zivinim
spojevima (CH;-Hg*X"; X=SCH,).

« Trovanje dietil-kositar-dijodidom (Sn(1),(C,H;),): u Francuskoj je zbog posljedica koriStenja lijeka
stalinona u lije€enju stafilokoknih infekcija umrlo 102 ljudi, a mnogi su trajno oboljeli od

neuroloskih poremecaja. Fatalne posljedice koriStenja ovoga lijeka pripisuju se dietil-kositar-

dijodidu, snaznom neurotoksiCnom agensul.

Marcu 1, 1958 “STALINON " :

A THERAPEUTIC DISASTER Brrrom 515

*“STALINON "”: A THERAPEUTIC DISASTER

In a Paris court last December a French pharmacist, the
inventor and vendor of a remedy against boils called
" stalinon,” was sentenced to two years' imprisonment and
fined I million francs (abour £850). Stalinon, it was alleged,
had killed 102 people and left at least 100 others per-
manently affected. Damages of 643 million francs (£514,000)
were awarded to the victims and their families, They had
been poisoned in 1954.* Our distinguished French contem-
porary " La Semaine des Hépitaux" has devoted the whole
of its latest therapy supplementt to an extended account
(177 pages) of the stalinon trial, We are indebted 1o a
medical correspondent in Paris for the following note on
some of the toxicological and administrative implications
of the case,
) The Trial

Stalinon was marketed as an oral preparation for the
treatment of staphylococcal infections. It was dispensed
im

—toXic symptoms were produced only with doses 3-10 times
greater than those which had proved dangerous to man.
Man therefore seems more sensitive to stalinon than animals.

Professor G.-M, Tréfouel and Dr. J. Matti, two chernists
from the Pasteur Institute, explained the poisoning by show-
ing that originally the capsules contained monobromediethyl
tin and monoiododiethyl tin but no diiodo derivative, and
that the capsules would have been toxic only after the
makers succeeded in redlly producing a diiodo compound.
However, in animals the toxic effects of the monoiodo and
the diiodo derivatives are identical. There was also some
speculation on whether a toxic substance might have re-
sulted from contact with oxidation products of isolinoleic
acid. Finally, another unproved theory was that a tri-
iodoethyl derivative might have been produced, for recently
British workers have reported* oedema of the central nerv-
ous system in rats given such compounds. Their work,
however, is too recent to have been confirmed. Thus, as
in 30 many therapeutic disasters, some doubt remains about
the exact explanation,

T. Tsubaki, K. Irukayama, in Minamata Disease: Methylmercury Poisoning in Minamata and Niigata Japan, Kodansha, Tokyo, 1977.

G. Pavlovi¢, S. Siketi¢ Sigurnost 53 (2011) 17.



Smatra se da je citotoksi¢nost posljedica direktnog vezivanja fragmenta metalnog kompleksa na

bioloSku metu pri ¢emu se jedan ili viSe metalnih liganada supstituira s biomolekulom.

- Pojednostavljeni prikazi supstitucije liganda Ru-kompleksa s biomolekulama (DNA, proteinima);

rezultirajuci bioorganometalni kompleksi ostvaruju antikancerogeni ucinak!
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@IIUHP’“N ——— " ‘Protein"-S | R Nﬁ}
Gl ‘Q"":N\’} Cl Cl xN/iN djelomiCno promijeniti, a gost moze
N/ ~ lagano ulaziti i izlaziti iz te strukture.

. . N. Metzler-Nolte et al, Bioconjugate Chem. 23 (2012) 1764.
RAPTA Derivatives jug ( )



Kemoterapeutski mehanizam Ru-kompleksa ukljuCuje razaranje mitohondrija.

Mitohondriji kanceroznih  stanica
(desno) strukturno i funkcionalno
razlikuju se od mitohondrija normalnih
stanica (ljevo) (u zdravim se
stanicama ATP stvara oksidativhom
fosforilacijom, dok ga tumorske
stanice generiraju glikolizom, te imaju
ViSi mitohondrijski membranski

potencijal).

Razaranjem mitohondrija oslobadaju
se proapoptotski proteini i aktiviraju
mehanizmi programirane stanicne

smrti.

J.-Q. Wang et al, J. Biol. Inorg. Chem. 2014, 19, 335.

Anatomy of a Cell
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Ribosomes
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Table 1 Metals with biomedicinal applications {or potential applications)

Metal Applications Metal Applications
Arsenic Syphilis, ulcers, parasitic disease, acute Molybdenum Menkes disease
promyelocytic leukaemia Palladium Photodynamic therapy, cancer, HIV
Aluminium Antacid, dermatology, hyperphosphataemia Platinum Cancer, photodynamic therapy, microbial
Antimony Leishmaniasis infections, viral infections including AIDS
Barium Diagnostic agents Rhodium Leishmaniasis, radiotherapy, bacterial
Bismuth Gastrointestinal disorders, syphilis, infections
angina, adenotonsillectomy Ruthenium Malaria, cancer, Chagas' disease, bacterial
Copper Diagnostic and imaging agents, radiopharma- infections, septic shock, HIV
ceuticals, photodynamic therapy, Menkes disease Rhenium Diagnostic and imaging agents, radiotherapy
Chromium Diagnostic agent, diabetes Silver Microbdal infections, fungal infections,
Calcium Hyperphosphataemia dermatology, diagnosis and imaging agents
Cobalt Diagnostic and imaging agents, photodynamic Strontium, Radiopharmaceuticals
therapy Radium,
: : Plutonium,
Iron Photodynamic therapy, hypotensive, S .
: amarium
hyperphosphatamia
. - : N Tin Radiopharmaceuticals, photodynamic therapy
Gadolinium Diagnostic and imaging agents
: - : . Thallium Diagnostic and imaging agents
Gallium Diagnostic and imaging agents, cancer
. Technetium Diagnostic and imaging agents
ermanium Cancer Vanadi sl o
Gold Rheumatoid arthritis, bronchial asthma, an? m 11_5 ' rttnmucs o _
malaria, bacterial infections, cancer, Yttrinum !Ihagnnstlc and imaging agents, radio-
viral infections including AIDS immunotherapy
1 e — Radiopharmaceuticals Zinc Photodynamic therapy, Menkes disease,
. . . L dermatology, HIV
Indium Diagnostic and imaging agents
Lead Ulcer treatment
Lithium Manic depressive psychoses and viral
infections including AIDS |
Magnesium Antacid, laxative, hyperparathyroidism *_ METALS IN MEDICINE AND THE ENVIRONMENT
Manganese Photodynamic therapy
Mercury Diuretic, microbial infections, dermatology

(syphilis), heart failure


http://faculty.virginia.edu/metals/index.html

U éemu je znacaj bioorganometalnih spojeva?

* Funkcija naSeg organizma zasniva se na transportu tvari i energije u ¢emu krucijalnu ulogu

imaju metali zahvaljujuci sudjelovanju u reakcijama oksidacije i redukcije.

« Bioorganometalni spojevi mogu apsorbirati Half Reaction potential
.. .. v , Fo, + 22 = 2F +2.87 V
naboj i stvarati ionske veze §to omogucéava
o B _ B Pb** + 2 — Pb* +1.67V
odvijanje reakcija koje su bez njihovog 1
S Cl. + 20 — 2CI +1.36 V
sudjelovanja tesko izvedive ili neizvedive. i Agt + 1e = Ag L0.80 V
% Fes* + 1 — Fe2* 3 +0.77 V
- - - - - " v L] pad ED
* Primjenjuju se kao receptori za bioloSki c o + 2e = Cu 2 034v
W Q
vazne molekule te kao kalupi za stvaranje S M + 2 = H, 2 000V
(@)} =
- (@]
foldamera, osjetljivih sondi, kromofora, s B = & 5 006V
o : : € Pp* + 2 = Pb g 013V
redoks-aktivnin  spojeva i kemosenzora. a =
_ o - S Fe* + 20 = Fe S -044V
Istrazuju se i kao potencijalni terapeutici za = 7 2
Zn?t + 2e —— Zn Q -0.76 V
- - L) . w m
kancerogena oboljenja te gljivicne, AP 4+ 3 — 3 _166V
bakterijske i parazitske infekcije. Mg + 2¢ — -2.36 V
Li*t  + e — -3.05V

A. L. Laine, C. Passirani,, Current Opinion in Pharmacology 12 (2012) 420.



» Dizajn metalnih antikancerogenih spojeva podrazumijeva odgovor na pitanje koji je dio aktivhog
spoja esencijalan za njegovu aktivnost (sam metal? metal i koordinirani ligand? ligand?, itd.).

+ Razmatranje odgovora na to pitanje vodi k podjeli metalninh antikancerogenih spojeva u 5

kategorija:

|. Metal ima funkcionalnu ulogu

IV. Metal je katalizator

T. Gianferrara,, Dalton Trans. (2009) 7588.



I.  Funkcionalni spojevi €ija je aktivnost posljedica direktnog vezivanja

metalnog fragmenta na bioloSku metu

Funkcionalni spojevi su najceSce prolijekovi koji se aktiviraju hidratacijom. Moraju imati bar jedan

ligand koji podlijeze supstituciji, odnosno bar jedno mjesto pogodno za vezivanje s bioloSkom

metom.

Prvi, a ujedno i najefikasniji metalni anti-
kancerogeni lijek je cisplatin, neutralni kvadratno-
planarni metalni kompleks (4 liganda smjeStena
su u kutovima kvadrata ili pravokutnika, odnosno
nalaze se u istoj ravnini). Dva Cl-liganda su u cis-
konfiguraciji, kao i dva NH;-liganda.
Najdjelotvorniji je prema karcinomima testisa,
jajnika, glave, vrata i mjehura.

Nuspojave kod terapije cisplatinom su mucnina,
alopecija, mijelosupresija (oStec¢enje funkcije

koStane srzi), te nefrotoksiCnost (oStecenje

bubrega).

-+ © ..
Cla, NH3 + Cl: 2 NH3
TPt — Pt
/ .. 0 ..
Cl NH; : Cl: NH;
Cl U, \\\\NH3 H3N//,, , \\\\\C|
Pt Pt
CI/ \NH CI/ \NH
cisplatin transplatin

\ )



« Nakon intravenoznog unosa, neutralni se cisplatin otapa u vodi iz krvozilnog sustava te pasivhom
difuzijom dospijeva u stanicu. Potom dolazi do zamjene Cl-liganada s vodom, pri ¢emu neutralni
cisplatin postaje nabijen (2+). Nabijena DNA-fosfatna okosnica priviaci kationski, nabijeni hidratirani
cisplatin te se Pt vezuje na gvanin i(li) adenin, uz oslobadanje vode, Sto dovodi do distorzije DNA, te

rezultira inhibicijom replikacije i transkripcije, pa €ak i apoptozom.

HaN_ I
=
HN C passive diffusion
Ctr1 receptor
i
V HsN. OH HsN. OH
I/ E N
/Pt\ T /P{\
Reduced HN" el HyN" oM,
accumulation ﬂ ﬂ
= HN_ C  HN_ OH,  HyN_ OH,
—_ Pt
HaN o HN HsN" “OH,
\
= N \ Hﬂ\ /o
P =0
Elevated GSH GSH .
s N %
Pt Pt met
N HaN' N~/
e L {’/L_‘ B
E:‘T"ceq Cell death
repair D. Gibson, Dalton Trans., 2009, 10681

D. Gibson, Dalton Trans. 2009, 48, 10629.



cisplatin




Hidrolizom transplatina oba se Cl-liganda zamjenjuju s vodom, nakon Cega bi trebala uslijediti
zamjena vode s gvaninom. Medutim, samo se jedan H,O-ligand zamjenjuje s N? iz gvanina, dok

drugi H,O-ligand nije povoljno orjentiran i do Zeljene supstitucije ne dolazi—=—transplatin je

inaktivan, _ _ _ - _
lI.  Strukturni metalni antikancerogeni lijekovi

Metal iz strukturninh spojeva ne vezuje se s bioloSkom metom. U odnosu na funkcionalne
spojeve, dizajn strukturnih lijekova je jednostavniji, a i toksi¢nost je znatno manja.

U najjednostavnijim primjerima strukturnih spojeva

metalni se fragment ugraduje u organsku okosnicu )\/\j
etabliranih lijekova. N AN

Ferokin, ferocenski analog antimalarijskog lijeka

klorokina, jedan je od napoznatijih i nauspjesSnijih S

primjera strukturnih lijekova; aktivan je i prema Cl N/ lorokin
klorokin-rezistentnim sojevima. 4-Amino-kinolinski /
fragment omogucuje nakupljanje u vakuolama, N\

HN
amino-skupina u bo&nom ogranku osigurava jaku D
anti-plazmodijsku aktivnost, a ferocenska je skupina X Fe
odgovorna za lipofilna i redoks-svojstva. ferokin
¢ 7



« Umetanje metalnog fragmenta u organsku molekulu moze dovesti i do neoCekivanih rezultata;

za razliku od tamoksifena koji se koristi u lije€enju ER+ tumora dojke, ferocenski analog

ferocifen citotoksican je prema ER+ i ER- stani¢nim linijama.

OH OH

-
N — N
N N

hidroksitamoksifen ferocifen

lll. Metalni ioni kao prenosioci aktivnih liganada

» Fizikalno-kemijska i farmakoloska svojstva etabliranih organskih lijekova moguce je poboljsati

njihovim koordiniranjem s metalnim ionima, a nastali kompleks mora biti stabilan i inertan da bi

se izbjeglo prebrzo otpusStanje nakon unosa.

« Kompleksiranje s metalima moze stabilizirati konformere ili tautomere organskih lijekova koji se

javljaju u slobodnim molekulama.



Vezanjem bioaktivnhe komponente organskog lijeka (fragment ukljuCen u interakciju s bioloSkom
metom) za inertni metal moglo bi se ocekivati smanjenje ili gubitak aktivnosti. Medutim,
odgovaraju¢i metal moze ostvariti protektivnu ulogu ukoliko se otpusStanje lijeka opaza u
odgovarajucoj vremenskoj i prostornoj domeni. U tom se slu€aju ne oCekuje aktivhost samog
metala, a i toksi¢nost nakon otpustanja s lijeka je zanemarljiva.

Koordiniranje bioaktivnin molekula s metalnim ionima uobiCajena je strategija za poboljSanje
terapeutskog potencijala i(li) smanjenje toksi¢nosti. Rezultirajuéi metalni kompleks Cesto se
odlikuje superiornim lipofilnim profilom u usporedbi sa slobodnim ligandom (bioaktivhom

molekulom), sto mu omogucava lakSi prolazak kroz stani€énu membranu uz povecanu biolosku

aktivnost.
Cu(ll)-kompleksi nesteroidnih antiinflamatornih lijekova (aspirina i ibuprofena) pokazuju
poboljSanu aktivnost, uz smanjenje gastrointestinalnih nuspoiava. e on
3Y~ar 3
Njihov se anti-inflamatorni ucinak postize inhibicijom sinteze 2 HaC
: 0
prostaglandina, i to ireverzibilnom inhibicijom ciklo-oksigenaza ! O CHs
o0 =L
(COX). @ 0" : “"'}"O\Oﬁ 0
Cu-aspirin  kompleks prikazan na slici OY 0~--Cu2 %
. . . . Ox-OH HAC O © |
ostvaruje Cak 7 puta bolji anti-inflamatorni o > o~ !
y . N CH ?
ucinak u odnosu na aspirin. 0 HaG~ S CH,

D.-L. Ma et al, Chem. Sci., 2015, 6, 871




« S obzirom na rezistenciju hipoksi¢nih tumorskih stanica na radio- i kemoterapiju, moguc¢nost primjene
hipoksijom aktiviranih prolijekova (inertnih agenasa koji se mogu aktivirati vanjskim podrazajem, npr.
svijetlom, ioniziraju¢im zraCenjem ili u reduciraju¢em okruzenju) izaziva veliku pozornost.

» Razlika u reaktivnosti dvaju dostupnih oksidacijskih stanja kobalta [Co(ll) i Co(lll)] omogucila je razvoj
Co(lll)-prolijekova koji podlijezu bioreduciraju¢oj aktivaciji u hipoksi¢nim tumorskim stanicama.
Bioreducirajuca aktivacija je proces u kojem inertni agens podlijeze redukciji nakon ulaska u stanicu i pri
tom otpusta jedan ili viSe , & opaza se po uvjetom da reducirajuci potencijal
inicijalnog kompleksa kompatibilan s reduciraju¢im potencijalom u stani€énom citosolu (-200 mV do -400
mV). Intracelularna redukcija Co(lll)-prolijekova upravljana je endogenim intracelularnim reduktazama,

a nastali Co(ll)-kompleksi nestabilniji su u odnosu na Co(lll)-komplekse te stoga lakSe otpustaju

bioaktivne ligande.

Bioreduction
(hypoxic cells)

" ,"'Co“\
z_/ ™~/ L/ ~/

J’/’ \\\

Re-oxidation _ _
! -
(oxic cells) Co(ll) (d*, high-spin)

Co(lll) (d®, low-spin)
>—< bioactive ligands can target specific
o, 0, biomolecules and/or organelles

C. R. Munteanu, K. Suntharalingam Dalton Trans., 2015,44, 13796.




» Najveci izazov u primjeni hipoksijom aktiviranih prolijekova je selektivha aktivacija u kanceroznim
stanicama. Naime, tradicionalni hipoksijom aktivirani prolijekovi se reoksidiraju u zdravim
stanicama i prelaze iz aktivnog u inertni oblik. Medutim, i zdrava tkiva mogu biti hipoksi¢na i u

tom Ce sluCaju podlijegati nezeljenom toksicnom ucinku lijeka.

» Dusikovi spojevi poput pokazali su se vrlo djelotvornima protiv misjih
tumorskih stanica. Co-kompleks s BCA je inertan u oksidiranom stanju, jer duSikov slobodn
elektronski par sudjeluje u koordiniranju s Co te je nedostupan za intramolekulsku tvorbu
aziridinijeva iona, Sto je preduvjet za alkiliranje DNA. U reduciranom stanju, alkilirajuci ligand BCA

otpusta se iz Co-BCA kompleksa, Sto omogucava citotoksicni ucinak.

NH(CH,),ClI
NH(CH,),Cl
O/////'/ \\\\ ////, \\\O
\ ‘ - bloredukcua \
NO

O/ __ : 2

NO

Co(ll)-BCA Co(ll)-BCA

Oksidacija
0,

O,



« Alkilirajuéi agensi reagiraju s dusikovom bazom Sto za posljedicu ima mutacije i staniCnu smrt.
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IV. Metalni kompleksi kao katalizatori

« Metalo-lijekovi s katalitiCkim svojstvima mogu se administrirati u malim dozama i s manjom toksi€¢nosScu.

Zahvaljuju¢i mehanizmima pomocu kojih ostvaruju svoju aktivnost, njihovom je primjenom moguce

nadvladati rezistenciju na lijekove. Istrazuju se 4 glavne skupine katalitickinh metalnih antikancerogenih

spojeva: (i) sudjeluju u tvorbi C-C veze, (ii) omogucuju deprotekciju i modifikacij ih skupina, (iii)
uklju€eni su u degradaciju biomolekula, (iv) sudjeluju u redoks-modulaciji.
Table 1
Examples of metal catalysis studied in cellulo or in vivo
Metal complex Reaction Function/use Cell system
C—-C bond formation
Cull)-TBTA (or similar) Azyl-alkine Labelling of modified proteins containing E. coli, HeLa, CHO,
cycloadditions alkyne or azyl groups Jurkat cells, Zebma fish
[Pad{OAC)(ADHF) 4] Suzuki-Miyaura cross Fuorescence labelling of cell-surface proteins E. coli
coupling
[FdOAC){ DM DH P Cu-free Sonogashira Labelling of alkyl-containing proteins E. coli
Pd{NOg)z Cu-free Sonogashira Labelling of alkyl-containing proteins Shigella cells
Pd” nanoparticles Suzuki-Miyaura cross Fuorescence labelling Hela cells
coupling
Deprotection and functional group modifications
Pd” nanoparticles Carbamate cleavage Activation of pro-fluorophores protected by Hela cells
(FET microspheras) carbamates
pd” nanoparticles Carbamate cleavage Activation of pro-fluorophores or pro-drugs Zebra fish

(FET macrospheres)
[Pdidbalz], [[Allyl)PDCI]=

[Fe(TPR)CI]

[Cp"Ruin-pyrene)]PFe

Dealkylation of amines
Carbamate cleavage

Reduction of aromatic
arides
Carbamates cleavage

Activation of pro-fluorophores protected by
carbamates; selective activation of proteins
containing lysine protected aminoacids
Activation of azidesMuorescence imaging

Activation of pro-fluorophores protected by
allyl-carbamates

J. J. Soldevila-Barreda, P. J. Sadler Current Opinion in Chemical Biology 2015, 25:172.

Hela, HEK293T, CHO,
CaCo-2, AB49, NIH3T3 cells

Hela cells, zebra fish,
Caenorhabditis elegans
Hela cels



Table 1

Examples of metal catalysis studied in cellulo or in wivo

Metal complex Reaction Function/use Cell system

Degradation of biomolecules

Culll}-ATCUN-R Cleavage of RNA Hepatits C and HIV Huh? cells (Hepatitis C)
Jurkat cells (HIV)

Nill}-ATCUN-R Cleavage of RNA Hepatitis C and HIV Huh? cells (Hepatitis C)

Jurkat cells (HIV)

» Razvoj katalitickih lijekova za hidroliticko i oksidativho cijepanje peptida i proteina urodio je metalnim
kompleksima kao potentnim terapeutskim agensima. Primjerice, kompleks Cu i OP-CBSA cilja ugljicnu
anhidrazu i katalizira hidrolitiCko cijepanje proteina. Kompleks Fe i EDTA-biotin katalizira oksidativno
cijepanje streptavidina. Nadalje, prikazani Co-kompleks u fizioloSkim uvjetima cijepa peptidnu
deformilazu sto ga cCini mogucim antibiotskim agensom. Pokazano je da uspjesSno cijepa amiloide
(netopljive peptidne ili proteinske agregate koji se javljaju kod Alzheimerove i Parkinsonove bolesti te
kod dijabetesa) pri 310 K i pH 7,4.

M M= C-,:I - _I
{ x’}} _ﬁ;Tﬂ fﬁ: b

| ._'_'_,.P'
M .

HN A | \ TOH,
H,NO,S @—\( ::;”L_ él--.D' HH—H L \"'\Hm
0 ~_ R

OP-GBSA [Fe(EDTA-R)] [Co(cyclen-R)(OH,),I™



* Ni- i Cu-kompleksi s ATCUN-motivom (amino-terminalni Cu(ll)- i Ni(ll)-vezujuci R”\I_( ?}m
motiv) kataliticki cijepaju proteine (npr. ACE, angiotenzin-konvertirajuci Gj___rj“r:,u’:l B
protein). Ti kompleksi mogu cijepati i lance nukleinskih kiselina (opisan je —n N
Cu(ll)-ATCUN kompleks dizajniran tako da cilja hepatitis C i potom cijepa ) K QN}
njegovu RNA kao i Ni(ll)-ATCUN kompleks koji prepoznaje i cijepa HIV1 RNA). Gufll'l-ATGUI:J

« Tiolne skupine, koje imaju kljuCnu ulogu u nabiranju i stabilizaciji proteina i enzima kao i u kontroli i
odrzavanju stanicne homeostaze, predstavljaju mete pri razvoju katalitiCkih lijekova. Primjerice,
antikancerogeni polu-sendvic Ru-kompleks koji sadrzi azopiridinski (Azpy) keliraju¢i ligand provodi

katalitiCku oksidaciju glutationa (GSH) u GSSG. GSH je tripeptid koji osim Glu i Gly sadrzi i Cys, a ima

krucijalan znaCaj za odrzavanje redoks-

homeostaze stanica. Djeluje kao antioksidans i

prevenira oSte¢enja koja uzrokuju ROS i RNS

(reactive  nitrogen  species). Tretiranjem

kanceroznih stanica s Ru(ll)-Azpy polu-sendvic

: . . IGEH
kompleksom, udio GSH u tim stanicama se  Drugs & & fassa
o _ . . Xenobiotics Others
smanjuje i narusava se redoks-ravnoteza
. . v . Reduced
stanice. Osim toga, potrosnja GSH moze catalyst Catalyst

utjecati na druge staniCne procese s obzirom

Catalyst

da je GSH involviran u detoksifikaciju.



Organometalni spojevi mogu ostvarivati kemijsku reaktivnost koja nije svojstvena individualnim
metalnim ili organskim ligandima, a ta se reaktivhost moze podeSavati izmjenama elektronskih i
stereokemijskih svojstava vezanih liganada ili variranjem metala i njegovog oksidacijskog stanja. Time
se stvara platforma za dizajn lijekova.

Organometalni polu-sendvi¢ Ru(ll)-kompleksi koji sadrze kelirajuce diaminske ligande i Cl-atom

pokazuju antikancerogenu aktivnost in vivo i in vitro, a primarna im je meta DNA.

U radu su opisani Ru(ll)-kompleksi koji PFg
. . . . /R —®—< R
sadrze arenske i azopiridinske ligande | O =
N / ATa

te iodid kao odlazecu skupinu. N‘w /HL!-.%
NN N
1: R = NMe, 4: R = NMe,
2: R=OH 5: R = OH
3:R=H 6:R=H

X-ray structure of the cation in [n%-bip)Ru(azpy-
NMe,)I]PF,-MeOH (4xMeOH)

S.J. Dougan et al, Catalytic organometallic anticancer
complexes, PNAS 2008, 105 (33) 11628.



. Kompleksi 1, 2,415 sa supstituiranim fenilazopiridinskim Iigandima Azpy (sadrze elektron-donirajuée
stanicnih linija s niskim 1C,-vrijednostima (2 i 6 uM). Kompleksi 3 i 6 €iji Azpy ligandi nisu supstituirani
pokazuju puno slabiju citotoksiCnost (imaju visoke ICg,-vrijednosti). Sam Azpy ligand nije toksiCan, s
izuzetkom Azpy-NMe, koji je citotoksi€an protiv A549 stani¢ne linije. Zamjena iodida s kloridom dovela

je do naglog pada citotoksicnhog kapaciteta

~ PR

_| PFg
@@
{ ™

:!.’
J,

| R N ‘I a4:R- NMe,
N“' ;;g;gl‘:ez f N 5: R = OH
— 3:R=H 6:R=H
ICso, M
* Ranija istrazivanja pokazala su da se Complex* A2780 A549
antikancerogeni lijekovi koji sadrze vezu M-X 1(1-cl) 4 (=100) 3 (=100)
(X = halogeni atom) u stanici aktiviraju 4 (4-Cl) 3 (44) 2(49)
Azpy-NMe; =100 14
hidrolizom te se potom vezu za DNA. Ovdje 2 (2-cl) 4 (58) 4 (>100)
. . ) .. . 5 (5-Cl) 5(18) 6 (56)
opisani Ru(ll)-Azpy kompleksi inertni su Azpy-OH 100 100
prema hidrolizi, a ipak ostvaruju citotoksi¢nu 3 (3-) =100 (=100) =100 (=100)
6 (6-Cl) 39 (>100) 51 (>=100)

aktivnost. Azpy =100 =100



* Ru-kompleksi 4 i 5, za razliku od slobodnih Azpy-NMe, i Azpy-OH liganada, oksidiraju GSH u GSSG.

