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Diarilamidini ¢ine skupinu bioloski aktivnih spojeva koji se vise od pola stoljec¢a upotrebljavaju za
tretman parazitskih bolesti. lako mehanizam njihovog bioloskog djelovanja jos nije potpuno
razjasnjen, utvrdeno je kako je bioloska aktivnost posljedica vezanja u mali utor DNA. Zbog toga
su spojevi iz ove klase, prvotno razvijani radi pronalaska lijekova protiv parazitskih bolesti, s vre-
menom prepoznati kao lijekovi potencijalno Siroke primjene (protiv npr. HIV-oportunistickih in-
fekcija ili tumora) koja se temelji na interakciji s DNA — primarnim genskim materijalom. Pojava
rezistencije i nekih nezeljenih pratecih posljedica potakla je istraZivanja i razvoj novih ucinkoviti-
jih lijekova kao i odredivanje mehanizma njihovog djelovanja na molekulskom nivou. U ovom
radu dan je pregled istraZivanja utjecaja strukture pojedinih diarilamidina na afinitet i selektivnost
pri vezanju u mali utor DNA i na njihovu biolosku aktivnost.

Kljuéne rijeci: Diarilamidini, mali utor B-DNA, biolosko djelovanje

Uvod

Tijekom Ccitave ljudske povijesti parazitske bolesti uzroko-
vane razli¢itim, u pravilu smrtonosnim mikroorganizmima,
odnijele su velik broj ljudskih zivota. Malarija, africka tripa-
nosomijaza (HAT ili bolest spavanja), koju uzrokuju Trypa-
nosoma brucei gambiense i Trypanosoma brucei rhodesien-
se, Changesova bolest, koju uzrokuje Trypanosoma cruzi i
liSmanioza, najrasirenije su parazitne bolesti. Navedene bo-
lesti primarno su rasirene u tropskim i suptropskim po-
dru¢jima. Pretpostavlja se da je 300 — 500 tisuca ljudi
zarazeno HAT-om, 16 — 18 milijuna ljudi boluje od Chan-
gesove bolesti, dok je limanioza rasirena u stotinjak drzava,
s oko 350 milijuna potencijalnih Zrtava i oko 2 milijuna no-
vooboljelih svake godine. Medu navedenim bolestima ma-
larija je najrasirenija. Procjenjuje se da danas od malarije
boluje vise od 300 milijuna ljudi, a umre ih najmanje mili-
jun godisnje.’

Siromastvo, nedostatak hrane, ratovi, klimatske promjene,
migracija i porast stanovnistva u zarazenim podrucjima
glavni su uzroci povecanja broja novooboljelih kao i dalj-
njeg sirenja navedenih bolesti. Pocetkom dvadesetog sto-
lieca zabiljezen je najveci broj smrtnih slucajeva uzrokova-
nih epidemijom HAT-a. | danas ta bolest, koja je bez
odgovarajuceg tretmana u pravilu smrtonosna, ima status
epidemije u oko dvadesetak subsaharskih drzava africkog
kontinenta. Uz to, svake se godine i u nerazvijenim i u
razvijenim zemljama povecava broj oboljelih od lismanio-
ze, bolesti koju izazivaju paraziti iz roda Leishmania.

Napredak u antiprotozoalnoj kemoterapiji sredinom pro-
Slog stoljeca ogranicio je daljnje Sirenje bolesti uzrokovanih
parazitima. Medutim danas se javila potreba za razvijanjem
novih lijekova jer oni koji se ve¢ desetlje¢cima upotreblja-
vaju u lijecenju, osim sto izazivaju brojne sporedne reakcije
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u ljudskom organizmu, postali su nedjelotvorni zbog toga
Sto su paraziti tijekom godina razvili otpornost na njih. Po-
java rezistencije na postojece lijekove danas cini glavnu
prepreku u kontroli i suzbijanju navedenih bolesti.

Diarilamidini

Diarilamidini, molekule koje se nekovalentnim vezama ve-
zu u mali utor DNA, jedna su od najispitivanijih klasa spoje-
va koju karakterizira visoka selektivnost i Sirok spektar bio-
loskih aktivnosti, od antimikrobnih, antiviralnih, antibakte-
rijskih do antitumorskih.? Molekule iz ove klase spojeva od
iznimnog su terapijskog interesa, posebno u lijecenju para-
zitskih bolesti.

Klasi¢ni spojevi koji pripadaju klasi diarilamidina su nekon-
denzirani aromatski dikationi kao sto su pentamidin (1) i
berenil (2), za koje se zna da se vezu u mali utor DNA bogat
AT-parovima baza, koji imaju dugu povijest antimikrobnog
djelovanja (slika 1).** Pentamidin (1) se upotrebljava u lije-
Cenju bolesti uzrokovanih protozoama kao sto su lismanio-
za i tripanosomijaza jo$ od 30-ih godina proslog stoljeca.?
Danas je takoder u klinickoj uporabi u lijecenju upale
pluca, uzrokovane oportunistickim patogenom Pneumocys-
tic jiroveci (poznatiji pod ranije upotrebljavanim imenom
Pneumocystic carinii), koja je najsmrtonosnija bolest za lju-
de zarazene HIV-om. lako je u klinickoj uporabi, pentami-
din ima nedostataka — izaziva nezeljene sporedne reakcije
u organizmu i nije oralno primjenjiv. Pocetkom 1970-ih
pripravljen je velik broj diarilamidinskih derivata radi dobi-
vanja ucinkovitijih lijekova. Od brojnih priredenih spojeva
jedino se furamidin (3) pokazao potencijalnim antipara-
zitskim lijekom, posebno u lijecenju bolesti uzrokovanih
mikroorganizmima Giardia lamblia, Plasmodium falcifarum
i Trypanosoma rhodesiense.* Furamidin (3), koji ima Sirok
spektar bioloske aktivnosti odli¢an je primjer diarilamidina
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Slika 1 - Kemijske strukture diarilamidina

Fig 1

razvijenog radi pronalaska odgovarajuceg terapeutika.?® U
terapijskom smislu furamidin (3) danas predstavlja vodecu
molekulu vazne klase antiparazitskih lijekova.

