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§ Sazetak 1

§ SazZetak

Fluor, element poznat kao najelektronegativniji element u periodnom sustavu elemenata, 13.
je najzastupljeniji element u Zemljinoj kori. Cinjenica da je zastupljeniji od svih drugih
halogenih elemenata stvara dodatnu zbunjenost kada je u pitanju iznimna rijetkost prirodnih
spojeva koji sadrze fluor. Takvi spojevi koji sadrze jaku C-F vezu, iako se vrlo tesko
biosintetiziraju i rijetki su, danas su, zbog pogodnih svojstava, medu najzastupljenijim
spojevima koriStenim u farmaceutici, za izradu velikog broja lijekova, ali 1 u agrokemiji.
Unato¢ povecanim zahtjevima u Sirokim podru¢jima znanosti, sinteza organofluoro spojeva
jos se uvijek Cesto suocava s problemima kao $to su poteSkoce u rukovanju fluoriranim
reagensima i u kontroli kemijskih reakcija. Vecina sintetskih metoda za fluoriranje ima loSe
utjecaje na okoli$, a nove i mozebitno korisne metode u ovom podrucju jo§ su nedovoljno
istrazene i razradene. Nove metodologije, koje mogu upotpuniti nedostatke poput niske
stabilnosti meduprodukata koji sadrze fluor i niske selektivnosti reakcija (kemo-, regio- i/ili
stereo-) u sintezi takvih spojeva, otvorile bi potpuno novu perspektivu za kemiju fluora, a
dotad je nuzno uvidjeti vaznost biosinteze organofluoro spojeva.

Bakterija Streptomyces cattleya stoga, zbog svoje rijetke sposobnosti biosinteze
organskih spojeva fluora, postaje organizam od velikog interesa. U svom metabolickom putu
bakterija S. cattleya koristi enzim za fluoriranje, 5’-fluoro-5'-deoksiadenozin sintazu (dalje u
tekstu FDAS), koja katalizira stvaranje C—F veze Sn2 mehanizmom nukleofilnog napada
fluoridnog iona na S-adenozil-.-metionin (SAM), a kao metaboli¢ki produkti nastaju 4-

fluorotreonin, jedina prirodna aminokiselina koja sadrzi fluor, i toksi¢ni fluoroacetat.
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§ 1. Uvod 2

§1. UVOD

Organohalogeni spojevi su oni spojevi koji sadrze barem jedan atom halogena (fluor, klor, jod
1 brom) vezan na atom ugljika. Medusobno se uvelike razlikuju po kemijskoj reaktivnosti,
ovisno o halogenu koji je vezan i skupini kojoj pripadaju (alkil/aril/vinil/acil halogenidi), a
mnogi od njih imaju vazne primjene u industriji; kao otapala i pesticidi, kao meduprodukti u
pripremi boja, lijekova i sintetskih polimera. Mnogi organohalogeni spojevi postoje kao
prirodni spojevi koje sintetiziraju razne biljke, gljive, bakterije i morski organizmi, a takoder
postoje i razlicite sintetske metode kojima se halogeni unose u organske molekule.*
lako je poznato oko 3700 prirodnih organohalogena, tek nekoliko njih su organski spojevi
fluora. Organohalogeni spojevi u prirodi se, s obzirom na izvor, dijele na biogene; one koje
proizvode bakterije, gljive, liSajevi, morske biljke i Zivotinje, kopnene biljke, neki insekti, 1 na
abiogene; koji nastaju ili se oslobadaju tijekom geotermalnih procesa kod vulkana i drugih
geoloskih procesa. Pojedini abiogeni organofluoro spojevi otkriveni su u plinovima
vulkanskih otvora, kao 1 u plinovima hidrotermalnih izvora, a istrazivanja su sugerirala da su
otkriveni spojevi vjerojatno rezultat reakcija ugljikovodika s fluorovodikom i klorovodikom,
anorganskim halogenidima ili mineralima koji sadrZze halogenide pod uvjetima visoke
temperature koji su prevladavali na izvorima. Vecina poznatih biogenih organofluoro spojeva
postoje kao fluorirane karboksilne kiseline, a prvi je fluoroacetat izoliran 1986. godine iz
biljke Dichapetalum cymosum? koja je otrovna za goveda i ovce. Do danas je fluoroacetat
izoliran i iz nekih drugih biljaka iste porodice, a od drugih organskih spojeva fluora iz biljaka
su izolirani fluoroacetaldehid i fluorirane masne kiseline poput 18-fluorooleinske kiseline, 16-
fluoropalmitinske  kiseline,  14-fluoromiristinske  kiseline i  threo-18-fluoro-9,10-
dihidroksistearinske kiseline koje su toksi¢ne bas poput fluoroacetata zbog njihove razgradnje
B-oksidacijom masnih kiselina do tog toksi¢nog metaboli¢kog produkta.! Osim iz biljaka,
pojedini organofluoro spojevi su u prirodi izolirani i iz Streptomyces bakterija od kojih je
najpoznatija bakterija Streptomyces cattleya koja je zanimljiva zbog svoje sposobnosti
proizvodnje razliCitih antibiotika, a mehanizam koji koristi ta bakterija nuzan je za shvacanje
stvaranja C—F veze, §to je ujedno i glavna tema ovog rada.