(Koordiniranjem Azpy liganda s Ru(ll) azo-duSikov atoma postaje dovoljno pozitivan za stupanje u

redoks-reakciju). Inicijalni korak predstavlja konjugiranje GSH s azo-dvostrukom vezom te redukcija

azo-skupine (N=N) u hidrazino-skupinu uz popratnu oksidaciju GSH. S obzirom da nije opazena tvorba

H, tijekom reakcije smatra se da 2. korak, u kojem se regenerira azo-skupina i kojim se zavrSava kata-

litiCki ciklus, uklju€uje i hidrogeniranje otopljenog
O, pri cemu nastaje H,O,. S obzirom da se H,0,
ne opaza u reakcijskoj smjesi, opravdana je
pretpostavka da jodid otpusten s Ru tijekom
inicijalne supstitucije s GSH uzrokuje raspad

H,O,, uslijeg Cega se uoCavaju mjehurici kisika:

I + H:O; =10~ + H,O

0™ + H:0; — 1

+ H-0O + Dg

« Literaturni primjer azo-skupine koja omogucuje oksidaciju
GSH jest Prokarbazin, lijek koji se koristi kod Hodgkino-
vog i ne-Hodgkinovog limfoma. RijeC je o hidrazino-spoju
koji se lako oksidira u azo-spoj i ponovno reducira preko
oksidacije GSH u GSSG. Reoksidaciju hidrazino-skupine u

stanici omogucava O, koji se hidrogenira u H,O.,.

~ GSH

G356




» Reakcija Ru-kompleksa s GSH pracena je pomo-

~
\ el |
¢u HPLC i ESI-MS. Pri tom je utvrdeno da je ini-
R OosH_

X ¢\
cijalni korak u reakciji kompleksa 4 i GSH tvorba / —_— < X“Ru R>
intermedijarnog kationa (m/z 788). Osim toga, N N_SN/@,
dodatni pik nove metilenske skupine iz GSSG u U | _; ||4 sl,e

njegovom NMR-spektru potvrduje da je u prisutnosti Ru-Azpy kompleksa doslo do oksidacije GSH.

» Detekcija reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) u A549 stanicama raka pluca provedena je DCF-testom
(diklorodihidroksifluorescein se uobi€ajeno koristi kao fluorescentni indikator tvorbe ROS). Kompleksi 1,
2, 415 uzrokuju porast DCF-fluorescencije s vremenom, §to indicira da svi ti spojevi uzrokuju nagomila-
vanje ROS (superoksid, hidroperoksi-radikal, hidroksilni radikal i vodikov peroksid) unutar A549 stanica.

ROS se kontinuirano generiraju u malim koliCinama tijekom normalnih staniCnih procesa, ali njihovo
5 F

nagomilavanje unutar stanice je opasno jer dovodi

do oksidativnhog stresa. Ovdje do oksidativnhog stre-

£

sa dolazi uslijed smanjenja udjela GSH i porasta

(]

udjela ROS. Stanice raka u odnosu na zdrave sta-

nice osjetljivije su na izlaganje ROS, sto upucuje

3]

na njegovu terapijsku primjenu. Tako nekolicina

-k

antikancerogenih  lijekova poput adriamicina

Control

Relative Fluorescence Intensity (x 109)

(doksorubicina), arsenovog trioksida i cisplatina

(=]

5 Time/h

=
—h
(X
[#5]
Ry

generiraju ROS.



1)

2)

3)

Organometalni kompleksi kao terapeutici

Jedinstvena svojstva metala (redoks-aktivnost, koordiniranje razliitih liga metalima te
reaktivnost prema organskim supstratima) omogucéuju dizajn metalnin kompleksa koji se
selektivno vezu na bioloSke mete uzrokujuci pritom promjene u mehanizmima stani¢ne
proliferacije.
Terapeutski potencijal metalnin kompleksa u lijeCenju karcinoma temelji se na sljede¢im
svojstvima prijelaznih metala:
Varijacija naboja: u vodenim su otopinama metalni ioni pozitivho nabijeni te se vezuju na
negativno nabijene bioloSke molekule. Ovisno o koordinacijskom okruzenju (koordinacijski broj
predstavlja broj najblizih susjednih atoma za zadani atom odnosno ion u kristalu), naboj se
modificira i generiraju se kationske, anionske ili neutralne vrste.
Struktura i veze: metalni kompleksi mogu biti strukturno modificirani tako da tvore raznolike
molekulske vrste sa Sirokim rasponom koordinacijskin brojeva i geometrije, te s kineti€kim
svojstvima koja se ne mogu ostvariti s organskim spojevima. Pritom duljina veze, vezni kutevi i
koordinacijski broj ovise o metalu i njegovom oksidacijskom stanju.
Metal-ligand interakcije: termodinamiCka i kinetiCka svojstva metal-ligand interakcija utjeCu na
izmjenu liganada. Mogucnost izmjene liganada omogucuje metalu interakciju i koordinaciju s

bioloskim molekulama.



4) Svojstva Lewisovih kiselina: s obzirom na visok afinitet za elektrone (metalni kationi priviace

elektrone i imaju najmanje jednu praznu orbitalu za smjeStanje elektrona), vecina metala moze

s lakoCom polarizirati grupe s kojima su koordinirani, Sto olakSava njihovu hidrolizu.

5) Djelomi¢no popunjena d-podljuska: razliCiti broj elektrona u d-podljuskama prijelaznih metala

odreduje razliCita elektronska i magnetska svojstva kompleksa prijelaznih metala.

6) Redoks-aktivnost: mnogi prijelazni metali podlijezu reakcijama oksidacije i redukcije. Njihovo je

oksidacijsko stanje vazan faktor kojeg treba razmotriti prilikom dizajna koordiniranog spoja. U

biokemijskim redoks-reakcijama, metalni ioni Cesto sluze kao aktivatori koordiniranih supstrata

te sudjeluju u akumulaciji naboja u redoks-aktivnim regijama.

1A Vil
. . 1 js > 2
« Metalni kompleksi 1| H Filling Shells Non-metals He
151 HA i v A\ Vi Vi 152
TP 3 |4 ; . 10
odlikuju se sposob- % ; g, - o Ne
. .. : Rst Ps2 | 25 P 8
nos¢u  koordiniranja Wi 1!\2/19 Transition Metals YAl 2 -
: - 2 1 i
liganada u 3D-konfi- %]_szq: 2. 1% R 24 |25 28 27 |28. 28 32 31|32 36
4 K al|Sc| Ti|V |Cr |[Mn|Fe |Co|[Ni ulZn | Ga| Ge s Kr
guraciji, odnosno obli- 45 1 3d1 [3d2 13d3 [3d5 [3d5 [3de |3d7 [3de [3d10 [3d10 [p1 |4p2 [T 4p8
37 |38 |30 |40 |41 |42 |43 |44 |45 |46 |47 |48 |48 |50 |51 54
: . 1 SIRb|SF| Y |Zr |[Nb [Mo|Tc [Ru|Rh|Pd|Ag|Cd|In | Sn|Sb W Xe
kovanja prema Zelje- <1 $5s2 |4d1 |4d2 lada |ad5 lade |ad7 |ads lag10 l4d10 fdro [sp1 [sp2 |sp3 508
°['Cs [Ba| Ta | Fif [ Ta |'W [Re [Os|'ir [Pt [AulHg [T |Po|Bi [Po [AR]R
i hinlogkoi i s|(Ba| La 3 e|Os|Ir u | 0 n
noj bioloskoj meti. 541|542 [543 |sd4 [sd5 [sde |sd7  |sde  [sd10 u? 6p1_[6p2 |ep3 |ep4 6p8
-7 188 [se [104 [108 J10e h107 |108 [10e |110 f11 112 Metals
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M. E. Soliman et al, Drug. Des. Devel. Ther. 2017, 11, 599.




* Najstariji zapisi o terapeutskoj primjeni metala potjeCu iz drevnog Egipta u kojem su prije 5000

godina zlato i bakar koristeni za lijeCenje mentalnih i fizickih bolesti.

PRIDE

» Terapeutska primjena metala u novijem dobu zapocCela
je s arsenovim spojevima. lako je arsen prvenstveno N

poznat po svojoj toksicnosti, u 18.-om stolje¢u zapocelo ﬁg

se s lijeCenjem razli€itih bolesti primjenom Fowlerove "l am considerably better now and am recovering

my looks a little, which have been bad enough,

otopine [otopina arsenovog trioksida (As,03) u KHCO,). black and white and every wrong colour.”

« Salvarsan i neosalvarsan poCetkom 19.-og stoljeca koriSteni su kao antibiotici za lijeCenje sifilisa.

oA ﬁ; )

As HoN As_ /@E A~ O Na*
£ ~AS N S

HEN: :; f“i‘“'k” Aﬁ !—"n NHJ :@/ H (I:I)

HO
H.N
HO H . p Q Neosalvarsan
NH,
= H H.N H

Salvarsan: mixture of trimer and pentamer

OH
NH,

« Za medicinsku primjenu organoarsenovih spojeva kao antiparazitika 1908. dodijeljena je

Nobelova nagrada.



« Arsenov trioksid (ATO) je odobreni lijek za

promijelocitnu leukemiju. U tijeku su kliniCka .‘.’_,_.r'l:l

e Y
ispitivanja za lijeGenje nekoliko vrsta karcinoma. ;'-‘5---.__3_-.—--“'5
Primjenjuje se kao antiseptik, te za lije€enje Afsenig tande

reumatoidnog artritisa i psorijaze.

NH, S
« Melarsoprol se Koristi za lijeCenje afriCke Jx\ﬁ‘ Agj}\
L

tripanosomoze, glavne nametniCke bolesti ljudi i )I\Nf

Zivotinja na africkom kontinenu. . H

melarsoprol

Sy
. v e . .y - As
« U tijeku su Klinicka ispitivanja citotoksi¢nog ucinka é
: : . . O 0 O
darinaparsina (derivata GSH), pri ¢emu se )K/\/“\ EI\)L
, . : HO Y N ] OH
pokazalo da omogucava akumulaciju arsena i S H G

i
smrt stanica in vitro uz smanjenu sistemsku darinaparsin

toksi¢nost u odnosu na ATO.



* Nakon Rosenbergova otkrica antitumorskog djelovanja kompleksa platine (1965.), o njima je
objavljeno preko 20000 znanstvenih publikacija.
« Atom platine iz cisplatina kovalentno se veze na purinski N7 tvoreéi 1,2- ili 1,3-unakrsne veze;

adukti cisplatin-DNA uzrokuju razliCite staniCne odgovore (inhibicija replikacije i transkripcije, te

apoptoza).
4
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 Klinicka djelotvornost cisplatina (primjenjuje se od 1971.) znacajno je ograniCena nezeljenim
nuspojavama (ototoksicnost, nefrotoksicnost, neurotoksicnost). Rezistencija na cisplatin javlja se
uslijed reduciranog unosa platine, intracelularne detoksifikacije djelovanjem glutationa, popravka

DNA, modulacije signalnih putova, itd.



« U cilju prevladavanje rezistencije na

cisplatin  te  smanjenja  negativnih
nuspojava dizajniraju se Pt-kompleksi
novije generacije. PoCetni korak u pripravi
takvin Pt-kompleksa bio je zamjena CI-
liganada s drugim anionskim ligandima;

zamjenom s glikolatom  pripravijen je

First generation ‘Pt
HN" vl
cisplatin
Second generation l
Changing chlondo ligands o
0 -
HSN”"-PJ["“DT H3b"“-.Pt.~~‘D
HN"  wo HN" YO
nedaplatin carboplatin =

nedaplatin, dok je zamjenom s ciklobutan-dikarboksilatom pripravljen karboplatin.

« Karboplatin sadrzi odlazecu skupinu koja pogoduje sporijoj reakciji s glutationom (u usporedbi s

cisplatinom). Klini¢ki se primjenjuje od 1989. U usporedbi s cisplatinom pokazuje slabiju

ucinkovitost prema karcinomima vrata, glave i mjehura, dok je njegova djelotvornost prema

karcinomima jajnika i plu¢a usporediva s cisplatinom. lako je njegova toksi¢nost smanjena u

odnosu na cisplatin, karboplatin nije aktivan prema cisplatin-rezistentnim karcinomima, niti je

spektar njegovog djelovanja Siri u udnosu na cisplatin.

* Nedaplatin je treci Pt-lijek s klinickom primjenom. U Japanu je registriran je za lijeCenje karcinoma

glave, vrata, jajnika, testisa, pluca, cerviksa. lako nije dokazana njegova superiornost u odnosu

na cisplatin ili karboplatin, utvrdeno je da izaziva smanjenu nefrotoksi¢nost i gastrointestinalnu

toksicnost.

G. N. Kaluderovic et al, Current Medicinal Chemistry, 2011, 18, 4738



« TreCa generacija analoga cisplatina pripravljena je supstitucijom NHs-liganada s razliCitim

aminskim ligandima. Promjena oksidacijskog stanja platine iz Il u IV dovela je do kineticCki

inertnog kompleksa satraplatina.

 KliniCka ispitivanja satraplatina su u
tijeku; pretpostavlja se da ¢e djelovati
kao prvi oralno administrirani Pt-lijek
u terapiji karcinoma prostate i uzna-
predovalog karcinoma dojke. Zasada

se ne navode moguce nuspojave.

» Oksaliplatin (sadrzi oksalatnu odla-
zeCu skupinu) u klinickoj je primjeni
od 2004. Ostvaruje poboljSani terape-
utski ucinak u lije€enju kolorektalnih
tumora u odnosu na karboplatin i
cisplatin.

Negativhe terapeutske

nuspojave su neurotoksicnost i

gastrointestinalna toksic¢nost.

Second generation
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Cisplatin shown to
be active against a
mouse model of
cancer.

HN Cl
N
Pt
H3N/ i

Cisplatin

Oxaliplatin

Regulatory approval of
cisplatin (resticular and
bladder cancer).
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oL NH, o NH,
HZ H2
N N
=G —pf D =G —pf
SN AN
H2 H2

Description of
the various
cisplatin-induced
adducts formed
on DNA.

|dentification of
the role of elevated

glutathione in
causing tumaour
resistance to
cisplatin.

First clinical study

__| First patient treated with
IM47 3 (picoplatin).

showing the promise

of oxaliplatinwhen
used in combination
with 5-fluorouracil in
patients with
colorectal cancer.

|dentification of the molecular
defect in nucleotide-excision
repair that causes
hypersensitivity of some
testicular cancers to cisplatin.

Satraplatin being
considered for
approval by the USFDA
for prostate cancer.

1971 1978

1982

1985

1989

1991

1992 1993

1997

1999

2002

2006

2007

Discovery of the
biclogical
properties of
cisplatin in bacteria.

First patient || First patient Regulatory Correlation of First patient

treatedwith || treated with approval of increased nucleotide- | | treated with an

cisplatin. carboplatin. carboplatin excision repairwith orally administered
{ovarian cancerk | | lower responses to platinum drug,

L. Kelland, Nature Rewievs 7, 2007, 573

platinum-based
chemotherapy in
patients with ovarian
cancer.

IM216 (satraplatin).

Identification of the
role of the copper
transporter CTR1in
transporting cisplatin
into cells.

Approval of bevacizumab
in non-small-cell lung
cancer used in
combination with
carboplatin and paclitaxel.

Initial US FDA
approval of oxaliplatin
(colorectal cancer).
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* Prvi rutenijski kompleks koji je proSao 1. fazu klini¢kih ispitivanja bio je _I )
NH
NAMI-A ([ImH][trans-RuCl,(DMSO-S)(Im)] (Im = imidazol). RijeC je CH C\H-;o Q \
3,
anionskom kompleksu u kojem je oktaedarski Ru(lll)-centar vezan na C1\| _cl H

Ru
imidazolni- i DMSO-ligand te Cetiri Cl-liganda. NAMI-A nije pokazao CI”| ~cl

Y

N NS
znacajnu aktivnost protiv stanica raka, ali se pokazao vrlo potentnim &7 J

protiv metastatskih tumora.

Dok je veliki napredak ostvaren u llfeenju
primarnih karcinoma (kirursko lijeCenje, radio- |
kemoterapija), lijeCenje sekundarnih, metastat-
skih karcinoma jo$ uvijek predstavlja veliki F"ﬁmﬂﬁ’wmw

izazov, pa je stoga aktivnost NAMI-A izuzetno

vazna. lako se NAMI-A moze vezati na DNA, _
affects metastasis

NH everywherethey are

. . . . @ Tumour frﬁ' Muilastalic Basal .dﬂi":' Endothwlial
angiogenih (angiogenezom tumorske stanice eell = e membrane  cell

njegova je bioloSka aktivnhost posljedica anti-

stvaraju mrezu krvnih zila kroz koje se hrane) i anti-invazivnih svojstava. Anti-angiogena svojstva
NAMI-A vezana su uz njegovu sposobnost procCiS¢avanja dusSikovog oksida kojeg stvaraju

epitelne stanice, dok su anti-invazivna svojstva rezultat interakcija ekstracelularnih membranskih

M. J. Hannon, Pure and Applied Chemistry, 2007, 79, 2243

proteinskih receptora.
A. Bergamo, G. Sava, Dalton Trans., 2007, 1267-1272



« NAMI-A vezuje se na proteine ili RNA, utjeCuéi tako na ekspresiju proteina sto dovodi do
zadebljanja proteinskog omotaCa oko metastaza. Uslijed toga, tumor postaje izoliran te se

smanjuje protok Kkrvi.
Controls NAMI-A

w ¥ *

« Na slici je prikazana morfoloSka analiza

4

Matrigel peleta koji sadrze VEGF (vaskularni

A7

endotelni faktor rasta), heparin i puferiranu

T

M
s
g

3

.,‘#

fizioloSku otopinu kao kontrolu. Lijevo su

prikazani peleti sa izrazenom angiogenom

aktivnoSc¢u, karakterizirani vidljivom mrezom

o
»
1

krvnin zila (jarko crvene boje), dok su lijevo

prikazani peleti tretirani s NAMI-A Cija blijeda

boja ukazuje na smanjenu prisutnost krvnih

o
B
1

zila. Kvantitativha analiza sadrzaja hemoglo-

bina ukazala je da je u peletima tretiranim s

e
N
1

*k¥k

NAMI-A koncentracija hemoglobina smanjena
za 90%.

Absorbance Units (540 nm)
/mg x 100

S
o

Controls NAMI-A

G. Sava et al, Int. J. Mol. Sci. 2016, 17, 1254.



* Rutenijski kompleks KP1019 (FFC14A) je drugi Ru-kompleks koji je proSao 1. fazu kliniCkih
ispitivanja. UnatoC strukturnoj slicnosti s NAMI-A, ostvaruje citotoksiCni uCinak na stanice
primarnih tumora.

* Ru se odlikuje sposobnoS¢u oponasSanja Fe prilikom vezivanja na razliCite biomolekule,
uklju€ujuci albumin i transferin. Inficirane i kancerozne stanice brzo se dijele i imaju vecu potrebu
za Fe, te se na njihovim povrSinama povecava broj receptora transferina u odnosu na zdrave
stanice. Uslijed toga Ru-lijek ciljano se usmjerava na receptore transferina prisutne na povrsini
kanceroznih stanica (U puno manjem omjeru vezuje se na zdrave stanice), Sto rezultira
smanjenom toksi¢énos¢éu. Nakon transporta u stanicu, dolazi do indukcije apoptoze i to uslijed (i)

vezivanja Ru-kompleksa na gvanin ili adenin iz DNA Sto dovodi do pucanja DNA-lanaca ili (ii)

vezivanja na histidinske proteinske ostatke.

N | & Receptor transferina

. Ru-based drug

AN HN
C. S. Allardyce, Platinum Metals Rev., 2001, 45, 62.

M. A. Jakupec et al, Dalton Trans., 2008, 183.
G. Sava, Dalton Trans., 2011, 40, 7817




 Rutenijsko-arenski kompleksi istrazuju se kao inhibitori apsorpcije Ca?*, antikancerogeni agensi,
Imunosupresanti, radiofarmaceutici te mimetici (inhibitori) enzima.

« Staurosporin je poznat kao zacCetnik apoptoze u brojnim staniCnim linijjama. Njegova bioloska
aktivnost ocCituje se u inhibiciji kinaze, enzima aktivhog u stanicama karcinoma prostate,
zahvaljujuc¢i visokom afinitetu za ATP-vezno mjesto. Staurosporin posluzio je kao strukturna

inspiracija za dizajn rutenijskih organometalnih inhibitora (c) koji za bioloSku metu imaju jednu od

518 razliCitih kinaza enkodiranih u ljudskom genomu.

a) ATP b) Staurosporine c) Ruthenium Complexes
HO “~NH

G. Suss-Fink et al, Dalton Transactions 39 (2010) 1673.



 RAPTA-kompleksi inhibiraju metastatske procese in vitro i pokazuju izrazenu antimetastatsku
aktivnost in vivo; ipak, njihova je antiproliferativna aktivhost niska. Isprva se smatralo da je
njihova meta DNA, ali recentna istrazivanja pokazuju da se RAPTA preferentno vezuje na

proteine.

» Pripravljena je serija RAPTA-C spojeva te je istrazena uloga liganada vezanih na Ru u pasivnoj

difuziji kroz stanicnu membranu.

Protein/DNA

G DN

« Na slici lijevo prikazana je kultura stanica
neuroblastoma (stanice su mnogobrojne i nepravilnog
oblika). Nakon inkubacije (desno) s 1,3 uM RAPTA-C,
u kulturi je zaostalo svega nekoliko stanica koje su

glatkog i sfernog oblika, Sto je karakteristicno za

apoptotska tijela, ¢ime je potvrdena stani¢na smrt. C. S. Allardyce, Platinum Metals Rev., 2001, 45, 62.
C. G. Hartinger et al, Chem. Sci., 2015, 6, 2449



* Primjena Pt- i Ru-kompleksa kao antikancerogenih lijekova potaknula je istrazivanja drugih metalnih
kompleksa kao terapeutika. Njihova je glavna namjena previadati nedostatke Pt-lijekova (ograni€ena
ucinkovitost, rezistencija i toksi¢nost), zahvaljujuéi drugacijim kemijskim svojstvima i mehanizmima
njihove aktivnosti.

R
R—Sn""‘D\}_
Osgm | | o i .
;‘\“S-""" R
o aea organotin compounds

Ti, Sn

complexes 3

“Ti" intercalation (Ru, Pt, Ti)

titanocene dichloride budotitane

M. A.Jakupec et al, Dalton Trans., 2008, 183. G. N. Kaluderovic et al, Current Medicinal Chemistry, 2011, 18, 4738
A. M. Pizarro et al, Top. Organomet. Chem. 32, 2010, 21. M. E. Soliman et al, Drug. Des. Devel. Ther. 2017, 11, 599.



« Organokositreni spojevi odlikuju se pove¢anom topljivos¢u u vodi, smanjenom toksicnoScu u

odnosu na Pt-lijekove, lakSim uklanjanjem iz organizma i malobrojnijim nuspojavama. Najvaznije,

Gl B

Cl=—Sn=0
»

COr

nije zabiljezena rezistencija prema Sn-lijekovima.

 Dokazano je da se Sn vezuje

na membranske proteine (ili

HiNu,, wCl
glikoproteine), te na stani¢ne BN G
i il di cell death
proteine ili direktno stupa u ko ......... o defragmentation
. . | [ of DNA
interakciju s fosfatnom DNA- ? a 1 T O00,.

okosnicom. ..

,. &'
%‘ @ 5 "o

* Najaktivnijim  se  pokazao

Sn(l1V)-spoj S N-ftalo-

glicinskom (P-Gly) skupinom
(50 puta aktivniji od

cisplatinal).

cell membrane

F. Cima et al, Biochemical and Biological Effects of Organotins, 2012, 97.



« Antitumorska aktivhost Ga(lll)-kompleksa po prvi puta je opisana 1971. Pretpostavilja se da se
Ga veze na receptore transferina na povrSini stanice, te da je njegova bioloSka meta
ribonukleotid-reduktaza. Mehanizam njegovog djelovanja uklju€uje indukciju apoptoze.

* Prvi Ga(lll)-kompleksi podvrgnuti klinickim ispitivanjima bili su G4544 i KP46. G4544 testira se za

lijie€enju metastaza u kostima te metaboliCkih bolesti kostiju, dok je KP46 pokazao sposobnost

indukcije apoptoze u Sirokom spektru malignih stanica.

......
.......
. .
o ‘.
. .

|
Microtubuli
Ribonucleotide I__ .
reductase S8 oY
_ NDP  dNDP 1

cell cycle arrest,
Proapoptotic signal

Mitochondria



Dvije vrste Ti(IV)-kompleksa, titanocen-diklorid i budotitan, podvrgnute su bioloskoj evaluaciji.

Budotitan je prvi neplatinski kompleks Cija je aktivnost prema stanicama kolorektalnog karcinoma

Klinicki testirana. Ustanovilo se da njegova aktivnost ovisi o planarnosti supstituenata, $to indicira

da mehanizam uklju€uje interkaliranje s DNA. Nazalost, njegovu primjenu ograni€ava smanjena

topljivost i hepatotoksic¢nost.

Titanocen-diklorid pokazao je visoku in vivo aktivhost prema cisplatin-rezistentnim stanicama.

Njegova je struktura analogna cisplatinu, ali mehanizam djelovanja nije do kraja razjasnjen.

Smatra se da se u stanicu doprema nakon
vezivanja na receptore transferina, te da je

njegova bioloSka meta DNA.

Oba su se spoja pokazala neuspjeSnima u
klinicCkim istrazivanjima zbog nezadovo-
ljavajuCeg omjera aktivnosti i toksiCnosti.
Pretpostavlla se da je takav rezultat

posljedica brze hidrolize na neidentificirane

agregate.

M. M. Harding et al, Dalton Trans., 2007, 3474
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M. E. Soliman et al, Drug. Des.
Devel. Ther. 2017, 11, 599.
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* Povijesni primat u istrazivanjima veze C-M u
prirodnim sustavima pripada vitaminu B, (R =
CN), njegovom koenzimu (R = 5’-deoksiadenozil) i
metil-kobalaminu (R = CH,).

 Vitamin B, ima kljuCnu ulogu u funkciji mozga i
ziv€anog sustava, te tvorbi eritrocita. Nuzan je za
odvijanje triju vaznih metabolickih reakcija:

I. lzomerizacija metil-malonil-CoA u sukcinil-
CoA te a-leucina u B-leucin.

ii. Metiliranje (npr. konverzija homocisteina u

metionin).

li. Pretvorba riboze u deoksiribozu.

