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8 1 Uvod 1

§1. UVOD

Al zhei merova bolest (AB) javl j aeqgisprvekswamo po s | |
struktura odgovornih za odr gavanj eiupakugec es a u
60 do 70 % svih sl ujRajddv s ed eomer migjree su senwijj eto
javljaju postependJp o | et ku j e namigpbiékl memorijep st egpk ol ama u g«
dok se wuznapredovanjem bolesti jt@aprdmjerejuu  pr o
ponaganju i?ABasye | o4 jeln@sphaestarijihaod b5 gadina, a nakon

postavljanjadijagnozekod osda u ovoj dobnoj skupini pr e ma 2i0z2v2] eAjltzahjeui me

disease factsand figures | eki vani i votni vijekBujdeuiui pdrao sjj
rijel O bolesti koja se razvija i napijeeduj e
svjetske populacije glavni su faktor.i koji

demenci j e, proi |l emu trenutna predvilanja prc

godi ne dos el?iU krajfedn stadiijul bolgsti abaliele ob e vi ge ni su s|
samostalno voditi brigu o séBii postaju ovisni o brizi medicinskog osoblja ili skrbnika, koji
najlegle budu blis&siml amovbobpete] | AB St eds
ekonomski teret zacijele obitelji? Zbog navedenih razloga, na globalnoj razini postoji velika
potreba za I|ijekovima koji bi ublagili simpt
koji bi mogli usporiti razvoj sambolesti.

Patofiziologija AB |udegsneracjacnewmona kao pkshediaak t er
nakupljanja netopljivimakupinaamiloidninrb p e pkovda ( zvanst ani |l nom |
neurofibrilarnih | vor ov a (ptai) p ecitoplazmif neurond. i r a n i
Gl avni m u kognitiynag gkopaginja UAB s matra se degener aci
neur ona u hkmagzo&uesmanjénje koncentracije acetilkoligalnog odglavnih
prignosnikag i vI ani hu mozou*dIssa agi vanja su pokazala d
pridonose i brojni drg i procesi i stanj a, poput p®remeli a
CU?* i Zn?*, mitohondrijske disfunkcije i nastalka reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) koje
uzrokuju oksidacijski stregatimp o j & &kfivnost monoamiroksidaza AiBte o v eel a n
stimulacije N-metil-D-aspartatnih (NMDA) receptofa®V el i na trenutno odob
za | ij edeps empditBo mat s ki s ciljem poboljganja

razvoj a kognit Rivinglh jpeor emeilmhiabi t oAChENa acet
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8 1 Uvod 2

butirilkolinesteraze (BChE), enzima odgovornih za razgradnju acetilkolina, i antagonistima
NMDA receptora koji regulirajuglutama t e r geutotmaosmisijitt*? U posliednjin pet

godina razvijene su i prve argmiloidne terapije koje su usmjeeema sam razvoj bolesti,
odnosno na sprjelavanje samoagregacije amilo
u mozgut¥1*No, glavni nedostatak svthenutnihlijekova je taj da djeluju sameajednu metu

AB | ime je njihovandad. eStodgarjinesdamays anel i k b
na dizajn vi gnglMultitargatditected igandsk oMTaD L() , spojeva | i

sadrge dva ili vige farmakofora razlilitih b
na \vaizd d |ri Kodbblestifré®t a

Cilj ove doktorske disertacije bio je istra
karakteristika prema nekoliko moguliih meta

enzima AChE i BChEinhibicije b-sekretaze (englb-site APP cleaving enzyme BACEL),

enzima odgovornog za nastajamjmiloidninb peptida(A 0,22 inhibicije samoagregacije
peptida ADb42 (42 o0znal a-skaidazhWli B te antiokspaciskaii d a )
kel ir aj ulamih spojewaj Uktiproge testirano 189 spojeva podijeljemjheusiavnih

skupina s obzirom na njihovu okosnicu/funkcionalnu grupaminokinolini (63 spoja),

derivati amodiakina (15 spojeva), dpénzokinoni (15 spojeva), hidrazomiiacilhidrazoni (16
spojeva)O-al kil oksimi (45 spojeva) i karbamati (3
potencijal inhibicije ljudskih kolinesteraza (spojevima iz skupine karbamata inhibitorni
potenciij al prema AChE | BChE)2dmrekicem |jegau j
odabranim inhibitori ma k odelovanasitnaneka adagore¢ e st i r
navedenih meta. Kako bi se procijenila sigurnost njihove primjen@ivo, odabranim

spojevima testiran je | i maikona st ani | ne | modeljudskog chadar ane |
jetre i bubrega, nakon2tat ne i Nadalj§ grimjensrini silico metoda analizirana su

fizikalno-kemijska svojstva spojevatejepio@e nj ena nj i hova mogul nost

mogdanu bar,ikjoesnovni prédigd a | i jekove s djelovan
givlianom sustavu, t e mogul nost a pApadizomp c i | e
utvrlLenih bioclpoglivia,aktsitwvakonuttii su spojevi s

spojevi kojiosiminhibicije kolinestea za dj el uj u na kodABR.m Ta&lgol erd
pr edl o gmjemniceza dizajn novihs poj eva s vigeciljnim djel
osnovicama motivimaz a koja se u ovome radu pokzazal o ¢

ovdje istragene met e.
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§ 2 Literaturni pregled 3

8§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Alzheimerova bolest

Al zhei merova bolest (AB) je kronilna neurode
degeneraciemo gdani hodmgegiojrani h za odr gavanje proc
prvenstveno hipokampusa koji se nalazi e thi j al nom t e mp predathvieo m r e |
najlegii oblik demencije u svijetu. Manifest
funkcij a, a tijekom vremena i p 0 tpwgtdnihi a ma
sposobnosti.Glavni rizik pojase AB je starenjetes e b ol est odohalstariphog av | j a

65 godina. Nasljedni oblik bolesti (englamilial Alzheimer's disea¥ekoja sejavljaau osoba

mlalih od 65 godina, | i n®?Pmaennjae pode d5v% Lsawijh ns
Global Burden of Diseas@BD) studije broj oboljelih od AB na svjetskoj razimogao bi se

utrostul iti do 2050. godi ne. Razlog tome |
zeml j ama, kao posl jedi ct gepeoalmm stgrefpja padlabie® gi vot r
Navedeno | ini AB velikim ozemnaiai pddstanljp dogatnz a z d 1
izazov U potrazi za | ijekovima Kkoji bili uspj ¢

usporili progresiju bolesti

Gl avne patafagkel dBksuznakupljanje netopl]ji
agregacijom peptidlAh uizvanst ani | n oewongirncesutrcorfu br i | ar ni h
salinjeni hptaud @Ern datoeil ma mi neur ona. Zbog nal

kontinuumom koji s@dvija u tri glavna vremenska okvina:r e t lkafaza AB, pradromalma

fazak oj u karakterizira bl agi k o g n ikdjuil v metedij p o r e me
blage, stadijumjerene istadijt e g k e d%Fmaemc ipjree.t k1l i ni | ker AB j e
poremelaji vezani za kognitivne funkcije i p
peptidaA bi proteinap-tauu cer ebr ospinal noj tekulini obol