Fluor je najelektronegativniji element periodnog sustava elemenata, a njegova visoka

elektronegativnost utjeCe na distribuciju elektrona u molekuli, utjecuci time na kiselost ili
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§ 1. Uvod 3

bazi¢nost susjedne skupine, dipolni moment unutar molekule, te ukupnu reaktivnost i
stabilnost, a kao posljedica toga dolaze i promjene kemijskih i fizikalnih svojstva spojeva s
fluorom. C—F veza najjaca je medu ugljik-halogen vezama, §to organofluoro spojeve ¢ini vrlo
termicCki 1 oksidativno stabilnima. Poznato je kako elektronegativnost, veli¢ina, lipofilnost i
elektrostaticke interakcije fluora mogu drasti¢no utjecati na kemijsku reaktivnost spoja.®

Fluor je element malog van der Waalsovog radijusa (1,35 A), koji nije znatno veéi od
radijusa vodika (1,20 A), te stoga s obzirom na steri¢ke zahtjeve moZe oponasati vodik
prilikom vezanja u aktivno mjesto enzima. Takoder, duljina veze C—F (1,38 A) usporediva je
s duljinom veze C-H (1,10 A) 3to dodatno ukazuje na to kako supstitucija atoma vodika
vezanog na ugljik, sa atomom fluora, ne¢e imati veliki stericki uc¢inak na samu molekulu.
Kako razlog razlike u kemijskim i fizikalnim svojstvima prilikom supstitucije atoma vodika
atomom fluora nije dominantno stericki, postavlja se pitanje $to to kod fluora ima tako velik
utjecaj na vezu s ugljikom.

Velika elektronegativnost fluora, njegova sposobnost stvaranja stabilnih veza s
ugljikom i1 kompaktna veli¢ina, nude dobre moguénosti u pripravi raznih lijekova. Tako je
1970. godine na trZistu bilo tek oko 2% lijekova koji su sadrzavali fluor, dok ga trenutno
sadrzi ¢ak 25% posto svih dostupnih aktivnih farmaceutskih sastojaka.* Cak tre¢ina najéeséih
1 najucinkovitijih lijekova sadrzi atome fluora i stoga je postojanje, kao 1 sinteza organofluoro

spojeva sve vaznija.
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§ 2. Prikaz odabrane teme 4

§ 2. PRIKAZ ODABRANE TEME

2.1. Bakterija Streptomyces cattleya
2.1.1. Bakterije roda Streptomyces

Streptomyces je rod Gram-pozitivnih bakterija koje rastu u raznim sredinama, nalazeéi se
pretezno u tlu i raspadnutoj vegetaciji. Svojim oblikom podsjecaju na filamentne (nitaste)
gljive, rastu kao micelij razgranatih hifnih filamenata, a razmnoZzavaju se poput plijesni,
stvaranjem zraénih grana koje se pretvaraju u lance spora.” Najzanimljivije svojstvo roda
Streptomyces je sposobnost proizvodnje bioaktivnih sekundarnih metabolita kao Sto su
antifungici, antivirusni i antitumorski lijekovi, antihipertenzivi, imunosupresivi, a posebno
antibiotici. Proizvodnja veéine antibiotika je specificna za pojedinu vrstu roda Streptomyces, a
antibiotici su vrlo vazni metaboliti tih bakterija iz razloga Sto pruZaju bakterijama svojevrsnu
zaStitu prilikom kontakta s drugim mikroorganizmima. Takoder, druga vaZna uloga
antibiotika za samu bakteriju ocitava se kod simbioze izmedu Streptomyces bakterija i biljaka,
kada antibiotici Stite biljku od raznih patogena, a ta ista biljka omogucuje razvoj same
bakterije. Povijest antibiotika dobivenih iz bakterija roda Streptomyces zapocela je otkricem
streptotricina 1942. godine, a otkricem streptomicina dvije godine kasnije znanstvenici su
intenzivnije zapoceli potragu za antibioticima unutar tog roda bakterija. Danas cak 80%

antibiotika potjece iz roda Streptomyces, a najvazniji su aktinomiceti.

2.1.2. Genom bakterije Streptomyces cattleya

Kako je priroda vrlo siromasna organskim spojevima fluora, a fluorirani spojevi su od vrlo
vazne komercijalne primjene te postaju sve vazniji i vazniji, biotransformacija anorganskog
fluora u organski fluor od velikog je interesa. Bas$ iz tog razloga veliki znacaj ima jedna od
bakterija roda Streptomyces, Streptomyces cattleya, koja ne samo da je poznata kao
proizvodac¢ antibiotika tienamicina i cefamicina C, nego je i jedna od rijetkih bakterija koja
ima neuobicajenu mogucénost sinteze fluoriranih metabolita, odnosno moze sintetizirati jaku

C—F vezu.
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§ 2. Prikaz odabrane teme 5

Genom bakterije S. cattleya sastoji se od jednog linearnog kromosoma i jednog
linearnog megaplazmida. Kromosom sadrzi Sest rRNA operona, 64 tRNA gena i 5779
protein-kodiraju¢ih gena dok je na plazmidu 1713 protein-kodirajucih gena. Analizama gena
bakterije otkrivena su svojstva koja odgovaraju i drugim bakterijama roda Streptomyces;
bakterija na raspolaganju ima mnoge transportere, brojne katabolicke enzime za slozene
ugljikohidrate, gene za biosintezu razlicitih sekundarnih metabolita i raznovrsne metabolicke
sposobnosti kojima se prilagodava promjenjivim uvjetima u kojima ti organizmi obi¢no

prezivljavaju.’

2.2. Mehanizam enzimske fluorinacije kod bakterije Streptomyces cattleya

Streptomyces cattleya, uzgajana u prisutnosti anorganskog fluora kroz svoj metabolicki put
omogucuje izolaciju fluoriranih metabolita, 4-fluorotreonina i fluoroacetata, a u prvoj reakciji

tog biosintetskog puta sudjeluje enzim 5'-fluoro-5'-deoksiadenozin sintaza (5'-FDAS).