‘ﬁ' CHj ﬁ Homocysteine Molecule
H,N—CH;—C——OH H;N—CH;—C——0H Crnos st
[leg —,.. [|3H2 ot ==
(le;g ‘|3"'2
Ly é

homocistein CH;  metionin

ELEVATED | The American Hean Asscciation
has indicated that a reasonable
HOMOCYSTEINE LEVELS | 1eoapeusc goal, especially for

sssss



Strategije u dizajnu metalnih lijekova

* Najvaznija prednost lijekova baziranih na metalima u odnosu na lijjekove izvedene iz organskih
molekula lezi u njihovoj sposobnosti variranja koordinacijskog broja (2-9), geometrije (trigonalna
planarna, trigonalna piramidalna, skverna planarna, tetraedarska, oktaedarska) i redoks-stanja.

Stoga metali mogu koordinirati s organskim lijekovima stvarajuci komplekse izmijenjenih

farmakoloskih svojstava.

 Dvije su strategije u dizajnu metalnih lijekova:

|. Strategija ciljanja: bazira se na selektivnom transportu funkcionaliziranih molekula lijeka

prepoznatih od strane receptora na povrsini stanica karcinoma.

Il. Strategija prolijekova: inaktivni prolijek aktivira Photothetmal
. i i . ) . Drug delivery cancer
se u uvjetima prisutnima u ciljnom tkivu ili therapy
stanici.

 Jedan od brojnih pristupa u provodenju

strategije  ciljanja  ukljuCuje  ugljikove

nanocijevi (Carbon Nanotubes, CNT).

Deliver of

. i Immunothera
genetic material il

A. Pandey et al, Digest Journal of Nanomaterials and Biostructures 3 (2008) 141.
Amenta Valeria, Aschberger Karin WIREs Nanomed Nanobiotechnol 7 (2015) 371.



« Nanomaterijali, objekti nm dimenzija, od ogromne

su strukturne i funkcionalne vaznosti u biotehnolo-

vee P e . . . x 100,000
giji I medicini. Nanotehnologija omogucuje ranu ,
x 100,000
detekciju bolesti, dijagnozu, lije€enje i prevenciju.
* Nanocijevi se istrazuju zbog njihove potencijalne Single-walled T T e
. .. . .. - . Carbon Nanotube 100 micrometers 10 meters
uloge u biologiji i medicini. Veli¢ina, velika unutar- 1 nanometer diameter dameter wide
nja povrsina, inertni kemijski sastav i jedinstvena
Nanopenetration End cytost
.. . ;oo .- nao Osis
fizikalna svojstva omogucuju njihovu uporabu u (Passive) \ CNT (Active)

transportu nukleinskih kiselina, lijekova i razlicitih

proteinskih terapeutika. Pri tom se biomolekule za
CNT vezuju kovalentnim i nekovalentnim vezama. i
NajveCa zapreka u koriStenju CNT za dopremu
ljekova je moguénost da u krvotoku budu
prepoznate kao strana tijela, zbog d<{ega se
djelovanjem makrofaga u svega nekoliko sekundi
uklanjaju iz krvotoka. Modifikacijom povrSine
ugljikovih nanocijevi uz pomoc¢ neutralnih molekula

(hidrofilnin  polimera i anionskih surfaktanata)

moguce je prevladati spomenuti problem.
Excretory Processes Unknown



 Prolijekovi su derivatizirani lijekovi koji se in vivo
podvrgavaju biotransformaciji (uz pomo¢ enzima)
ili kemijskoj pretvorbi pri ¢emu se oslobada
bioaktivni agens koji potom ostvaruje Zzeljeni
bioloski uCinak. (Zbog velike reaktivnosti, bioloski
aktivni agens iz prolijeka ne moze se do ciljne

stanice dopremiti samostalno).

Strategija prolijekova usmjerena je na pobolj

Pro Drug Active Drug

drug drug

drug is inactive
before metabolism

Lo

flacus
A

rug becomes active

tefmetabolisin

Sanje fizikalno-kemijskih 1 farmakokinetickih

svojstava farmakoloski aktivnin agenasa. Posebnu ulogu ima u terapiji malignih bolesti jer

omogucava dopremu inaktivnhog prolijeka do tum
agens, a pri ¢emu se izbjegava toksicni ucinak
na zdravim stanicama.

Prolijekovi bazirani na metalima najceSce se

aktiviraju supstitucijom liganada, promjenom

orske stanice u kojoj se oslobada citotoksicni

Cl NH,

/y \
/ \
‘s, o

-
Cl/ \

11~1
Passive (Ch] 00/m

diffusion

H3N,,, WO

S
H,N"/r N
Hydrolysis

No repair
(apoptosis)

oksidacijskog stanja, fotokemijskim procesima

ili kombinacijom tih postupaka.

CTR1
(for example)

(resistance)

Supstitucijom liganada metal se aktivira za

S.

vezivanje s bioloSskom metom. =

Advances in Inorganic Chemistry, Eds. R.van Eldik and C. D. Hubbard, 2009.

J. Lippard et al, Philos. Trans. A Math. Phys. Eng. Sci., 2015, 373, 20140185
J. Browning et al, ASC Nano 2017, 11, 8560.



» Selektivno dopremanje metalnih prolijekova do stanica raka ostvarivo je pomocu nanocCestica.

Kombiniranjem Pt(IV)-prolijekova s nanoCesticama otvara se mogucnost njihovog transporta kao

| prevencije preuranjene redukcije u krvotoku.

* Krvne zile u tumoru propusnije su nego u zdravom tkivu Sto otvara mogucnost za selektivni

ulazak nanocCestica lijeka u bolesno tkivo. )
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T. E. Mallouk,, J. Am. Chem. Soc., 131 (2009) 7937.

P. N. Yaron et al, Journal of Nanobiotechnology 9 (2011) 45
R. Cavalli et al, Antiviral Chemistry & Chemotherapy 21 (2010) 53.

O. Regev et al, Current Opinion in Colloid & Interface Science 17 (2012) 360.



e Tumori su u odnosu na zdravo tkivo m

slabije  opskrbljeni  kisikom, Sto za | Temporary

Ooclusion\ /
/) . '-.’ \’ > Bind Ends

“ Break in
. __—Vessel Walls

posljedicu ima povecCanu otpornost prema
kemo- i radioterapiji kao i sklonost brzem
razvoju metastaza.

* Primjenom hipoksija-aktiviranih (bioredu-

ktivnih) prolijekova takvo stanje je moguce .

/'///:\ 1 ) ) '

¢/

4

iskoristiti za ciljano tretiranje tumora. Us

AV Shunt

» Metalni prolijekovi do cilinih se stanica dopremaju u inertnom oksidiranom stanju, bez prethodne

redukcije, te metaboliziraju nakon dospije¢a u reduktivno okruzenje tumorskih stanica.

cl NH,
\Pt; g
Cl”  “NH,
0\)_© 7N
Cl i NH
~ | -, 3
Cl’ﬁ“NH hydrophobic release by reduction &

o °  entrapment

O,

hydrophaobicity reversal

Cl NH,;
Spl
Cl NH,
W. Kandioller, et al, J. Organomet. Chem. 694 (2009) 922. N- Metzler-Nolte et al, Current Opinion in Chemical Biology 16 (2012) 84.

N. Graf et al, Advanced Drug Delivery Reviews 64 (2012) 993. W. R. Wilson et al, Nature Reviews 11 (2011) 393-410.



* VecCina stanica raka na svojoj povrsini

sadrzi receptore za folnu kiselinu. Nakon (L4) Targeting Molecule
vezivanja Pt(IV)-prolijeka  obiljezenog &
O
) _ _ ™Y | I Intracellular HAN cl
folnom kiselinom (L1, Targeting Molecule) AR Reduction ", oo™
) o H3;N l\*m HN" gy
za CNT (L2, Delivery System) slijedi unos . o
J:0{21 Cisplatin

u stanicu raka procesom endocitoze;

rezultira povecCana citotoksiCnost CNT-
funkcionaliziranih  Pt(IV)-prolijekova u

usporedbi s cisplatinom.
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S. Dar etal, J. Am. Chem. Soc. 130 (2008) 11467.



* Tri Pt(IV)-prolijeka podvrgnuta su klini¢kim Y ﬁl\
H,p Cl OH
ispitivanjima. Njihov je dizajn baziran na | N, | ", |
: , _ Y “ | N i
pretpostavci da ¢e se netoksicni Pt(IV)- N, (L c HN (|)H i NHy ol
prolijekovi nakon ulaska u reduktivni medij o
Ormaplatin Iproplatin Satraplatin

tumorske stanice (u prisutnosti stanicnih

reduciraju¢ih  agenasa  glutationa i %%
aksorbinske kiseline) aktivirati (primiti 2e) /O %%
o
i formirati citotoksi¢ne planarno-kvadratne v, | o QO | oo O COH)
3N ST redukciia M
Pt(ll)-komplekse uz gubitak HaN/J)H\C' %% N
. Ipak, pokazalo se da geometrija PY(IV)-prolijek %% PH(Il)
: - =0
nastalog reduciranog kompleksa ovisi 0
prirodi liganda koordiniranog s Pt(1V) kao i o
g {
0 samom tipu tumorske stanice. NADH ¢ :: A NAD® + H'
W \ ¥
* Recentna istrazivanja pokazala su da : - N o +
o
elektron-doniraju¢i NADH i cyt c kao )L y
prijenosnik elektrona imaju krucijalnu ey, T ANHy s Sy N
. jw'ﬂ‘ f":PII:ﬁ + 2 CH,CO0"
ulogu u redukciji Pt(IV)-prolijekova. | ¢l NH3

o
C. J. Marmion et al, Eur. J. Inorg. Chem 2017 (12) 1596. \H/
o

F. Arnesano et al, Mol. Pharmaceutics, 2016 (13) 3216.



I essaasdaRL

Hy 7 e
—N Cl ’ ..
///,,,,,lt‘\\\\\\\\ 0 “:.. Cell membrane
7 IO\ e B
—N cl Pt(lV) < = Pt(IV
H2 C|:| H3N///// \\\\\CI ( ) ...,.'..' ( ) \? ,\; ...":.-
Ormaplatin PES reduction =
W[ . =y
reduction indi 2 :
Pt(") DNA bmdmg uclotd
! :
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OH J
HN////,,| el Pt(Il) R T O
BN
HN Cl
)\ (|)H v HSN\Pltv/CI reduction H3N In_CI
—_——
protein binding H:,N"CJCI @ HN" ~CI
Iproplatin (deactivation) L

Ormaplatin nije podvrgnut 2. fazi klinickih ispitivanja zbog pokazane visoke toksi¢nosti.
lproplatin je u 38 KliniCkih ispitivanja (od 1. do 3. faze) pokazao manju toksiCnost, ali se
odustalo od klinicke upotrebe jer nije pokazao bolju ucCinkovitost u odnosu na cisplatin i
karboplatin.

Satraplatin, oralno administrirani Pt(IV)-prolijek, podvrgnut je brojnim testiranjima u sklopu 1.,
2. 1 3. faze [samostalno (na pacijentima oboljelima od karcinoma pluca, glave, vrata i grlica
maternice) ili u kombinaciji s drugim bioaktivnim agensima (u kombinaciji s prednisonom

pokazao je dobre rezultate u terapiji karcinoma prostate)].

Y. Shi, Journal of Inorganic Biochemistry 107 (2012) 6.
N. Graf et al, Advanced Drug Delivery Reviews 64 (2012) 993.



* http://www.almp.hr/upl/publikacije/Prirucnik klinicko ispitivanje.pdf

OTKRIVANJE | RAZVOJ LIJEKOVA — OD NOVE MOLEKULE DO ODOBRENOG LIJEKA

Faza IV - Prikupljanje dodatnih
podataka o sigurnosti u uobiCajencj

broj godine grimjeni u judi (provodi se nakon _ _
Moyt s - — MNova klinicka
molekula (prosjecno trajanje) Ocjena dokumentacije registracije lijeka); stotine i tisuce ispitivanja
1 1-2 i davanje odobrenja bolesnika ~ Mode i se
A 'y za stavljanje lijeka u /\ maolekula
promet primjenjivati
(registracija lijeka) Faza Ill - Prikuplianje dodatnih drugatie nego
je to adobreno

podataka o dielotvornosti | T
sigurnosti primjene u ljudi; (npr. u ljecenju
500-5000 (pa | vide) ispitanika druge bolesti)?

\

Faza |l -Djelotvornost u odredenaoj bolesti u u ljudi?
100-500 spitanika

]I Faza | - Sigumost primjene nove molekule u ljudi te u kojoj dozi?

20-100 ispitanika
Ispitivanja na Zivotinjarma kojih je cilj ustanoviti djelotvornost,
Ein 2;3 mehanizam djelovanja i potencijalnu dozu nove rmolekule

Laboratorijska ispitivanja potencijalne dielotvornosti i mehanizrna djelovanija

10 000 2-5 Razdoblje otkrica | proudavanja kernijskin svojstava molekule

IS

« Almp (agencija za lijekove i medicinske proizvode)


http://www.almp.hr/upl/publikacije/Prirucnik_klinicko_ispitivanje.pdf

Osnove
bioorganometalne
kemije

Prof. dr. sc. Lidija BarisSi¢




Metalni kompleksi selektivnih modulatora estrogenskih receptora (SERMSs)

» Rast %3 stanica karcinoma dojke stimuliran je estrogenom. Tkiva OH
koja su pod utjecajem estrogena sadrze estrogenske receptore koji
su, uz molekule DNA, smjesteni u stani¢noj jezgri. U odsutnosti o
estrogena, njihovi su receptori inaktivni i ne utjeCu na DNA. HO =
 Nakon vezivanja estrogena na receptor, Estrogen ——@
molecule Nucleus
mijenja se oblik receptora te se nastali
v Cytoplasm
kompleks estrogen-receptor veze na

Estrogen

Coactivators
receptor

specificne DNA-sekvence ERE (estrogen

Gene

response element) koje su locirane blizu _
activated

DINA,

gena i kontrolirane estrogenom. Potom se molecula Messenger
i RNAs
kompleks estrogen-receptor vezuje na c
strogen o
res Specific
. . . ponse .
te blizi geni postaju elements proteins
aktivni. Aktivni geni proizvode mRNA koja
upravlja sintezom proteina. Nastali proteini Change in cell behavior

(e.q., increase proliferation)

mogu utjecati na stanice (npr. uzrokovati

M. Kvasnica et al, Bioorg. Med. Chem.20 (2012) 6969.

L. Bjornstréom, M. Sjdéberg, Molecular Endocrinology,
19, 2005, 833.

proliferaciju epitela).



« Antiestrogeni: lijekovi koji vezivanjem na estrogenske receptore blokiraju aktivnost estrogena
(aktivaciju gena odgovornih za sintezu proteina koji mogu uzrokovati nekontroliran rast stanica) |

preveniraju proliferaciju kanceroznih stanica u dojci i uterusu.

Estrogen ————@ Antiestrogen —4p
S Coactivator
e Coaclivator cannat bind to
. binds antiestrogen-
Estrogen Estrogen bound receptor
receptor |

receptor | | ) |
i
GEF‘IEE I HD EI:E“E
are Binding | activation
;'I activated to DMA, |

Binding
o DNA | 4 |
y

\ : o> i -llll .
\% “\0 ) TUMOR /

—— e

* Neke molekule mogu istovremeno blokirati aktivnost estrogena u jednoj vrsti tkiva i oponasSati
njegovu aktivnost u drugom tkivu. Selektivhost molekula SERMs (selective estrogen receptor
modulators) uzrokovana razlikama u kemijskoj strukturi estrogenskih receptora u razli€itim tkivima
zbog Cega SERMs u stanicama dojke djeluju kao antagonisti estrogena (blokiraju njegovu
aktivnost) dok u drugim stanicama (kostima, jetri, uterusu) djeluju kao agonisti estrogena

(ponasaju se kao estrogen).



« Estrogenski se receptori u razli€itim tkivima razlikuju po svojoj kemijskoj strukturi uslijed ¢ega ih

SERMs (selective estrogen receptor modulators) selektivno ili inhibiraju ili stimuliraju [npr.

inhibiraju estrogenski receptor u dojci (inhibiraju proliferaciju) i istovremeno aktiviraju estrogenski

receptor u maternici (aktiviraju proliferaciju)].

Brain . estrogen

Huar

Liwar

SERM
t/ \\ Estrogen
Estrogen —§ re-:eptr.:r in
receptor uterine
in breast cell

cell
E!—reast
r&cEpmr
not
Uterine

activated
receptor
activated

Mo breast cell
proliferation Q

Decreased Increased

cancer risk cancer risk
Uterine & g%

cell proliferation




* IstraZivanja antikancerogenih svojstava SERMs-a zapocCela su s tamoksifenom (blokira estrogen

vezujuCi se na njegove receptore u stanicama dojke; pri tom se ne mijenja oblik receptora Sto

onemogucava vezivanje koaktivatora te se geni koji stimuliraju proliferaciju stanica ne mogu

aktivirati).

HO

Estrogen
molecule
binds to |
estrogen
receptor
Estrogen
receptor
acquires
changed shape

Estrogen
receptor
binds to
cooactivators

-~

H,C (0] |O
\T/\/ ‘

CH3

F CH3

binds to
estrogen
receptor

Tamoxifen
receptor does
not acquire
changed shape

Tamoxifen
receptor

cannot bind to
cooactivators




« Aktivno se radi na razvoju novih SERMs-a s kojima bi se ostvarili povoljni i izbjegli Stetni ucinci.

The Need for Better SERMs
iﬁmnxihnl

/ \

Good effects Bad effects

= Reduces * [NCreasns
breast cancer ulering cancer
risk risk

= Lowers LDL * [NCFEASHS

blood clot risk




Titanocen-dikloridni analozi tamoksifena

* Pripravom kompleksa titanocen-diklorida i tamoksifena oCekivala se povecana antiproliferativna
aktivnost prema MCF7 stanicama karcinoma dojke. Medutim, supstitucija B-aromatske
podjedinice tamoksifena s titanocen-dikloridom rezultirala je neocfekivanim estrogenim
(proliferativnim) u€inkom (usporedivim s uCinkom estradiola E2) na hormonski ovisne MCF7

stanice rezultiraju¢eg titanocen-tamoksifena.

5
& ol | i
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%/ cl T 150 -
€
S 100 -
K o 2 1001
N o
& 50-
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|
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« Da bi se utvrdilo je li opazeni proliferativni uCinak svojstven i drugim titanocenskim derivatima,

pripravljena su titanocen K i titanocen Y.

» Titanocen K pokazao se visoko-proliferativnim prema MCF7 stanicama Cak i pri vrlo niskim

koncetracijama (0,5 uM). Takav proliferativni ucinak, koji odgovara estrogenom ucCinku samog

titanocen-diklorida, opazen je i u prisutnosti BSA (bovine serum albumin).
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« Za razliku od derivata K, titanocen Y pri 10 uM
koncentraciji nema citotoksi¢ni u€inak protiv MCF7 i
Titanocene Y
stanica. Dodatkom BSA njegova se citotoksi¢nost 200
povecava do 50%. Ovi rezultati upucCuju na ©
krucijalnu ulogu serumskih proteina u ekspresiji A
W
citotoksicnog ucinka titanocenskih kompleksa in £
vivo. £ 100 = o
=
H,C @)
3 \T/\/ = /A
CHs A _CH, ﬁ
I:l I 1 I I 1 1
@“ 8 B ° 8 & B
=
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A. Vessiéres et al, J. Organomet. Chem. 694 (2009) 874. O




Ciklopentadienil-renij-trikarbonilni analozi tamoksifena

» OcCekivalo se da c¢e supstitucija B-aromatske podjedinice iz tamoksifena s voluminoznijim
CpRe(CO), utjecati na interakcije dimetilaminskog ogranka, odgovornog za antiestrogeni ucinak,
S veznim mjestom receptora. U tu su svrhu pripravljeni kompleksi s razliCitim duljinama

metilenskih razmaknica (n =2 - 51 8).

HsC 0]
\N/\/

@ |
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 Antiproliferativni u€inak na estrogen-ovisne MCF7 stanice ne
ovisi o duljini metilenske razmaknice kao niti o izomeru (E ili
Z) i nesto je viSi u odnosu na ucinak standardnog antiestro-
genskog agensa tamoksifena. Antiproliferativni uCinak Re-
kompleksa (koji je nesSto bolji od tamoksifena) pripisuje se

njegovoj povecanoj lipofilnosti u odnosu na tamoksifen, te

boljoj permeabilnosti kroz stani€énu membranu MCF7 stanica.

» Stanice estrogen-neovisnog karcinoma dojke MDAMB231 pokazale su se rezistentnima prema

estradiolu i tamoksifenu. Osim toga, i antiproliferativni uCinak Re-kompleksa je zanemarljiv.

A- MCFT7 cell B- MDA-MB231 cells
100 - .} - MCF7 cells
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Ferocenski analozi tamoksifena — ferocifeni

« Zamjena p-aromatske skupine iz tamoksifena s lipofilnijim ferocenom, te umetanje produljenje
metilenske razmaknice doveli su znaCajnog povecanja lipofilnosti rezultirajuceg kompleksa u
odnosu na tamoksifen.

« Antiproliferativni u€inak testiranih kompleksa (1 uM) na hormonski ovisne tumorske stanice MCF7

ovise o duljini ugljikova lanca: za n = 2 | 8 antiproliferativni uCinak slabiji je u odnosu na

tamoksifen, dok su rezultati za usporedivi s tamoksifenom ili ¢ak i bolji; sam ferocen
nema nikakav antiproliferativni uCinak.
; 100 |
CHs; 80
Lo b :
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G. Jaouen et al, Current Medicinal Chemistry 11 (2004) 2505.



« Za razliku od tamoksifena koji ne utjeCe na hormonski neovisne tumorske stanice MDAMB231,

ferocenski SERMs-i s

uM?!).

metilenskih razmaknica ostvaruju jak citotoksicni ucinak (IC5, = 0,5

» Prikazani ferocenski SERMs-i predstavljaju po prvi puta opisane SERMs-e koji su istodobno

aktivni i prema ER(+) i ER(-) tumorskim stani¢nim linijamal

(Z+ E)-31a-e; n=2-5,8
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« Mehanizam antiproliferativhog utjecaja ferocenskih SERMs-a nije do kraja razjasnjen. Na temelju
molekulskog modeliranja moze se pretpostaviti da se ferocifeni vezu u aktivno mjesto
estrogenskog receptora koje svojom veli¢inom vise odgovara ferocenilnoj (572A) nego fenilnoj
skupini (413A). Pri tom interakcije His524 i ferocenilne grupe, te Asp351 i dudika iz boénog

ogranka (odgovornog za antiestrogeni ucinak) osigurava povoljno vezivanje.

(Z)-31b

CHs ASP 351 .
N o Fe | -
-
H3C Mg @
G CHj
HIS 524
//O
_C\ {
OH GLU 353
Asp 351
ARG 394/ ¥
“ OH 7
//O
_C\ |®
O “““ H_N_(CH2)3 - O
© |

G. Jaouen et al, New J. Chem., 2011, 35, 2212.



- . . . . 2 3 .
« Genotoksi¢nost ferocifena posljedica je Fentonove Fe*" + 03 --—-——->Fe’" + 0y

i + . _ . . Felt + 0~ + 2H+ cmemmmeee-> Fed3t + HAOn-
oksidacije ferocena (Fe#*) u citotoksi¢ni fericenijev 2 272

Felt + | 3 010 ) JEu— Fe3t + OH‘-I—
ion (Fe3Y).

» Nastali superoksid radikal slabo je reaktivan prema DNA, ali dovodi do nastanka vrlo reaktivhog

hidroksidnog radikala koji moze uzrokovati leziju DNA (oStecenje baze) i apoptozu.

*~>
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Karboranski derivati s estrogenskim svojstvima

 Terapija karcinoma zraCenjem u prisutnosti bora (BNCT, boron neutron capture therapy): kad se
stanice tumora u koje je ugraden veliki broj atoma bora izloZze zraCenju neutronima dolazi do

njihovog unistenja, bez negativnih posljedica na okolno zdravo tkivo.

Boron Neutron Capture Therapy (BNCT)

CANCER CELL

1. Boron compound (B) o
selectively absorbed
by cancer cell.

2.Neutron
beam (N)

absorbs
neutron.

4.Boron disintegrates
emitting cell-killing radiation.

T. Ogawa et al. Bioorganic & Medicinal Chemistry 17 (2009) 1109.



« Opisan je m-karboranski kavez kao hidrofobna struktura za pripravu ER (estrogenski receptor) agonista
4 koji sadrzi alkilamino-skupinu. ER-vezni afinitet spoja 4a koji sadrzi N,N-dimetilaminoetoksi-skupinu 5
je puta vecCi u odnosu na tamoksifen 1. Daljnjim produljenjem alkilamino-lanca vezni afinitet za ER u
spoju 4c povecan je 55 puta u odnosu na tamoksifen 1 i 11 puta u odnosu na 4a. Time je indicirano da
se alkilamino-lanac u m-polozaju dobro uklapa u Supljinu veznog mjesta iz ER. Osim toga, terminalna

tercijarna amino-skupina iz 4c uspostavlja vodikove veze s aminokiselinskim ostatcima iz veznog

mjesta ER.
Halay @ Table 1
J: Relative binding affinity (RBA) of test compounds versus specific [*'H]estradiol (4 nM)
binding with human recombinant ERx

Compound Position Substituent RBA*
1 p- O-(CHz).-N(CHs3 ) 1.5
4a m- —0-(CH2)2-N(CHs 7.4
4b m- —0-(CH2)3-N(CHz 8.4
4c m- —0-(CH3)4-N(CHs ) 83

K. Ohta et al. / Bioorg. Med. Chem. Lett. 25 (2015) 3213-3216



 BioloSka aktivnost testiranih spojeva evaluirana je testom proliferacije MCF-7 estrogen-ovisne staniCne
linije. U tablici su prikazane ECg,- i IC5,-vrijednosti kao parametri agonistiCke i antagonistiCke aktivnosti.
Agonisticki u€inak pokazan je relativnom maksimalnom ucinkovitos¢u (E,,), u odnosu na 100%-tnu
ucinkovitost estradiola. Spoj 4a koji ima isti aminoalkilni lanac kao i tamoksifen 1, i to na m-polozaju,
pokazao je potentnu ER-agonistiCku aktivnost (EC5,=4,7 nM) te nisku E, _.-vrijednost (63%). Spoj 4b s
dimetilaminopropilnom skupinom pokazao je najnizu ECgy- i E,,,-Vrijednost medu testiranim spojevima.
Osim toga, pokazao je i 10 puta bolju ER-antagonistiCku aktivhost u odnosu na tamoksifen 1. lako je
spoj 4c pokazao najveci vezni afinitet za ER, parametri njegove bioloSke aktivnosti (ECgj, E . | 1C5)
sli¢ni su onima kod 4a. Tim je rezultatima pokazano da je dimetilaminopropilna skupina iz 4b najpogod-

nija za indukciju agonistiCkog ucinka u ovoj seriji spojeva, a njegove niske ICc,-vrijednosti sugeriraju da

dimetilaminopropilna skupi-

na inhibira koaktivator gena ~ TIable2 o -
Biological activities of the test compounds on MCF-7 cell proliferation

jer pomicCe uzvojnicu iz ER na

_ Compound Position Substituent EC:, [ IC,"
neodgovarajuéi polozaj. Spoj (nM) %) (LM
4b pokazao je i najnizu E, - 1 p- —0-(CH3)2— 8.2 78 4.4
y : : : N(CH3 )2
vrijednost. Svi ovi rezultati 4a e _O-(CHy ) 47 63 6.5
izuzetno su  korisni za N(CHs )2
) o B 4b m- —0-(CHz)s- 1.4 50 0.4
molekulski dizajn  bududih N(CHz ),

karboranskih ER-modulatora. 4c m- -0-(CH,)4- 26 62 43




Bioorganometalna kemija ferocena

» Metaloceni, “sendvic-molekule”. atom metala (M = Fe, Co, Cr, Ni, V,...) smjeSten je izmedu dvaju

ciklopentadienilnih (C;H:) prstena.