Povel ano repkdadl j@anmezgu mogul ¢t ¢ej admtpazira
emisijske tomografije (PET) specifilnih proba kojAd det ekt
mozgu®®® Do bl agog kognitivnog poremeiaja dol az
medijalnog temporalnog regnjidaAm@mtgimptauupovel a

navedenoj regiji. Navedene promjene predst a
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uzrokuju simptome poput g Wb osvbl aboljélin edtblagng o | n o ¢

kognitivnog poremel aja r azvidjve jAel zghoediinmeer,o vau

nakon pet godina, dok se kod nekih pojedinac
ili se lak vrate %°Ustsdamjdé jur ibjlagmojdeve nBKP e
temporal ni [ pgri jlefal fiunkedaqmr] umizgalniHteaj u pr
osjetilnih podragaja, zbog | ega se oboljeli

raspoznavanjem obj ek a’®¥%aihvad alng ggem jl @ nw gp 1mr @<
stadij demencije) kod oboljelih se javljaju simptomi povezani s promjenama u osobnosti i

kontroli emocija pri | emu se polinju javljat
te poremeliaji u ponaganj @ Ugatianf egkemedemban
zahvaleno je | podrul je okcipitalnog regnja

vidom, a mogul e s u¥3% Napredovamjermbelesti el urmjerenay areniaj e .
tegkom stadiju demencipe shomobnkati | kel |jel
pogorgavaju zbog |l ega vige nisu u stanju bri
profesionalnog osobljaRazvojni stadiji AB prikazani su r&lici 2.1.

=9 ,

Normalna Medijalni Lateralni temporalnii Ceoni Okcipitalni
moZdana aktivnost temporalni reZzanj parijetalni rezanj rezanj rezanj
Pretklini¢ka Blagi kognitivni Stadij blage Stadij umjerene Stadij teske
faza poremecaj (BKP) demencije demencije demencije
Gubitak Poteskoce s itanjem Losa prosudba Problemi s vidom
Bez simptoma kratkoro&nog Problemi s Impulzivnost Osobe nisu u
paméenja raspoznavanjem objekata i Poremecaj paznje moguénosti brinuti se
snalazenjem u prostoru same o sebi

—

RAZVOJ ALZHEIMEROVE BOLESTI

Slika 2.1.Tijek razvoja AB u ljudskom mozgie popr at ni Simpt omi (slika
31).

2.2. Patofiziologija Alzheimerove bolesti

Patofiziologija AB je vrlo kompleksna, a neke od njenih glavnih karakteristika su nakupljanje
netopljivih amiloidnih pl akomveuruo fiizbwainl satrannii |

citopl az mi neur ona, poremel aj i neurotransmis
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homeostaza biometala ¥e zZr** i Cu?", mitohondrijska disfunkci
monoamino k si daza A i B t Bl-meile-aspdrtatmiha(NMDR)irevaptora,c i | a
gtzoa posljedicu ima pr op*dlam jpeo jkeodiimee rkga rl &k the
se i teorije 0 nastanku i uzroku AB. U nastavku je dan detaljniji opis uloga pojedinih
karakteristikau nastanku i razvojAB.

221.Ul oga kolinesteraza (kolinergilka hipotez

Kolinergil ka hiitpogcdiana nprsadlloag 70t ol j el a, | e
koja se usredotoluje na progresivni gubitak
kao glavniuz ol ni k* Covoal etsetoir.i ja temeljena je na otk
ukl julenih u sintezu i jethedadaunh neuratransraiterad i | k o |
|l judskom mozgu, smanjene zbog degencetedaci j e K

su neuroninucleus basalisekoji su bogati acetilkolinesterazom (AChE), enzimom Koji

katalizira razgradnju ACh, i koj%* Takiolleuj,u
istragivanje ulinka agoni st a ljudi ppkazala gwdai st a
pri mjena antagoni st a kol inergilkog sust ava
poremelajima slilnima othima koji se javlijaju
Kolinergilka neurotransmisija, odnosno tr e
gi vliamp thl s a, kljulna je za pravilno odvijanj
migila te odrgavanja stanj d@%Koliijresrngi | kpar oftie

razvoja AB temelji se na ulozi kolinesteraza, enzima koji kataliziraju aangn ACh. U

givlianom sustavu | judi postoje dvije koline:c
butirilkolinesteraza (BChE, EC 3.1.1.8). AChE i BChE dijele oko 5B% e nt iul nost i
aminokiselinskom slijedu, a stazl iokdlnhjols n®e spree

prema supstratima te afinitetu vezanja raznih ligafidtfaeACh E pokazuj e vi soku
za hidrolizu ACh, i za katalizu njegoédlve r azc¢
odnosno 900 000 mnmolzrkallia ¢ jm nlutzii,natte re
difuzije ACh u aktivno mjesto AChP.*®Za razliku od AChE, BChE pokazuje znatno manju
supstratnu specifilnost pa osim ACh moge hi
butirilkolin i sukcinilkolin, a posjeduje i aril acilamidaznu aktivndst) ljudskom organizmu

AChE je u najveliim koncentracijama prisutna

manj o] koncentraci f®idok je u frii prisitnm aezang retmembrarie s r c
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ertrocita’® U najvelim kolilinama BChE je prisuta
skeletnim migilima, gugterali i bubrezima, a
cirkulirdPuii enzim.

Fiziologka wuloga AW&hoH ijnerpgi tdno] i zanagbi ul ir

prijenosa g¢givlanih iimpulsa posredovanih ACH
ot pugta 1z predsinaptilkog neurona u sinapt
receptore (nikotinske ili muskarinske@zane na membranu prad| i postsinaptilKk
Vezanje ACh na receptore predsinaptilkog ne
pukotinu, dok vezanje na receptore postsin
me mbr ane i dalijviljaengpp gpriimpauncsssaa dgug postsinap
koncentrirana u sinaptil| kp¢ostpuikmap tniit¢ kwez amea
mi giglino anom spoju, gdje katalizira razgradn
membrane i prestanka prijgh@ ¢gi vl anog i mpul sa. Razgradnjor
Kolin se unosi natrag u pr eds.i n-acptitrangfdtaze ne ur c
(ChAT) za sintezu novih ACHh(slika 2.2.%55! Inhibicija enzimske aktivnosti AChE

onemogul wjdenj u a Adgrh gt o dovodi do njegovog

neuromuskularnom spoju te prekomjerne sti mu

poremelajem u prijenosu ¢giv|lanih implusa i u
kriza manifestiras s i mpt omi ma poput nekontroliranog tr
znoj a | suza, grleva u gastrointestinalnom
konalnici moge doli i zat &&drjge strane,sp@njeat or n ¢

koncentracije ACh kao posl jedica poremel aj

neurodegenerativnih bolesti poput AB.
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7 @
2 ";’» predsinapti&ki/ N N
N7 L neuron / @ \ ﬂ membranska AChE

@ . ChAT
‘N. acetjl-CoA (:D slobodna AChE
=]

. \ — ) l; nikotinski
i /\(’ (N f A\ A} ACh receptor
p \ ]
- @ )0 muskarinski
slnaptléka " 0: ACh receptor
¢ l pukotina [©] 9 .