2.2.1. Enzim 5'-fluoro-5'-deoksiadenozin sintaza (5 -FDAS)

Enzim 5'-fluoro-5'-deoksiadenozin sintaza (5’-FDAS) omogucuje nukleofilni napad
fluoridnog iona na S-adenozil-.-metionin, pri ¢emu dolazi do nastanka 5'-fluoro-5'-
deoksiadenozina (5'-FDA) i izdvajanja i-metionina. Taj prvi izolirani prirodni fluorirajuci
enzim relativne je molekularne mase (M) od 32 200, a trivijalno se naziva fluorinaza.®
Monomer (slika 1) sadrzava domenu s N-krajem gradenu od aminokiselinskih ostataka 2-180
I manju domenu koja sadrzi C-kraj s aminokiselinskim ostacima 195-299. Duga petlja od 15
ostataka medusobno povezuje te dvije domene. U sredistu domene koja sadrzi N-kraj nalazi
se B-ploca od sedam lanaca, postoje paralelni i antiparalelni lanci koji se nalaze izmedu dvije
a-zavojnice ¢ine¢i model sendvica. Domena koja sadrzi C-kraj sastavljena je od peterolancane
I CetverolanCane [-antiparalelne plo¢e, te sadrzi jednu a-zavojnicu. Asimetri¢na jedinica
kristala sadrzi trimer (slika 2b): tri domene koje sadrze N-kraj rasporedene su oko trostruke
osi 1 medusobno su u bliskim kontaktima dok tri domene koje sadrze C-kraj ostvaruju
kontakte sa svojim susjednim domenama koje sadrze N-kraj, no ne stvaraju kontakt medu
sobom. Gel filtracijom je dobiveno da je enzim heksamer (slika 2c), to¢nije sastoji se od dva

trimera.®
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§ 2. Prikaz odabrane teme 6

Slika 1. Model monomerne jedinice enzima 5'-fluoro-5'-deoksiadenozin sintaze. Na prikazu b)
svjetlo plavom bojom izraZene Su a-zavojnice, dok su na prikazu c¢) ruzi¢astom bojom

dodatno naglasene i B-ploce. Slika napravljena pomocu vizualizacije integrirane u RCSB PDB

bazi (https://www.rcsb.org/); PDB ID: 1RQP (ref. 9).

Slika 2. Struktura enzima 5'-fluoro-5'-deoksiadenozin sintaze. a) monomer A obojan u plavo;
b) trimer formiran od monomera A (plavo), monomera B (Zuto) i monomera C (ruzi¢asto); )

heksamerna struktura koju ¢ine dva trimera. Slika napravljena pomocu vizualizacije

integrirane u RCSB PDB bazi (https://www.rcsb.org/); PDB ID: 1RQP (ref. 9).

2.2.2. Molekula S-adenozil-.-metionina (SAM)

Enzim 5°-FDAS kristaliziran iz bakterije S. cattleya sadrzi vezanu molekulu S-adenozil-i-
metionin (SAM), ¢ija struktura je prikazana na slici 3. S-adenozil-.--metionin prirodna je
molekula zastupljena u gotovo svim tjelesnim tkivima i teku¢inama. Od temeljne je vaznosti u
brojnim biokemijskim reakcijama koje ukljucuju enzimsku transmetilaciju, gdje sluzi kao

donor metilne skupine. Sudjelovanjem u brojnim mehanizmima, molekule S-adenozil-i-

Kristina Perié¢ Zavr$ni rad


https://www.rcsb.org/
https://www.rcsb.org/

§ 2. Prikaz odabrane teme 7

metionina doprinose sintezi, aktivaciji i/ili metabolizmu spojeva kao §to su hormoni,
neurotransmiteri, nukleinske kiseline, proteini, fosfolipidi i odredeni lijekovi. S-adenozil-i-
metionin sastoji se od adenozilnog kationa vezanog za atom sumpora na metioninu, preko C5'
atoma Secera riboze. Sintetizira se iz adenozin-trifosfata (ATP-a) i metionina pomoc¢u enzima
S-adenozilmetionin sintetaze sto prikazuje kemijska reakcija prikazana na slici 4. Sulfonijeva
funkcionalna skupina prisutna u SAM-u srediSte je njegove reaktivnosti, dok se zbog
kemijske reaktivnosti metilne skupine vezane na atom sumpora metionina omogucuje

uspjesan prijenos te metilne skupine na spoj akceptora u reakcijama transmetilacije. 1°

0 N SN

~omllOH

Slika 3. 2D (lijevo) i 3D (desno) strukture molekule S-adenozil-.-metionina. Slika

napravljena pomoc¢u ChemDraw softvera.

H.N

(8] N \
ATP  P;+PP, | o, < [ N )
0]

\_/,

S-adenozilmetionin sintetaza

7

wilOH

A

JH

L-metionin S-adenozil-.-metionin

Slika 4. Kemijska reakcija sinteze S-adenozil-.-metionina iz aminokiseline metionina i
adenozin-trifosfata (ATP-a) uz enzim S-adenozilmetionin sintetazu. Slika napravljena pomocu

ChemDraw softvera.
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§ 2. Prikaz odabrane teme 8