« Ferocen (M = Fe) sastoji se iz dvaju aniona (CsHs") i jednog kationa Fe?* (4s23d%):

. Svoju veliku stabilnost duguje prisutnosti 18 valentnih elektrona [Fe(0) = 8 valentnih elektrona

(4s23d°) + 2 Cp- = 2 x 5 valentnih elektrona] $to mu daje konfiguraciju plemenitog plina.

- 1973. Nobelova nagrada G. Wilkinsonu i E. O. Fischeru za utvrdivanje strukture ferocena i

rezultate na podrucju organometalnih sendvic-spojeva.



a Ferrocene (and ruthenocene) as a bioisostere

Polar functional groups (X, Y, 2)
interact with amino acid
residues of protein

Linker |Phenyl ring in the Metallocene as a bioisostere N S
- hydrophoblc pocket P for the phenyl ring N
X ) X ——

%Yz\w {f (v WM@{
o N S g ) (S,

metallocene

Organic inhibitor bound Organometallic inhibitor
to a target protein bound to a target protein

b Ferrocene-appended heterometallic compounds for multi-modal targeting

i 0 0
- L Activation L~ —OH, L
L/"I" L 2 L/"I"\OH:e = L/"l‘
L L L
Biologically active Aquo complex Binding to DNA or protein
metal complex
Metallocene- L
containing L)"""’"@ : :
Iigand Activation F-e Additional modes of gctlon,
. such as ROS generation
L or interference with redox
| A4 homeostasis
S ==
L/ I -~ L -
L Fe

M. Patra, G. Gasser, The medicinal chemistry of ferrocene and its derivatives,
I Heterometallic complex l Nature Reviews Chemsitry 1, 0066 (2017). https://doi.org/10.1038/s41570-017-0066




« Metaloceni su male, rigidne, redoks-aktivne, aromatske i lipofilne molekule koje lako prolaze kroz
stanicnu membranu. Stoga se uobiCajeno aromatska komponenta bioaktivne molekule
zamjenjuje se aromatskom metalocenskom jedinicom, u cilju unapredenja bioloSke aktivnosti
nastalog konjugata. Takav je pristup primijenjen u pokuSaju rjeSavanja problema antibiotske

rezistencije bakterija koje proizvode B-laktamazu.

» [B-Laktami: ciklicki amidi nadeni u tri A{( \a_ﬁ/s CHs PhoﬁrN\/S CH
vazne skupine antibiotika (penicilinu, O (\% e o) o{ HN\%CH
@)

cefalosporinu i karbapenemu); COOH 0 COOH

T . . .. Penicilin G -
inhibiraju sintezu staniCne stijenke OH

aciliranjem odgovornog enzima

(inaktivacija)! —
aktivni enzim

» B-Laktamaza razgraduje B-laktamski prsten prisutan u penicilinu i cefalosporinu. Zamjenom
aromatske podjedinice iz penicilina i cefalosporina s ferocenom pripravljena je serija potencijalnin

organometalnih inhibitora B-laktamaze.

s 2
O 7 N— ‘CH3 | B-laktamaza O HOOC HN~ 'CH3
p - /" OH

\_ 0 J o




Hidroliza -laktama djelovanjem p-laktamaze

SN »
d

—

Vezivanje inhibitora B-laktamaze sprjeCava hidrolizu -laktama

e
L
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» Direktno vezani ferocenski analozi nisu pokazali inhibitorni u€inak, dok je umetanjem

metilenskih razmaknica u ferocenskom inhibitoru antimikrobna aktivnost penicilina obnovljena.

4 A (o )

(N S ) R! REH ~
I | 2efd A

0 2 \?/CHQ, Fe HN:I;PLI/\EX Fe 0 . N\é}il—l

\ iy \° cos N V),
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» UnatoC pokazanoj inhibitornoj aktivnosti, ferocenski analozi penicilina i cefalosporina kao inhibitori

B-laktamaze nisu komercijalizirani.
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* Primjer komercijalno dostupnog ferocenskog
lijeka je feroceron koji je razvien 1971. u
tadasnjem Sovjetskom Savezu gdje se koristio

za lijeCenje anemije i bolesti zubnog mesa.

Testovi na HIV-1, HBV (virus hepatitisa B),
YFV (virus zute groznice) nisu  pokazali
znacajnu antiviralnu ili citotoksiCnu aktivnost
(Fc)

pirimidinskin baza.

ferocenskih derivata  purinskih i

Ferocenski analog opioida etorfina inhibiraju

proliferaciju stanica karcinoma dojke.

A ¢

L3 r-i.l r;-l
A H
HO Pt

etorphine

0

COONa.4H,0



» Ferocenski analozi dihidropirazola, male
bioaktivne molekule koja je kao strukturni
motiv prisutna u brojnim farmakoloski
aktivnim spojevima, testirani su kao

antibakterijski agensi, ali nisu dali

ohrabrujuce rezultate.

Antibacterial activity of ferrocenyl-substituted dihydropyrazole derivatives

Entry Substituent X Relative inhibitory ratio (%)
I. clavispora B. lactucae C. fulvum

fha H 6.7 222 4.5

6b 2-Cl (0 ( 13.6

6 3-Cl 13.3 222 9.1

ol 4-Cl (0 ( 13.6

e 2.4-Cls 6.7 (0 0

of 4-CH; 13.3 0 4.5

Ty 4-OCH, 6.7 11.1 9.1

B. Floris, Chemical and Biological
technologies in Agriculture (2015), 2, 15.



* Ispitivana je i moguca primjena ferocenskih analoga triazola u agronomiji za suzbijanje gljivicnih

infekcija i stimulaciju rasta biljaka.

Table 1 Selected biological activities of 1H-1,2,4-triazole based ferrocenyl agrochemicals

Entry Ferrocene derivative X Fungicidal activity, % Plant-growth
Powdery mildew Brown soil regulation activity, %
[ davispora A mali
4-C] 156 20.0 +500
4-NO, 233 20.0 +58.1
2-naphth” 156 20.0 +98.2
O
<>
Fe O
> !
H 0 0 +3004
4-Cl 333 20.0 +1189
4-NO, 250 0 +2663
O 2-naphth® 100 0 +2793
<
Fe OH



Synthesis of FeC H, by Kealy
and Pauson’, and, independently,

by Miller, Tebboth and Tremaine* Discovery of the sandwich structure,

bonding and aromaticity of FeC, H,/
by Wilkinson, Woodward® and,
independently, by Fischer*; FeC, H.
named ferrocene by Woodward

A study by Yeary revealed

ferrocene to be non-toxic
in animals?®

Approval of ferrocerone, the first
ferrocene-containing drug, for
clinical use in the former USSR

Nobel Prize in Chemistry
awarded to Fischer and
Wilkinson for their pioneering
work on metallocenes

Marr group introduced the
concept of using ferrocene
as a bioisostere”*

Brynes and co-workers conduct the
first study on the use of ferrocenyl
derivatives in anticancer research?

Kopf-Maier and co-workers
successfully treated mice
with Ehrlich ascites tumours
using ferrocenium salts?’

Neuse and Kanzawa introduced
the concept of using ferrocenyl
derivatives as prodrugs®

Discovery of the ferrocifens,

the ferrocenyl derivatives of
the anticancer drug tamoxifen

Hiroshi and Masahiro demonstrated
the ability of ferrocene to produce
*OH, which could induce cytotoxicity?

Discovery of ferroquine, a potent
ferrocenyl derivative of the anti-
malarial drug chloroquine

Ferroquine entered
clinical trials

Clinical trials on ferroquine
stopped for non-scientific reasons

Feroscan (a start-up) was
founded to accelerate the
preclinical evaluation of
the ferrocifens

Ferroquine entered phase ||
clinical trials in combination
with artefenomel




» Ferocenski konjugati s manozom testirani su kao inhibitori hemaglutinacije uropatogene E. coli.

* Infekcija E. coli posljedica je hemaglutinacije uzrokovane prepoznavanjem bakterijskih proteina
(lektina, lat. legere, birati) i manoze s povrSine stanice. Vezno mjesto bakterijskog lektina
ogradeno je dvama tirozinskim ostacima (“tyrosine gate”), te se uvodenjem aromatskog aglikona
induciraju n—n interakcije Cime se afinitet aromatskog manozida za bakterijski lektin povecava i do
600 puta.

H o of
HO
HO o
HO
HO
Fimbriae

10, n=1, R=COOMe o -

12 n=1 R=NHBoc

14. n=2. R=H

* Ferocenom modificirani konjugati s manozom ostvaruju (skromniji) inhibicijski uc€inak na

hemaglutinaciju E. coli!

L. Barisic¢ et al, Applied Organometallic Chemistry 26 (2012) 74.



« Organometalni spojevi koriste se za obiljezavanje prirodnih peptida i proteina. Pri tom se jedna ili
viSse aminokiselina iz peptidne sekvencije supstituira se organometalnim derivatom ili se

organometalni fragment ugraduje se na C- ili N-terminus peptida ili u bo€ni ogranak.
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> H3N+—C—|:":—N—C—I(lll—N—C—ﬁ—N—C—l.’":—N—C—(":.
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* Prvi biogeni peptid podvrgnut modi- 0 0 ) 0 o o

| H [
R —HN— CH— C —N— CH,—C—HN—CH,— C—N—CH—C—HN——CH—C——0
H

|
CH,
7|
=
CHy
4r= Co®

— 1

barijeru. Njegova je lipofilnost Table 2. Apparent permeation coefficients (P, values). All values were
determined in triplicate (mean value and standard error).

fikacijama s organometalnim spoje-
CH,

vima je [Leu®]-enkefalin (1), penta- @j
3,R= Fe

CH,

peptid prisutan u razli€itim tkivima
koji  uslijed velike polarnosti ne

- . - OH
moze savladati krvno-mozdanu

povecana konjugiranjem s lipofilnim

talni . f Compound P, Errar Compound P Error
organometalnim spojevima (feroce- ems [ems ] ems ™ [ems ™M
nom i kobaltocenom) na N-termi- 1 0.38x10 ° 004x10° 2 0.57x10°° 017x10°
. . . 5 5 ] 3
nusu prirodnog peptida (N-terminus 3 0,68 %10°° 0.13x10 4 0.52x10°° 0.12x10
je krucijalan za vezivanje s —
120 1 ' mHT28
receptorom). | O HepG2

110 1 r o T
* OcCekivana citotoksiCnost konjugata 3 protiv _ |
100 it
triju kanceroznih stanicnih linija (HeLa, HT29 i s
20 1

HepG2) je izostala. CitotoksiCna aktivhost |

Viability § %

opazena je tek pri vrlo visokim koncentraci- -

jama (mM) i pripisuje se Fentonovoj oksidaciji |

koja izaziva oSteCenja stani¢nih membrana.

50 4

0 25 100 300 500 TS0 1500
c i

N. Metzler-Nolte et al, ChemBioChem 2009, 10, 1852



« Ferocenski kalupi tipa I-1ll sintetizirani su i testirani kao zacetnici okreta u izvedenim l ©\~/\/\/

konjugatima s malim peptidima. 33A

N

Fe 8 (a) T. Hirao et al, Chem. Commun., 1998, 1963-1964.; (b) T. Hirao et al, J. Am.

|1_:>, 06 Chem. Soc., 2001, 123, 68-75.; (c) T. Hirao et al, Organometallics, 2001, 20,
@(}g% ..... 1008-1013.; (d) T. Hirao et al, Org. Lett., 2005, 7, 5265-5268.; (e) T. Hirao et al,
L 0) Org. Lett., 2006, 8, 31-34.; (f) T. Hirao et al, J. Organomet. Chem., 2009, 694,

|(8] 806-811.; (g) T. Hirao et al, Acc. Chem. Res., 2010, 43, 1040-1051.

( 0

@\ lfl )3\2/ """ Bl (a) L. Barisi¢ et al, Chem. Commun., 2004, 2004-2005.; (b) L. Barisi¢ et al, Chem.
';' O Eur. J. 2006, 12, 4965-4980.; (c) L. Barisi¢ et al, Eur. J. Inorg. Chem., 2006,
Fe 1 /”}:\1\ 6 @ 4019-4021.; (d) V. Rapic¢ et al, Eur. J. Inorg. Chem., 2007, 14, 2014-2024.; (e) V.
H /10 . )Oj\ Rapi¢ et al, Organometallics, 2009, 28, 2028-2037.; (f) V. Rapi¢ et al, Eur. J.
@” I PUNTT e Inorg. Chem., 2010, 1089-1097.; (g) L. Barisi¢ et al, Eur. J. Inorg. Chem., 2012,

11, 1810-1822.; (h) L. BariSi¢ et al, Molecules, 2014, 19, 12852-12880.

S~ - B [10] (@) H.-B. Kraatz et al, Org. Biomol. Chem., 2005, 3, 3018-3023.; (b) L. Barisi¢ et
al, Dalton Trans., 2015, 44, 16405-16420.; (c) L. BariSi¢ et al, Chem. Eur. J. ,
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* Najvisu citotoksiCnost pokazao je biokonjugat Ila stabiliziran 12-Clanim IHB-prstenom.

lla b lllc

* PovecCana lipofilnost peptida lla i Illb u usporedbi s polarnijim peptidom llic

bioaktivnost.

S RN

= poboljSana



» CARRPs (cationic arginine-rich proteins) pokazuju vrlo zanimljiva neuroprotektivna svojstva, a odlikuju se
I sposobnosSc¢u lakog prolaska kroz staniChu membranu, inhibiraju proteoliticke enzime, reduciraju
oksidativni stres te pokazuju antiinflamatornu, antimikrobnu i antikancerogenu aktivnost.

 Pripravljeni su konjugati ferocenkarboksilne (l) i ferocenakrilne kiseline (lll) s oligoargininom (4, 6 ili 8
Arg-ostataka) kao i konjugat ferocenkarboksilne kiseline s Arg-bogatim peptidom TRGRSRGRSGR

kojima je ispitana citotoksi¢na aktivnost protiv HL-60 stanica (leukemija).

0 0
H
C\\\ )J\
@Al\ﬁrgn-wp @/ KE Argm-NHz
Fe ]:'-“

L1l

[ 0
@/H\ Thr-Arg-Gly-Arg-ser-Arg-Gly-Arg-Ser-Gly-Arg-NH-
Fe
I

FIGURE 1 Structure of ferrocenecarboxylic acid conjugates with oligoarginine peptides (I, n = 4, 6,
8) or TRGRSRGRSGR (II) and ferrocenylacrylic acid conjugates with oligoarginines (111, m = 6, 8).

B. P. Meloni et al, Front Neurol. 2020; 11: 108.
Z. Miklan et al, Biopolymers 2007 88 108.



« U odnosu na ferocenkarboksilnu kiselinu, njezini oligoargininski konjugati Fc-CO-Arg, i Fc-CO-Argg
pokazuju nize 1Cgy-vrijednosti (65 odn. 85 uM), Cime je indicirano povecanje citotoksicnog potencijala
nakon konjugiranja s oligoargininom i to 10 odn. 8 puta (slobodni oligoarginin nema nikakav utjecaj na
testirane stanice). Takav rezultat pripisuje se svojstvu Arg da lako prolazi kroz stanichu membranu
uslijed Cega se povecava intracelularna koncentracija ferocenskog konjugata u odnosu na Fc-COOH

koja jedino difuzijom moze uci u stanicu. Konjugiranjem Fc-COOH s Arg,- ili TRG-sekvencijom nije

doslo do unapredenja citotoksiCnog kapaciteta (IC5, = 353 odn. 1247 uM).

* U odnosu na Fc-COOH i njezine spome-

nute konjugate, ferocenakrilna kiselina ima Compounds ICs0 (uM)”
puno bolji antiproliferativni u€inak protiv HL- Fe—COOH 694
60 stanica (ICs, = 9,4 uM), $to se moze Fc—CO—RRRR—NH; 353
L _ . Fc—CO—RRRRRR—NH; 65
pripisati enonskoj skupini (-CH=CH-CO-). Fe— CO—RRRRRREE —NH, a5
Ipak, konjugiranjem ferocenakrilne kiseline Fc—CO—TRGRSRGRSGR—NH; 1247
s heksa- i1 oktaargininom, za razliku od FC_CI]ZEII_CL:J{JII o4
Fc—CH=CH—CO—RRRRRR—NH, 106
analognih  konjugata s Fc-COOH, nije Fc—CH=CH—CO—RRRRRRRR—NH, 39
ostvareno dodatno pobolj$anje citotoksiéne H—RRRRRRRR—NH, >10,000
H—TRGRSRGRSGR—NH > n.t.

aktivnosti (IC5, = 106 odn. 39 uM).



Osnove
bioorganometalne
kemije

Prof. dr. sc. Lidija BarisSi¢




BioanalitiCke metode bazirane na svojstvima organometalnih kompleksa

» Biosonde su funkcionalizirane molekule koje pruzaju informaciju o bioloSkom sustavu na temelju
molekulskog prepoznavanja. Klju¢ni element biosondi je odzivha molekula koju u bioorganometalnim
sondama predstavlja organometalni fragment koji se moze detektirati i identificirati pomocéu IR- ili
elektrokemijskog signala. 1977. uveden je pojam metalo-imunotest [(MIA, metallo immuno assay);

imunotest u kojem se kao obiljeziva¢ (odzivha molekula) \/

koristi metalni kompleks]. Najraniji metalo-imunotestovi

bazirali su se na trima razliCitim analitickim tehnikama: =)

atomskoj apsorpciji (nedovoljno osjetljiva zbog kontaminacije

otapala metalima u tragovima), elektrokemijskim mjerenjima

(visokoosijetljiva i jeftina) i FT-IR-spektroskopiji.

* Princip metalo-imunotesta: nakon priprave specificnog A A
protutijela (P), koje ima jednaki afinitet za antigen (A, analit) i
antigen obiljezen organometalnim spojem (A*), nastupa
kompeticija tih analita za vezna mjesta na protutijelu uz tvorbu
kompleksa P-A i P-A*. Bududi da je koncentracija protutijela P ’

| obillezenog antigena A* poznata, iz izmjerenog se

analitickog signala P-A* (FT-IR, elektrosignal) indirektno

odreduje koli€ina imuno-kompleksa P-A, odn. analita A. P-A P-A*



» Dva su glavna tipa imunotestova: ‘
- Kompetitivni imunotest: neobiljezeni analit iz f
uzorka odreduje se na temelju njegove /4.
sposobnosti da se s obillezenim analitom ‘
(poznate koncentracije) natjeCe za vezno mjesto
na antitijelu (poznate koncentracije); pri tomu
neobiljezeni analit zauzima vezno mjesto na 1. inkubacija
antitijelu onemogucujuci vezivanje obiljezenog

analita.

o lzmjerena koli€ina vezane frakcije obiljeZzenog /L.

analita obrnuto je proporcionalna koncentraciji

vezane frakcije neobiljezenog analita iz uzorka
(manje vezanog obiljezenog analita znacCi vise

vezanog neobiljezenog analita!),
2. separacijavezane i

Indirect Relationship

slobodne frakcije

obiljezenog analita

Signal

3. kvantifikacija vezane ili

slobodne frakcije

v

Concentration Oblljezenog anallta



o Nekompetitivni imunotest. suviSak specificnog
antitijela vezan je na cCvrstu fazu npr. (stijenka ’
ploCice za mikrotitraciju), nakon Cega se doda

otopina analita. Nakon inkubacije doda se drugo, _<

obiljezeno antitijelo poznate koncentracije; slijedi

druga inkubacija, te se slobodna frakcija

e : . dodatak obiljeZzenog
obillezenog antitijela ukloni, a vezana se frakcija

o _ _ antitijela
obillezenog antitijela kvantificira — direktno je

proporcionalna  koli€ini  prisuthnoga  analita
(obiljezeno antitijelo nece se vezati ukoliko nije
prisutan analit). —<’

Direct Relationship

o ELISA (Enzyme Linked : > I
Immunosorbent Assay) ubraja

Se u ovu kategoriju.

Signal

eliminacija slobodne frakcije antitijela

w

Concentraton I kvantifikacija vezane frakcije



» Organske funkcijske skupine u podrucju 1800-2100 cm™ ne pokazuju apsorpcijske vrpce. Medutim,
jedinstveno svojstvo kompleksa CO-M (karbonil-metal) je prisutnost jake apsorpcijske vrpce pri ~ 2000

cmt. Pridruzivanjem karbonil-metalne komponente organskim ligandima moguce ih je detektirati IR-

spektroskopijom.
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* Razvoj IR-spektroskopije (1980. godina) oznaCava tehnolosku revoluciju u podruc€ju analitickih
tehnika, zahvaljujuc¢i jedinstvenom svojstvu karbonilnin organometalnih spojeva: pokazuju
rastezne vibracije M-CO veze pri ~ 1800-2100 cm? (u podrucju u kojemu nisu vidljive druge
organske funkcionalne skupine!).

« Bez obzira na male koliCine estradiola u tkivima (uterus, odredeni estrogen-ovisni tumori), nakon
obiljezavanja organometalnim spojem [Cr(CO),] moguce ga je detektirati zahvaljujudi

karakteristi€nim signalima pri ~ 2000 cm-2, on
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» Elektrokemijski inaktivni lidokain (lijek za sr€anu
aritmiju) moguce je detektirati ciklickom
voltametrijiom nakon obiljezavanja elektro-

aktivnim ferocenom.

* Nakon obiljezavanja redoks-aktivnim

O

/
@f’f&,m
ferocenom, moguce je elektrokemijski SH + ,f-i

detektirati enzime koji su redoks-

inaktivni.
1 o L LW BR L b L ] L . L
& | ==HOPGox + Papain , preadsorbed
1.5%10" Fre HOPGoOX + Papain with FC-Label in the active site, preadsorbed T
3
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C. Baier et al, 216" Electrochemical Society Meeting, Vienna, Austria, 2009.
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» Kod vedine redoks-enzima redoks-centar (kofaktor) je elektronski nedostupan i elektrokemijski
neupotrebljiv — lociran je predaleko od povrSine proteina (,ukopan” u unutrasnjosti proteinske
molekule) Sto onemogucava izravni prijenos elektrona izmedu enzima i elektrode.

* Obiljezavanje “redox-silent” proteina elektroaktivnom komponentom [redoks-medijatorom

(posrednikom) koji brzo izmjenjuje elektrone s elektrodom] €ini ih pogodnima za elektrokemijske

analize.

Product
Fuel , : (gluconolactone)
¢emu se FAD reducira u FADH,; direktno (9o

* Glukoza-oksidaza (GO,) oksidira glukozu pri

mjerenje prijenosa elektrona s FAD na
elektrodu otezava njegova lokacija u GO,
(protein zasjenjuje  FAD CineCi ga gotovo

) ' v ' A . ~, Flavin
nedostupnim). %/ cofactor

* Posredovanje u prijenosu naboja izmedu
redoks-enzima GO, i elektrode postize se
koriStenjem posrednika, redoks-para ferocen/

fericenijev ion.




« 1987., ExacTech trake za mjerenje razine glukoze u krvi: nakon oksidacije glukoze, GO,
preuzima 2e" i predaje ih fericenijevu kationu koji se reducira u ferocen, potom se ferocen
oksidira i elektrone predaje elektrodi; uredaj mjeri struju elektrona i pretvara signal u umol

glukoze/ litri krvi.

Glucose + GOx-FAD — gluconolactone + GOx-FADH,

Electrochemical |
R idati R
GOx-FADH, + 2|Med|ox)|—» GOx-FAD + 2 Med(red) @ iz i

Fe (1N Fe

1 2 + 2 e (to the electrode) @ @

©

“b

M.F. Burritt, Clin. Chem. 36 (1990) 1562.
D. Ross et al, Res. Clin. Pract. 10 (1990) 281.



* Glutation (GSH), intracelularni nukleofil i antioksidans,

0 SH
ima zastitnu i detoksifikacijsku ulogu u organizmu (,hvata” NHQY\/IJ\NH NH__~COOH + Xenobiotic (X)
slobodne radikale i reaktivne kisikove spojeve). oy O' Glutathione
Glutathione Stransferase
» Glutation S-transferaza (GST) katalizira pretvorbu GSH u <
razliCite elektrofilne spojeve. Rezistencija na NH, | o NH_-COOH
antikancerogene terapeutike, insekticide, herbicide i a0 O'

Glutathione S-conjugate

mikrobne antibiotike direktno je povezana s pove¢anom

razinom GST u malignim stanicama u odnosu na njegovu

I'able 3 Anticancer agents associated with increased levels of GST

koncentraciju u zdravom tkivu = GST se Kkoristi kao and resistance

Substrates of GST
Chlorambucil
Melphalan

« Rezistencija na lijekove u prisutnosti GST posljedica je ~ [jitrozen mustard

Phosphoramide mustard

biomarker.

Acrolein

direktne detoksifikacije kao i inhibiraju¢eg ucCinka na MAP Carmustine

Hvdroxyalkenals

(mitogenom aktivirani protein) kinaze. G hcrynic acid

Nat characterized as substrates
. . . . , . Antimetabolites*
- Razvojem inhibitora i senzora GST moguce je Smanjiti  snimierocubule drugs*
. . B . ) ) . 'l'upoimljleraﬁe I & II inhibitors*
rastuc¢u kemorezistenciju tumorskih stanica. U literaturi su E{leom#m
gpsullam
Mitomycin C*
Adriamycin*®
. . ) Cisplatin®
GSH-konjugate, male organske molekule i prirodne Carboplatin

opisani brojni inhibitori GST, ukljuCujuéi analoge GSH,

produkte.

D.M. Townsend et al, Oncogene 22 (2003) 7369-7375.



« Organometalni senzori i inhibitori GST pripravljeni su umetanjem razmaknica razliite duljine i strukture

izmedu | peptidne glutationske jedinice.
‘ N N () )
Huzc""“ﬁ : j(VLNH;. HﬂﬁﬁNLM\NNHZ s
g © L
: @a
=

VAN [*”%;?i“;‘lf”“’“”}/

_S

\_ /

» Takvi su konjugati vrlo efikasni kompetitivni « Porast oksidacijskog potencijala nakon
inhibitori  GST  (inhibitorni  u€inak raste s vezivanja Fc-GSH konjugata za vezno
povecéanjem duljine razmaknice §to se objasnjava mjesto GST indicira mogucnhost njegove
porastom entropije uslijed vezanja). primjene kao elektrokemijskog senzora GST.