Q e
®o @ @  kolin
()

) postsinapticki / 4

d ™ neuron |

Slika 2.2. Prikaz neurotransmisije posredovane acetilkolinom (ACh). ACh se sintetizira u

presinaptil kom netugwdhtua i Kiorjemt ideu pukoti nu.
muskarinske receptore postsinaptil|l kog neurona do
signala dug postsinaptil kog neurona. ACHhHIiRIi u sina
acetat |ime se prekida signalizacija te repolari
neuron gdje postaje supstratomkedirc et i | t ransferaze (ChAT) za sinte
referencisl)

BCheE, osim g€, hindge |l hzdral iAzir at i i druge Kk

| ega s e pvothohazieda pseudakdlinesteramili n e s p eomnikdiinedteranm

Zbog njene nespecifilnost.i prema supstratu
( 1 n a bjeiztaeito gpordhidroliziraju sukcinilkolinh nemaj u ni kakvi h zdr a:
dugo se smatralo da BChE ne% Meblnuatgiam, v iutparlanvuo
mogul nost da hidrolizira ¢girok spaletzimu supst
jetri, sugerira da se radi o enzimu kajjaul ogu bi ol ogkog | istila ¢
organzmd®Takoler, buduii da inhibicija BChE ne
inhibiciju AChE, BChE | e p rlovanjasoaganafosfortilo g a z
spojev&@*Akt i vnost BChE vagna je i za mePrimjprol i zam
tome je sukcinilkolind epol ari zirajuli mi ¢ i lonpiu grt elng les anmi sg
tiekomanestezie a za |24y uu jer diamirorhd zadugena BChE.
kod osobe s tihom inalicom BChE wuzrokuje pr
BChE takolLer katalizira hidrolizu ko-khdi na pr
ester i benzojevk i sel ina | i me se s nadgrugg strane seeugiska o d |
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BChE aktivira heroin, jer njenim hi-dr ol it
monoacetiimorfin G®MAM) koj i je fiziolo@ki aktivan u m
Aktivno mjesto obijjukolinet er aza dugal ko je 20 i i girokdc
domene: katalitilkog mjesta (line ga katalit
mjesta (kation mjesto) koje stabilizira pozitivno
acilnog dgepa u koji se smjegta acilni di o
nal azi na slikaRk3d>garajietial Ka trijada nalazi s
aminokiseline Ser203(198), His447(438) i Glu334(325) (brwjazn zagr ade oznal a
aminokiseline u AChE, a br o] u zagradi j e
sudjeluju u katali zi. Kol insko mj est o enzi

Tyr337(Ala328) i Tyr338(Phe325) (u zagradi su navedenimakiseline u kolinskom mjestu

BChE, a izvan zagrade kod AChE) .gruggdbupstyaia aci | r
tijekom hidrolize ACho dr e Lpurjiutiam nj egovu orijentakiju p
acilnomChEgappol ogaj lazezddva fenilalarnd kojnsaojim obujmom
ogranilavaju vezanje supstrata velih od proj
nal aze manje alifatske aminokiseline Leu i

smanjuje selektivnost BChE premapstratima koje hidrolizira. Periferno mjesto AChE

odgovorno je z a alosteril ki mehanizam inhibicije
acetilkoling a | TyrA2eTyrg2d i Trp286 Kod BChE se na odgovar
nalaze alifatske aminokiseline A<l n i Ar g, zbog | ega j°% otvor

Tyr72
Asp74(Asp70)
Tyr124
Trp286
(Tyr332)

PERIFERNO
ALOSTERICKO
MJESTO

KOLINSKO
MJESTO

Trp86(82)
Tyr337(Ala328)
Tyr338(Phe325)

/ N
é\CILNI DZEP) /94 ,OKSIANIONSKA>
. m—)
Phe295(Leu286)
Phe297(Val288)
 TRIJADA
Ser203(198)
His447(438)
Glu334(325)
Slika2.3.Shema aktivnog mjesta kolinesteraza s oznal ¢

te supstratom (ACh). Aminokiseliki sastav izvan zagrade odgovara onome u AChE, dok u zagradi
odgor ara BChE (i zralbBno prema referenci
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Neovisno o razlikama u aminokiselinskom sastavu aktivhog mjesta, mehanizam hidrolize
supstrata jednak je kod obiju kolinesteraza, a odvija se u tri koraka: nastajanje Michaelisova
kompleksa, aciliranje enzima i njggo deaciliranje vodom. Procesi aciliranja i deaciliranja
odvijaju se preko tetraedarskoga prijelaznog
procesa hidrolize nastaje intermedijer u kojemu se agilnpasupstrata prenosi na serinski

ostatakenzima, koji se regenerira deacilacijoslika 2.4.%’

His 47

Glugys  Hisasr Serggs Gluaaa Seragz

j\o/\g""f grﬂe g_\ H’°\i—> } OQ“"H-_N ﬁ%@ kolin

0 o HNVN\_/
acetilkolin . . o
Michaelisov \JO
kompleks H
N® Glu Hisaa7 Ser.
Gluszss Hisasr Serags 7o s Sm >203
©
© > o) S
0 )= HO o HN, N )
o HN__N
&

Kataliticka trijada

H,O
Glugas His 7 Seraps Glusgs Hisasr Seraos
octena <4 €] <j >
— f-
®
N{,,/,NH

o) o>‘L“‘— 0° N— o’ ~
o) © L”'N\’/LH\O/.FO
/

kiselina . “H..,

H H

Slika 2.4.Mehani zam reakcije hidrolize supstrata kata
referencis?).