U mehanizmu bakterije S. cattleya SAM ne sudjeluje kao donor metilne skupine veé je
supstrat enzima 5°-FDAS Kkoji katalizira napad F~ iona na molekulu SAM-a, to¢nije na C5'
atom Secera riboze pri ¢emu kao produkt nastaje 5'-fluoro-5'-deoksiadenozin, a kao izlazna
skupina iz reakcije izlazi -metionin (kemijska reakcija prikazana na slici 5). SAM je na
enzim 5’-FDAS vezan tako da se smjesta u prostor izmedu domene koja sadrzi C-kraj jednog
monomera i domene koja sadrzi N-kraj susjednog monomera (slika 6.), dok trimer enzima
ukupno veze tri molekule SAM-a, a enzim prilikom vezanja prepoznaje SAM vrlo specificno.
Kao §to je ve¢ spomenuto, SAM se sastoji od tri komponente: molekule adenina, riboze i
metionina, a svaka od te tri komponente prepoznata je od strane enzima, kombinacijom
vodikovih veza i van der Waalsovih interakcija. Oba monomera enzima prepoznaju sve tri
komponente SAM-a, §to ukazuje da je precizna i vjerojatno jedinstvena kvarterna struktura

enzima kljuéna za prepoznavanje supstrata i katalizu.®

H.N

: N N L-metionin N ey
] < B ] h
S ) )
° | 7 ’ \ / - N/
0
\)j.,..mm I »

5 FDAS o OH

e

OH

. . . BH
S-adenozil---metionin . , . .
5'-fluoro-5'-deoksiadenozin

Slika 5. Kemijska reakcija nukleofilnog napada iona fluora na molekulu S-adenozil-i.-
metionina, katalizirana enzimom 5'-fluoro-5'-deoksiadenozin sintazom, uz nastanak -

metionina i 5'-fluoro-5'-deoksiadenozina. Slika napravljena pomo¢u ChemDraw softvera.
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§ 2. Prikaz odabrane teme 9

Ser158

Slika 6. Molekula S-adenozil-.-metionina vezana na enzim 5'-fluoro-5'-deoksiadenozin

sintazu. Slika napravljena pomocu vizualizacije integrirane u RCSB PDB bazi

(https://www.rcsb.org/) PDB ID: 1RQP (ref. 9).

2.2.3. Enzimska fluorinacija u Streptomyces cattleya

Prilikom izolacije proteina 5’-FDAS iz S. Cattleya bakterije otkriveno je mjesto vezanja
molekula SAM-a na protein te je pomocu toga odredeno potencijalno vezno mjesto na enzimu
za ion halogena. Provodenjem eksperimenata specificnog kemijskog oznacavanja pokazalo se
kako se ugradnja fluora odvija s inverzijom stereokemije na C5' atomu SAM-a, $to
eksperimentalno odgovara mehanizmu nukleofilnog napada Sn2, a shematski je prikazano na

slici 7.
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Slika 7. Vezno mjesto enzima 5'-fluoro-5'-deoksiadenozin sintaze s vezanim r-metioninom i

5'-fluoro-5'-deoksiadenozinom s prikazanim klju¢nim aminokiselinskim ostatcima; narancasti
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bo¢ni ogranci pripadaju jednom monomeru, plavi drugom. Anti odnos izmedu C—F veze i
crvene iscrtkane C—S veze ukazuje na tijek reakcije Sn2. (ilustracija preuzeta i prilagodena

prema ref. 9)

C. Dong i suradnici definirali su molekularni mehanizam enzimske fluorinacije
uzgajanjem kristala enzima s dva produkta reakcije; .-metioninom i molekulom 5'-fluoro-5'-
deoksiadenozina (5'-FDA).® To je u¢injeno inkubiranjem 5'-fluoro-5'-deoksiadenozin sintaze
koja sadrzi selenometionin umjesto metionina S 50 mM kalijeva fluorida i 10 mM SAM 4 h
prije same kristalizacije. Dobivena struktura proteina bila je identi¢na onoj uoc¢enoj za SAM
kompleks, a iz mape elektronske gustoc¢e uoceno je kako se molekula SAM podijelila na dva
fragmenta, pri ¢emu je mapa elektronske gustoce pripisana molekulama metionina i 5'-FDA
(slika 8). Metionin je na protein bio vezan na nacin vrlo slican onome koji je uo¢en u SAM
kompleksu; jedina razlika bila je u torzijskim kutovima bo¢nog lanca, a sliéno opazanje
uoceno je usporedbom 5'-FDA i SAM-a, gdje su polozaji adenina i prstena riboze ostali
nepromijenjeni. Elektronska gustoc¢a pokazala je da se atom fluora nalazi u dzepu definiranom
glavnim lancem koji se proteze od Phel156 do Ser158 i bo¢nim lancima Phel56, Tyr77, Thr80
I Serl58. Uocena je i vodikova veza izmedu NH skupine Ser158 i atoma fluora fluorometilne
skupine SAM-a, koja ostvaruje drugi polarni kontakt sa bo¢nim lancem Ser158. U blizini
fluora nisu uocene molekule vode, Sto sugerira da ion F~ mora biti potpuno dehidriran prije
stvaranja C-F veze. Polumjer ovog dZepa je otprilike 1,4-1,6 A iz ¢ega je zakljugeno da se u
njega preferencijalno mogu smjestiti F~ ion i eventualno voda, $to iskljucuje druge halogene i
ujedno daje objasnjenje zaSto enzim 5’-FDAS ne katalizira stvaranje C—X veze s drugim
halogenima. To je istrazivanje pokazalo kako nije naden dovoljno Siroki kanal kojim bi F~
difundirao u aktivno mjesto kada je molekula SAM-a veé¢ vezana na enzim stoga je
zakljuceno kako se ion F~ prvi veze. Vrlo male strukturne promjene izmedu supstrata i
kompleksa uvelike su doprinijele istrazivanju kao dokaz da reakcija fluoriranja molekule
SAM-a uz enzim 5’-FDAS ide mehanizmom Sn2, a vrlo vazna ¢injenica u mehanizmu je ta
da je atom fluora fluorometilne skupine u 5'-FDA vezan na vezno mjesto za F~ion i osiguran

istim vodikovim vezama koje su uocene i kod sidrenja F~ u aktivno mjesto enzima.
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Sa

Slika 8. Produkti enzimski kataliziranog nukleofilnog napada iona fluora na molekulu

S-adenozil-.-metionina; L-metionin i 5'-fluoro-5'-deoksiadenozin. Slika napravljena pomoc¢u
vizualizacije integrirane u RCSB PDB bazi (https://www.rcsb.org/); PDB ID: 1RQR (ref. 9).