Mehanizmi bioloskog djelovanja diarilamidina

Deoksiribonukleinska kiselina (DNA) je molekula od istak-
nutog bioloskog interesa. Ukupna koli¢ina DNA unutar or-
ganizma zove se genom. Svaki organizam posjeduje svoj
specifi¢ni genski materijal koji ga definira kao pripadnika
neke vrste kao i pojedinca u istoj.>® Genom je jedinstven za
svaki pojedini organizam i predstavlja banku podataka koja
upravlja svim procesima unutar organizma. U organizmu se
DNA javlja u vise konformacija, od kojih je unutar genoma
najzastupljenija B-DNA.27

Transkripcija i replikacija dva su procesa od vitalnog zna-
¢enja za normalno funkcioniranje ¢itavog organizma. DNA
zapocinje prepisivanje samo kada dobije signal koji preno-
se regulacijski proteini. Proteini su u pravilu velike molekule
specificne za svaki pojedini gen i vezu se u odredene
sekvencije unutar gena. Oponasanjem njihovog djelovanja
upotrebom malih molekula moglo bi se umjetno manipuli-
rati funkcijom DNA tako da se aktivira ili inhibira aktivnost
pojedinih gena. Postici selektivnost i afinitet proteina malim
molekulama koje se nekovalentno vezu u DNA ostaje glav-
ni izazov u dizajnu lijekova.

Diarilamidinski derivati, koji su osmisljeni i sintetizirani kao
potencijalni lijekovi za tripanosomijazu, pokazali su se ak-
tivnima protiv razlicitih patogenih agensa, kao i potencijalni
protutumorski lijekovi. Na molekulskom nivou, mehanizam
njihovog djelovanja temelji se na vezivanju u mali utor
DNA bogat AT-parovima baza zbog ¢ega dolazi do inhibici-
je vezivanja enzima DNA-topoizomeraze 1 i/ili 1, ili do inhi-
bicije transkripcije, Cime je sprije¢eno normalno funkcioni-
ranje DNA patogena ili tumorskih stanica.”®

Kako su danas poznati genomi triju najrasirenijh parazita,
Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi i Leishmania ma-
jor, kao sto su poznate i sekvencije razlicitih onkogena u tu-
mora, omogucen je novi pristup u dizajnu i sintezi potenci-
jalnih lijekova. Nadalje, sekvencioniranjem genoma kineto-
plastne DNA tripanosoma i liSmanioza, kao i genomske
DNA malarije nadeno je da navedeni genomi imaju iznim-

— Chemical structures of diarylamidines

no velik udjel parova baza AT, sto kao posljedicu ima visok
afinitet molekula iz klase diarilamidina prema navedenim
genomima i, $to je vrlo vazno, selektivnost u odnosu na
DNA sisavaca.

Pretpostavlja se da diarilamidini ulaze u stanice parazita di-
fuzijom, ali postoji i nekolicina potencijalnih transportera.
Carter i Fairlamb prvi su opisali neobican purinski transpor-
ter iz T. brucei nazvan P2 (slika 2).2° Danas je P2 adeno-
zin/aminopurinski-transporter indentificiran kao primarni
diamidinski transporter. Ispitivanja provedena na transpor-
teru P2 pokazala su da on ima visok afinitet za veliki broj ke-
mijski razli¢itih spojeva, od kojih su mu primarni supstrati
adenin i adenozin. Za razliku od odgovarajucih transporte-
ra u sisavaca, P2 se pokazao kao dobar transporter za spoje-
ve kao $to su melamin i benzamidin, kao i niz strukturno
slicnih spojeva. Provedena bioloska ispitivanja prepozna-
vanja diarilamidina od strane transportera P2 opcenito su
ukazala na strukturne zahtjeve koji se moraju ispuniti tije-
kom dizajna potencijalnih antiparazitnih lijekova. Priredeni
spojevi moraju posjedovati amidinsku skupinu, aromatski
prsten i elektronegativan heteroatom — skupine oznacene
iscrtkanom linijom na pentamidinu (1) na slici 1. Tijekom
bioloskih ispitivanja pentamidina kao supstrata za transpor-
ter P2, nadena su jo$ dva transportera — HAPT1 (pentami-
dinski transporter visokog afiniteta) i LAPTT (pentamidinski
transporter niskog afiniteta) — medutim njihova fizioloska
funkcija nije poznata. Nakon sto udu u stanicu diarilamidini
odlaze prema kinetoplastu u sastavu parazita iz porodice
tripanosoma i Leishmania. Vezivanjem u DNA smjestenom
u njemu (KDNA) kinetoplasti postupno nestaju, zbog Cega
parazit ugiba.