Uz opisanu Akl asilnufi kataliti ]| kuiBCGhEinguv nost
i druge uloge u organizmu. | stragivanja suge
di obe i rasta ¢givlanog tkiva u procesu razv
sudjeluje i u metabolizdma BChpEdmo gé ekna-t alki dio

metilumbeliferii (4mu) pal mitata pr i%°AiChiEo | ppojkkaoznu j peH z(n7
homol ogi ju s proteinima stanilne adhezije |
Drosophila melanogastete neuroligink od si savaca ¢gto upuluje na
djelovati i kao adhezijski proteirin vitroi st ragi vanja pokazala su

l amininom, proteinom izvanstanil|lnog matri ksa
procesu razvoja mozga usmjerenje i rast neurita>® Aktivacija transkripcijeACHE gena u

procesu aktivacije limfocita inducirane hemaglutininom sugerira da AChE ima ulogu u

procesima hematopoeze.
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Kod osoba oboljelih od AB aktivnost AChE u mozgu progresivno opad@retkombolesti

te u pojedi momgao tho §@1p% moamalheivrijednosti. S druge strane,
aktivnostBChEs e kod AB mo ¢oel20pvojeenbrmaing vriledndstMe L ut i m,
unat ol smanjenj wohkthovnes tdboleMCbdEABod®lazb do
koncentiranja AChE unutar amiloidnih plakova i u njihovaieposrednopkolini. Ta k oll e r ,
okolini amiloidnih plakwbvaenépomebanéi koincamnh
BChE#"®° AChE interagira s peptidima bprekoa mi noki sel i nskog bolnog
koji se nalaziu perifernommjesdChE, gt o ubr zava agregaciju pep
AChE-Ab kompl ek s gt o dovodi d o sameACing, pape U e n

povel ane otpornotainjra i mihs bii t pH ai, djbeolg | ega
snagniji neurotoksil ni ul i®nh&t roadyi wamji @ m@an
transgenilnim migevima Kkoji razvijaju amiloi

da u amiloidnim plakovimapostoji aktivnost BChE, primarno onima kod kojih dominiraju
nefibrilarne strukture, sugerirajuldi da bi

Asazrijevanjaid plakova odnosno®prijelaza iz

2.2.2. Uloga BACE1i hipotezaamiloidne kaskade

Prema teoriji ami |l oidne kaskade, narugena r a

peptidaA bunutar neurona rezultira nastajanjem oligoma@rapod |l ogni h samoagr

tal og@ngmstuani | nweumong umozga w oliku netopljivin plakoval® Za
nastajanje peptiddbs k| oni h samoagregaciji odgovorno | e
amiloidnog proteina (engkmyloid precursor proteinAPP) enzimimab- i -sekretanm

Amil oi dni plakovi rpdedsmit Dol jaguagoeagdai| @, a
izvanstanilnim naslagama | ije progresivno na
ogtelenja sinapsi i neurona, oksidativnog st
kinaza te hiperfsforilacije proteina tat?

Razgradnja proteina APP odvi | a-sekretazepniéami | o
ami |l oidogeni m ({sgketaze)eplitern. aPnojeeliza ABP -sbkretazom je
najulestalija (90 %oplitoeg roedzsyAdt|RHimsmemtarangkagn k o m
o ds j €T E(dngl carboxyterminal fragment Dj e |l o-sehkretgzee (40%p nastaju
SsAPPb i CTFb f r a dgajeseciepajudjgbVaRgo-sekre@akd Gijepanjem
CTFU nastaju topljiviizvpaenpsttiadnii |pn3i kporjoAPPsoer ,o0 ttp
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Intracellular Domaiy koji se otpugta u unutarstanilni
druge strane, cijepanjem CTFbD nastaju pept
najulestaliji o0Abdd) 40eamnnokdsdPRi aami noki se
cijepanj aizvatnpu@tnajliniu prostor, dok se fragme
Unos:i u jezgru gdje vragi ulogu transkripci]j s
nastalih nemiloidogenim putem, skloni su samoagregddfi®’ Pr ot eol i t i | ka r a

proteina AP o mol, u i b-sekretaza prikazana je skci 2.5.

Neamiloidogeno procesiranje Amiloidogeno procesiranje
Izvanstanicni prostor lzvanstanicni prostor
APP Samoagregacija
peptida AB
sAPPa sAPPB ‘
AB40
= ’ AB42
a-sekretaza B- sekretaza E
sekre-taza sekretaza
CTFa CTFB
AICD =) razgradnja AICD =) transkripcija
Citosol Citosol
Slika 25.Neami | oi dogeno i ami |l oidogeno procesiranije
procesirap a , pr vi korak ®sSied#retiaza, kpral ilzegmua nlast aj

tranane mbr ans&d s jCa|Pdis | j e d esi eeknm ektoarzaak ur asz gr alLuj e CTFU
sevizvanstanil ni prostor AKDptugwdgutd s agmiehni proso&r .
amiloidogenog procesiranja;sehkreitakar d BACEBEXYyr agpm
nastaju toptlapshevmbraABkdd siC€ Flbjiel o-sakhjemazone na CT
unutarstanil ni prtosAlo€CD,sed ok pagta fzagmenhani| ni
razlilitih duljina koji su podadnmagm67). samoagregaci

Peptidi Ab nast aj u gjihoaro meupljanemdan aozbil | kar , menlou s
agregacije u oligomee forme(slika 2.6)**®* Topljivi oligomeriA bizolirani iz ljudskog mozga

su heterogenog sastava t e uk IOyakil maljolgomerist e o0«
mogu utjecati na promjene u plastil nkazgjui si n
neurotoksilno djelovanje. Protofibrild@ su ir

peptida u netopljive fibrile i predstavljaju velike topljive agregate koji se akumuliraju u glija
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stanicama i aktiviranim astrocitima u mozgu oboljelih od ABao t ak vi utjelu
upal nih procesa te poput oligomera narugavaj
strukture nastaju pplvelze vawntj em Add iple@Vt ii ld av a1z ¢
ovisi 0 sastavu. U normalnim uvjetinaaniloidogeni peptidi spontano agregiraju u amiloidne
struktur e, no u mikrookolini specifilnoj zZa
prisutnost slabo topljivin proteina, proces fibrilizacije je ubrzan. Prisutnost amiloidnih fibrila,

kao i prodk t a njihovog udrugivanj a, netopl jivit

neurodegeneracije te razvoja neuroupalnih protesa

Q%
fibrili ‘ D XY

7 &
‘ oligomeri i X eﬂ e.
YA / T i
monomermni protofibrié / Heko : \ ‘f) N
peptidi " { ) i
(AB40, AB42) s X )  § T
: ) I
Nastanaka amiloidnih plakova g / ;% Y
Zdra\; Alzheimerova
mozak bolest
Slika2.6.Pr oces nastanka amiloidnih plakova. Pepti di
oligomera, protofibrila, fibri te u obliku netopljivih plakova.
TakolLer, postoje indikacije da nakupljanje p
i nastanak neurofibrilarnih | vor ova. Prot el

fosforilacijom se smanjuje njihovmo g ul no st vezanja na mikrotub
destabilizaciju neuronalnih citoskeléfaNe k ol i ko j e mo ipenfdsfortiacieu zr o | n
proteina takoji sepovezuy snakupljanemp e pt i d a A baktivirBjeneKolikalkinaz# b

me lLu ko {CDKmdciklssavi sna Kkinaza 5) i GSK3b (kina
vodele kinaze u fDbaKk okullaipgeptidaAprwzrokhaj ¢ aakt
stanicami kr ogl i j a i astrocita, gt o potimulimjuot pugt
kinaze I fosforilaciju proteina tau. Nadalje
nalin inhibirati Jeadagr anod mjul preiposeatijadpepidadba u .
aktivacijom ki npuaeziula@ $HechddaupmREAXip dat ei na, gto r