Ovo se tumacenje temelji na tome da je visokoenergetska konformacija prstena riboze
optimalna za nukleofilnu supstitucijsku reakciju posredovanu enzimom. Konformacija prstena
riboze djeluje kao sila na C5' atom koja slabi C5'-S te prisiljava ion F~ da se smjesti
ortogonalno na vezu C4-04 SAM-a, minimizirajuci elektrostaticko odbijanje tijekom Sn2
reakcije. Induktivni utjecaj kisika u prstenu ojacava vezu C5-S, no konformacija riboze
sprjecava da O4 atom ude u anomernu interakciju s prstenom adenina i ne nastaje vodikova
veza. Oba ova ¢imbenika znacajno bi povecala induktivni utjecaj O4 atoma Sto bi ometalo
samu reakciju. Predvideno je kako vezanje SAM-a poti¢e dehidraciju F~ dok se on smjesta u
svoj vezni dzep. Potpuna desolvatacija F~ zahtijevala bi otprilike 400 kJ mol? §to je vrlo
visoka energija aktivacije za enzim, no eksperiment je pokazao da F~ uspostavlja polarne
kontakte s enzimom kroz jaku vodikovu vezu s amidnom skupinom i vodikovu vezu sa —OH
skupinom serina, iz ¢ega je jasno da enzim Koristi te kontakte kako bi izbjegao tako visoku
energiju desolvatacije. Stoga, enzim 5'-FDAS specifi¢no dehidratira ion F~ i time ga ¢ini vrlo
moc¢nim nukleofilom. Ion F~ je kolinearan s C-S vezom SAM-a, koju enzim tjera u
konformaciju dizajniranu za poticanje nukleofilnog cijepanja C-S veze. Ovo je istrazivanje
dalo detaljan uvid u biolosku fluorinaciju, pri kojoj zivi organizmi pretvaraju anorganski fluor
u organski fluor, a takav mehanizam otvara moguénosti u podruc¢jima istrazivanja koja se
fokusiraju na proizvodnji organofluoro spojeva kao biotehnoloski i farmaceutski vaznih

spojeva.
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2.3. Fluorirani sekundarni metaboliti bakterije S. cattleya

Sekundarni metaboliti su organski spojevi koje proizvode bakterije, gljive ili biljke, a koji
nisu direktno ukljuCeni u rast, razvoj ili razmnozavanje organizma. Umjesto toga, oni
sudjeluju u interakcijama koje organizmu mogu donijeti svojevrsne prednosti, utjeCuéi na
otpornost i plodnost samog organizma. Sekundarni metaboliti sluZze kao sustav obrane koji
organizam Kkoristi protiv drugih bakterija, gljivica, ameba, biljaka, insekata i velikih zivotinja,
a ulogu imaju 1 kod stvaranja simbioze izmedu mikroba i biljaka, nematoda, insekata 1 viSih
zivotinja.l!

Kao sekundarni metaboliti bakterije Streptomyes cattleya izolirani su toksin

fluoroacetat i antibiotik 4-fluorotreonin (slika 9).8

O
O O HN
A
\)
a) Fluoroacetaldehid b) Fluoroacetat HO®

¢) 4-fluorotreonin

Slika 9. Strukture sekundarnih metabolita bakterije S. cattleya; toksi¢nog fluoroacetata (b) i

jedine prirodne aminokiseline koja sadrzi fluor, 4-florotreonina (c) ¢iji je zajednicki prekursor

fluoroacetaldehid (a). Slika napravljena pomoc¢u ChemDraw softvera.

2.3.1. Fluoroacetat

Izotopnim obiljezavanjem mirujucih kultura stanica bakterije S. cattleya otkriveno je kako je
fluoroacetaldehid (slika 9a) posljednji zajednicki biosintetski prekursor fluoroacetata (slika
9b) i 4-fluorotreonina (slika 9c). Provedena je analiza s visoko aktivnom NADH-ovisnom
aldehid dehidrogenazom, a navedeni enzim je procis¢en do homogenosti. Analiza N-
terminalnog aminokiselinskog slijeda enzima pokazala je kako posjeduje visoku razinu
homologije s drugim bakterijskim acetaldehid dehidrogenazama, medutim, kinetic¢ki

parametri, prikazani u tablici 1, ukazuju na odredenu selektivnost za fluoroacetaldehid (FAC:
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Km=80 uM), sto ukazuje na to da takva aldehid dehidrogenaza oksidira fluoroacetaldehid do
fluoroacetata mnogo uéinkovitije od acetaldehida (Ac: Kn=810 pM)!2. Enzim takoder moze
oksidirati glikoaldehid i Kkloroacetaldehid, iz ¢ega je zakljuéeno da preferira supstrate s
elektronegativnim supstituentom na a-polozaju u odnosu na karbonilni ugljik aldehidne
skupine. 3

Sekundarni metabolicki enzimi nastaju umnazanjem i mutacijom enzima iz primarnih
metaboli¢kih puteva, stoga je moguce da je enzim fluoroacetaldehid dehidrogenaza iz
bakterije S. cattleya evoluirao iz aldehid dehidrogenaze koja je koristila glikoaldehid, ili

sli¢an spoj, kao prirodni supstrat.!?