Osim antiparazitskih svojstava spojevi iz ove klase pokazuju
i znacajnu protutumorsku aktivnost.' Mehanizam prema
kojem diarilamidini ulaze u tumorske stanice slabo je po-
znat. Kako normalne tako i tumorske stanice imaju visoko-
afinitetni transportni sustav kojim kontroliraju ulazak poli-
amina i gvanidina. Pretpostavlja se da se diarilamidini koriste
navedenim membranskim transportnim sustavom za prela-
zak plazma membrane. Nadalje je utvrdeno da ciljno mjesto
djelovanja diarilamidina u tumorskim stanicama ovisi o ke-
mijskoj strukturi primijenjenih spojeva, tako dok se spoj 4
ponajprije veze u stanicnu DNA, njegov strukturni izomer,
spoj 5 primarno se veze u mitohondrijsku DNA (slika 3).'%
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Slika 3 — Kemijske strukture amidina 4 i 5
Fig. 3 — Chemical structures of amidines 4 and 5

Nacini vezivanja u DNA

Molekule se u DNA opcenito vezu kovalentnim i neko-
valentnim vezama (tablica 1)."" Kovalentno vezivanje u
DNA je ireverzibilno i vodi do potpune inhibicije bioloske
funkcije DNA, sto u konacnici rezultira smrcu stanice. Ne-
kovalentno vezivanje je reverzibilno i ako se uzme u obzir
neselektivnost velikog broja sintetiziranih molekula uklju-
Cujudii one koje su u farmakoloskoj upotrebi, preferirano je
pred kovalentnim jer se smanjuje broj sporednih reakcija
unutar organizma.

Molekule koje se nekovalentno vezu u DNA opcenito se
vezu na tri nacina: elektrostatskim interakcijama, interkali-
ranjem izmedu parova baza i vezivanjem u mali ili veliki
utor DNA.

Elektrostatske interakcije

Elektrostatske interakcije, koje su u pravilu slabe i neselek-
tivne, javljaju se izmedu pozitivno nabijenih atoma ili mo-
lekula s pozitivnim nabojem, koje se nalaze s vanjske strane
dvostruke uzvojnice, i negativno nabijenih fosfata. Naj-
cesce nemaju utjecaja na funkciju DNA. Molekule od zna-
cajnog bioloskog interesa u pravilu se vezu interkaliranjem
ili vezivanjem u mali utor DNA.

— Schematic representation of antiparasitic activity of diarylamidines

Interkaliranje

Do danas su poznati brojni primjeri antibiotika i antitu-
morskih lijekova, kao sto su daunomicin, aktinomicin D i
ehinomicin, cija se bioloska aktivnost temelji na interka-
liranju u B-DNA. Interkaliranje malih molekula u nuklein-
ske kiseline kao mehanizma njihovog bioloskog djelovanja
prvi je predlozio Lerman jos 1961. godine."? Interkaliranje
ukljucuje ulazak planarnog kondenziranog dijela molekule
izmedu parova baza zbog cega dolazi do formiranja van der
Waalsovih i hidrofobnih interakcija koje stabiliziraju novo-
nastali kompleks. Ovakav tip vezivanja u pravilu produljuje
uzvojnicu DNA zbog odvajanja parova baza i djelomicnog
odvijanja uzvojnice na mjestu interkaliranja.” Posljedica
ovakvog nacina vezivanja su strukturne perturbacije unutar
nativne DNA, ¢ime se sprjecava replikacija DNA i inhibira
sinteza proteina. Vise informacija o vezivanju malih mo-
lekula interkaliranjem moze se naci u dva pregledna rada
ranije objavljena u casopisu Kemija u industriji."*

Vezivanje u utore

Vecina molekula koje se nekovalentno vezu u DNA veze se
u mali utor. Utori su kljucan element u sintezi potencijalnih
lijekova jer se nukleinske baze smjestene u unutrasnjosti
dvostruke uzvojnice Ccitaju izvana, tocnije pristup bazama
odvija se kroz utore."

Grupa spojeva Cije se djelovanje temelji na vezivanju u mali
utor B-DNA ukljucuje prirodne spojeve kao sto su antibiotik
netropsin i antiviralni lijek distamicin, kao i velik broj sin-
tetskih molekula od kojih su najpoznatiji predstavnici pen-
tamidin (1) i berenil (2), spojevi iz klase diarilamidina.
Brojni do danas priredeni spojevi iz ove klase koji se preferi-
rano vezu unutar malog utora gradenog od AT-parova baza
pozitivno su nabijene molekule, konkavnog oblika, u koji-
ma slobodna rotacija oko jednostrukih veza osigurava mo-
gucnost formiranja najpovoljnije konformacije tijekom ve-
zivanja u B-DNA. Iscrpna biofizikalna ispitivanja ove klase
spojeva pokazala su da se molekule vezu u dvostruku
uzvojnicu B-DNA, ne vezu se u RNA, vezivanje se preferira-
no odvija u podrucjima bogatim AT-parovima baza, i tije-
kom vezivanja nema velikih perturbacija u B-DNA."™21°
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Tablica 1 - Nacin vezivanja i djelovanja nekih lijekova cija je
bioloska aktivnost posljedica vezivanja u B-DNA""

Table 1 — Mode of binding and biological activity of some
drugs whose biological activity is based on their
binding in B-DNAT

Lijek Djelovanje Nacin vezivanja
Drug Biological activity Mode of binding

Hoechst 33258 antitumorsko
Hoechst 33258 antitumor

vezivanje u mali utor
binding in the minor
groove

pentamidin aktivan prema vezivanje u mali utor
P. carinii

pentamidine  active against binding in the
P. carinii minor groove

diminazen aktivan prema vezivanje u mali utor
tripanosomi
diminazen active against binding in the
tripanosome minor groove
netropsin antitumorsko, vezivanje u mali utor
antiviralno
netropsin antitumor, antiviral  binding in the
minor groove
distamicin antitumorsko, vezivanje u mali utor
antiviralno
distamycin antitumor, antiviral ~ binding in the
minor groove
SN7167 antitumorsko, vezivanje u mali utor
antiviralno
SN7167 antitumor, antiviral  binding in the
minor groove
SN6999 aktivan prema vezivanje u mali utor
P. falciparum
SN6999 active against binding in the
P. falciparum minor groove
menogaril antitumorsko interkalacija
menogaril antitumor intercalation
cisplatina antikarcinogeno kovalentno vezivanje
cisplatinum anticancer covalent binding

Dizajn spojeva iz klase diarilamidina

lako je DNA dobro definirana makromolekula, ona pred-
stavlja iznimno kompleksnu molekulu u dizajnu lijekova.
Vec glavne karakteristike DNA, smjestaj unutar stani¢ne
jezgre i polozaj baza unutar utora, isticu velik problem u
sintezi selektivnih molekula.