pogregnom | okal i®  acijom proteina tau.
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Ideje o postojanju enzima odgovornog za pokretanje stvaranjapdpbplao t e k 1 e su od ¢
iz sredine dvadesetog stoljeia da |Itlgijui s Do
sl il nu omoajk ukpdd amB e amil oidni h pl ak @taa i ne.
u mozgu®® Prisutnostdodatne kopije kromosoma 21 kod osoba sobSuzrokuje genetsku
neravnotegu i poremel enu eksprkemosgmu 27pr ot e i |
Osamdeseti h godina 20. st ol jpeoteidik Gjl iensalkirnj an
cerebrovaskularne amiloidridoriek od | j udi s AB i DS stjguktur
sugeriralo da bi amiloidni plakovi i kod AB i kod DS moditi rezultat istog genskog
produkta>?Hi pot eza je potvrlena devedesetih god
nasljednim cerebralnim krvarenjem s amiloidozom nizozemskog tipa (koju karakterizira

talogenje amiloida wu patjgrkhkama smmgpdbsdrniedng

(familijalna AB, FABPPgenolojgse hatati ha&remosomuit aci j e
Godine 1999. pet neovisnih skupina izvijest:i
djelovanjem na protein APPanst aj u karakteristilni amiloid

pristupe i/ili metode, sve skupine iddirale su enzim koji cijepa luminalnu domenu APP na
b-mj est u i uzrokuj e ot pugt angeleetazd,bmemapspz i d a i
(membranskis i dr ena aspa tA$sm2a paop @@t BAOEgenzpr ot ea z
koji cijemestuyAPP na b

BACE1 je transmembranski protein tipa | koji se sastoNadrminalne domenasmjerene
prema izvanstanil|lnom prostar stladadnpe er mbm;
lumenu kadase nalazi u membraréndosoma, dolostatakenzimal i mransmembranska
domenai kratka citosolnaC-terminalna domen&’® BACE1 je u niskim koncentracijama
eksprimirana u veliainajpvéiéi kohcenpoaaijseé an
U neuronima, posebno u prEKamaptahkomi zalvj Qe
proteaza, BACE1 i ma t er c8SjrukturmBACELtebibdaihakaon u s |
ikod pepsina,akaj se sastoji oNiGtvear mienganljmi (rneadznvjaenvii )
daje po jedan katalitil ki aktivan aspartat (
mj est a Niiimelt umi n al n’? Aktivmo enjestg liedske BACE1 sastage od
jedanaest podjedinica: podjedinice ISE7 nazvane sN-terminalnim podjedinicama, a S1'
S4'C-terminalnim podjedinicam®S obzirom na broj podjedinica
BACE1l je prostrano, a zboqe Ipiorkjaezruijaue sd a opgouj

premasupstrafft BACE1 osim APP moge prihvatiti vel.i
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hidroliziratd. i epbodjedjnéca maopom kahteolirdn@g matrigskog karmala b
(engl.voltageg at ed s odi whanitc hd@ % @gl ebl)e kD G-gijalilttandleraza

1 (ST6Gall), Sez6 (englseizure protein 6i njegov homolog Sez6L (engseizure @like
protein), PSLG1 (engl.P-selectin glycoprotein ligand), proteini Notch signalnog puta JAG1
(engl.Jagged 1i 2 (engl.Jagged 2, IL-1R2 (englinterleukinl receptor 1), glikoprotein 130

(gpl30), protein stani |close homady efz)lj reeuregulin, CHL:
(NRG1)829
BACE1l <cijepa svoje supstrate sl mghanizedl i opl

hidrolize peptidne veze koji Pkaoiisstteup@amuy g el
nukleofilni napad aktivirane molekule vode na karbonigpupus upstr at a, gt o
stvaranjem gerdiolnog intermedijeradok u drugom stupnju dolazi dojepanp peptidne

vezed2U prvom koraku Asp228 slugi kao baza Kkoj
aktivira je za nuklefilni napad na karbonilni ugljikov atom, dok istovremeno Asp32 prenosi

proton na karbonilnigrupu slugel. kped&liesml komak W, sAsp22
kiselina i protoniraamidngrupy  dok Asp32, djelujuli -dotao baza
gto rezultira cijepanjem peptidne Vv &like, stv
2.7).91,92

I I I "

HZN/CH\C/N\E/COOH | HEN/CH)‘ijn\H/COOH II HZM/CH /O+| HP'J\E/COOH
/ll'-l' iz /0 /\0\ F|'z ‘l'l FL2
7 o o) H ‘H\o o o

Slika 2.7. Mehanizamh i dr ol i ze s up s-sekretazan (BACEL)y (Bli#teo preaizeta fz
reference3).

Hi poteza amiloidne kaskade pot athastankgeptijae potr
Abkao potencijal ni m | iusperkvanie itijekdlzheireerowe aleste | a v a n
Godinama se tragsaeélor etaazien hliibjid oproat eazno dj e
rezultira nastankom Nomi | 2a jdend rhi |pkeap t o sdaab iAnba Kk
klinil ka kiaont ri angsekbedandjibeajeinjjobva i zrazita toksilno
brojnih fi zisekletazg k iztbbog!l d ®ga ad nj e nvdo negatiinimb i ci | a
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posliedicamaza organizam* Naime,o-s e k r et a z a housekeepiuy oegruz i Ana Kk o j
uklanja brojne proteinske fragmente asmwe s membranama koji nastaju kao rezultat

djelovanja membr ans k gekretaga, t® sugljaleau signalpomtslijedis

proteina NotcH#*S dr uge strane, inhibicija BACE1l ne r
kod i nhgelbetazal Reloeci ja gem&kr kRobopzuké&@ddr ani Geva
znalajnim smanjenjem razine ADb, uzknochkautf e f en

mi geva nije uolen znal ajan negativan utjecaj
imauloguufomaci ji mijelinske ovojnice centralnih
samo u prenatalnoj fazi te stoga inhibicija enzima ne bi trebala imati posljedice kod pacijenata
starije YZbogneadebeni ks ek ed ma scon dajeaugravan j e n
djielovanje BACE1 | i mit i r a%sintbtizirark subrajrkinhibitori nast a
BACE1, od lega je nekolicina ugl & MeLli mi]l k
nijedan inhibitor BACE1 nije odobren kao lijgka AB j er Kkl inil]l ka istr ac¢
znalajnim poboljganjem kognitivnih sposobno
pogorganja te negeljenih wulinaka poput ank
poremelene hidmdalai BACElugillpakypstrgenje ovoog
korigtenju | i ganada Koji djelomil|no I nhi bi
zaustavljanje njenih fukncija. Po BAGEH'U o0V O]
mi ¢,&ad kojih je proizednja BACE1 enzima u organizmu smanjena na pola, imaju znatno
manij e amiloidnih nakupina od nor mal ni h mi g
hi pokampusa i P Nadalje kod nsabasgA6MT mutacijomAPP genu