M. C. Martos-Maldonado et al, Bioorg. Med. Chem. Lett. 22 (2012) 7256.
M. C. Martos-Maldonado et al, Biochimie 94 (2012) 541.




» Elektrokemijsko odredivanje HIV-1 reverzne transkriptaze (HIV-1 RT), katalizatora konverzije

viralnog genoma iz jednostruke RNA u dvostruku DNA, koristi se u detekciji infekcije HIV-om.

|. Ferocenom obiljezena lipoi¢na kiselina imobilizira se na

Il. Kratki RT-specificni peptid VEAIIRILOQQLLFIH kovalentno se veze na C-terminus ferocenom
obiljezene lipoiCne kiseline.

lll. “Hvatanje” HIVV-1 RT pomoc¢u RT-specificnog peptida imobiliziranog na povrsini elektrode.

2 s,/ O -,/ "N -
» oH -~ ~7 H - H
= FF._ Fe_s re
E?‘? . NH — N \/‘J N
e

T e L Rt
~~  EDC +NHS |
I | I

H.-B. Kraatz et al, Electrochimica Acta 56 (2011) 5122.




» Elektrokemijski indikatori hibridizacije: DNA-sonda imobilizira se na povrSini zlatne elektrode
nakon Cega slijedi hibridizacija s DNA ispitivanog uzorka; nakon hibridizacije elektroda se uroni u

otopinu elektrolita koji sadrzi DNA-vezujuci metalni kompleks te se provede elektrokemijsko

mjerenje.

~ Au-elektroda hibridizacija ~ Au-elektroda DNA-ligand Au-elektroda

* Metalni kompleks mora razlikovati jednolanCanu DNA (ssDNA, single-strand) i dvostruku
uzvojnicu DNA (dsDNA, double-strand); nakon vezivanja za dsDNA dolazi do koncentriranja
metala na povrsSini elektrode uslijed Cega se stvara elektrokemijski signal iz Cije se magnitude

moze odrediti ispitivani gen.



» Postoje brojne laboratorijske metode za identifikaciju patogena, a zahtijevaju veliki oprez pri

rukovanju uzorcima i podrazumijevaju uporabu skupih kemikalija i opreme.

+ Idealni sustavi za identifikaciju patogena zamisljen je tako da omoguci istovremeno procesuiranje

uzorka i njegovu karakterizaciju koriStenjem jedinstvenog automatiziranog uredaja.

» Bioelektronska detekcija nukleinskih kiselina na minijaturnom ¢vrstom nosacu prvi je korak u
razvoju integriranih detekcijskih uredaja.

» Bioelektronska detekcija DNA ukljuCuje stvaranje elektroni¢kog sklopa posredstvom hibridizacije

nukleinskih kiselina te predstavlja bazu za DNA-detekcijske sustave (eSensor™),

Add
Proprietary
Label .
! ¢ = = -
Load mixture nsert cartndge -—A | :
onto cartridge & into XT-8 —_— == =
—_— — =
- -
===
! -
- - : :
g —
Amplified PatientResults
PatientSample Reported

Genmark eSensor



http://www.genmarkdx.com/technology/video.php
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1) Ciljana DNA (target DNA) izmijeSa se s 2) Otopina koja sadrzi hibridizirani kompleks

otopinom signalne sonde (signal probe) ispitivane i obiljeZzene signalne DNA pumpa se
obiljezene elektroaktivnim ferocenom; kroz uredaj koji sadrzi elektrode s DNA-
ukoliko je ciljana DNA prikladna (sadrzi vezuju¢éom sondom (DNA capture probe); dolazi
komplementarne baze) odmah ¢e doci do hibridizacije ciljane DNA i vezujuce DNA,
do njezine hibridizacije s obiljezenom odnosno do uspostavljanja kontakta izmedu
signalnom sondom. DNA vezane za elektrodu i ferocena — stvara se

strujni tok.



HPV Positive Sample
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* Elektrokemijski signal generira se

nakon Sto DNA iz HPV hibridizira s

()

Signal probe

||}

5 —— ferocenom obillezenom signalnom
>4 A Im‘ sondom | sondom vezanom za
Pe N ¢
Fe Q } elektrodu.

HPV Negative Sample

10E7 -
Ferrocene labels 5 Self-assembled monolayer 8 0ES -
60ES -
Gold electrode ‘ 4 DES -
2DES-

Elektrokemijska detekcija humanog 4FE11-| e o

_ _ 100 0 100 200 300 400 500

papiloma virusa (HPV) Potential (mV)

* U slucaju da u uzorku nema HPV ne

S. D. Vernon et al, BMC Infectious Diseases 3 (2003) 1. registrira se signal!



Supramolekulske interakcije organometalnih spojeva

 Jean-Marie Lehn, Nobel Ilecture, 1987:

“Supramolecular chemistry is the chemistry of P - K b

o N
the intermolecular bond, covering the structures ‘s JJ '

and functions of the entities formed by
Guest Host Supramolecular

association of two or more chemical species”. *Ewﬂ-ilhl-ﬂl
CIMPIEX

« Supramolekulske interakcije (prepoznavanje, reaktivnost, transport...) predstavljaju fundamen-

talne fenomene u bioloSkim sustavima ukljuCene u brojne procese izmedu bioloSki vaznih

molekula (DNA, RNA) s proteinima, lijekovima, sondama koje sadrze metalni ion, itd.

* Organski kemicari pripravljaju brojne

Soldier = Chomathorapoutic drug

supramolekulske domacine koji sudje- . - | Supramolecular chemotherapy
ompass = Targeting ligand e )

|UjU u molekulskom prepoznavanju S Swirn ring ® Supramolecular macrosyele

Monster = Cancer coll

River = Barriers during thoe drug dolivery

molekulama gostima (nukleozidi, nukle-

otidi, aminokiseline, peptidi | male
organske molekule) 1 to putem
nekovalentnih vodikovih veza, n-n- i Aotioedng

hIdI"OfObnlh lnterakcua. F. Huang, Chem. Soc. Rev., 2017,46, 7021-7053



* Opisane su bioorganometalne molekule koje kao domacini —|3+
prepoznaju molekule goste (aromatske i alifatske amino- i

karboksilne kiseline) u vodenom mediju pri pH 7. Takvo H . RE H
= “A ‘i"-"““ LU }"-

. .. . . R-N \N“l\- ”””N =N
prepoznavanje u vodenom mediju moze se smatrati }1 ,“\(\
. . . o L N H~ N-R
jednostavnim modelom za proucavanje interakcija izmedu }LH’ N*--..H N H:LH

T : . . H = 5
nukleinskih kiselina i proteina koji reguliraju gene. 3 ; \
* Procesi molekulskog prepoznavanja aromatskih i alifatskih ,@.*:"‘"-—--Nf “,.--"%x
’”ﬁﬁ - N\ﬁ"“
aminokiselina s bioorganometalnim domacinom 1 proucavani e\
HL L 2 H

su 'H NMR-spektroskopskim metodama. Kompleksiranje !

molekula domacina i gosta inducira kemijski pomak molekula

gosta u viSe polje. CikliCki
trimer [Cp*Rh(u-nt(N1):n?
(Ng,N-)-9-metiladenin];(OTf),

(1) odlikuje se stabilnos¢u u
vodi te velikim promjerom
unutarnje Supljine Sto su
osnovni  parametri  “host-

guest” kemije.




« Utvrdeno je da variranjem koncen-
tracije molekule domacina 1 (0-1
eq.) u prisutnosti odgovarajuce
molekule gosta (Phe, Trp, Leu, lle;
konst. konc. 1 eq.) nakon

kompleksiranja dolazi do pomaka

NMR signala molekula gosta u
viSse polje (CICS, complexation

induced chemical shift).

» Bioorganometalni domacin 1

prepoznaje aromatske aminokise-
line kao i aminokiseline s duljim
hidrofobnim  bo¢nim  ograncima

zahvaljujuci sterickim, elektronskim

I hidrofobnim utjecajima




» Ciklicki trimer 1 koriSten je u studijama
molekulskog prepoznavanja s neprote-

iInogenom o0-, m- ili p-aminobenzojevom

kiselinom.

o 0-Aminobenzojeva kiselina (vitamin L) prekursor je Trp, a rabi se kao
intermedijar u sintezi bojila te u proizvodnji parfema i farmaceutika,

o m-amino-benzojeva kiselina umetanjem u ciklo(peptide) potice tvorbu B-ploce i
[-okreta,

o p-aminobenzojeva kiselina (vitamin B,) intermedijar je u bakterijskoj sintezi

folata koji sprieCavaju kardiovaskularne bolesti i neke tipove karcinoma.

Pozicija supstituenata znacajno utjeCe na molekulsko prepoznavanje;
najviSe vrijednosti CICS za o- (H.) i m- (H,) su 14 odn 7 puta vecCe nego za
p- (H,) Sto se pripisuje sterickim utjecajima: hidrofobni dijelovi molekula
gostiju trebaju se smjestiti u hidrofobnu Supljinu domacina; udaljenost
izmedu hidrofilnih skupina i stericka ometanja rastu od o- prema p-gostu;
time se izlozenost hidrofobnih skupina smanjuje Sto rezultira slabijim

prepoznavanjem.




* Molekulsko prepoznavanje
temeljeno na selektivnim
vodikovim vezama izmedu
bioorganometalnog doma-
¢ina trans-[Cp*Rh(n(N,)-1-
metilcitozin)(u-OH)],(OTf),
(2) 1 Trp ispitano je

primjenom CICS-metode.

« Kompleksiranjem domacina 2 s Trp dolazi do njegove desimetrizacije $to se ocCituje prisutno$éu dvaju

setova signala; pri tomu jedan set signala kompleksa odgovara signalima slobodnog domacina, dok su

Rpe

CH,
LY I ﬁ
23
H N
0 - reny |
J”"”J’Rh

0 — \
H

u drugom setu signala zabiljezeni znacajni pomaci u viSe polje.

« CICS izmjereni za jedan metil-citozinski ligand tumace se njegovim nekovalentnim interakcijama s Trp.

Slobodni domadin 2

S gostom L-Trp

Ad Ad
MN-CH,; 324 2 83 —0.41 3.22 —0.02
H; 7.44 7.26 —0.18 7.41 —0.03
H; 583 5.52 —0.31 5.81 —0.02
Cp* 146 1.35 —0.12 1.35 —0.12

* |H-NMR shifts at pH 7.0, 300 MHz, 1:1 host—guest ratio.



» Nadalje, kompleksiranje s bioorganometalnim domacinom
2 indicirano je i pomacima Trp-protona u viSe polje.
Bioorganometalno prepoznavanje temelji se na vodikovim
vezama NH;* skupine iz Trp s O-atomom iz jednog od dvaju
Rh(u-OH) liganada te s CO-skupinom iz jednog od dvaju
metil-citozinskih liganada; COO-skupina iz Trp tvori vodikovu

vezu s NH, skupinom drugog metil-citozinskog liganda.

« Opisani domacdin-gost proces razmatra se kao model za
studiju povezivanja molekula gostiju s metalo-enzimima i

DNA/ RNA.

SlobodnigostL-Trp  Kompleks gost-domacin Al

2 7.13 7.02 —0.11
2’ 7.05 6.89 ~0.16
b 7.58 7.16 —0.42
c 7.39 7.14 ~0.25
d 7.16 6.82 —0.34
e 315 3.00 ~0.15
f 3.34 3.26 —0.07
g 3,90 3.77 ~0.12

He

2+




Osnove
bioorganometalne
kemije

Prof. dr. sc. Lidija BarisSi¢




« Metaloenzimi (Siri pojam metaloproteini) su enzimski proteini koji sadrze jedan ili viSe metalnih iona
(metalnih kofaktora) koji su izravno vezani za proteine ili enzimski-vezane neproteinske prosteticke
skupine. TreCina svih poznatih enzima ubraja se u metaloenzime. Osim enzimske uloge (biokataliza
biokemijskih reakcija), metaloproteini mogu biti ukljuCeni u neenzimske reakcije transfera elektrona
(citokromi), mogu sluziti za pohranu (npr. feritin za skladiStenje zeljeza) ili kao transportni proteini
(transferin za Zeljezo). U enzimskoj katalizi od posebnog su znacaja prijelazni metali zahvaljujuci svojoj
redoks-aktivnosti i/ili visokoj gusto¢i naboja Sto omogucava polarizaciju enzimskih supstrata. Vanadij,
molibden, volfram, mangan, Zeljezo, kobalt, nikal i bakar prisutni su u mono-, di- i polinuklearnim

metalnim centrima i vezani su za kisikov, dusikov ili sumporov atom iz polipeptidnih liganada.

Metalloenzymes, Table 1 Abundance of some metals in bacterial and algal organisms in g/100 g (dry weight) and some important
key functions in enzymes (Barton et al., 2007)

Element Algae Bacteria Some specific roles in enzymes

K 1.81 1.7 Protein stabilization

Ca 0.55 0.1 Protein stabilization

Mg 0.35 0.25 Protein stabilization

Fe 0.011 0.015 05 transport, storage and/or activation; electron transport; supervxide breakdown
Mn 0.006 0.005 05 evolution; peroxide and superoxide breakdown

Zn 0.001 0.005 Protein stabilization; hydrolytic cleavage

Cu 0.0007 0.001 O, transport, storage and/or activation; electron transport; superoxide breakdown
Mo 0.0001 0.001 Oxygen transfer; N, activation

Co 0.0003 0.001 Free radical reactions; nucleophil

Hoppert M. (2011) Metalloenzymes. In: Reitner J., Thiel V. (eds) Encyclopedia of Geobiology. Encyclopedia of Earth Sciences
Series. Springer, Dordrecht.



» Podjela metaloenzima zasniva se na bioanorganskim obrascima, odnosno metalu i njegovom ligandu.
Metalni centri klasificiraju se prema broju vezanih metalnih atoma kao mononuklearni (jedan metalni
centar, slike a i b) ili polinuklearni (vise od jednog metalnog atoma, slike c i d). Vezani ligandi mogu biti
endogeni [unutarnjeg podrijetla-stvara se u organizmu (polipeptidi)] ili egzogeni [vanjskog podrijetla

(neproteinske komponente poput hema ili molibdopterina), slike e i f]. Pri tom razliCiti metali (Co, Cu, Fe,

Mg i Ni) mogu biti vezani za iste ili slicChe bioorganske komponente.

0 N NN N
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Metalloenzymes, Figure 1 Various metal centers (from Degtyarenko, 2000) (a) mononuclear iron center (nitrile hydratase),
(b) mononuclear magnesium center (Ni-Fe-hydrogenase from Desulfovibrio), (c) dinuclear copper center (oxyhemocyanin),
(d) polynuclear iron—sulfur center, (e) heme iron coordination (cytochrome P450), and (f) molybdopterin (sulfite oxidase).




» Mononuklearni Fe-proteini su oksidoreduktaze ili su ukljuceni u prijenos ﬁ'

elektrona. Njihovi aminokiselinski ligandi najceS¢e su His ifili Cys (nitril- “‘\\EN oS
N

hidrataza s tri Cys-ostatka i dva amidna N-atoma).

« Hemoproteini karakterizirani su Fe-porfirinom kao prostetiCkom skupinom.
Dok su Cetiri Fe-liganda okupirana porfirinskim prstenom, preostala dva su
raspoloziva za vezanje s proteinima. U hemoproteine ubrajaju se
oksidoreduktaze (katalaze, peroksidaze), proteini prijenosnici elektrona

(citokromi) i proteini koji prenose i skladiste kisik (globini).

» Fe-S proteini karakterizirani su prisutno$¢u Fe-S klastera koji sadrze sulfid-
vezane di-, tri- i tetra-Fe centre u razli€itim oksidacijskim stanjima. Takvi su
klasteri nadeni u feredoksinima, NADH-hidrogenazama, dehidrogenazama,
citokrom c reduktazama, nitrogenazama. Ovi proteini imaju klju¢nu ulogu u
gotovo svim respiratornim lancima. Njihove ostale uloge uklju€uju katalizu i

stereospecificnu izomerizaciju citrata u izocitrat u ciklusu limunske kiseline S_l_F

e\? “5—Cys
_Fe—=5

kao i u redoks-ovisnoj regulaciji gena. Najjednostavniji klaster sastoji se iz Cys—S
dva Fe-iona premostena dvama sulfidnim ionima, a koordiniran je s Cetiri

Cys-liganda ili s dva Cys i dva His.



* Cu-proteini su, poput Fe-proteina, ukljuCeni u prijenos Kkisika i

,zé

elektrona. Tip | Cu-proteina sadrzi jedan Cu koordiniran s dva Hys- f
) \'N ]

ostatka i Cys-ostatkom u trigonalnoj planarnoj strukturi i s varijabilnim =N
aksijalnim aminokiselinskim ligandima (npr. askorbat-oksidaze, lakaze, x.n N E’“\Of , U~

nitrit-reduktaze). Tip Il Cu-proteini su kvadratno-planarno koordinirani / ) (QR

s N ili N/O ligandama (kao, primjerice, u galaktoza-oksidazi). Tip Il

Cu-proteina sastoji se iz dva Cu-atoma koji su koordinirani s tri His-

ostatka (katehol-oksidaza, hemaocijanini, tirozinaza).

» Zn-proteini predstavljaju trecu veliku skupinu metaloproteina, a sadrze jedan, dva ili tri Zn-iona. Zn-ioni
u tim proteinima klasificirani su kao katalitiCki, kokatalitiCki te strukturni. Pri tom je Zn izravno ukljucen u
cijepanje ili tvorbu kemijskih veza, sudjeluje u katalitickim reakcijama zajedno s drugim metalnim ionima
ili je zaduzZen za oCuvanje strukturnog integriteta pripadaju¢eg enzima (pri Cemu je koordiniran s Cetiri
aminokiselinska bo¢na ogranka u tetraedarskoj gemometriji). Zn-ioni u katalitiCkim mjestima opcenito su
koordinirani s bo¢nim ograncima triju aminokiselinskih ostataka i molekulom vode. Zn ima popunjenu
d-orbitalu te ne sudjeluje u redoks-reakcijama, ali djeluje kao Lewisova kiselina (akceptor elektrona) u
reakcijama proteolize i hidratiranja CO..

« Vazni Zn-enzimi su alkohol-dehidrogenaza (Zn je odgovoran za vezanje hidroksilnog O-atoma iz
alkohola), metaloproteaze, ugljikova anhidraza. Kokataliticki Zn nalazi se u super-oksid dismutazi,

fosfataza-aminopeptidazi, B-laktamazi.



« Mn u metaloenzimima djeluje kao Lewisova kiselina. Mn(ll) moze biti oksidiran u (ll)- ili (IV)-stanje, Sto

omogucuje redoks-reakcije u bioloskim sustavima. Mn-centri mogu biti mono-, di-, tri- i tetra-nuklearni.

Mn-superoksid-dismutaze (SODs) sadrze mononuklearni centar i predstavljaju antioksidacijske metalo-

enzime koji kataliziraju redoks-disproporcioniranje (razgradnju) super-oksid radikala u H,O,. Aktivno

Mn-mjesto je pentakoordinirano, a metalni su ligandi rasporedeni u trigonalnoj bipiramidalnoj geometriji.

Mn-enzimi s dinuklearnim centrima su arginaza (katalizira konverziju Arg u ureu i ornitin), Mn-katalaza,

aminopeptidaza P iz E. coli. Jedna od najvaznijih biokemijskih katalitickih reakcija u nasoj biosferi jest

fotoliza vode kojom se tvori kisik, a odvija se u prisutnosti tetranuklearnog Mn-klastera pri fotosintezi u

cijanobakterijama, eukariotskim algama i viSim biljkama.

* Mo- i W-enzimi kataliziraju osnovne metabolicke reakcije. Mo

je najceSce asociran s heterocikliCkim pterinskim derivatom

koji sadrzi mononuklearni

skupinom. W

centar koordiniran s tiolnom

ima kemijska svojstva slicha Mo te je

kompleksiran s pterinskim kofaktorima slicno kao Mo. Zbog

osjetljivosti prema visokom

redoks-potencijalu, W-enzimi

nadeni su u termofilnim anaerobnim bakerijama.

 Co je srediSnji metalni ion u tetrapirolnom prstenu u koenzimu

S 0O
N\
0 g—Mo—0OH
y 3
N S
HN ‘ s
)ﬁ o OH
HoN N N (o) \//P(
H o ‘o

B,,. Co-enzimi kataliziraju prijenos

metilne skupine u reakcijama izomerizacije kao i preraspodjelu vodikovih atoma izmedu susjednih

ugljikovih atoma u reakcijama pregradnje.



* Metaloenzimi kao prirodni bioloSki sustavi bazirani su na ionima prijelazni

N\

N me

[ala okruzenih

proteinima. Brojne fundamentalne bioloSke reakcije upravljane su proteinima s metalnim kofaktorom.

Takvi procesi ukljuCuju redukciju inertnog N, u bioloski esencijalni NH3, oksidaciju i tvorbu molekulskog

vodika, razliCite oksidacijske reakcije koje ukljuCuju O, i koriStenje CO, i CO kao izvore ugljika. Metalni

loni imaju svojstvo Lewisovih kiselina te sudjeluju u brojnim fundamentalnim reakcijama koje obi¢ni

enzimi ne mogu katalizirati. Tre€ina poznatih enzima sadrzi metalni ion koji sudjeluje u reakcijama

prijenosa elektrona i malih molekula, cijepanja i tvorbe veza, nabiranju proteina, itd.

Redox reactions and electron transport

Substrate binding and activation

Cu™ + e ——» Cu’l H0 l—
- +n Ly, 70, L
1rl'|'J|._ _,,-,l.'.'lL Pii, I.I.I'"'
T L Sy 1 "‘:}\
o
[ ‘ﬁ, il:'I: vacant site
e erihye 5
.i - u - P j :-1:L'|:l:.-1-I-3|:E-
binding
’15 @ H,0~
Lewis acud
T .
I_.Ir.-.-.__M_...n'nL ]'_..'.-,-.,_ ;_-_'.:.'m]_-
7 i e
5 + Me=D + 5=0 L subsirate
Mg—0 ;.-'" actvation =
substrate oxidized product & comversion subsate

to produact




Small molecule transport

Protein folding (stmctuoral role)

I.J'
{-,_
_ +'|:’——I- rﬂh.

unfolded proten

-.ﬁ

atom transfer

M 4

substrate  oxdized redwoed

P. J Sadler et al, Current Opinion in Chemical Biology 2015, 25, 172.



« Bakar je i esencijalan i toksiCan, a njegov nepravilni metabolizam dovodi do razliitih patoloskih

stanja (Alzheimerova bolest).

« Esencijalna uloga u mnogim staniCnim procesima: antioksidacija, pigmentacija, disanje, sinteza
neurotransmitera, tvorba vezivnog tkiva, metabolizam Zeljeza, itd. Njegova je toksi¢nost posljedica

Haber-Weissove reakcije Cu-iona s H,O, pri €emu nastaju ROS (patoloska stanja):

Fe/Cu
05" + HO5 - HO®* + HO + O,

—~ B3

* Njegova bioloski dostupna stanja su Cu(l) i Cu(ll). Cu(l) preferira cisteinske i metioninske ostatke
ostvarujuéi tetraedarsku koordinaciju, dok je Cu(ll) uglavhom koordiniran s histidinom, serinom,

treoninom ili tirozinom i vodom i sotvaruje planarnu kvadratnu geometriju.

A axial coordination site

Cu(l): d1° Cu(ll): d®

Pseudo-tetrahedral Planar geometry



» Bakar se nalazi se u aktivnim mjestima brojnih enzima.

Hemocyanin
Galact dioxygen franspor T . L AN
alaciose yrosinase
migase 0, =——=0;] | o o, ]
Ascorbate = - S — [ ] Amine oxidases
oxidase Mo, " (;'Hzﬂ 0 o,
ascorbate B M,Wn"*n
0. g -
l_.L..Emrg-[e C\K /1 -HH:.,E
Quercetinase o /7 Dopamine B-
- Co :: GDPPEF—EHHI’EJ‘HIHQ mono-oxygenase

A deps *N's
‘Blue’ copper /‘/ x Superoxide
proteins dismutase
e o——= e | |Nitrte reductase N.O reductase| [20,—=0,%+0,

NO;—=NO Cytechrome | |N,0—»>N,+H,0
¢ oxidase

0,—=H,0




» Tirozinaza sudjeluje u tvorbi melanina, zacjeljivanju rana i imunoodgovoru.

0 O
o 0
,@’chm . on =,
Tyrosinase Tyrosinase
HO NH, y H NH,

Tyrosine

0O
o NH,

Dopa-quinone

Y

+ Protein

Eumelanin

* Ispituje se kao moguci biomarker za melanom.

D. Weinstein et al, J. Clin. Aesthet. Dermatol. 2014, 7, 13.

o 3
10
O

Indole-5, 6-quinone




« Enzimska aktivna mjesta koja sadrze Cu razlikuju se po svojim spektroskopskim svojstvima, te se

dijele na tri tipa:

Mononuclear Dinuclear Tetranuclear
Type Type 1 Type 2 Type 3 Cu, Cu,
Strong
UV-vis absorption ~ Weak absorption ~ VWeak Strong Strong
600 nm and (in absorption ~ absorption ~ 480 | absorption ~ 640
Spectrum ! 700 nm
some proteins) 700 nm and 530 nm nm
450 nm
i i . 2x4-line
EPR 4-line 4-line 7-line A ~B1x 104 e
spectrum | Ai<80x10%cnr | (4 ~(130-180)x 104 | non-detectable | (4, ~30-40 x 10+ E'EA 24 3 104 oo
1) cm) cm-) I 1)
Common | s cvs (Met) His, Asp, (Tyr) His, (Tyr) His, Cys, (Met) His, S2
ligands
Active site Distorted m,-S%
geometry tetrahedral Distorted tetragonal Tetragonal Trigonal planar tetracopper
cluster
Azurin Superoxide Hemocvanin
Plastocyanin dismutase =Y Cyt c oxidase
) . Tyrosinase
Exambles Stellacyanin Galactose oxidase Catechol N,O reductase N.O reductase
P Nitrite Amine oxidase . Menaquinol NO- 2
L oxidase
reductase Nitrite reductase | accase reductase
Laccase Laccase

Yi Lu, “Cupredoxins’, in “Comprehensive Coordination Chemistry Il: From Biology to Nanotechnology”, Jon McCleverty and Tom J. Meyer, Eds., Vol 8

(Biocoordination Chemistry, Lawrence Que, Jr. and William B. Tolman, Eds.) pp 91-122 (2003).