Mali utor dvostruke uzvojnice DNA ciljno je mjesto u di-
zajnu i sintezi potencijalnih lijekova iz diarilamidinske klase
spojeva. Dimenzije utora kao i njegova fizikalno-kemijska
svojstava definirana su vrstom, rasporedom i orijentacijom
parova baza koje ga izgraduju (slika 4).""

Strukturne karakteristike utora vazne za dizajn selektivnih
molekula su:

(i) geometrija utora;

(i) distribucija elektrostatskog potencijala;

(iii) distribucija molekule vode unutar utora;

(

iv) mjesta na krajevima baza koja su u stanju formirati
vodikove veze.

mali utor

o :
.mIIIOI' Zroove n,

e

veliki utor
major groove

mali utor
.~ /- Minor groove %,

Slika 4 - Prikaz malog i velikog utora u B-DNA

Fig. 4 — Minor and major groove in B-DNA

Selektivno vezivanje unutar odabrane sekvencije u DNA
moze se posti¢i odabirom odgovarajucih funkcijskih sku-
pina na nacin da funkcijske skupine koje mogu formirati vo-
dikove veze budu unutar molekule rasporedene na mjesti-
ma komplementarnim s onima u odabranom slijedu baza.
Funkcijske skupine baza tvore motiv akceptora i donora
vodikovih veza i time daju razlicite mogucnosti formiranja
vodikovih veza i hidrofobnih kontakata. Navedena mjesta
su potencijalna vezna mjesta u dizajnu lijekova. Citanje in-
formacija odvija se vodikovim vezama izmedu funkcijskih
skupina molekule i donora ili akceptora vodikove veze
unutar utora te kroz van der Wallsove kontakte i elektro-
statske interakcije (slika 5).
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Slika 5 — Motiv donorskih (d) i akceptorskih skupina (a) unutar
malog i velikog utora B-DNA
Fig. 5 — The motif of the donor (d) and acceptor groups (a) in
the minor and major groove of B-DNA

Na osnovu prethodnih spoznaja da su krajevi parova baza
prenosioci informacija u sekvencijama B-DNA, moze se
pretpostaviti da se formiranjem veceg broja vodikovih veza
izmedu malih molekula i parova baza koje izgraduju ciljno
mjesto postize vece razlikovanje izmedu sekvencija u B-DNA.
Medutim brojna kristalografska ispitivanja kompleksa mo-
lekula s B-DNA pokazala su da je prepoznavanje sekvencija
znatno kompleksnije i ukljucuje ¢itav niz faktora te da je
motiv vodikovih veza samo jedan od njih. Indirektne vo-
dikove veze izmedu malih molekula i B-DNA putem mo-
lekula vode unutar utora, nevezne van der Waalsove inter-
akcije, hidrofobne interakcije i niz drugih, sve su to ¢imbe-
nici koji utjeCu na selektivnost i afinitet vezivanja.'

lako se vecina do danas priredenih spojeva iz klase diarila-
midina preferirano veze unutar malog utora DNA bogatog
AT-parovima baza, do danas su priredeni spojevi koji se
selektivno vezu u sekvencije bogate GC-parovima baza i
mijesane ATGC-sekvencije.
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Struktura molekula

Buduci da je vezivanje molekula u DNA kompleksan pro-
ces koji ovisi o brojnim strukturnim i elektronskim parame-
trima, ve¢ i mala promjena u funkcijskim skupinama, distri-
buciji naboja, rigidnosti spoja i/ili prostornom rasporedu
atoma, ima velik utjecaj na afinitet priredenih molekula
prema ciljnom mjestu. Selektivnost kao i afinitet prema
odabranoj sekvenciji postize se pravilnim odabirom funk-
cijskih skupina, ¢ime se postize optimalna geometrija mo-
lekula, sto je uvjet za formiranje izravnih vodikovih veza s
ciljnim mjestom.>'>13

Molekule koje se vezu unutar malog utora DNA moraju ispu-
niti odredene strukturne zahtjeve: zakrivljenost koja prati
utor, broj i priroda kationskih skupina, broj i raspored donora
i akceptora vodikove veze.'® Zbog toga su u pravilu gradene
od (hetero)aromatskih gradevnih jedinica povezanih razlici-
tim premosnicama s terminalnim pozitivno nabijenim skupi-
nama. Pripravljene molekule posjeduju i hidrofobne aro-
matske dijelove s kojima formiraju aromatske n—m-inter-
akcije s nukleinskim bazama i stijenkama utora. Unutar
molekula u pravilu su rasporedeni donori i akceptori vodiko-
vih veza ovisno o rasporedu istih unutar ciljnog mjesta.
Jednako tako broj strukturnih jedinica, toc¢nije duljina mo-
lekule, utjece na afinitet, selektivnost i nacin vezivanja u
DNA, a time i na bioloski ucinak. Pozitivan naboj smjesten
na terminalnom dijelu molekula odgovoran je za elektro-
statsko privlacenje ispitivanih spojeva i fosfatnog dijela poli-
nukleotida. Amidinska skupina i njezini derivati najcesce su
upotrebljavane terminalne gradevne jedinice koje osigura-
vaju pozitivan naboj molekule, i odli¢an su kromofor koji
omogucava nastajanje vodikovih veza s bazama u DNA.