( Ai sl ands ki jeARPiogstrane BACHEL srmeasjéno jaza 30%, bez drugih posljedica

na organizan®® Stoga bi inhibicija BACE1 do 50% njezine normalne vrijednosti mogla
predstavljati obelavajuili pristup lijelenju

nakupljanja amiloidd’

2.2.3. Uloga oksidacijslog streas i biometalakod nastanka i razvoja AB

Oksidacijski stres je metabolil ko stanje or
proizvodnje i akumulacije reaktivnih kisikovih vrsta (engdactive oxygen specieROS),

melu kojima su naj ul e ), addikoy perolssih@.), hdiolsind ni r a
radikali (OH), singletni kisik tO») i radi kal.i d Y RO%ovi prongrnoo k s i d a

nastaju u mitohondriju stanice kao nusprodygkt ocesa met abol i zma ki si
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ravnotege izmelu nji hovwnemmamiokgidadasiimgb@ambenihr az gr
mehanizama (superoksitismutaza (SOD), katalaza i glutatiperoksidaza) dolazi do
povel anj a ko wvwae stanicaané BuyperoksRia Badikali nastaju kao posliedica
rada nikotinamid adenin dinukleotidsfatoksidaze NADPH), ksantin oksidaze i peroksidaza,
a ukljuleni su u procese u kojima nastaju Vc
(ONOQ) i hipoklorna kiselina (HOCI). Vodikov peroksid je produkt djelovanja raznih
oksidaza, a u reakciji speroksidnim radikalom, uz ¥eli Cu* kao katalizator, kao produkt
daje hidroksilne radikale (Fentonova reakcija), koji su ujedno najreaktivniji slobodni radikali
in vivo. Radi kali dugi kovog oksida pr odsiktdazu su r e
dugi kovog ok savithastaji k@Omsljedicar@Sgenih procesa, poput aktivacije
i munosni h stanica, i nfekcij a, pretjerane tje
egzogeni h wuzrolnika poput ),tljekgvk, ikdmiskieatapalaa ( Cd
dima cigareta i alkohol® Treba napomenuti da je niska, odnosno normalna razinad®®S
vagna za odrgavanje normalnih biologkih funk
od invazivnih patogenih mikrobgori | emuistile uloga NO kao si
regulira protok krvi, sprjelava trombozu t
aktivnosti. Prekomjerno nakupljanje R@Sa uzrokuje oksidacijski stres koji rezultira
ogtelenjem st alipaprbteira, kenmmacijskim iestrukturnim promjenama u
proteini ma, poremel ajem rada enzima te ogtel
Navedene promjene uzrolnik su raznih bolest
ubrzati i proces staremf®

Kod osoba oboljelih od AB prisutna su znal
oksidacijskog stresa. Nai me, uol englutame da s u
sintetazeikreattk i naze znal aj no s manj e ncentracifg glaamata z ul t i
i prekomjernom ekscitacijom, odnosno smanje
oksidacijski stres kod AB povezuje se i s prekomjernim nakupljanjem amiloidnih naslaga i
neur of i br i PTakoje whetimaoksidazigkogisr esa ekspresija BAC
kao i a&kekwvebstep gto dovodi do pojalanog am
i proizvodnje peptidao¥rd Uomitpbondwui nastansa
uklanjanje!® Tak oLl er |, Kk sidjaet j mko@® stresa uol ena

proteina tau kao rezultat pojalane aktivnost
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narugava regul acija fosforilacije proteina
neurofibrifMarnih |vorova.

Oksidacijski stres, talogenje amiloidnih pli
povezani su i s poremeiajima homeostaze bio

koncentracija ¢geljeza u mozgu s wmadavodinda ma po
prekomjerne proizvodnje ROGSv a budul i da geljezo djeluje
reakciie! Ge | jseez omo g maAPR mRNAi e na t aj nal iprotepaot i cat
APP/ Nadalie,pe pt i di AD 42 Fadowtanarhiloidnia jgu e F@t a gt o r e
redukcijom Fé&' i akumulacijom redoksktivnog Fé".19? F&* pokazuje veliki afinitet za

vezanje Abvitrqpegdtiinkca potil e njihovu oligomeri z
povelanih koncentr aci jnamagoe bbplielif@e luj @amo | ® i djné Im
nastanku neurofibrilarnih | vor ov a fodfoulicajul i da
proteintaPoput ¢eljeza, povelane koncentracije b

inastanak RO®va.Bk ar moge interfMbgpbtatulisnpepoivdi mai
te aktivirat. kinaze koppdnmogvopegtajama daof

koncentracija bakra u mozgu oboljelihkaod AB
kod oboljelih i zdravih osoba, u amiloidnim
gto moge znaliti da se talogenjem bakra unut
mozga u kojima plakovi nisu prisuthiCink je esencijalni biomat | koj i, osim gt c
kofaktor brojnih enzima i proteina, moge slu
plastilnosti. Nedostatak <cinka u sinapsama

simptome depresijemiepparemS&| adjraige| esnjranie, p®

cinka utjele na proces oksidacijske fosforil

rada mitohondrija te nastanak R@QSv a . Pokazano je da cink vege
ostatke C-terminalnog krpfa peptida Ab | i me .pJouspodedbi samj i hov
geljezom i baknaym, i c izaiJezanietpeptidAbT ek si | nost perp
Ab p o v eVezanmjem ciola. Nastajanjem2Znb kompl eksa smanjuje s
cinka u jsimwmkdtiilrkio gt o remet i s tmar ¢ mal agiug
kognitivnih funkcija kod obol j el i-bekretate nAB . Uz
nalin da pojalava njenu ekspresiju, al i dj el

aktivira kinaze koje fosforiliraju proteintdiz nal aj nu ul o g umajuimamgang u t ak

kal ci j [ ma g n e z ikgfaktor Bupenofsitismusateu glitamisiatetaze, a
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p o v eelkancentracg mangana povezane supso v e makonpeatraga peptida A b .

Magnezij je u mozgu i serumu oboljetid AB prisutan u smanjenim koncentracijamadnosu

na zdrave osohe dok su koncentracije kalcija povel

pojal ava pretéiradR R sii jjuot i | e fatag f Sruiplrad injou tprmet, e
koncentracije magnezija u mozgu uzrokuju smanjenje koncentracije BACEL te inhibiciju

fosforilacije proteindaup o sr edovane kinazom GSK3b, gto sudg
vr gi neuroprotektivnl ulogu prilikom razvoj a