Tablica 1. Specifi¢nost prema pojedinom supstratu enzima aldehid dehidrogenaze iz bakterije

Streptomyces cattleya (tablica napravljena prema podatcima iz reference 12).

Supstrat Relativna aktivnost (%)  Vmax (U/mg) Km (uM)
Fluoroacetaldehid 100 0,143 80
Glikoaldehid 150 0,206 150
Kloroacetaldehid 80 ND ND
Acetaldehid 40 0,129 810
Propionaldehid 28 ND ND
Gliceraldehid 10 ND ND
Benzenaldehid 65 0,099 320

ND = nije utvrdeno, "not determined"

2.3.2. 4-fluorotreonin

Nakon analize enzima odgovornog za oksidaciju fluoroacetaldehida do fluoroacetata, istrazen
je cell-free ekstrakt bakterije kako bi se ispitala sposobnost stvaranja 4-fluorotreonina
inkubacijom fluoroacetaldehida s razli¢itim aminokiselinama i kofaktorima. Bakterijske
treonin aldolaze koriste kofaktor piridoksal-fosfat (PLP) ¢ija struktura je prikazana na slici 10,
u reakciji kondenzacije acetaldehida s glicinom za stvaranje .-treonina. Prema tome, PLP je
istrazen 1 kao moguci kofaktor za analognu transformaciju u S. cattleya bakteriji. Medutim, do

in vitro sinteze 4-fluorotreonina doslo je kod inkubacije fluoroacetaldehida i PLP-a s
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aminokiselinom r-treoninom, a ne glicinom. Glicin prema tome nije bio odgovarajuéi supstrat
za ovaj enzim kao §to je bilo prvotno pretpostavljeno. Enzim je prociséen i pokazalo se da
sudjeluje u medupretvorbi 1-treonina i fluoroacetaldehida u 4-fluorotreonin i acetaldehid, u
reakciji transaldolacije (slika 11). Zanimljivo je kako se za svaku molekulu 4-fluorotreonina
koju bakterija stvara, trosi jedna molekula i-treonina §to sugerira da postoji odredena
selekcijska prednost organizma u proizvodnji 4-fluorotreonina u odnosu na treonin. Takva se
selekcijska prednost ugradnje 4-fluorotreonina umjesto ostatka treonina u odredeni protein,
pretpostavlja se, objasnjava kao obrambeni mehanizam organizma kada je pod metabolickim

stresom.®

O, H

PLP

Slika 10. Struktura piridoksal-fosfata, prosteticke skupine treonin aldolaze, kao i mnogih

drugih enzima. Slika napravljena pomo¢u ChemDraw softvera.

Slika 11. Mehanizam kemijske reakcije transaldolacije .-metionina u 4-fluorotreonin uz
fluoroacetaldehid i PLP kao prosteti¢ku skupinu. Slika napravljena pomo¢u ChemDraw

softvera.
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2.3.3. Toksicnost fluoroacetata

Fluoroacetat je najéesci fluorirani spoj koji se nalazi u prirodi. Prvotno je identificiran iz
juznoafrickog grma Dichapetalum cymosum, koji je poznat kao iznimno otrovna biljka, a
njezino svjeze lis¢e 1 dalje predstavlja opasnost za stoku na ispa$i i zivotinje u potrazi za
hranom u rano proljece. Fluoroacetat naknadno je identificiran i u mnogim drugim biljnim
vrstama, uglavnom u Africi, ali 1 u Australiji te u manjoj mjeri u Juznoj Americi. Osim
biljaka, ovaj toksi¢ni spoj sintetizira i bakterija Streptomyces cattleya.

Visoka toksi¢nost fluoroacetata lezi u njegovoj in vivo konverziji u (2R,3R)-fluorocitrat
prikazan na slici 12. Sir Rudolph Peters!* je prvi skrenuo pozornost na ovu toksi¢nu reakciju
enzimske konverzije fluoroacetil-CoA i oksaloacetata u (2R,3R)-fluorocitrat kataliziranu citrat
sintazom te ju okarakterizirao kao ,smrtonosnu sintezu“ (,lethal synthesis®). Dobiveni
produkt reakcije, (2R,3R)-fluorocitrat, kompetitivni je inhibitor akonitaze, enzima ciklusa
limunske kiseline koji katalizira reakciju izomerizacije citrata u izocitrat preko meduprodukta
akonitata. Akonitaza djeluje na (2R,3R)-fluorocitrat dehidratiranjem kako bi nastao alilni
fluoridni intermedijer. Zatim akonitaza katalizira Sn2 zamjenu fluorida hidroksidnim ionom,
§to u konacnici rezultira 4-hidroksi-trans-akonitatom koji je snaZan kompetitivni inhibitor
akonitaze. Kao eksperimentalna potvrda ovakvom mehanizmu, metodom difrakcije
rentengskog zraéenja, rijeSena je struktura kokristala enzima akonitaze s vezanim inhibitorom.
Konverzija toksi¢nog fluoroacetata u (2R,3R)-fluorocitrat takoder inhibira i protein CTP
(citrate transport protein) koji omoguéuje prijenos citrata kroz nepropusnu unutarnju

membranu mitohondrija.*®

o OH

0
(2R, 3R)-fluorocitrat
Slika 12. Struktura (2R,3R)-fluorocitrata nastalog kondenzacijom fluoroacetil-CoA s

oksaloacetatom uz enzim citrat sintazu. Slika napravljena pomo¢u ChemDraw softvera.
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2.3.4. Enzim tioesteraza FIK

Toksi¢ni ucinci fluoroacetata u bakteriji Streptomyces cattleya sprijeceni su uz pomo¢ enzima
fluoroacetil-CoA tioesteraze koja se skraceno naziva FIK (slika 13), a Kkoji specifi¢no
hidrolizira fluoroacetil-CoA, ¢ime se sprje¢ava nakupljanje toksi¢nog fluorocitrata.