Molekule iz klase diarilamidina vezu se u DNA na dva naci-
na, interkaliranjem i vezivanjem u mali utor. Nacin veziva-
nja, kao i afinitet prema ciljnom mjestu odredeni su kemij-
skom strukturom pripravljenih spojeva. Provedena biofizi-
kalna ispitivanja serije diamidina 3, 6-10 (slika 6) pokazala
su da na afinitet i selektivnost molekula mozemo utjecati
pravilnim izborom premosnice, prirodom i brojem kation-
skih skupina, duljinom molekule, tocnije geometrijom i ke-
mijskom strukturom molekula."®

Geometrija molekula

Dugo se smatralo da je geometrija molekule jedan od glav-
nih kriterija u razvoju ucinkovitih lijekova iz klase diarilami-
dina. Komplementarnost oblika molekule i malog utora u
DNA od strane je brojnih autora pretpostavljena kao klju-
¢an ¢imbenik za jake interakcije izmedu molekula i DNA.
Na temelju kristalne strukture netropsina, Cory i suradnici
su formulirali glavni princip prema kojemu se afinitet mo-
lekule povezuje s komplementarno$¢u geometrije moleku-
lai ciljnoga mjesta.'” Vaznost komplementarnosti geometri-
je molekule i cilinog mjesta ispitivana je na nizu strukturnih
izomera furamidina (3) koji se medusobno razlikuju prema
polozaju amidinskih skupina (slika 7).">'® Provedena ispiti-
vanja radijusa zakrivljenosti priredenih spojeva pokazala su
da geometrija molekula, kao funkcija polozaja amidinskih
skupina, utjece na jacinu vezivanja, a time i na bioloski od-
govor. U navedenim serijama samo su spojevi s para,para-
amidinskim skupinama pokazali velik afinitet za vezivanje u
cilino mjesto. Para,meta- (11) i meta,meta-derivati (12),
kako nemaju gemetriju kompatibilnu ciljnom mjestu, nisu u

jako vezivanje u utor
strong binding in the groove
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Slika 6 — Kemijske strukture diaminske i diamidinskih molekula
i nacin njihovog vezivanja unutar maloga utora B-DNA gradenog od
AT-parova baza

Fig. 6 — Chemical structures of diamine and diamidine mole-
cules and their binding within the AT pair bases in the minor groove
of B-DNA

mogucnosti formirati veci broj broj van der Wallsovih kon-
takata s ciljnim mjestom, sto u konachnici rezultira slabim
vezivanjem i losijim bioloskim odgovorom.

Danas se, na temelju kristalografskih ispitivanja, zna da
komplementarnost oblika nije strukturni zahtjev koji se
nuzno mora ispuniti da bi se molekula vezala u odabranu
sekvenciju. Molekule koje nemaju geometriju kompatibil-
nu ciljnom mjestu mogu se vezati tako da jedna terminalna
amidinska skupina formira izravne veze s bazom na dnu
utora, a druga terminalna amidinska skupina veZe se na od-
govarajucu bazu “mostom” od jedne ili vise molekula vo-
de.™ Na taj se nacin nadopunjuje zakrivljenost molekule,
Sto u konacnici rezultira formiranjem stabilnog kompleksa.
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Slika 7 - a) Kemijske strukture difenilfuranskih derivata koristenih u biokemijskim i biofizikalnim ispitivanjima,
b) shematski prikaz radijusa zakrivljenosti para, para- i meta, meta-derivata

Fig 7

— a) Chemical structures of diphenylfuran derivatives used in biochemical and biophysical investigations,

b) schematic representation of the radius of curvature for para, para- and meta, meta-derivatives

Utjecaj molekula vode, kao bitnog faktora, na vezivanja ka-
tionskih diamidinskih molekula primijecen je kod linearnih
molekula 7 i 8, Cija geometrija ne prati zakrivljenost maloga
utora DNA (slika 6). Provedena biofizikalna ispitivanja po-
kazala su ne samo da se molekula iznimno jako veze unutar
utora DNA gradenog od AT-parova baza nego je to veziva-
nje jace i od furamidina (3). Kristalografskim ispitivanjima
otkriveno je da pri njihovom vezivanju u AATT-sekvencije
sudjeluju i molekule vode koje nadopunjuju zakrivljenost
molekule.’®*!

Dizajn i sinteza malih molekula koje bi se selektivno vezi-
vale u male utore gradene od GC-parova baza, ukljucili su
ispitivanje brojnih heterociklickih dikationskih molekula
koje nemaju klasi¢nu zakrivljenu strukturu karakteristicnu
za molekule koje se vezu u podrucja bogata AT-parovima
baza. Od ispitivanih spojeva samo se pirimidinski hetero-
ciklicki derivat 13 veze u sekvencije bogate GC-parovima
baza, GCTCC. Vezivanje se odvija unutar maloga utora
tako da molekula formira kooperativni dimer (slika 8). Mo-
lekula 13 prvi je nepoliamidni, sintetski spoj koji specifi¢no
prepoznaje sekvencije u DNA bogate GC-parovima baza, i
kao takva iskazuje predlozak u razvoju novih molekula koje
bi se selektivno vezivale u sekvencije bogate GC-parovima
baza unutar malog utora DNA, koje su uz to u stanju proci
stanicnu membranu, te pokazuju odgovarajuci terapijski
ucinak.?%??

Utjecaj premosnice

Na temelju brojnih ispitivanja niza sintetiziranih molekula
primije¢eno je da izbor premosnice jako utjece na njihovu
biolosku aktivnost. Strukturna modifikacija na pentamidi-
nu, kojom je dobivena konformacijski zakocenija struktura,
cis-butamidin 14 (slika 9), rezultirala je sintezom molekule
koja imaju vecu biolosku aktivnosti protiv patogena P. cari-
nii u odnosu na pentamidin (1). Ispitivanja ucinka penta-
midina (1) in vivo pokazala su da neki njegovi metaboliti

H,N :
HN

NH
H,N

Slika 8 - Model dimera dobiven iz dvije molekule spoja 13
Fig. 8 — Dimerof compound 13

uzrokuju sporedne reakcije Stetne po organizam domack
2,23
na.”