2.2.4. Uloga monoamiroksidaza A i B

Monoaminoksidaze A i B (MAGA i MAO-B) su enzimi iz skupine oksidoreduktaza (EC

1.4.3.4) koji kataliziraju prvenstveno oksidaciju primarnih amina poput neurotransmitera
dopamina, norepinefrina, epinefrina, serotoningeniletilamina, te u manjoj mjeri nekih
sekundarnih amina. U stanicama se nalaze vezani na vanjsku membranu mitoHSndrija.
Velina | judskih tkiva i organa, ukljulujuli
tkivima ekspresija je specifilna. TAattok u pl
trombiciti i leukociti eksprimiraju samo MA®. Koncentracije MAGB v eu uemozyu

odraslih ljudi u odnosu na fetalni mozak. Kod odraslih, oba enzima eksprimirana su u istim
regijama, pr vens t%Koncentragije MAOQoenzima u pogdjninj tkivima
povelavaju se starenj eBm,u pnao zsgea 3tgmekpotal dok sepr e s i
ekspresija MAGA povelava oko 6 puta u srcu, gt o up!l
enzima povezana s bolestima koje se razvijaju starefffeO enzimi su flavoenzimi koji

kao kofaktor koriste flavin adenin dinukleotid (FAD) | ako di jel e oko 70% s
strukturi, MAGATMAO-B se razlikuju u specifilnosti pr
tako MMAOA preferira vele amine poput epikBhefr i n:
preferira manje supstrate poputifetilamin i benzilamina, dok oba enzima oksidiraju tiramin

i dopamin® Generalna struktura oba enzima sastoji se od domene s veznim mjestom za FAD,
domene s veznim mjestom za supstrat te dome]
MAO enzima u otopinsu prisutne u obliku dimera, no MA@ kristalizira u monomernom

obliku (slika 2.9.1%
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A) MAO-A B) MAO-B

FAD

supstrat supstrat - supstrat

Slika 2.8. Struktura ljudskih enzima MA@\ (PDB kod: 225X i MAO-B (PDB kod: 1GOS?%). A)
Struktura MAO-A enzima. Membranska domena enzima prikazanal@nam bojom, dok je ostatak
enzima prikazan plavom bojom. Kofaktor FAD prikazan je crveno, dok je supstrat/inhibitor prikazan

gut o, svaki u odgovar aj ul oj-B ensmanMdambrathskandomena B)
prikazana je zelenom bojom, a ostatak ewzicrvenom bojom. Kofaktor FAD prikazan je plavom
bojom, a supstrat/inhibitor ¢gutom, svaki u odgov

Vezno mjesto za supstrat kod oba enzima je p
i alifatske aminokiselineVezno mjestaza supstrat kod ljudske MA@ ima volumen odko

400 A, doksekod MA@GB i zmelu povrgine proteina i veznec
Aul azna gupljinaf, koja se rotacijom izoleuc
gupl j iotpriike 808 A. Kod MAO-A, na mjestu spomenutog izoleucina nalazi se
fenilalanin (Phe208). Razlilita selektivnost
posljedica razlike u aminokiselinama lle335 kod MAMdnosno Tyr326 kod MAEB (slika

2.9).105

Marija Bartol il Doktorska disertacija



§ 2 Literaturni pregled 20

Slika 2.9.Superpozicija aktivnih mjesta humanih enzikhaO-A (PDB kod: 225X%) i MAO-B (PDB

kod 10JA%) u kompleksima s inhibitorima harminom i izatinom, redom. MAQ@rikazan je sivom

bojom, a Phe208, aminokiseline na pozicijama RX6 i 1leB5 prikazanis u nar an|l astom b
inhibitor harmin prikazan je cijan plavom bojom. MA® prikazan je plavom bojom, a Ile199,
aminokiseline na pozicijama 201206 i Tyr326 prikazani su crvenom bojom; inhibitor izatin prikazan

je zelenom bojom. Kofaktor FAD prikazangeut om boj om. Prikazana super
aminokiselinskom sastavu aktivnog mjesta koje u
strukturu petlje (crvenoldh. naran|l asto) (preuzeto

S obzirom na njui hnoevtua bwa § zumuu Incegur ot r ansmi t er
enzima povezani su s poremeliajima ponaganj a
hormona koji kontrolira poARBdUmjl&,asd au mkio jaic
genu MAO-A (zamjena kodna za glutamin u stefpdon na poziciji 296) rezultira

deficijenciom MAOA enzima te se kod || judi povezuj e
intelektualnim potegkolama (Brunnerov sindr

suradni ka o tekkoricdniwacij¢ MA@p o4 iama u mozgu osoba

depresijom, sugerirajuldi d a -Ajodgovarmaizasmanjener e k o n
koncentracije monoaminskih neurotransmitera kod oboljelih od dept¥sjeo s e bno se i s
ulogaMAOenzimgpr i | i jelenju Parkinsonove bolesti (

bol est koju karakterizira nakupljanje ALewy]j
primarno sasliimukelneiihnaod tle propadanje d,o0pamin
smanjene koncentracije dopamina. Si mpt omi F

usporenosti pokreta, tremora i ukolenosti mi
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spavanja i depresie. MAG iMAO-B su oba zadugena za Owetabol
met abolizira dopamin u pr-Bsokapdit &i dopeaemroni
pukotini i glija st#&nipoemae.gnbBudcdwiliazda usagl MA
starenjem rastepa tako i aktivnosMAO-B, upravoje selektivna inhilgija MAO-B princip
djelovanja nekoliko simptomatskih lijekova za PB (selegilin, rasagilin i safinaffid).

Kod AB,p o v e | a n a MACkehzima preesstveno se povezuje s nastankom-8@S
i oksidacijskim stresom teamion®knelh anpé maotur &n
uzrokuje kognitivne disfunkcije kod oboljelfhAktivnost MAO-A povel ana je u ke
uzorcima mozga oboljelih od AB gdje se povez

AB,'13 u cingulatnom korteksu oboljelh gdj e njena povelana akt.i.

prisutnogiu amiloidnih plakova i YWakivwastt i br i |
MAO-B enzima povelana je | u kortikalnim i u
AB, i to u astrocitina i neuronima**®*Takol er, pr-Bsut nelsé MAOpr oi

Ab42 peptida, odnosno 4Br ekd Aspkeetazaad poozdsiapa € S i |
njenog supstrata, C99, gt o r'¥izoaveddnihezlogap vel an
inhibicija MAO enzima smatra se potencijalnim terapeutskim pristupom pri dizajnu lijekova za

AB.

23. Li jel enje Al zhei merove bol esti

Ameri | ka upr ava z &.ShFoaa and Drug AbdniinistakiofrDA¢ trefueno g | .
odobrava primjenwsedamlijekova zai j el enj e AB koj i su podijel
lijekove koji djeluju na simptome bolesti i lijekove koji djeluju na razvojtijek bofesti.
Lijekovi koji djeluju na simptome bolesti s
kognitivnahrpevemehah kod oboljelih osoba uk
donepezil, galantamin i njegov prolijek benzgalantamin te neselektivni inhibitor AChE/BChE

rivast i gmi n, pdsliedicekarbgmeilacikvaat najlei tjiéd dpavegdiscgaeije i n a

karbamal n o g derivat a, radi -ileverzikBilnim s ihibitosoma t r a

kolinesterazd>'*®Pr vi | i jek za |lijelenje AB koji je FI
je pripadao skupini kolinesteraznih inhibitora, ali je zbog hepatdtoksd s t i 2013. g
povul enMetugigfaekove koji djeluju simptomat

kao antagonist NMDA receptora odnod'eDAr egul a
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takolLer odobrava kombimnpiekanypotde rt a fyeonzeid k i mb In
kojeg |line odrelene dd'zSruktone srapomatskima lijekovad o n e p
prikazane su nalici 2.10Q