- Amin-oksidaza prisutna je u prokariotskim i ATPQ

MWeal T -
eukariotskim organizmima; sadrzi Cu-ion i redoks- e W ,:.Ehn
aktivni kofaktor topakinon (TPQ); 2,4,5-trihidroksi- b . \ 5 W
fenilal koord Hﬁmﬂuww'"f“-
enilalanin);  Cu(ll) ion koordiniran je s tri Ty,

) cu(ll) j AN M A
N

- Katalizira oksidativno deaminiranje primarnih

histidinska ostatka i tri molekule vode (W). HsC /EN >
s o
HaC N A/
HLC

amina u (i) odgovarajuce aldehide uz (ii) popratnu

redukciju kisika u vodikov peroksid:

E,x + R—CH,—NH7 — E,g—NH7 + R—CHO

Emi NH-}!— t U] *Eux t NHI t H]O]

« Amin-oksidaze reguliraju nivo mono-i poliamina (spojeva Cija je koncentracija poveCana u
tumorskim tkivima) tvorbom citotoksiCnih metabolita (aldehida i vodikova-peroksida). Novi
terapeutski pristup u lijeCenju karcinoma zasniva se na dopremi amin-oksidaze u stanicu raka
nakon Cega bi uslijedila intracelularna tvorba toksicnih oksidacijskih produkata koji bi selektivno

ubijali samo stanicu u kojoj su nastali, tj. malignu stanicu.

E. Agostinelli et al, Amino Acids 38 (2010) 353.



» Lakaza je Siroko rasprostranjena medu biljkama, insektima i fungima. Sadrzi Cetiri atoma bakra u
aktivnom mjestu (ubraja se u plave oksidaze). Katalizira oksidaciju razli€itih fenolnih spojeva, diamina i
aromatskih amina uz popratnu redukciju kisika u vodu u ¢emu sudjeluju Cetiri Cu-iona. Oksidira supstrat

zahvaljujuci elektron-akceptorskim svojstvima bakra; u potpuno reduciranom stanju sadrzi 4 elektrona

OH Os )

kojima kisik reducira u vodu. Primjena u

prehrambenoj industriji: aditiv u preradi

hrane i pi¢a, stabiliziranje vina i piva,

pekarstvo,...

Substrate oxidation site J. F. Osma, Enzyme Res. (2010) 1.




« Lakaza katalizira oksidativhu dimerizaciju 17p-estradiola = na takvoj bi se kopulaciji mogla

temeljiti strategija kontrole steroidnih estrogena.

% 10° 271.30 .

4.0F OH

35f \

3.0
25l HO

kontrola bez lakaze

204

1.5F

1O}
05k 374.50

i LL_L..J_..L_A_‘_I_L-LL_.. ke Y

1 1 | 1 i Il L L 1 1 | [l 1 [l 1 ] I 1 1 1 1 i L L 1

2200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 300 325 350 575 600 625 630 675 700 725 T30 775 800
mlz

(a)

0

2107
30F 271.30

25H T

2.0F HO nakon tretiranja s enzimom
32540

=L . OH OH

OH

HO O ~F

0.57 541.80

“I i 1 [l 1 1 1 1 i L i 1 1 | i 1 1 L] 1 L i | 1 1 1

2200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 325 550 5375 600 625 650 675 700 725 750 775 BOO
iz

Q. XIA et al, Front. Environ. Sci. Eng. 2013.



. Zeljezo igra kljuénu ulogu u metabolizmu svih stanica (replikacija DNA, fotosinteza, proliferacija,

itd.). Najzastupljeniji je metal u tragovima. U reduciraju¢em okruzenju zdrave stanice, zeljezo
moze katalizirati jedno-elektronsku redukciju H,0O, 02 & 5 0s-

u visokoreaktivni oksidant — hidroksilni radikal.
02 WHZO?

Takva se nepozeljna reakcija moze sprijecCiti

L : H202+ Fe2t —— OH- + OH™ + Fe3+
vezivanjem zeljeza za proteine.

Citokrom c oksidaza (COX) terminalni je enzim u respiratornim lancima mitohondrija i aerobnih

bakterija te u oksidaciji hrane; katalizira prijenos elektrona s reduciranog citokroma c na kisik

reducirajuci ga u vodu: Hisz‘zw
[ His 291 !“‘ ,L\
4yt 4 8H + 0y — dcytc™ +2H,0+4H) | *-Q‘CUB Tyr 244
Fv o’
. - : His 200 £ e aama. aa
Sadrzi dvije hem skupine (prostetiCke skupine u ‘ :
kojima je Fe smjeSten u srediSte porfirinskog ' -
e f)
prstena) i tri iona bakra; jedna hem skupina i jedan /|
His 376
ion bakra izgraduju katalitidki centar (hem ay/Cuy ). °

A.M. Thomson et al, The International Journal of Biochemistry & Cell Biology 31 (1999) 1139. /




COO

- Oksigenaze: dvije vrste Fe-enzima Kkataliziraju 103(3)°
reakciju kisika s organskim  supstratima. HNT " 03 750y
Dioksigenaze ugraduju oba atoma kisika u produkt, \ *\ 1"

His \ N..,
460 “f
dok monooksigenaze jedan atom kisika ugraduju u

produkt, dok se drugi atom eliminira redukcijom u Tyr4OSOOI

P
.02

L |
Fe'!
» TJvacant site

N_ N
vodu. xRy
\ v 171(3)°
NH
* Metabolicka konverzija aromatskih Hislhsp

spojeva u alifatske od fundamen-

: . : OH
talnog je znaCaja u biologiji. intradiol-cleaving

_ _ o catechol dioxygenases - @) Z “CO®H
Katehol-dioksigenaza: katalizira ~_CO®H

oksigenaciju katehola u alifatske

kiseline uz cijepanje aromatskog OH proximal-extradiol- OH

OH clegiving CH®
prstena. (@) o, catechol dioxygenases - O | CO®H
OH Z  oH

« Stoga oksigenaze igraju vaznu

e A
ulogu u razgradnji lignina i terpena, (HxCat”) distal-extradiol-

OH
clegving OH
kao i u katabolizmu Trp i Tyr. catechol dioxygenases 0 A
> I CO®H

CHe®

R. Yamahara et al, Journal of Inorganic Biochemistry 88 (2002) 284.



* Ribonukleotid-reduktaza (RR) katalizira kljuCni korak u sintezi DNA — redukciju ribonukleotida.

Reakcija ukljuCuje supstituciju C2’-hidroksilne skupine iz riboze s vodikom.

o O Base | O O | Base
"0-P-0-P-0-CH, INHIBITOR: "O-P-0-P-0-CH, O
H H e H H
H H H H
OH OH OH H
Ribonucleoside diphosphate Deoxyribonucleoside diphosphato




« Mangan je prisutan u biljnim i zivotinjskim tkivima. Ima ulogu kofaktora enziméa uklju€enih u

fosforilaciju, hidrolizu, dekarboksilaciju i transaminiranje.

« Superoksid-dismutaza je krucijalni enzim; katalizira M3++ 0, -— M2+ + O,
dismutaciju (disproporcioniranje) superoksid-radikala

2 -y 3
u vodikov peroksid i kisik. M#+ O, 7+ 2H* — M>* + H,,0,

» Superoksid-radikal nastaje u stanici kao posljedica enzimske i spontane oksidacije; toksian je za

stanicu i razgraduje bioloSke molekule (lipide i proteine).

H4 G

X =FeiliMn Fe-SOD and Mn-SOD

A. F. Miller,, Current Opinion in Chemical Biology 8 (2004) 162.



« Arginaza katalizira hidrolizu Arg u Orn i ureu. Aktivno mjesto sadrzi dva iona Mn koordinirana s po

jednim His- | trima Asp-ostatcima. loni Mn polariziraju i usmjeravaju premosteni hidroksidni ion u

nukleofilni  napad na gvanidinijev

NH,
[HNC(NH,),] C atom (iz supstrata). H?“‘{\IH -
 Arginaza | moze se Kkoristiti kao
biomarker za koronarne sréane bolesti i

(snizava razinu vazodilatatora NO te HN"  "COO™ + HO — HN" "COO™ + HN" “NH,

izravno pridonosi razvoju ateroskleroze). LRI N Uisa

His 101 Asp 232
/’mﬁ{ —0 Asp 234
HN 'e o

20,00 -~ \\ / \\\ , _____I(II-_-;,

T [\& .= NH
10,00 / 0 . 2 .0 =/

0,00 T T T
Healthy volunteers HD patients without HD patients with
CHD CHD

30,00 + e

Arginase | (ngiml)

|
|

-

T
o

=

3

T. Eleftheriadis et al, Int. Urol. Nephrol. 43 (2011) 1187.



O

* Molibden je prisutan u katalitickom centru

nitrogenaza, te kao kofaktor u brojnim enzimima. N| |

Mo-kofaktori sastoje se iz mononuklearnog metalnog N )\N

2
. . . . . H
iona i organskog dijela molibdopterina (MPT).
J a4 P ( ) MPT OPO,

 MPT-enzimi dijele se u dvije skupine:

- medijatori prijenosa kisika (DMSO- o katalizatori  hidroksiliranja aromatskih

reduktaze i SO-oksidaze),

Sulfite dehydrogenase family

heterocikliCkih spojeva (ksantin-oksido-

reduktaze) i aldehida.

Xanthine dehyvdrogenase family




+ Ksantin-oksidoreduktaza (XOR) ima ulogu u katabolizmu purina, detoksifikaciji i regulaciji stani¢nog

redoks-potencijala. Javlja se u dva oblika:

- ksantin-dehidrogenaza (XD): dovodi do nastanka antioksidansa mokraéne kiseline,

> ksantin-oksidaza (XO): sinteza velikih koliCina ROS i RNS molekula.

» Tokom ishemijskog napada (smanjenog dotoka kisika u tkivo) aktiviraju se proteaze koje kataliziraju
brzu konverziju XD u XO pri ¢emu se generira superoksid radikal koji uzrokuje vazodilataciju.
Mogucnost brze konverzije XD u XO uslijed razliCitih ozljeda i oSte¢enja tkiva €ini XOR idealnom

komponentom imunosustava.
Xanthine dehydrogenase (XD): (predominant in normal tissue)

Xanthine + NAD+ + H;0 —— Uric acid + NADH

W A
¥

Antiosidant

XD - XO conversion

Xanthine oxidase (X0): (predominant in injury and disease)

Substrate + O, + H,O0 ——= Product + O; and other ROS, RNS
2 2 2
[ A
il
ROS and RMS act at low lewel as important
second messengers and at high level as
microbicidals that further participate in the
synthesis of additional antimicrabial and
cytoimoe mobscules.

H.A. Kontos, Oxygen Radicals in Cerebral Ischemia: The 2001 Willis Lecture, Stroke 32 (2001) 2712.



« Sulfiti su prisutni u okoliSu zahvaljujuci razliCitim metaboliCkim procesima koji dovode do njihove
tvorbe. Visoko su reaktivni. Mogu reagirati s vitalnim staniCnim komponentama, npr. s DNA i
proteinima uzrokujuci njihovo ostecenje. Nakupljanje sulfita moze dovesti do oSteCenja srediSnjeg
Ziv€anog sustava (mentalne retardacije) i povecanja oksidativnhog stresa. Stoga i prokariotske i
eukariotske stanice izlozene sulfitima moraju razviti mehanizme detoksifikacije. Jedan od tih
mehanizama ukljuCuje direktnu oksidaciju sulfit-oksidazama.

« Sulfit-oksidaza (SO) katalizira bioloSki esencijalnu oksidaciju sulfita u sulfate (terminalnu reakciju

u oksidativnoj razgradnji Met i Cys).

SO; + H,0 + 2 (oytc) , = SO; + 2 (oytc) g + 2 H*

« Centralni Mo-atom u aktivnom mjestu koordiniran je s ditiolenskom skupinom iz MPT, jednim Cys-
ostatkom i dvjema okso-skupinama Sto rezultira kvadratno-piramidalnom geometrijom. U blizini
Mo-centra nalazi se i jedan Tyr-ostatak i do tri Arg-ostatka koji podrzavaju pravilnu orjentaciju

sulfitnih aniona prema Mo-veznom mjestu enzima.

0
Cys-S-_ |
o S/ Mo =—0O
q .
HN ‘ =
By OPO*
NH, N N 0

R. Hille, Coordination Chemistry Reviews 255 (2011) 1179. U. Kappler, Biochimica et Biophysica Acta 1807 (2011) 1.



eovssrone

* Esencijalan za rast svih zivih organizama,

e prisutan u vise od 300 razliCitih enzima u kojima ima

0
ulogu Lewisove kiseline (vezuje vodu koja deprotoni- ’2 —\S o )k /ym
ranjem prelazi u nukleofiini OH ion); u proteinima je L
najceSce vezan za dusSik iz His, kisik iz Asp | Glu te N
sumpor iz Cys, S_?H

- doprinosi katalitickoj mo¢i i stabilnosti pripadajucih proteina. e\
Uglji€na anhidraza (CA, carbonic anhydrase) HgH 5 H-o-
« Sudjeluje u disanju, fotosintezi i transportu iona, . /Zn‘zfr,,,,,His i - /Zn‘zfﬁ.,,, His
- Kkatalizira reverzibilno hidratiranje CO, iz eritrocita u = His O M His
ugljiénu kiselinu, odnosno hidrogenkarbonatni ion, Hcooj ® @‘VCO'
« terapeutska primjena (diuretik, lijeCenje . o 0
glaukoma, infekcija i karcinoma). Heg—C H-o- .C
CO, + H,0 = HCO; + H* Zrl2+""o_ R4 Zn?t 0
T " His™~ HE'S O His "\H::.s

5 K. A. MccCall et al, Function and Mechanism of Zinc Metalloenzymes, J. Nutr. 130 ( 2000) 1437S.

5 C.T. Supuran, Carbonic anhydrases: novel therapeutic applications for inhibitors and activators, Nat. Rev. Drug. Discov. 7 (2008) 168.



Alkohol-dehidrogenaza (ADH)%’

Oksidacijom alkohola u acetaldehid (koji se
djelovanjem aldehid-dehidrogenaze prevodi u

acetat), ADH razgraduje toksiCne spojeve na

molekule koje stanice mogu koristiti,

kao koenzime koristi NAD(H) ili NADP(H),

jetrena ADH (LADH, liver alcohol
dehydrogenase) u aktivnom mjestu
sadrzi Zn(Il)-ion Kkoji koordinira s
alkoholom, dvama Cys- i jednim His-

ostatkom:

His

MADY MADH mNaD* MADH
CH3CHoOH — — — > CH3CHO — — — + CH3COOH
Ethanol Acetaldehyde Acetic acid
- kataliticki ciklus LADH
P s
Ser-48 2 NAD*
RCH,0OH s 2y
H, . H. H ¥ Sy H... [CHR
My s " -
3/0 o’ H,0 P
er-48 |  NAD* Sér-48 NAD*
g -"zin‘NH- Scve” 1 Nitis
C 15 ¥5
¥E 5'::.'5 / sﬂy‘:
H
NAD*
H
H,0 Eer—4E ?
; 5.:;5.5' “'MHI.S
NADH i Cys
R H

57 L. M. Berreau et a., Kinetic and mechanistic studies of the reactivity of Zn—-OH,, (n=1

or 2) species in small molecule analogs of

enzymes, Advances in Physical Organic Chemistry 41 (2006) 79.

zinc-containing metallo-



Metalo-B-laktamaza®8-62

» B-Laktami Cine viSe od polovine antibiotika
prisutnih na trzistu,

* nakon prolaska kroz stanicnu membranu
inaktiviraju bakterijske transpeptidaze ukljuce-

ne u biosintezu stani¢ne stijenke,

e gram-negativne bakterije se protiv ovih
antibiotika bore pomocu B-laktamaza, enzima

koji cijepaju laktamski prsten hidrolizom C-N

veze,
o i .y !
J-'_I-."'-\.L -""L\;_h - HEI::' .'_.""r."'\-\. .__..I-I.L
| B-lactamase / \
+ 0 *
N -H . HN_
- S o
. 5 O W

+ laktamaze se dijele u 4 skupine; skupine A, C i
D koriste aktivni Ser kao nukleofil, dok skupina
B (koju Cine metalo-B-laktamaze) koristi jedan

Il dva Zn-iona za hidroliticki u¢inak,
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« metalo-B-laktamaze doprinose porastu rezistencije na postojeCe antibiotike, zbog Cega se

provode brojna istrazivanja Ciji je cilj Sto bolje shvatiti njihovu strukturu i mehanizam

djelovanja:

o 3D-struktura metalo-p-laktamaze iz B. cereus (Zn-ioni)

)

« binuklearni Zn-centar smjeSten je na dnu lako dostupne plitke, Siroke brazde izmedu dviju 3-

ploca,
* sadrzi tetraedarski koordinirani Znl-ion, te trigonalno bipiramidalno koordinirani Zn2-ion

medusobno premostene H,O/OH ionom,



Znl-ion polarizira karbonilnu skupinu B-laktamskog prstena iz supstrata tvorec¢i oksianionsku

Supljinu ¢ime se olakSava hidroliza; Zn2-ion lociran je u neposrednoj blizini B-laktamskog

duSikova atoma Cime se dodatno polarizira amidna veza i stabilizira odlazec¢a skupina:
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58 Z.Wang et al, Metallo-B—lactamase: structure and mechanism, Current Opinion in Chemical Biology 3 (1999) 614.
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» Na slici je prikazana distribucija metala u enzimima poznate i opisane 3D-strukture.
M zZn
« Distribucija metala nije simetricna s obzirom 20 2 1
2,2 2 <y i Fe
na tip enzimske aktivnosti, a neke reakcije su - -
preferentno katalizirane specificnim metali- i Ca
ma. Primjerice, prijenos elektrona uglavnom -y
je posredovan metalima poput Fe, Cu, Mo i B Co
W, dok je Co najCeSc¢e asociran s vitaminom i Cu
B12 gdje sudjeluje u tvorbi C-Co veze, K 4 Mo
izomerizaciji i reakcijama prijenosa skupina. aw
* Izbor metala nije odreden samo njegovom  Table1  Use of metals in enzymes from different classes?
reaktivnoS¢éu vec¢ i njegovom dostupnoSCu u  EC class Proportion of enzymes ~ Most abundant metal
- . o using metals (%) in enzyme class
odredenom staniCnom okruzenju. Metalni ioni
: A : <anie kiselosti 1. Oxidoreductase 44 Fe, Cu, Mo+ W
mogu imati utjecati na povecanje kiselosti, 5 1inserase 40 Mg, Mn, Co
elektrofilnosti, nukleofilnosti supstrata te 3 Hydrolase 39 Ca, Zn, Co
P 4. Lyase 36 Ca, Mn, Mg
sudjeluju u prijenosu elektrona. Svojstva 5. |somerase 36 Co, Mn, Mg
6. Ligase 59 Mg, Mn, Zn

katalitiCkinh metala u proteinima modulirana s

njihovim koordinacijskim brojem, o C¢emu ovisi broj liganada i okruzenje aktivhog mjesta. Brojni

metaloenzimi kataliziraju medicinski vazne reakcije, te se stoga istrazuju pri razvoju novih terapeutika.

Biocatalysis by Metalloenzymes in Comprehensive Inorganic Chemistry Il Vol. 6 Homogeneous catalytic applications (pp.685-
735), 2" edition, Eds: P. Kenneth Elsevier 2013.



Brojnim proteinima metalni ioni nuzni su za normalnu funkciju. Metalni ioni u takvim metaloproteinima
imaju strukturnu ili funkcijsku ulogu.

Strukturni metalni ioni nuzni su za pravilno nabiranje proteina [primjerice, u cinkovom prstu (zinc finger
protein, mali proteinski strukturni motiv na Cije je Cys- ili His-ostatke vezan jedan ili viSe Zn-iona Sto
pridonosi stabilnosti proteina) Zn?* sluzi za transformaciju neuredenog polipeptida u nabranu
konformaciju koja moZzZe ostvarivati interakcije s nukleinskim kiselinama i drugim proteinima]. Stoga
strukturni ioni, koji utjeCu na nabiranje proteina, imaju vazan regulatorni potencijal.

Funkcijski metalni ioni nalaze se u enzimskim aktivnim mjestima gdje imaju vaznu bioloSku funkciju
(prijenos elektrona, prepoznavanje i interakcija sa supstratom te kataliza). U sluCaju kad metalni ion
omogucuje katalitiCku reakciju, pripadaju¢e metaloproteine kategoriziramo kao metaloenzime.
Metaloenzimi sudjeluju u esencijalnim bioloSkim reakcijama, poput modifikacije nukleinskih kiselina,
degradacije proteina, itd. Njihova uloga u esencijalnim bioloskim procesima podrazumijeva i
sudjelovanje u progresiji mnogih bolesti, zbog €ega su metaloenzimi atraktivne mete za razliCite
terapeutske intervencije, Sto ukljucCuje i inhibiciju.

Vecinom su inhibitori metaloenzima male molekule koje sadrze funkcijske skupine tzv. metal-vezujuée

farmakofore (MBP, metal-binding pharmacophore) pomocu kojih se vezu u aktivho mjesto.

. Y. Chen et al, Targeting Metalloenzymes for Therapeutic Intervention.Chemical reviews 119 (2019): 1323-1455.
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* Istrazivanja inhibitora metaloenzima zapocela su s razvojem inhibitora ugljicne anhidraze (CA, carbonic
anhydrase). Radi se o prvom karakteriziranom Zn-enzimu koji katalizira reverzibilnu hidrataciju CO, pri
cemu nastaje hidrogenkarbonatni anion. Ta je reakcija vazna za brojne bioloSke procese, ukljuCujuci
regulaciju pH u krvi kao i udjela CO,. Inhibitori CA istrazuju se kao diuretici i antikancerogeni agensi.

» CA-aktivno mjesto sadrzi ion za tri His-ostatka i jednu molekulu vode, u tetraedarskoj

geometriji. Ta molekula vode istovremeno je vodikovom vezom vezana za susjedni ostatak Thri%, Sto je

vazno za kataliticko djelovanje enzima.

"The protein backbone is shown in a ribbon style, with coordinating residues and the hydrogen-bonding
Thr1®® shown in sticks and colored by element (carbons in gray). The Zn?*ion is shown as an orange
sphere and the coordinated water molecule is shown as a red sphere. Metal-ligand coordination bonds
are shown as dashed yellow lines and hydrogen bonds as dashed magenta lines."



» Najaktivniji i KliniCki najuspjesniji CA-inhibitori zasnivaju se na sulfonamidnom MBP-kalupu, kakav je
prisutan u FDA-odobrenom lijeku acetazolamidu. (U okviru je prikazan naCin vezanja katalitickog Zn-

lona za sulfonamid (MBPs oznaceni su crvenom bojom).

» Acetazolamid (prikazan Stapi¢astim modelom) zamjenjuje molekulu vode koja je inae vezana za Zn-ion
| vezuje se Zn-ion preko deprotoniranog dusikovog atoma iz sulfonamidnog MBP. Takvim nacinom
vezanja zadrzava se tetraedarska geometrija aktivnog mjesta. Istovremeno, N- i O-atom iz sulfonamida
ostvaruju jake vodikove veze u blizini Thr®?, Zahvaljujuéi interakcijama u kojima sudjeluje anionski

donorski N-atom te stabilizaciji putem vodikovih veza, sulfonamidni kalupi ostvaruju inhibicijski u€inak.

0 I3 @
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* Prirodni metaloenzimi svrstavaju se medu najucinkovitije katalizatore zahvaljuju¢i svojoj aktivnosti,
selektivnosti i mogucénosti djelovanja pri blagim uvjetima. KemiCari istrazuju moguénost priprave
idealnog katalizatora zamjenom metala. Primjerice, prirodna histonska deacetilaza sadrzi Zn?* u
aktivnom mjestu, a njegovom zamjenom s Fe?* unapreduje se katalitiCki ucinak. Isto tako, smatra se da
zamjena nativnog Zn?* s Ni?* povecava aktivnost B-laktamaze. lako su obje metalne forme aktivne,
jedan od metala preferiran je u svakodnevnim uvjetima, dok je drugi inaktivan sve dok se ne dogodi
neka vrste ugroze za stanicu. Stoga se postavlja pitanje kada je odabir metala uzrokovan evolucijom, a
kada je izbor metala pod utjecajem drugih faktora u samoj stanici. Drugim rijeCima, postavlja se pitanje
moze li se kataliticki u€inak enzima poboljSati upotrebom uobi€ajenih gradevnih blokova prisutnih u
stanici.

» Metal-ovisne hidrolaze (peptidaze, fosfataze, ATPaze) kataliziraju hidrolizu. Sadrze dva ili viSe metalnih
centara koji aktiviraju nukleofil (H,O ili OH ) i/ili supstrat za nukleofilni napad kao klju¢ni reakcijski
stupanj. Metali pri tom imaju ulogu Lewisovih kiselina. Dok mnoge hidrolaze koriste Zn?*, neke su
inhibirane upravo Zn?*, a aktivirane Mg?*, Mn?*, Co?*, Ni** ili Ca?*. Nadalje, ponekad metaloenzimi
hidroliziraju vrlo sliéne supstrate, ali uz pomo¢ razliitih metala. Postavlja se pitanje je li vrlo uCestala
prisutnost Zn?* posljedica njegove velike dostupnosti, odnosno koriste li enzimi najdostupnije metale
umjesto onih koji bi bili katalitiCki optimalniji. Drugim rijeCima, upitno je jesu li prirodni enzimi zaista

savrSeni katalizatori, odnosno je li moguce pripraviti maksimalno ucinkovite kvazi-prirodne enzime Koji

bi katalizirali reakcije od visokog interesa za CovjeCanstvo.

C. E. Valdez et al, Mysteries of Metals in Metalloenzymes. Acc. Chem. Res. 2014, 47, 10, 3110.




» Fokusirat ¢emo se na bimetalne amidaze, ureaze (sadrze

dva Ni** u aktivnom mijestu) i p-laktamaze (sadrze dva |

0 0
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Zn?* u aktivnom mjestu), koje hidroliziraju amide.
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« Ta dva enzima imaju bimetalno aktivho mjesto sa sliCnim prostornim rasporedom liganada. Zasto jedan
enzim bira Ni%*, a drugi Zn?*? Za razliku od p-laktamskih antibiotika, ureu koja podlijeze rezonancijskoj
stabilizaciji teZe je hidrolizirati: prema rezultatima komputacijskih studija, ureaza lako hidrolizira -
laktam, dok B-laktamaza ne moze hidrolizirati ureu. Pokazalo se da se zamjenom dvaju Zn?* iona u -
laktamazi s Ni?* ionima znacajno povecao kataliticki kapacitet, Sto znaéi da Zn u B-laktamazi ne
osigurava maksimalnu ucinkovitost enzima, odnosno enzim je ucinkovitiji nakon supstitucije s Ni.
Razlog zbog kojeg stanica ipak koristi Zn najvjerojatnije je uvjetovan drugim faktorima u samoj stanici,

primjerice toksi¢nosc¢u i niskom dostupnoscéu Ni.