Posljedica toksi¢nosti dizajn je i sinteza strukturnih derivata
kod kojih je aciklicka premosnica u pentamidinu (1) zami-
jenjena heteroaromatskom jezgrom. Ugradnjom furanskog
prstena kao premosnice izmedu dva fenilamidina prireden
je furamidin (3), koji se pokazao iznimno ucinkovit u ispi-
tivanjima in vivo protiv brojnih infektivnih parazita. Za-
mjenom furanskog prstena (3, 19) tiofenskim (20a, b) ne
mijenjaju se selektivnost i afinitet priredenih spojeva prema
sekvencijama bogatim AT-parovima baza u malom utoru
DNA, ali su bioloska ispitivanja pokazala da su tiofenski de-
rivati aktivniji od furanskih analoga (tablica 2).

Zamjenom 2,5-dioksopentilne premosnice pentamidina
piperizinskom ili homopiperizinskom priredeni su spojevi
16-18, koji su se pokazali ucinkovitiji od pentamidina u
ispitivanjima in vitro na P. carinii (slika 9, tablica 3).*
Promjena temperature “meksanja” polinukleotida (A#,,/°C)
pokazuje kako se Cvrsto ispitivane molekule vezu u oda-
brani polinukleotid. Sto je veca vrijednost A#,, to je jace ve-
zivanje malih molekula u DNA.
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Slika 9 - Kemijske strukture diarilamidina 14-18

Fig. 9 — Chemical structures of diarylamidines 14-18
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Slika 10 — 2,5-Bis[4-(2-imidazolin-2-il)fenil]-3,4-
-etilendioksitiofen (21)

Fig. 10 - 2,5-Bis[4-(2-imidazolin-2-yl)phenyl]-3,4-
-ethylenedioxythiophene (21)

Prosirivanjem tiofenskog dijela uvodenjem 1,4-dioksan-
skog prstena pripravljeni su spojevi iz 3,4-etilendioksitio-
fenske serije koji su pokazali znatnu protutumorsku aktiv-
nost (slika 10).2°

Od ispitanih spojeva najbolje biolosko djelovanje pokazao
je spoj 21 (Glspod 1,5- 10°do 9,0- 10 mol dm™), prema
odabranim stanicama raka.

Utjecaj duljine molekule

Ispitivanja na klasi fenil-benzimidazolnih derivata furana
pokazala su da afinitet prema ciljnom mjestu definiraju ne
samo geometrija i fizikalno-kemijske karakteristike spoja
vec¢ i duljina molekule (tablica 4)."%2¢

Tablica 2 — Strukturaiin vitro-aktivnost difenilfurana i tiofena

Table 2 — Structure and in vitro activity of diphenylfurane
and thiophene derivatives
Stanic¢na linija
L. donovani® | 1774.G8
Spoj X R, L. donovani* )774.G8
Compound (IC50/1 cell line
pmol L) (ICso /
pmol L)
Pentamidin amidin
Pentamidine O(CH,);O o 2,59 = 0,54 100
amidine
(1
furan amidin
3 - 2,76 £ 0,60 26,84 = 2,44
furan  amidine
izopropil-
19 furan - amidin "5 57 17,01 -
furan  isopropyl-
amidine
18 tiofen —amidin 1) 0,08 65,3 + 4,6
thiophene amidine
izopropil-
i amidin
20 tiofen — amidin = ) (05 2126 + 2,58
thiophene isopropyl-
amidine

? Prosje¢na vrijednost =+ standardna devijacija od minimalno dva neovisna
mjerenja. (-) nije testirano. Stani¢ne linije J774.G8 su inficirane Leishami-
nijom mexicanom za koju je standardni lijek amfotericin B koji ima aktiv-
nostod IC, = 46 = 6 nmol L™, dok se pentamidin pokazao neaktivnim.

 Average value = standard deviation of at least two independent measu-
rements. () Not been tested. )774.G8 cell lines were infected with Leisha-
minia mexicana. Standard drug for Leishaminia mexicana is amphotericin
B, which possesses the activity of IC,, = 46 = 6 nmol L~", while pentami-
dine is inactive.

Tablica 3 - Bioloska aktivnost protiv P. carinii pneumonije
(PCP) i vrijednosti AU, za vezivanje u poli(dA)-poli(dT) sintetiziranih
spojeva 14, 16-18*

Table 3 - Biological activity of compounds 14, 16-18
against P. carinii é)neumonia (PCP) and A®_ values for binding in
poly(dA)-poly(dT)**

14 - 1,1+0,84°
16 18,8 2,12+0,88°
17 23,8 2,60
18 23,1 2b

* poli(dA)-poli(dT), b broj cisti na plu¢ima / 10° g’1, ¢ (C,, / umol L.
2 poly(dA)-poly(dT), ® No. of lung cysts / 10 g7, € (IC,, /umol L.
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Slika 11 — Modifikacije strukture furamidina (3)
Fig. 11 - The modifications of structure of furamidine (3)
Tablica 4 — Vrijednosti AD, | za ispitivane spojeve s oligomerima koji imaju vezno mjesto gradeno od 4, 6 i 8 AT-parova baza*

Table 4 - AU values for test compounds with oligomers containing 4, 6 and 8 base pair binding sites®