Karakterizacija 5'-fluoro-5'-deoksiadenozin fosforilaze potvrdila je ukljucenost genskog
klastera fl u biosintezu fluoroacetata. U nastojanjima da se dodatno razjasni funkcija genskog
klastera fl, protein kodiran genom fIK koji se nalazi blizu 3’-kraja klastera okarakteriziran je
kao tioesteraza koja hidrolizira fluoroacetil-koenzim A kako bi nastali fluoroacetat i koenzim
A. Pritom je vrlo vazna ¢injenica da naveda tioesteraza ne cijepa acetil-CoA koji je supstrat za
prvi korak ciklusa limunske kiseline. Kao $to je prethodno spomenuto, citrat-sintaza moze
katalizirati kondenzaciju oksaloacetata i fluoroacetil-CoA pri ¢emu nastaje fluorocitrat koji je
smrtonosni kompetitivni inhibitor akonitaze, ¢ime se blokira ciklus limunske Kiseline.
Prisutnost enzima koji hidrolizira fluoroacetil-CoA, a koji nema utjecaj na metaboli¢ki vazan
intermedijer acetil-CoA moze stoga posluziti kao mehanizam samoobrane bakterije S. cattleya

od takvog toksi¢nog sekundarnog metabolita, fluoroacetata.

Slika 13. Prikaz modela enzima tioesteraze FIK te hidrolizom fluoroacetil-CoA nastalog
fluoroacetata. Slika napravljena pomocu vizualizacije integrirane u RCSB PDB bazi
(https://www.rcsb.org/); PDB ID: 3KV8 (ref. 15).

FIK, enzim koji katalizira hidrolizu fluoroacetil-CoA, enzim je koji pripada obitelji
tioesteraza tipa Il koje u aktivnim mjestima sadrze ili glutamatni ili aspartatni ostatak koji

djeluju kao nukleofili odgovorni za kataliticku funkciju enzima. Analizom proteinskih
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sekvenci utvrdeno je da FIK posjeduje devet aminokiselinskih ostataka Gly8, Thr42, Glu50,
Leu6l, Gly69, His76, Ala78, Gly83 i Glyll6 vaznih za kataliticki mehanizam enzima.
Prisutnost Thr42 i His76 zajedno s Glu50 ukazuje na to da enzim Koristiti izmijenjeni
mehanizam kataliti¢kih trijada koji koriste i 4-hidroksibenzoil-CoA tioesteraze. Ovo znaci da
enzim uz His, umjesto Asp i Ser koristi ostatke Glu50 (umjesto Asp) i Thr42 (umjesto Ser).
Unato¢ svojoj sli¢nosti s 4-hidroksibenzoil-CoA tioesterazama, slabija oksianionska supljina i
klju¢na uloga His76 u hidrolizi, ¢ine da enzim FIK tioesteraza vise podsje¢a na dehidrataze,
koje koriste histidin u aktivnom mjestu za uklanjanje protona na Ca polozaju supstrata.®

Razlike u kemijskom mehanizmu izmedu hidrolize fluoracetil-CoA i acetil-CoA
osiguravaju mogucnost FIK tioesteraze da kineticki razlikuje dva supstrata koja su oba
prisutna u zasienim koncentracijama u fizioloSkim uvjetima. Kineti¢ki podatci dobiveni
provodenjem eksperimenata sa istrazivanim enzimom ukazuju na dva mogu¢a mehanizma
koja osiguravaju selektivnost FIK tioesteraze kako bi hidrolizirala bas fluoroacetil-CoA, a ne
neki drugi acil-CoA. Mehanizam zapocinje nukleofilnim napadom Glu50 na fluoroacetil-CoA
¢ime dolazi do nastanka anhidrida izmedu Glu50 i fluoroacetata (acil-enzim intermedijer).
His76 zatim vrsi deprotonaciju Co atoma fluoroacetata kovalentno vezanog s Glu50. Jedna je
mogucnost da raspad takvog anhidrida ide preko ketenskog intermedijera nakon ¢ega slijedi
nastanak produkta, fluoroacetata. Druga je moguénost da napad vode ide izravno na enolat ili
karbanion fluoroacetil-CoA, za sto se predvida da ¢e biti sporije od izravnog napada vode na
karbanion acetil-CoA. Takav direktni napad vode teSko moZe objasniti opazeno povecanje
brzine za FIK deacilaciju jer se oc¢ekuje da prisutnost karbanionskog karaktera deaktivira
karbonil prema nukleofilnom napadu na temelju odbijanja naboja izmedu dolazeceg
nukleofila i karbaniona, no moguce objasnjenje je da je acilacija enzima jedan spori korak u
katalitickom ciklusu i da su sljedec¢i koraci brzi. Kemijski modeli koji ukljuéuju razgradnju
enolata preko karbanionskog meduprodukta, ukazuju na to da je brzina reakcije ¢ak jedan do
dva reda veli¢ine sporija od o¢ekivane brzine mehanizma koji se temelji na ketenu. lako se
ove dvije mehani¢ke moguénosti u ovom trenutku jo§ ne mogu razlikovati, svi podaci su u
skladu s modelom u kojem selektivnost prema fluoriranom supstratu proizlazi iz promjene u
kemijskom mehanizmu ili koraku koji ograni¢ava brzinu reakcije izmedu acetil-COA i
fluoroacetil-CoA. 1