» Drugi primjer odnosi se na zamjenu Mn s Fe u ribonukleotid-reduktazi (RNRS).

« Enzimski procesi u mnogim organizmima (od transporta elektrona do stanicne replikacije) ovise o Fe. U
uvjetima ekstremnog oksidativnog stresa (u prisutnosti velikih koli¢ina H,0,), Fe?* se oksidira i uklanja
iz enzima Fentonovom reakcijom. Vecina organitaza razvila je enzime za uklanjanje peroksida, katalaze
| peroksidaze, koji brzo uklanjaju H,O, iz stanica. Odnedavno je poznato da neki organizmi za
prezivljavanje u uvjetima oksidativhog stresa koriste Mn umjesto Fe u odredenim krucijalnim enzimima.
Takav enzim je bakterijska RNR, binuklearni Fe?* redoks-enzim koji katalizira konverziju ribonukleotida

u deoksiribonukleotid omogucavajuci tako replikaciju DNA.

OPP OPP
:‘»'k,-/':‘ Base O, _Base
) Y
S NG
HO  OH HO
ribonucleotide deoxyribonucleotide
diphosphate (in RNA) diphosphate (in DNA)

» Njegova B-podjedinica odgovorna je za tvorbu tirozil-radikala koji oksidira Cys-ostatak udaljen 35 A od
a-podjedinice na kojoj se odvija prikazana reakcija. Genom E. coli enkodira dvije klase RNR: NrdAB

(Fe-ovisan enzim esencijalan za aerobni rast) te NrdEF cija je uloga dugo bila nepoznata.
« Odnedavno se zna da NrdEF postaje aktivan u uvjetima oksidativnog stresa. Preferentno vezuje Fe u

prisutnosti suviska Fe, ali njegova je aktivhost nedovoljna za pokretanje replikacije DNA. U sluCaju
manjka Fe, NrdEF vezuje Mn pri ¢emu se njegova aktivnhost povecava 5 puta. Istovremeno, NrdAB gubi

katalitiCku mo¢ ukoliko mu je Fe zamijenjen s Mn.



« Koji faktori &ine jedan oblik RNR aktivnim, a drugi | « .-

Glu98

inaktivnim ukoliko sadrze Mn kao kofaktor? His101

» Elektronske razlike izmedu Fe i Mn kao i razlika u
geometriji pripadajucih aktivninh mjesta mogu uzrokovati
razlike u redukcijskom potencijalu. lako se strukture
NrdEF s Fe ili Mn uglavhom tijesno preklapaju, ipak

aktivno mjesto ima znaCajan RMSD (Root Mean Glu158

Square Deviation, kvantitativna mjera sliCnosti izmedu

dvije preklopljenje strukture), vezan uz ostatke Glul58. RMSD=0.42 4
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Organometalni konjugati i SARS-CoV-2

Virusi su Cestice na granici izmedu zivog i nezivog; ne sastoje se iz stanica, nemaju
metabolizam, ne reagiraju na vanjske podrazaje, ali mogu se razmnoZzavati za sto koriste zive
stanice domacina (bakterija, biljaka, zivotinja i ljudi). Izvan zive stanice domacina postoje u
obliku Cestica koje se nazivaju virioni, a gradeni

su iz nukleinske kiseline zasticene proteinskim S\ Gevek
v . . . . %LV\OMC.
omotalem koji se naziva kapsida. Osim
/

\ \

proteinske kapside, neki virusi Kkoriste |

proteinske  membrane za interakciju s Capsid

proteinskim receptorima na povrSini stanica
Evivelope

domacina (protein-protein interakcije!).

Virus gripe se svojim H-proteinom (hemaglutinin) vezuje na neuraminsku kiselinu izrazenu na
epitelu respiratornog sustava, a nakon toga virus pomoc¢u N-proteina (neuroaminidaza) iz svoje
ovojnice enzimatski cijepa neuraminsku kiselinu i ulazi u stanicu (Tamiflu blokira enzim
neuroaminidazu i tako sprjeCava ulazak virusa u stanicu i infekciju). Poznato je 16 izoformi H-
proteina i 9 izoformi N-proteina, po Cemu virusi gripe dobivaju svoja serotipska imena (npr.
H1N1). Svaka od tih izoformi razliito se prikazuje u naSem imunosnom sustavu, zbog ¢ega se

cijepimo trovalentnim ili tetravalentnim cjepivima koja pokrivaju viSe virusnih izoformi.



Kod koronavirusa, membranski S-protein ima visok afinitet za receptore na stanicama diSnog epitela,

odn. molekule angiotenzin-ll pretvorbenog enzima (ACE2), Sto omogucava sidrenje virusa na

membranu ciljne stanice i prodor u stanicu.

Stoga je jedan od terapeutskih pristupa u borbi s

koronavirusom usmjeren na sprjeCavanje ove interakcije.

Koronavirusi za ulazak u stanicu osim ACE2-receptora koriste i membranske serinske proteaze. Nakon

ulaska u stanicu, virusi raspakiravaju svoju
kapsidu i oslobadaju jednolanCanu RNA
koja se kao glasniCka RNA pocinje prepisi-
vati na ribosomima domacdina u veliki poli-
protein i nekoliko virusnih proteaza koje ga
cijepaju na virusne regulacijske proteine.
Virus pomocu regulacijskih proteina preuzi-
ma i sebi prilagodava metabolizam stanice
tako da staniCne resurse koristi za proiz-
vodnju novih virusa, Sto Cesto rezultira
smrcu tako zarazene stanice. Medu regula-
cijskim proteinima istiCe se kimotripsinu sli-
Cna proteaza (3CLP™), Cijom bi se inhibi-

cijom mogla ograniciti replikacija virusa.
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« Koronavirusi poznati su od 1960., a u novije vrijeme poceli su se pojavljivati novi koronavirusi koji
sa zivotinja prelaze na ljude i potom se dalje Sire Sto je u Kini 2002. dovelo do pojave SARS-a
(teski akutni respiratorni sindrom, engl. severe acute respiratory syndrome, 774 umrla), te 2012.
do MERS-a (bliskoistoCni respiratorni sindrom, engl. middle east respiratory syndrome, 858
umrlin)]. Koronavirus uzroCnik SARS-a nazvan je SARS-CoV, a 0 antivirusnim agensima
usmjerenima protiv SARS-CoV do 2016. objavljeno je preko 3500 publikacija.

« S obzirom da je za virusnu replikaciju odgovoran njegov enzim glavna proteaza (chymotrypsin-
like protease, 3CLP™ ili MP), istrazivanja antivirusnih terapeutika usmjerena su na inhibitore

tog enzima. Lijekovi dizajnirani za tretiranje SARS-CoV-3CLP dijele se na dvije skupine:;

I.  peptidni inhibitori koji oponasaju prirodne peptidne supstrate,

ii. inhibitori bazirani na malim molekulama, a koji se dobivaju modifikacijom postojecih inhibitora

proteaza, studijama molekul-

Peptidomimetics >

skog pristajanja baziranima

na strukturi ili izolacijom iz 3 -
‘Small molecules

SARS-CoV
JCL @8p+

Protease

/

7

prirodnih produkata. Pored

navedenih, opisani su |

T. Pillaiyar et al, An Overview of Severe Acute Respiratory
Syndrome-Coronavirus (SARS-CoV) 3CL Protease Inhibitors:
Peptidomimetics and Small Molecule Chemotherapy. J. Med. Chem. 2016, 59,
6595-6628.

metalni  konjugati  kao

inhibitori virusnih proteaza.



« *Medu malim molekulama kao inhibitorima proteina esencijalnih za patogenost virusa (SARS-CoV-2-S, 3CLP,
PLP (papain-like protease, “Ahilova tetiva virusa”) i RARp (RNA dependent RNA polymerase, enzim ukljuéen u

replikaciju i transkripciju SARS-CoV-2-genoma) valja istaknuti i prirodne produkte:”

Table 1  Summary of the anti-CoVs effects of natural compounds and their possible action mechanisms.
Plant Compound Virus acting on 1Csq value Reported anfiviral mechanism
Licorice root Glycyrrhizin SARS-CoV 300 mg/L Upregulates nitrous oxide synthase and
nitrous oxide production
Polygonum cuspidatum  Resveratrol MERS-CoV = =
Panax ginseng Ginsenoside-Rbl SARS-CoV 100 pmol/L Inhibits glycoprotein activity
Rauvolfia serpentina Reserpine SARS-CoV 6.0 pmol/L =
Aesculus hippocastanum  Aescin SARS-CoV 3.4 pmol/L =
Boenninghausenia Leptodactylone SARS-CoV 100 pa/mL =
sessilicarpa
Lycoris radiata Lycorine SARS-CoV 15.7 = 1.2 nmol/L. =
Salvia miltiorrhiza Dihydrotanshinone MERS-CoV | pg/mL =
Bupleurum chinense Saikosaponin B, HCoV-229E 1.7 £+ 0.1 pmol/L Interferes with events of early viral entry
Stephania tetrandra Tetrandrine HCoV-0C43 0.33 £ 003 pmol/LL  Inhibits p38 MAPK pathway
Stephania japonica Cepharanthine SARS-CoV-2 098 pmol/L ACE inhibitor
Rheum palmatum Emaodin SARS-CoV 200 pmol/L Blocks the binding of S protein to ACE2
Triterygium regelii Celastrol SARS-CoV 10.3 pmol/L Inhibits SARS-CoV 3CLpro
Tritervegium regelii Pristimererin SARS-CoV 5.5 pmol/L Inhibits SARS-CoV 3CLpro
Triterygium regelii Tingenone SARS-CoV 9.9 pmol/L Inhibits SARS-CoV 3CLpro
Tritervegium regelii Iguesterin SARS-CoV 2.6 pmol/L Inhibits SARS-CoV 3CLpro
Ginkgo biloba Quercetin-3-F-galactoside SARS-CoV 4279 4+ 497 pmol/l. Competitively inhibits SARS-CoV
3CLpro
Salvia miltiorrhiz Tanshinones I—VII SARS—CoV 0.7—30 pmol/L Inhibits PLpro activity
Alnus japonica Hirsutenone SARS-CoV 4.1 pmol/L Inhibits PLpro activity
Black tea Theaflavin SARS-CoV-2  — Inhibits RdRp activity
Myrica rubra Myricetin SARS-CoV 271 £ 019 pmol/L.  Inhibits ATPase activity
Scutellaria baicalensis  Scutellarein SARS-CoV 0.86 + 048 pmol/l.  Inhibits ATPase activity
Angelica keiskei Chalcones I-IX SARS—CoV 11.4—129.8 pmol/l.  Competitively inhibits SARS-CoV

3CLpro

—IC s value or the mechanism of antiviral activity of these active compounds is not clear.

Y. Xian et al,
Sinica B 2020;10, 1163-1174.

Bioactive natural compounds against human coronaviruses: a review and perspective. Acta Pharmaceutica




Nakon vezanja SARS-CoV-S-proteina s ACE2-receptorom na povrsini stanice domacina, virus ulazi u stanicu
nakon Cega se njegova RNA veze na domacinove ribosome omogucavajuci translaciju odn. biosintezu dvaju
poliproteina koji se u prisutnosti 3CLP™ | PLP™ cijepaju u komponente potrebne za sastavljanje novih viriona.
3CLP© (glavna proteaza, MP™©) neophodna je za virusnu replikaciju i infekciju i stoga je idealna meta za
antivirusnu terapiju. U aktivnom mjestu tog enzima nalaze se Cys'4® i His*!, pri ¢emu Cys-tiolna skupina ima
ulogu nukleofila u u reakciji hidrolize poliproteina na odsjeCku koji obuhva¢a najmanje 11 ostataka, a koji

obavezno ukljuCuju sekvenciju Leu-GIn-Ser ili Leu-Gly-Ala. Mehanizam hidrolize peptidne veze:

Deprotoniranje Cys-tiolne skupine (pri ¢emu se N-atom iz imidazolnog His-ostatka protonira), a generira se

nukleofilni sumporov anion. G A Y
- _ 4 HN™Y
Nukleofilni napad sumporovog aniona na Oy H"‘,L/N\g (LN
. . . \Z o H
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H 1) Nucleophilic attack R
. . . .y _ Ill) Release of N-terminus substrate
karboksilnu kiselinu (voda stjeCe nukleofilni Free ezyme IV) Hydrolysis of thioester and (V)
release of carboxylic acid

karakter deprotoniranjem u prisutnosti His- e
RCOO
imidazolne skupine). Pri tom se regenerira . T
. i . <l N O
Cys-tiolna odn. His-imidazolna skupina, /QS HN'L\ g B
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odn. enzim se regenerira za sljededi ciklus. & H H jivg



Krajem 2019. u Kini je otkriven novi koronavirus kojeg
je Medunarodni odbor za taksonomiju virusa nazvao
SARS-CoV-2, a bolest koju uzrokuje WHO je nazvao
COVID-19 (Coronavirus disease-2019) te je
11.3.2020. proglasio pandemiju* te bolesti. Genomi
SARS-CoV i novog koronavirusa SARS-CoV-2 vrlo su
slicni (dijele ~80% genoma), Sto sugerira i slicnost

njihovih interakcija s domacinom.

* Prema Hrvatskoj enciklopediji, pandemija se odnosi na

Sirenje neke bolesti na velika prostranstva (na visSe
drzava, cijeli kontinent ili cijeli svijet. U proSlosti su
poznate pandemije kuge u 6.-om stoljeCu, kolere u
19.-om i 20.-om stoljecu te Spanjolske (H1N1, 1918.,
50 milijuna umrlih) i svinjske gripe (2009., 18 tisuca

umrlih)].

https://coronavirus.jhu.edu/map.html
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Global Cases

Cases by Country/Region

/Sovereignty

Croatia

Global Cazes

Cases by Country/Region
/Sovereignty

Croatia

Global Cases

Cases by

Country/Region/Sovereignty

Croatia

8.10.2020.

Glokal Deaths

1,056,000

310 deaths
Croatia

28.11.2020.
1,443 694

1,600 deaths
Croatia

14.1.2021.

Global Deaths

1.978.629

4472 deaths
Croatia

treatment , J. Biomol. Struct. Dyn. 2020;1-10.

Boopathi S. et al, Novel 2019 coronavirus structure, mechanism of action, antiviral drug promises and rule out against its


https://coronavirus.jhu.edu/map.html

« Pojava infektivnih bolesti uzrokovanih visokopatogenim virusima s proteinskom ovojnicom (Env,
envelope), nametnula je potrebu za sigurnim i uc€inkovitim antivirusnim lijekovima. Od otkrica prvog
antivirusnog lijeka za lije€enje HIV-a (1987.), od strane FDA odobreno je preko 80 antivirusnih lijekova
namijenjenih za lijeCenje i prevenciju infekcija. Vecina tih lijekova smatra se “pasivhom obranom” zato
Sto moraju uc¢i u zarazenu stanicu da bi inhibirali virusnu replikaciju u toj stanici. Stoga takvi lijekovi mo-
raju imati sposobnost prolaska kroz stani€nu membranu bez narusavanja normalne funkcije intracelu-

larnih proteina. U suprotnom, glavnina lijeka ostat ¢e izvan stanice i nece inhibirati virusnu replikaciju.

« Za razliku od “pasivne obrane”, neki antivirusni agensi Inhibitor

Budding and

sluze kao “Cuvari ulaza” (gate keepers) koji se bore s e d PR

h’,"(-, y
Fusion 2 < \

virusom izvan stanice. Lijekovi koji Cuvaju ulaz dijele | inhbitors

Receptor

se u tri skupine: (i) inhibitori koji blokiraju vezanje virus- o pocion |
o o o iy . R °d i =l
ne Cestice na stanicu (inaktivatori virusa), (ii) antagoni- 2 inhibitors / Assembly
sti receptora koji se vezu na receptore na povrsini sta- Proteins , */;
. . . . .. T v - 5 Translation
nice i tako blokiraju vezanje viriona za receptor te (i) jpo - NRTE | § 33 T i
J > NNRTIs - :
inhibitori fuzije koji blokiraju membransku fuziju (fuziju i & Uncoating / " \..;‘;5;‘;'_,’;;3,.4
. . . . Al Reverse A , ;: o
membrana virusa i napadnute stanice). Za razliku od | (d  transcription? I'j";;_‘,j;‘,
inhibitora fuzije i antagonista receptora za Ciju je
aktivnost nuzna prisutnost ciljnih stanica, inaktivatori 4
: L L A [y INis NS
virusa napadaju i inaktiviraju virusne Cestice u krvotoku Atranscription

| to interakcijom s virusnim proteinima ovojnice.




* Mehanizmi inaktivacije virusa mogu biti razliCiti: (i) inaktivatori se vezu na receptorska vezna mjesta
(RBS, receptor-binding site), (ii) inaktivatori induciraju konformacijske promjene Env-proteina uslijed
Cega virusne Cestice gube sposobnost ulaska u stanicu, (iii) inaktivatori se veZu na virusnu lipidnu
membranu uzrokujuci tako razaranje membrane i curenje virusnog genetickog materijala.

« Takvi PPVIs (protein or peptide-based virus inactivators) opisani su za HIV, gripu, ZIKV (zika virus),
DENV (denga virus) i HSV (herpes virus)], a sigurniji su za in vivo primjenu na ljudima u odnosu na npr.
deterdzente koji provode nespecificnu lizu lipidnih membrana i virusa i stanica domacina.

Inactivator

Blocking the receptor binding site




» Koronavirusi €esto su prisutni kod sisavaca i ptica. Kao i ostali virusi, a za razliku od organizama,
nemaju stani¢nu gradu vec su njihove Cestice (promjera 120-160 nm) kompleksi makromolekula [RNA,
proteinski omotac ili kapsida (kapsida i nukleinske kiseline Cine nukleokapsidu) te vanjska lipidna

ovojnica iz koje strSe glikoproteinski izdanci].

« JednolanCana pozitivna RNA s
oko 30000 nukleotidnih sekvenci
cini genom SARS-CoV-2, a

Hemmaglutinin
esterase He

Membrane protein M

,,,,,,,,,
......
,,,,,,,,

prisutna su i 4 glavna strukturna

o e e,
,,,,,,,

proteina: povrsinski Siljak protein hd

ili protein Siljastih izdanaka (S,

engl. spike), mali protein ovojnice ‘

(E, engl. envelope), membranski o i e

protein (M, engl. membrane) i Lipid bilayer : ‘
membrane

nukleokapsidni protein (N, engl.

nucleocapsid) protein. PovrSinski Glycoprotein spikes S

Envelope small

Siljak protein (S) izlazi iz virusne membrane protein E RAid + Hticleoprotain N

lipidne ovojnice zbog ¢eqga virus : :
P J g ceg Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2

oblikom nalikuje na krunu (lat. .
J ( iIsolate WIVO7, complete genome

corona).
A. Vince, COVID-19, pet mjeseci kasnije, Lije¢. Vjesn. 2020;142:55-63.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN996531.1/

Unutar proteinskog omotaca (kapside) nalazi se nukleokapsida (N-protein) Ciji se N-terminus vezuje za
virusnu RNA, omogucujuéi virusnu replikaciju i transkripciju. Stoga se namece potreba pronalazenja
lijeka koiji ¢e sprijeciti kontakt izmedu N-terminusa N-proteina i virusne jednolanCane pozitivhe RNA.
M-protein najzastupljeniji je na povrsini virusne Cestice (sudjeluje u sastavljanju virusa) gdje se nalazi i
S-protein koji upravlja interakcijom virusa s receptorima na povrsSini stanice domacina kao i fuzijom
virusa i stanicne membrane domacdina kako bi se olakSao ulazak virusa u stanicu domacina.

E-protein, mali membranski protein izgraden od 76-109 aminokiselina, klju€an je za sastavljanje virusa,

permeabilnost membrane domacina i interakciju virusa i domacina.

Lipidna ovojnica enkapsulira genetski materijal.

b

Dimer  hemaglutinin-esteraza (HE),  »& Sitike Bivaprotéin

lociran na povrsini virusa, vazan je za Heniagglitinin-esterase

dimer

inficiranje stanica domacina. S-protein
----Membrane protein

sadrzi tri identiCha lanca gradena iz

1273 aminokiseline, a sadrzi i 2 dobro ----Membrane

definirane domene S1 i S2 ukljuCene u

stanicno prepoznavanje i fuziju virusa

------ Nucleocapsid protein
and RNA

cemu dolazi do joS uvijek nerazjasnjenih | _ 1 = Envelop protein

sa stanichom membranom domacina pri

konformacijskih promjena.



Virusni  S-protein  (Spike) specificno
prepoznaje angiotenzin-konvertirajuci
enzim (ACEZ2Z, Angiotensin-converting
enzyme), receptor prisutan na povrsini
brojnih humanih stanica, ukljuCujuci i
stanice pluéa. Slijedi cijepanje S-
proteina djelovanjem proteaza iz
domacina Sto je okidaC za aktivaciju
mehanizama membranske fuzije
(krucijalni bioloski proces stapanja dviju
odvojenih lipidnih membrana u jednu).
Fuzija membrana domacina i virusa
omogucava ulazak virusa u stanicu
nakon Cega dolazi do replikacije virusa
u citoplazmi stanice i ispoljavanja

njegovog citotoksicnog ucinka.

https://www.cornell.edu/video/coronavirus-membrane-fusion

— Spike

\Virol Binding

Membrane Fusion

Ca*ion

Viral Receptor

Viral Genome
Release

T. Tanga, M. Bidona, J. A. Jaimesb, G. R. Whittakerb, S. Daniela, Coronavirus
membrane fusion mechanism offers a potential target for antiviral
development. Antiviral Research 178 (2020) 104792


https://www.cornell.edu/video/coronavirus-membrane-fusion

Domacinov receptor
ACE2 jest transmembran-
ski glikoprotein, a djeluje
kao enzim monokarboksi-
peptidaza.
Raspolozivi podaci ne
podrzavaju ideju o testira-
nju ACE2 supstrata, npr.
angiotensina, kao kandi-
data za

SARS-terapeutike.

potencijalne

S druge strane, terape-
utici usmjereni na ciljanje
interakcija ACE2 i S-pro-
teina zasada pokazuju

obecavajuce rezultate.

E protein @ I
\ W -y, |
Qs -

CoV

Spike (S) protein

RNA and N protein

ACE2 receptor

Human cell

ACE2

RBD
S2

Cell

N

Figure 2. Representation of
general structure of SARS-CoV's and
host cell entry receptor ACE2. The
major viral proteins and RNA strand
are illustrated, these include the
envelope (E) protein, nucleocapsid
(N) protein, membrane (M) protein
and spike (S) protein, along with the
host entry receptor ACE2. The S
protein-ACE2 interaction is a crucial
mechanism of SARS-CoV entry into
host cells.

Figure 3. A close-up depiction of
the S protein and host ACE2
receptor. The viral S protein
(composed of S1 and S2 subunits) is
a trimeric membrane-embedded
glycoprotein. The RBD of the S1
region mediates initial binding with
the host entry receptor ACE2, a
transmembrane protein is
represented in light green. The
phospholipid bilayer of the viral
particle is represented in yellow
while host membrane phospholipid
bilayer is represented in orange.
RBD: Receptor-binding domain.

VanPatten S, He M, Altiti A, F Cheng K, Ghanem MH, Al-Abed Y. Evidence supporting the use of peptides and
peptidomimetics as potential SARS-CoV-2 (COVID-19) therapeutics. Future Med Chem. 2020;12(18):1647-1656.



* http://www.almp.hr/upl/publikacije/Prirucnik klinicko ispitivanje.pdf

B IS

OTKRIVANJE | RAZVOJ LIJEKOVA — OD NOVE MOLEKULE DO ODOBRENOG LIJEKA

Faza IV - Prikupljanje dodatnih
podataka o sigurnosti u uobiCajencj

broj godine grimjeni u judi (provodi se nakon _ _
Moyt s - — MNova klinicka
molekula (prosjecno trajanje) Ocjena dokumentacije registracije lijeka); stotine i tisuce ispitivanja
1 1-2 i davanje odobrenja bolesnika ~ Mode i se
A 'y za stavljanje lijeka u /\ maolekula
promet primjenjivati
(registracija lijeka) Faza Ill - Prikuplianje dodatnih drugatie nego
je to adobreno

podataka o dielotvornosti | T
sigurnosti primjene u ljudi; (npr. u ljecenju
500-5000 (pa | vide) ispitanika druge bolesti)?

\

Faza |l -Djelotvornost u odredenaoj bolesti u u ljudi?
100-500 spitanika

]I Faza | - Sigumost primjene nove molekule u ljudi te u kojoj dozi?

20-100 ispitanika
Ispitivanja na Zivotinjarma kojih je cilj ustanoviti djelotvornost,
Ein 2;3 mehanizam djelovanja i potencijalnu dozu nove rmolekule

Laboratorijska ispitivanja potencijalne dielotvornosti i mehanizrna djelovanija

10 000 2-5 Razdoblje otkrica | proudavanja kernijskin svojstava molekule

« Almp (agencija za lijekove i medicinske proizvode)


http://www.almp.hr/upl/publikacije/Prirucnik_klinicko_ispitivanje.pdf

Visoki i rastuci troSkovi razvoja novih lijekova pripisuju se velikom broju spojeva koji se podvrgavaju

prekliniCkim testiranjima te visokom udjelu randomiziranih kontrola koje zbog toksi¢nosti ne nalaze
kliniCku primjenu. Stoga se istrazuju mogucnosti poboljSanja ucinkovitosti postojecih lijekova, za koje se
zna da imaju minimalne i prihvatljive nuspojave. (Nobelovac sir James Black: ,Najplodniju bazu za
otkri¢e novih lijekova Cine stari lijekovi.”)

Prenamjena lijekova (drug repurposing, drug repositioning, reprofiling, re-tasking) je strategija ispitivanja
djelovanja odobrenih lijekova za nove terapeutske indikacije ili ispitivanje lijekova koji nisu jo§ odobreni.
S obzirom da je sigurnost tih lijekova i kandidata za lijekove vec¢ utvrdena u kliniCkim ispitivanjima za
neke druge bolesti, njihovom prenamjenom skracuje se vrijeme do pocetka primjene na pacijentima, a i
troSkovi su puno nizi u odnosu na troSkove razvoja novih lijekova.

U tu svrhu provodi se probir iz knjiznica postojecih lijekova koji se podvrgavaju razli€itim testovima kako
bi se otkrila moguc¢a nova primjena, odnosno kako bi se lijek dizajniran za lijeCenje jedne bolesti mogao
primijeniti za lijeCenje druge bolesti. Medu najpoznatijim primjerima takvih prenamijenjenih lijekova
nalaze se talidomid (multipli mijelom) te remdesivir (Covid-19).

Rastuci broj prenamijenjenih lijekova namece ideju da bi se sistematskim probirom svih poznatih

lijekova moglo doéi do spoznaja o novim terapeutskim primjenama.