Oligonukleotid
Oligonucleotide spoj 3

compound 3

d(CCGAATTCGC), 8,3
d(CGAAATTTCQ), 12,6
d(CAAAATTTTCCAAAATTTTC), 7,3

AU, /°C
spoj 22 spoj 27 spoj 28
compound 22 compound 27 compound 28
11,7 10,0 -
17,1 14,1 -1,5
18,0 14,8 29,5

% Ispitivanja su izvedena upotrebom natrijeva kakodilatnog pufera (CAC 10) pri omjeru koncentracija spoj/vezno mjesto = 1
4 Experiments were performed using sodium cacodilate buffer (CAC 10) and were done at the ratio of 1,0 drug per binding site

Kao vodedi spoj ponovno je upotrijebljena molekula fur-
amidin (3) kod koje su na furansku jezgru vezana dva fenil-
amidina. Zamjenom prvo jednog a zatim oba benzenska
prstena s benzimidazolskim sustavom priredeni su spojevi
22 i 27. Spoj 28 prireden je uvodenjem bis(fenilbenzimi-
dazola) kao poveznice izmedu furanske jezgre i amidinskih
skupina (slika 11). Svrha provedenih ispitivanja bila je odre-
diti odnos duljine molekula i broja parova baza na koje se
one vezu, a time i selektivnost i afinitet ispitivanih molekula
prema DNA.

U tablici 4 navedene su vrijednosti At,, za ispitivane spoje-
ve s oligomerima koji imaju vezno mjesto gradeno od 4, 6 i
8 AT-parova baza.**

Iz navedene tablice jasno se moze vidjeti da povecanje
duljine molekule vodi do prepoznavanja veceg broja paro-
va baza, a time i duljih sekvencija unutar malih utora u
B-DNA. Medutim provedena bioloska ispitivanja prirede-
nih spojeva na P. carinii pneumoniji (tablica 5) pokazala su
da su priredeni spojevi toksicniji i manje aktivni u odnosu
na furamidin (3). Dobiveni podatci ukazuju da postoji opti-

malan intenzitet interakcije izmedu reverzibilno vezanih
spojeva i ciljnog mjesta u DNA. Precvrsto vezane molekule
u pravilu su neselektivne i toksicne za organizam domacina.

Tablica 5 - Invivo aktivnost protiv parazita P. carinii
26a

pneumonia
Table 5 - Invivo activity against P. carinii pneumonia?
Preostale ciste na
Doza plué¢ima u odnosu
Spoj Dose na kontrolu / % *
Compound a Remaining lung cysts
umol kg compared with
control group / %*
3 13,3 2,1
22 5,0 51,0
27 10,0 1,8
28 7,1 180

% Rezultati Cetiriju mjerenja ispitivanih spojeva prema P. carinii u takora.
# Evaluation of four dosages of the selected compounds against P. carinii in rats.
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Za razliku od drugih diamidina temeljenih na furamidinu
(3), spoj 22 se preferirano veze u mali utor DNA graden od
ATGA-parova baza.”' Provedena biofizikalna i spektroskop-
ska ispitivanja pokazala su da se spoj veze tako da formira
dimere u malome utoru DNA. Formiranje kompleksa
spoj—DNA 2:1 vec je opisano s monokationima kao $to su
distamicin i sli¢ni poliamidi, ali ne i s dikationima ili ne-
poliamidima. Molekula 22 je prvi aromatski dikation za
kojega je nadeno da formira dimer u malome utoru B-DNA
gradenom od mijesane ATGA-sekvencije i kao takav uzet je
kao predlozak za dizajn i sintezu malih molekula kao selek-
tivnih regulatora gena.

Ispitivanja utjecaja strukture molekule na formiranje dime-
ra unutar utora pokazala su da raspored strukturnih jedinica
uvjetuje nacin vezivanja molekula unutar utora. Malim
promjenama u strukturi molekule 22, uklanjanjem jedne
od amidinskih skupina, zamjenom benzimidazolnog prste-
na fenilnim ili benzofuranskim ili uvodenjem alkilnih skupi-
na na dusikov atom amidne skupine priredeni su derivati
kod kojih nije opazeno formiranje dimera.”’

Utjecaj broja i prirode kationskih skupina

Da bi se sintetizirana molekula vezala u mali utor DNA,
najprije mora udi u stanicu nakon ¢ega mora uci u stani¢nu
jezgru ili mitohondrij." Fluorescencijskom mikroskopijom
ispitivana je stani¢na distribucija strukturnih analoga fura-
midina. Na temelju provedenih ispitivanja na strukturnim
analozima furamidina s jednim, dva ili Cetiri pozitivna na-
boja (slika 11) nadeno je da je blizina dva ili Cetiri pozitivna
naboja optimalna za njihovu stani¢nu distribuciju, dok su
gubitkom jednog ili oba kationska boc¢na lanca strukturnih
derivata furamidina priredeni spojevi koji u pravilu ne ulaze
u stani¢nu jezgru.'® Dobiveni rezultati pokazuju da je pri-
sustvo dvije terminalne amidinske skupine ili njihovih cik-
lickih formi vazan strukturni element koji potpomaze aku-
muliranju molekula unutar stani¢nih odjeljaka.