Iako je ocekivano da su a-protoni fluoroacetil-CoA Kkiseliji od onih od acetil-CoA,

njihov nizi pKa nije dovoljno objasnjenje zasto je mehanizam deprotonacije Ca u svrhu
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deacilacije nedostupan drugim a-supstituiranim acil-CoA. Primjerice, za acetoacetil-CoA koji
ima o-proton kiseliji od fluoroacetil-CoA analizom slobodne energije njegove hidrolize
katalizirane FIK ukazano je na to da ne ne¢e do¢i do deprotonacije Ca. Koriste¢i supstrate sa
stereogenim centrima na o-ugljiku supstrata, pokazano je da polarizacija nije jedina
determinanta reakcije deprotonacije Ca. FIK koristi kiralno prepoznavanje prokiralne
fluorometilne skupine fluoroacetil-CoA, sto ukazuje na to da se specificnost enzima temelji ne
samo na jedinstvenoj reaktivnosti fluoriranih spojeva, ve¢ i potencijalno na molekularnom

prepoznavanju fluora.*’

2.4. Antibiotici koje sintetizira bakterija Streptomyces cattleya

Svi prethodno spomenuti i opisani enzimi, metaboliti i mehanisticki putevi vazni su kako bi se
razumio mehanizam stvaranja u prirodi iznimno rijetke C—F veze, koja trenutno ima velik, a
svakim danom i sve veci znacaj u farmaceutici, zbog postojanja sve veceg broja fluoriranih
antibiotika koji svoju primjenu nalaze u lijeCenju raznih bolesti, ali i u agrokemiji gdje se
organofluoro spojevi koriste kao razni herbicidi, insekticidi, fungicidi i regulatori rasta
biljaka.

Bakterija S. cattleya proizvoda¢ je beta-laktamskih antibiotika; tienamicina,
cefamicina C i penicilina N. pB-laktamski antibiotici su antibiotici ¢ije ime dolazi od njihove
strukture u kojoj sadrze beta-laktamski prsten, a ta skupina antibiotika ukljucuje derivate
penicilina (pename), cefalosporine i cefamicine (cefeme), monobaktame, karbapeneme i
karbacefeme. Vecina [B-laktamskih antibiotika djeluju tako $to su inhibitori biosinteze
stani¢ne stjenke u bakterijskim organizmima i poznati su kao najrasirenija skupina antibiotika,
a u medicini se koriste u prevenciji i lije¢enju bakterijskih infekcija uzrokovanih osjetljivim,

stranim organizmima.8

2.4.1. Tienamicin

Tienamicin (slika 14) je prvi predstavnik sada ve¢ raznolike obitelji prirodnih i sintetskih
antibiotika zajednickog naziva karbapenemi. Karbapenemi sadrze p-laktam (kao i penicilin)
spojen s petero¢lanim prstenom, no do razlike s penicilinima dolazi zbog zamjene sumpora u

peteroclanom prstenu s ugljikom, te postojanja nezasi¢ene veze u petero¢lanom prstenu.
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Tienamicin ima slican nacin djelovanja kao i penicilini, na na¢in da ometa biosintezu
peptidoglikana razli¢itih Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija. Medutim, za razliku
od penicilina, koji postaju neu¢inkoviti zbog njihove brze hidrolize katalizirane enzimom [-
laktamaza, koji je prisutan u nekim sojevima bakterija, tienamicin ostaje antimikrobno
aktivan. Tienamicin je pokazao visoku aktivnost protiv bakterija koje su otporne na druge
spojeve stabilne na B-laktamazu, time naglasavajuci superiornost 0vog antibiotika medu f-
laktamima. No, zbog svoje nestabilnosti i razgradnje u prisutnosti vode, tienamicin je
nepraktican za klini¢ko lijeCenje bakterijskih infekcija, stoga su stvoreni neki njegovi stabilni

derivati, pogodniji za koristenje u medicinske svrhe.!®

%

NH,

filenamicin

Slika 14. Struktura tienamicina izoliranog iz bakterije S. cattleya. Slika napravljena pomocu

ChemDraw softvera.

2.4.2. Cefamicin C

Cefamicin C (slika 15) prvi je izolirani ¢lan skupine antibiotika cefamicina. Proizvode ga
Nocardia lactamdurans, nekoliko drugih aktinomiceta i Streptomyces bakterije. Otpornost na
B-laktamazu i priroda vrsta koje proizvode razlikuju cefamicine od cefalosporina, kao i
metoksi supstitucija na polozaju 7a jezgre cefama koja je karakteristi¢na za cefamicine, dok
za cefalosporine nije. Cefamicin C nikad nije koristen u klinickom lijecenju, no koriSten je za

sinteze mnogih drugih medicinski vaznih spojeva.?
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SUUEPY 'H, OH
cefamicin C NH;
Slika 15. Struktura cefamicina C izoliranog iz bakterije S. cattleya. Slika napravljena pomocu

ChemDraw softvera.

Tijekom posljednjeg stoljeca, zbog sve vece vaznosti spojeva koji sadrze fluor u
modernoj tehnologiji i svakodnevnom Zivotu, eksplozivni razvoj fluorokemijske industrije
doveo je do enormnog povecanja emisije fluoridnih iona u biosferu. Ta ¢injenica dovodi do
zakljucka kako razni ucinci fluoridnih iona i organofluoro spojeva, bilo farmaceutskih ili pak
agrokemikalija, na zdravlje ljudi i okoli§ moraju biti dobro prouceni, za §to je kljucno i
razumijevanje bioloskih aktivnosti, metabolizma te razgradnje takvih fluoriranih tvari. Ovaj
rad sazeo je tek mali dio kemije organskih spojeva fluora, no moZze biti dobar pokazatelj o

vaznosti, manama i prednostima takvih spojeva fluora.
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