Y. Zhou et al, Artificial intelligence in COVID-19 drug repurposing. Lancet Digit Health 2020 Dec;2(12):e667-e676.



» Jos uvijek nije pronaden lijek protiv Covida-19, a razvoj novih lijekova dugotrajan je proces. Stoga bi se
ucinkovita strategija za brzi odgovor na pandemiju mogla temeljiti na prenamjeni postojecih antivirusnih
I antimikrobnih lijekova. U citiranoj reviji opisani su brojni antivirusni lijekovi koji su evaluirani kao
potencijalni inhibitori virusne replikacije, a koji su usmjereni na SARS-CoV-2-proteine krucijalne za

njegovu patogenezu i prezivljavanje: S-protein, RdRp, 3CLP™ | PLP',

Table 1. Repurposing antivirals with potential ability to inhibit the SARS-CoV-2 replication via targeting the viral

structural and nonstructural proteins.

Existing Chemical structure Primary use Potential efficacy on other Mechanism of action Study (year)
antivirals viruses
Griffithsin . . B An alga-derived Broad-spectrum antiviral Viral entry inhibition by Lee et al. (2019) [
' lectin against HIV activity against HIV, SARS and attachment to the virus Fischer et al.
e MERS surface glycoproteins such as  (2019)
oy HERY G HIV gp120 and SARS-CoV-2 S Ziotkowska et al.
R ) e s ¢ protein (2006)
Tty o Millet
g et al. (2016)

PubChem SID: 163672929

Nafamostat A drug for acute Inhibition the MERS and Inhibiting the host cells Yamamoto
*. M. pancreatitis SARS-CoV-2 life cycle protease (TMPRSS2) and virus et al. (2016)
N membrane fusion

N
™

PubChem CID: 4413

Disulfiram A drug for chronic  Potential treatment for HIV Inhibit the viral polyprotein Lin et al. (2018) [
alcoholism and inhibition ability for cleavage Anand et al.
i N MERS and SARS-CoV-2 (2003)
. Lee et al. (2016)

PubChem CID: 3117

R. Ghanbari et al, Existing antiviral options against SARS-CoV-2 replication in COVID-19 patients. Future Microbiol. (2020) 15,
1747-1758. Accepted for publication: 18 November 2020. Published online: 6 January 2021.



Lopinavir/ritonavir
(Kaletra)

PubChem CID: 92727
PubChem CID: 392622

A drug to treat HIV

Inhibit the replication of the
SARS, MERS and SARS-CoV-2

N

Inhibiting the viral replication Chu et al. (2004)

by high binding affinity to

the viral protease

Yao et al. (2020)
Cao et al. (2020)

Nelfinavir

Danoprevir

Favipiravir
(Avigan)

\

oy HnJ(

R

PubChem CID: 11285588

H H
N
D.:_—:.— ""x._\[l-__.-"’
oF

PubChem CID: 492405

antiretroviral drug
against HIV-1

A drug for
honcirrhotic
genotype 1b HCV

A guanine analog

Inhibit the replication of the
SARS and SARS-CoV-2

Therapeutic potential against
SARS CoV 2

Activity against many RNA

viruses such as influenza virus,

yellow fever virus,
enterovirus, SARS-CoV-2, ...

Potential inhibitor against the
viral protease such as 3CLpro

Potential inhibitor against the
viral protease such as 3CLpro

Selectively inhibit the viral
RdRp via tightly binding to

the RdRp

Xu et al. (2020)
Yamamoto et al.
(2004)

Ohashi et al.
(2020)

Chen et al.
(2020)

Furuta et al.
(2009)

Furuta et al.
(2013)

Cai et al. (2020)
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PuhChem CID: 10445549

analog developed
in response to the
HCV

wide range of RNA viruses
such as SARS-CoV, MER-CoV,
Ebola and Marburg

polymerase and premature
termination of RNA
transcription

Ribavirin An approved drug  Activity against of MERS and  Inhibition the viral RNA Stockman et al.
H
M- against HCV and SARS-CoV-2 synthesis by viral mRNA (2006)
"}r-___ o RSV capping termination via Arabi
[ d targeting the viral RdRp et al. (2020)
/:‘?' 3
~— 2
i o IS
(8] - (s ]
‘. 1 H
PubChem CID: 37542
Remdesivir o An adenosine Broad-spectrum antiviral Binds to the viral RdRp and Wang et al.
_’T analog developed activity against a wide range  acts as an RNA-chain (2020)
1---,, - . .~ inresponse to the of ssRNA viruses such as SARS, terminator Sheahan et al.
T " o, Ebola virus MERS, Marburg, RSV, (2017)
| = fL . SARS-CoV-2, etc. Holshue
h =y Jc. et al. (2020)
-
PubChem CID: 121304016
Galidesivir An adenosine Antiviral activity against a Inhibition the viral RNA Westover

et al. (2018)




« |strazivanja metalo-lijekova za Covid-19 baziraju se na dvije strategije: (i) prenamjena klini€ki etabliranih

metalo-lijekova te (ii) probir iz biblioteke spojeva baziranih na metalima.

» Prednost pristupa baziranog na prenamjeni postojecih odobrenih lijekova jest njihov prihvatljiv toksiko-

loSki profil kao i sposobnost metala da se vezu za slobodne tiolne skupine iz virusne proteaze. Neki od

razloga koji opravdavaju preporuku za prenamjenu lijeka auranofina (AF) odobrenog za lijeCenje reu-

matoidnog artritisa vezani su za njegov utjecaj na imunosustav, a postoje i literaturni podaci o prena-

mjeni za lije€enje karcinoma i infektivnih bolesti. Osim toga, AF inhibira SARS-CoV-2 replikaciju: Huh7

stanice inficirane su SARS-CoV-2, a potom su
tretirane s 4uM AF. Virusne RNA kopije
odredivane su pomocu RT-PCR (Reverse
Transcriptase Polymerase Chain Reaction,
LanCana reakcija polimerazom nakon obrnutog
prepisivanja). AF znacajno reducira virusnu
RNA u supernatantu (70%) nakon 24 h, dok se
u sljedeca 24 h taj postotak povecava do 85%.
 AF inhibira replikaciju SARS-CoV-2 u

inficiranim stanicama s EC,~ 1,5 uM.
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D. Cirri et al, Metallotherapeutics for COVID-19. Exploiting metal-based compounds for the discovery of new antiviral drugs.

Expert Opin Drug Discov. 2020, 11, 1.



« Osim AF, razmislja se i o prenamjeni drugih klini€ki primijenjivanih lijekova za reumatoidni artritis na
bazi Au, poput aurotiomalata i aurotioglukoze. AF-Cl u kojem je tioSecCerna skupina zamijenjena s Cl, a
sadrzi farmakoloski aktivni kation [Et;PAu]* takoder se razmatra kao obecavajuci kandidat za lijeCenje
COVID-19.
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« Antikancerogeni Ru-kompleksi NAMI-A i KP1019 koji su se pokazali sigurnima za primjenu ¢ak i pri
viSim koncentracijama, a trenutno se provode testiranja njihovog inhibitornog ucinka na replikaciju
SARS-CoV-2 virusa.
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* Drugi pristup u pripravi metalo-lijekova kao inhibitora SARS-CoV-2-proteaze zasniva se probiru iz
biblioteke spjeva koji sadrze metal. Tako je testiran kapacitet panela od 5 Au-spojeva da inhibiraju
interakciju SARS-CoV-2-S i ACE2-receptora.

» Au-kompleksi imaju dugu povijest primjene u medicini, a vodeci spoj AF izaziva veliku pozornost zbog
svoje antikancerogene i antiinfektivne aktivnosti. Au-1 - Au-5 sadrze ili N-heterocikliCki karben (NHC) ili
alkinilni ligand, a takvi kompleksi pokazuju vrlo obecavajucu bioloSku aktivnost. Svi testirani Au-spojevi
pokazuju niske ICg,-vrijednosti (16 — 25 uM), i to nize u odnosu na klorokin.

* Au-spojevima odredena je inhibitorna aktivnost prema SARS-CoV-2-PLpro. IC,-vrijednosti Au-1, Au-2
I Au-5 (5 — 7 uM) odgovaraju onima za referentni inhibitor Disulfiram. Inhibitorna aktivnhost kompleksa

Au-3 i Au-4 nesSto je niza (IC;,~14 uM), a najnizu aktivhost pokazao je AF (IC,,= 25,5 uM).

(Benzaimidazol koristen je negativna referenca).

spike-ACE2 (ICso, yM) PLpro (ICso, pM)

f\? h? Cl benzimidazole > 100 > 100
©: >—Au—Cl :>—ﬁ:\u—CI 5 Chloroquine 31.9+54 n.d.

NK N\\C' "g}_ e <:> o  Disuifiram n.d. 65+04
Au-1 Au-2 N Auranofin 222x28 2565+12

» = ) - Au-4 Au-1 194257 63+16

N N _ I/ Au-2 200223 55+05
©:N>—Au_<i\1© | jo = Au—PJ Au-3 21.3%6.8 142 +0.3

g & P k Au-4 25042 141+ 2.1

Au-5 16224 67+09

Au-3

Gil-Moles M et al. Gold Metallodrugs to fight the corona virus: inhibitory effects on the spike ACE2 Interaction and on PLpro protease
activity by auranofin and gold organometallics. ChemRxiv. 2020.



» Biblioteka od 960 komercijalno dostupnih lijekova i bioloski aktivnih spojeva [medu kojima i
organometalni spojevi fenilzivin acetat i timerosal (farmaceutske pomocne tvari, antimikrobni
konzervansi) te heksaklorofen (antimikrobni spoj, inhibitor kolinesteraze)] podvrgnuta je probiru putem
kompjuterskog modeliranja i bioloskih testova u cilju identifikacije inhibitora SARS-CoV-3CL-proteaze.

« Western blots analiza pokazala je da u prisutnosti 10 uM fenilzivinog acetata nije detektiran virusni S-

protein. Udio aktina, koji sluzi kao indikator citotoksi¢nosti primijenjenog spoja, u Vero E6 stanicama

tretiranima s 10 upM fenilzivinog Phenylmercuric Hexa-
acetate chlorophene Thimerosal

acetata 1 potom zarazenima sa I | | ) i

L 0.1 1 10 - 01 1 10 - 01 1 10 g4y
SARS-CoV se snizio, Sto je indikacija

njegove toksi¢nosti prema stanicama.
Prisutnost 10 uM timerosala smanjuje
detektabilnu koliCinu S-proteina >
90%. Slicni rezultati dobiveni su
djelovanjem 10 uM heksaklorofena.
Ova dva spoja nisu pokazala
— e ey WA e 44— Aain

toksiCnost prema aktinu (njegov je

udio u  njihovoj  prisutnosti S T oo i
/o 1 / 9
. . H
nepromijenjen). iy LL)\CI S - j
= l
J.T.-A. Hsu et al, Evaluation of metal-conjugated L»,,j e
compounds as inhibitors of 3CL protease of SARS- Phenylmercuric acetate Hexachlorophene Thimerosal

CoV, FEBS Letters 574 (2004) 116.



2a of Control

Djelovanjem 10 uM heksaklorofena na Vero E6 stanice (koncentracija koja osigurava anti-SARS-CoV-

aktivnost) nije wuzrokovana staniCna toksicnost. DapacCe, pri vrlo visokim koncentracijama

heksaklorofena (100 uM) preZivljava ~ 50% Vero E6 stanica.

Na temelju niskih Ki-vrijednosti moze
se zakljuCiti da su testirani spojevi
kompetitivni inhibitori SARS-CoV-3CL-

proteaze.
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K; values and the structures of some mhibwotrs of SARS-CoV 3CL
protease
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« S obzirom da spojevi koji sadrze Hg mogu biti
potencijalno opasni za ljude, pripravljena je
serija Zn-konjugata kojima je odreden
inhibitorni  potencijal. Dok se Zn-spoj 1
pokazao kompetitivnim inhibitorom (K; = 0,12
uM), sam Zn?* ne pokazuje inhibitorni ucinak
(njegova je K-vrijednost povecana 6 puta).
Tako indicirani utjecaj organskog dijela
molekule odn. piridinskin  skupina na
inhibitornu aktivnost potkrijeplijen je visokim
Ki-vrijednostima preostalih dvaju Zn-spojeva
(njihove  Ki-vrijednosti odgovaraju onima
opazenima za Zn?*).

S obzirom da su poznati Zn-spojevi koji se
koriste kao dodaci odredenim lijekovima,
vjeruje se da je Zn-ion siguran za upotrebu
kod ljudi. Stoga visok inhibitorni uCinak Zn-

spoja 1 predstavilja solidnu bazu za daljnja

istrazivanja lijekova protiv Covid-109.
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« Poznato je da se disfunkcionalnost imunog sustava moze moze Kkorigirati suplementacijom cinkom.
Vezano za Covid-19, a zahvaljuju¢i svojim antiinflamatornim svojstvima, smatra se da Zn moze
ograniciti citokinsku oluju koja izaziva zatajenje organa i fatalni ishod.

« Zn ima vaznu ulogu u funkciji ne samo humanih proteina i enzima (ACE2-receptori ubrajaju se u Zn-
metaloenzime), vec i virusnih. Zn-prst prisutan je u mnogim virusnim proteinima gdje ima ulogu u
njihovoj stabilizaciji, te stoga predstavlja vaznu metu pri dizajnu antivirusnih terapeutika.

* Na slici je predlozen mehanizam djelovanja lijeka Cija je meta Zn-prst: lijek se vezuje za Zn-prst iz

esencijalne virusne proteaze

. L : Zn'*
pro ro £
(3CLPr ili Plp™) uslijed ¢ega dolazi SARS-CoV-2 @ .

do uklanjanja Zn iz enzima, a Sto i
inc finger Q
targeting drug ]

dovodi do destabilizacije enzima i
, ) ) . °Zinu: ionophore
povecCanja intracelularne koncen-

tracije Zn-iona.

* Intracelularni Zn vezat ¢ée se |

. - - . . _ . _ O
inhibirati virusnu RNA-ovisnu RNA Genomic 7~~~
. . e e
polimerazu (RARp) [ tako RANA l O
1a/pplab <> ®e @
yagr = . . ppla - _J'( [
onemoguciti virusnu replikaciju. — — == oo
@
U. Doboszewska et al, Targeting zinc p? ‘% -
metalloenzymes in coronavirus disease 3CL pLP@™

2019, British Journal of Pharmacology 2020
https://doi.org/10.1111/bph.15199
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« Funkcija imunog sustava ovisi o Zn kao integralnom dijelu signalnih puteva uklju€enih u regulaciju uro-
denog i steCenog imunog odgovora. Manjak Zn uzrokuje ve¢u podloznost infekcijama, a suplementacija

ojaCava imunitet. Zn utjeCe na virusnu replikaciju, sintezu proteina, fuziju membrana i aktivnost RdRp.

Table 1. The influence of zinc. zinc conjugates and zinc ionophores on respiratory viruses.

Virus family Strain Antiviral mechanism Zinc formulation and effective concentration
Coronaviruses SARS-CoV Reduced viral replication (11) 2 uM ZnOAc, + 2 uM PT

Inhibited RNA synthesis and RdRp 50 uM to 6 mM ZnOAc,

activity and template binding (11)

Inhibition of 3CLP™ activity (13) Zinc conjugated TDT (K;=1 .4 xM). EPDTC

(K=1.0 xM), IMF1600 (K,=0.32 M) and
IMF1586 (K;=0.05 M)

Inhibition of 3CLP™ activity (12) Zn** ions (K=1.1 #M), 1-hydroxypyridine-2-
thione zinc (K;=0.17 uM)
Picornavriuses  CVB3 Reduced viral replication and disrupt 0.1-10 uM ZnCl, + 125 yM PDTC or 10 uM PT,
polyprotein processing (14,15) 125 uM PDTC or 125 yM HK allowing Zn** cell
influx
Mengovirus Reduced viral replication and disrupt 0.1-10 uM ZnCl, + 125 M PDTC or 10 uM PT.
polyprotein processing (14,15) 125 uM PDTC or 125 yM HK allowing Zn** cell
influx
HRV Slight reduction in viral replication (16) 0.1 mM Zn gluconate or Zn lactate
Inhibition of RdRp activity (17) ZnCl, (IC;,=0.6 uM for PolyA/T template or 4.0 uM
for sshRNA template)
HRV Reduced viral replication and disrupt 10 uM PT. 125 uM PDTC or 125 yM HK
polyprotein processing (14,18) allowing Zn** cell influx
Paramyxoviridae RSV Reduced viral replication and 0.1-10 mM of Zn acetate, Zn sulfate or Zn lactate
penetration (19)
Influenza Influenza A Reduced viral-induced DNA 0.15 mM ZnSO,
fragmentation and caspase-3 activity (20)
HINI1 Reduced virus titer post-infection (21) 25-200 jeg/ml PEGylated ZnO-NPs 75 pg/ml

Zn0O-NPs



* Zn se najceSce doprema kao kompleks s N-etil-N-fenilditio- | |||

karbaminskom kiselinom (EPDTC) ili toluen-3,4-ditiolatom ~~

N
(TLD). Ovi organski ligandi pomazu kod koordiniranja Zn u J
katalititko mjesto 3CLP© Sto uzrokuje inhibiciju proteolitiCke |
aktivnosti. Alternativno, smatra se da organski ligandi olakSavaju |
ulazak Zn u stanicu nakon ¢ega Zn-ioni inhibiraju RdRp. ~~

* Na temelju K-vrijednosti (uM) moze se zakljuciti da je Zn sam ili |

oordiniran s organskim  ligandima  (prema  studjama [ |

molekulskog pristajanja specificno cilja kataliticku dijadu Cys1*® i
His*1) ucinkovit inhibitor 3CLP™: 1,1 (Zn), 1,4 (Zn-TLD) odn. 1,0
(Zn-EPDTC). Ovi rezultati su obecavajuci, ali zasada nije
postignut konsenzus o tome je li Zn pomaze u prevenciji i
lije€Cenju Covida-19. v elds
» Potrebna su dodatna istrazivanja kako bi se , —

egzaktno utvrdio mehanizam kojim  Zn

utieCe na interakciju stanice i virusa,

ucinkovita koncentracija kao i formulacija za

‘0’ / y /
o o . (@) COVID-19

dostavu Zn. TLD-902

A. Pormohammad et al, Zinc and SARS-CoV-2. A molecular modeling study of Zn interactions with RNA-dependent
RNA-polymerase and 3C-like proteinase enzymes. Int. J. Mol. Med. 2021 Jan;47(1):326-334.



Kompleksi prijelaznih metala, koji se odlikuju Sirokim rasponom oksidacijskih brojeva, koordinacijskih
brojeva, geometrije, formalnih naboja, svojstvima Lewisovih kiselina, podesavajuc¢im redoks-svojstvima
te termodinamickim i kineti€kim svojstvima, predstavljaju perspektivne alate za medicinsku primjenu.

Kompleksi V, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Pd, Pt, Ru, Au, itd. pokazuju obeéavajucu aktivnost protiv virusa
HIV, Ebole, gripe i SARS i to inhibicijom ulaska virusa u stanicu domadina i replikacije virusne RNA.
Co(ll)-imidazolni kompleks 1 djelotvoran je protiv keratokonjunktivitisa. B-Co kompleksi 2 i 3 inhibiraju
HIV-proteaze. Kurkumin-Cu kompleks 4 inhibira HSV virus. Ferokin i njegovi derivati 5 i 6 pokazuju

dobru aktivnost protiv virusa hepatitisa C i SARS-CoV in vitro.
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Maynak Pal et al, Transition metal complexes as the potential tools against SARSCoV- 2: In silico approach, New J. Chem.,

2020, Accepted Manuscript



* Mn-CO kompleksi 7 i 8 inhibiraju neke NE"
O komplewsi 718 bk neke - e

proteine. Ni-kompleksi 9 inhibiraju oc_ | M

»

kemokinske receptore CXCR4. Pt- Dc"Mln’N
lijekovi tiosemikarbazoni 10 i 11 >

inhibiraju proteaze iz virusa denga.

» Prikazani organometalni kompleksi podvrgnuti su
in silico studiji moguceg inhibitornog ucinka na
RNA-ovisnu RNA-polimerazu (RdRp) iz SARS-
CoV-2. RdRp ukljuena je u virusnu replikaciju i

translaciju virusnog genoma te stoga inhibicija

tog enzima predstavlja potencijalnu strategiju za

razvoj novih terapeutika protiv SARS-CoV-2.
* Molekulska povrSina veznog dzepa iz RdRp sastoji se iz nekoliko amino-
kiselinskih lanaca (oznaceni crno) s ostatcima koji doniraju (Ala, Lys, Cys,

GIn) i akceptiraju vodikovu vezu (Thr, Glu, Asp, Trp, Arg).
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« Co-imidazolni spoj 1, doksovir, je FDA-
odobreni lijek koji inhibira humani adenovirus.
Studijama molekulskog pristajanja sugerirana
je tvorba kompleksa spoja 1 s SARS-CoV-2-
RdRp i to putem vodikove veze H>3(1)---O
(Glu'®’ iz RdRp) kao i hidrofobnih interakcija
izmedu m-orbitala iz spoja 1 i aromatskog
prstena iz Phe’™ iz RdRp. Sli¢ne
nekovalentne interakcije i vezni parametri
prethodno su odredeni u studijama inhibicije
adenovirusa u prisutnosti spoja 1 Cime je
indiciran njegov inhibitorni potencijal protiv

SARS-CoV-2-RdRp.

Figure 1. (a) Schematic representation of potential non-
covalent interactions between 1 and the RdRp of SARS-CoV-2 in
the binding domain of RdRp. (b) The docked pose showing the
interactions between complex 1 and the Glu 167, Phe 793
residue of RdRp complex.




« Kompleks 2 je Co(lll)-bazirani B-N
klasteru koji inhibira HIV-proteazu.
Studijama  molekulskog  pristajanja
sugeriran je nesto umjereniji inhibitorni
kapacitet kompleksa 2 protiv SARS-
CoV-2-RdRp. Pri tom su detektirane
hidrofobne alkil-alkil interakcije izmedu
alkilnih orbitala organometalnog
kompleksa 2 i Arg®®°, Ala%% i Ala%8 iz
RdRp te sigma-interakcije izmedu C-H
iz kompleksa 2 i O-atoma iz Asp’0,
(Medu svim testiranim organometalnim
kompleksima 1-11, jedino kompleks 2

ne uspostavlja vodikove veze s RdRp.)

Figure 2. (a) Schematic diagram showing the probable non-
covalent interactions between the complex 2 and RdRp of SARS-
CoV-2 in the binding pocket of RdRp. (b) Dock pose exhibiting
the interactions between the complex 2 and the Ala 685, Arg
569, Leu 576 residues of RdRp.




* Spoj 4, Cu(ll)-kurkumin kompleks i inhibitor HSV-protein, uspostavlja pet vodikovih veza s SARS-CoV-2-

RdRp:
022(4)---H-N(Lys®?! iz RdRp),

 lako te vodikove veze doprinose visokoj energiji
vezanja spoja 4 za RdRp, njegov inhibitorni
potencijal slabiji je u odnosu na

kapacitet kompleksa 4 protiv HSV.

e

inhibitorni

029(4)---H-N(Cys®2?2 iz RdRp), 029(4)---H-N(Ala’®? iz RdRp),
H>0(4)---O(Asp®° iz RdRp) te H%(4)---O(Asp’®? iz RARp).
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Figure 4. (a) Schematic diagram showing the probable non-
covalent interactions between the complex 4 and RdRp of SARS-
CoV-2 in the binding pocket of RdRp. (b) Dock pose exhibiting
the interactions between the complex and the Asp760, Ala762,
Trp617, Lys621, Cys622 residues of RARp complex.




« Studije molekulskog pristajanja ferokinskog derivata 6, poznatog inhibitora HSV-proteina, sa SARS-

CoV-2-RdRp sugeriraju njegov najbolji inhibi-

torni potencijal u odnosu na komplekse 1-11. * A mw”

Tome doprinose vodikove veze: .& )

0%6(6)---H-N(Cys®22 iz RdRp),

052(6)---H-N(Asp®2 iz RARD), o ° “!/KFN 2 WO
(6)“H-N(AS™® iz RaRp) v A B (e 2 N

03%96)---H-N(GIn8%> iz RdRp), o===(;"“ 1 —'\—N}' 5

028(6)---H-N(GIn8> iz RdRp), - o '

C102_H(6)---O(Asp’®® iz RdRp), e
C75_H(6)---O(Thr5! iz RdRp) te cvsead)
C#—H(6)---O(Tyré1? iz RdRp).

« Osim tih vodikovih veza, uspostavljaju se nekova-
lentne interakcije izmedu w-orbitala iz kompleksa 6
i S-atoma iz Cys®® iz RdRp, te dolazi do
koordiniranja izmedu Fe-atoma iz kompleksa 6 i
Asp’®l iz RdRp.

» Nadalje, kompleks 6 odlikuje se boljim inhibitornim
potencijalom u odnosu na druge prenamijenjene

lijekove (klorokin, galidesivir, remdesivir, tenofovir,

sofosbuvir, ribavirin, itd. ).



Table 1: The potential interactions between the complexes (1-11) and RdRp of 5AR5-CoV-2 determined from the docking calculations., .

i N
VIEW A

=

4 i
LA L |

Binding  Ligand Inhibition Imni;cular Desolvation Electrostatic Total imtermal  Torsional
Complex Energy efficiency constant (k] ENErgy ENErgy ENErgy ENErgy ENergy

1 -6.29 -0.22 24 47 -6.59 -6.34 -0.25 19 0.3
2 -4.759 -0.21 310.72 -8.96 -9.19 023 0 418
3 -44 -0.15 595.58 -10.66 -10.77 0.1 191 6.26
4 -7.06 -0.24 6.63 -10.05 -10.06 0.02 -3.23 293
5 -6.19 -0.21 2838 -8.58 -7.06 -1.52 -1.05 2.39
6 -10.24 -0.16 0.03128 -13.82 -12 67 -1.15 -43 3.58
7 -5.45 -0.17 101.7 -6.94 -6.38 -0.56 -1.42 149
8 -6.65 -0.25 13.26 -7.55 -7.26 -0.29 -0.66 0.89
9 -8.95 -0.24 0.27655 -10.14 -10.13 -0.01 -0.76 119
10 -8.09 -0.32 118 -9.28 -9.16 -0.12 -0.58 119
11 -8.6 -0.34 0.49316 9.2 -3.95 -0.24 0.2 0.6

 Na temelju studija molekulskog pristajanja sugerirano je da se medu testiranim organometalnim

kompleksima 1-11, ferokinski kompleks 6, Ni-kompleks 9 te Pt-kompleksi 10 i 11 odlikuju najve¢im

veznim afinitetom za RdRp iz SARS-CoV-2. Osim toga, njihov vezni afinitet za RdRp viSi je u odnosu na

vezne afinitete konvencionalnih prenamijenjenih lijekova klorokina, remdesivira i ribavirina (-4 do -7

Kcal/mol).

» Dobiveni rezultati od iznimnog su znacaja jer opravdavaju daljnja istrazivanja kompleksa prijelaznih

metala kao mogucih terapeutika u borbi protiv Covida-19.