Daljnje, kemijske modifikacije na osnovnoj strukturi fura-
midina (3) radi dobivanja bioloski aktivnijih spojeva koji bi
bili oralno primjenjivi i manje toksi¢ni ukljucuje i sintezu
2,5-bis(N-alkilamidinofenil)furanskih derivata, koji su se
pokazali manje toksi¢nim i aktivnijim od furamidina (3) u
ispitivanjima in vivo na P. carinii (tablica 6).*%

Tablica 6 — Antitumorsko djelovanje i antigljivicna aktivnost te citotoksicnost supstituiranih derivata furamidina i vrijednosti A9 za
vezivanje sintetiziranih analoga u dodekanukleotidu d(CGCGAATTCGCG),**%

Table 6 - Antitumor and antifungal activity and cytotoxicity of substituted derlvatlves of furamidina and AV, values for their binding
in d(CGCGAATTCGCG), dodecamer3 26b
m L O
R-NH
Preostale ciste na
Doza ¢ pluéima u odnosu
°Po) R 2780 | CH1® | skove3® | g, /°Cb | A, ece | /Hmorke” d | makontrolu/%¢
Compd. Dosage ¢ Remaining lung cysts
/pumol kg™ d’ compared with
control group / % ¢
3 H 46 46,5 42,5 11,7 25 0,3 5,38 = 2,61
31 etil - - - - 10,4 0,05 = 0,02
ethyl
32 n-propil - - - 13,0 25,9 10,6 0,08 = 0,04
n-propyl
33 izopropil 38 44,5 20,5 14,4 > 28 10,8 0,20 + 0,18
isopropyl
34 izobutil 22,5 9 52 10,0 10,0 2,20 = 1,35
isobutyl
35 ciklopropil 37 18 48 - > 28 - -
cyclopropyl
36 ciklobutil 11 4,2 25 - > 28 - -
cyclobutyl
37 ciklopentil 12 3,6 17 15,8 > 28 1,9 0,08 + 0,05
cyclopentyl
38 cikloheksil 4,8 2,1 5,2 - - - -
cyclohexyl

4 Citotoksi¢nost je izrazena u vrljednostlma IC.,/pmol L.b Ispitivanja izvedena na poliA-poliT. © Ispitivano na oligomeru d(GCGCAATTGCGC),.

Rezultati cetiriju mjerenja ispitivanih spoleva prema P. carinii u $takora.

4 Cytotoxicity is expressed in values of IC
Evaluation of four dosages of the furan dications against P. carinii in rats.

/pmol L. P Tests performed on poliA-poliT. “ Tests performed on oligomer d(GCGCAATTGCGC),.
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Supstitucija amidinskih skupina alkilnim lancima ne vodi do
promjene u distribuciji spojeva u malignim stanicama. Za
razliku od njih spojevi s aromatskim prstenima imaju dru-
gadiji distribucijski profil s tendencijom akumulacije u mi-
tohondriju.’ Ovo klju¢no otkri¢e dovelo je do izrazitog
zaokreta u sintezi diarilamidina kao spojeva koji se preferi-
rano vezu ili u jezgrinu ili u mitohondrijsku DNA. Buduci da
mitohondrijska DNA ima kljucnu funkciju u propagiranju
apoptoti¢nog signala kojim vecina protutumorskih lijekova
unistava stanice tumora, od iznimne je vaznost pronadci
gradevne jedinice kojima bi se priredili diarilamidini koji bi
se ciljano vezali u mitohondrijsku DNA. Iz svega navedenog
slijedi da je stani¢na distribucija diarilamidina izravno ovi-
sna o strukturi pripravljenih spojeva.

Zakljucak

Osnovni cilj u sintezi i razvoju novih lijekova je sinteza spo-
ja koji ce djelovati ucinkovito i selektivno, tako da unisti
uzrocnika bolesti, a ne naskodi organizmu domacina.

Male molekule koje se selektivno vezu u odabrane sekven-
cije u DNA pokazale su se kao uspjesni regulatori gena, a
time i potencijalni lijekovi.

Biolosko djelovanje diarilamidina je posljedica njihovog ve-
zivanja u mali utor DNA. Dizajn i sinteza spojeva iz klase
diarilamidina ovisi o slijedu parova baza koji definira fizikal-
no-kemijska svojstva ciljnog mjesta. U pravilu, molekule
koje se vezu unutar malog utora u DNA gradene su od (he-
tero)aromatskih gradevnih jedinica koje su povezane pre-
mosnicom. Na krajnjim gradevnim jedinicama vezane su
amidinske skupine.

lako postoji Citav niz cimbenika koji utjecu na selektivnost i
afinitet sintetiziranih molekula, kao $to su postojanje do-
norskih i akceptorskih skupina u molekuli, duljina moleku-
le, radijus zakrivljenost, kao i geometrija i morfologija cilj-
noga mijesta, relativan doprinos svakog od njih jos nije
razjasnjen. Tocnije, jo$ uvijek nije postavljen opéi skup pra-
vila prema kojemu bi se dizajnirale visoko selektivne mo-
lekule.

Popis kratica
List of symbols

Glsg - koncentracija koja uzrokuje 50 %-tnu inhibiciju rasta,
mol L™!, umol L™
— the concentration required to achieve 50 % growth
inhibition, mol L™, umol L
IC59 — koncentracija koja uzrokuje 50 %-tnu inhibiciju,
mol LT, umol L™
— half maximal inhibitory concentration,
mol L™", umol L™
A, — promjena temperature meksanja, °C
— melting point change, °C
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SUMMARY
Diarylamidines: Design, Interaction with DNA and Biological Activity
I. Stoli¢” and M. Baji¢

Diarylamidines are a group of biologically active compounds that are more than half a century
used for treatment of parasitic diseases. Although the biological mechanism of action has not yet
been fully explained it was found that the biological activity of compounds of this class is based on
their binding in a small groove of DNA. Therefore, the compounds of this class, originally develo-
ped for the purpose of finding parasitic drugs, over time are recognized as potential drugs with
broad application (e. g. anti-HIV opportunistic infections or tumours) based on their interaction
with DNA — the primary genetic material. The occurrence of resistance and some associated ad-
verse consequences prompted the research and development of new effective drugs and finding
their mechanism of action at the molecular level. In the first part of this work, basic concepts are
given accompanied by selected examples of this class of compounds.
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