N
emantin

/\TL@T . @ O'\)T)

takrin

/astigmin I

Slika 2.10. Strukture lijekova koji djeluju na simptome AB odobreni za uporabu od strane FDA.
Lijekovi donepezil, galantamin, benzgalantamin i rivastigmin djeluju kao inhibitori kolinesteraza, dok
memantin djeluje kao antagonist NMDA receptora. Takrin, kolinesterazni inhibitor i prvi lijek ove vrste
povulen je s trgigta 28daftruu godine zbog toksilnog

U lijekove koji djeluju na razvoj i tijek ABspadajumonokloralnaantitijela koja se koriste u
antramiloidnoj terapijia usmjerenasuna ukl anj anj e amiloidnih st
njihove agr ega c il}Pevilijek otearste @lacanuraab, @wdolbnen e @distrane
FDA-a2 02 1. godi ne. Rijel je o rekedgdiamann onlkins ¢
Bi7)peptida AbD i koji se preferiruadnosu nae ge n.
protofibrile i oligomer.!® Rad se o lijeku koji Europskagencija za lijekove (engEuropean

Medicines AgencyEMA) ni j e odobril a skanijgp o dRall gtek ofnu r200p
aducanumab jpovdens tr gi gta od strane proizvolLala wu
lijekova prioritet!'’ Preostala dveantitijela s anta mi | oi d n i toja wsu tienutha m
odobrena od strane FD& i EMA-e su lecanemab( t r g o v a | Legembjn kojz sev
preferranove ge na topljive oblike Ab (oligomere
smanjuethogenj e pl aikdonarematy t mg o g & Kisumla), koa se icifano

vege na amiloidne peptide koji sadrge pirog
sadr gani h u wilia kiiemjinjmplakovionozgh. Obgeka primjenjuju se u

obliku intravenozne terapif¢!* Bu d u | i -achiidna terapijamo ¢ e  rnaspojavet i

povezane s abnormalnostima nakupljanja amiloida (edghyloid Related Imaging
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Abnormalites ARI1 A) , poput glavobol j e, nemnalparabaa i o
stimuskladj e st r oge olga mtnii dnémjibeaABgacijenatdl!?

Jedan od glavnih nedostataka svih navedeni
specifilnu metu AB, [ na ilmpttd me gitloi omga

djelotvornost terapije s obzirom na slogenu

23.1. Vi geci |l jni l'ijekovi

Kako bi se pokugao rijegiti problem ogranile
osmigljen |je koncep Multivarggrdireciedl ljgandsh MTiDLe  k o vRai | (ed
o molekulama koje u svojoj strukthbrol cgakdoge
djelovanja koje mogu istovreme®¥Dvdsughwar at i n
pristupa diahajlrny ekioyaci Ipjrrenamjena postojel.i

ul i nci farmakofora poznatog djelovanja na d
baziran na odrelLenoj meti, pri | emu se razvi
poznaths peci fi |l ni h aktivnosti, gto ¥YNaudwdijr ananoil
izbjegava se istovremena primjena vVvige razl:.@

je |l esto ogranilena probl e mi niil poedrphdijekova,a z | i | i
viemenskog i kvantitativnog reguliranja njih
i zmelLu poj e®Prndizdjniralj iuj ehkik bwa.dne vigeciljne mol e
strategije: 1) povezivanje pojedinih faakofora (engllinking) pomoi u | an] ane st
|l emu konalna (konjugirana) mol ekula sadr gi

spajanje farmakofora (endusing , | i me se dobiva molekula Kkoj

struktura polaznih @&makofora; te 3) stapanje farmakofora (emgérging koje rezultira

mol ekulom | ija struktura s astka#?il)Pfrria gome rjtee vpa
da su aktivnosti pojedinih farmakoforai bal an
aktivnosti te afinitetdi prema njihovim cil]

pokazao Vi ¢gpisidzirkejakjessigurria zarokganizapts118

Marija Bartol il Doktorska disertacija



§ 2 Literaturni pregled 24

MOLEKULE KOJE é
DJELUJU NA JEDNU METU g |

Povezivanje pomocu stapanje
lan€ane strukture spajanje (merging)
(linking) (fusing)

HIBRIDNE VISECILJNE MOLEKULE

Slika 2.11.Pr i nci p dizajna hibridni h viojpeadckdid¢luuinh mol el
pojedinal nu met u p o meogllinking),ajihbvannspajamemegnglzfusingcile  (
stapanjeméngl. merging.™

Povezivanje |lijekova ili farmakofora moge se
met abpl rhkgradnj i, gt o | e c«cauggviepovezivangmmna ko
farmakofora stabil nom v ez o Kodkadlijgkava, pavgzieanjp o d | o ¢

polaznihp o s t dijekeva kolalentnom poveznicom dovodi do njihamaktivacije, ada bi

dogl o do nji hov e das&uorganzmu odvienzpmekt bioteabsforonacg. e

Ovim nalinom sintetizirani su konjugat. i b
neuroprotektivno i antioksidacijsko djelovanje kao i sposobnost injeil@ikumulacije peptida

Ab40 u mozgu, konjugat. takrina i silibinin
pokazuju hepatoprotektivho djelovanje te konjugati ibuprofena i glutationa koji djeluju
protuupalno i posjeduju antioksidacijska svojsiMav e d e n i kol ijekimwo i str :
modelima kao potencijalni tretmani za AB.Povezivanjem farmakofora stabilnom vezom

koja nije podlogna enzimskoj razgradnji nast
vige meta u s vikuidtitTakay primjert j@ konjugab memagal, nastao
povezivanjem memantina i galantamina, koji je pokamaatro inhibitornu aktivnost prema

AChE u nanomolarnim koncentracijama i sposobnost vezanja na NMDA receptore u
mikromolarnim koncentraciam@&.Ne do st at ak konjugiranih vigec
imaju velkumo |l ekul sku masu (> 500 Da), gto moge
organizmut®>°S druge strane, spajanjem ili stapani
molekulska masa knal ne mol ekul e u odnosu na one nast
potencijalnih vigeciljnih | i]j ekomemoqdinkadaj ni r a

kojeg je u strukturu poliaminamidnagproctaming AChE inhibitor i antagonist muskarinskih
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M2 receptora inkorporiran 1,dbenz o ki non, gto je rezultiralo
aktivnosti posjeduje i antioksidacijska svojstva te sposobnost inhibicie BACELl i
samoagregacisjika2.12é’pt i da ADb (

|
E:]:“w/\v/\¢”wf¢\/“\/\v/\v/\T)kV”\/A\/N\;I:j

| caproctamine

\ 4

| H
sJIURcanasse

H

memogquin

Slika 2.12. Di zaj n v i ¢a& memboguinasgajanjem ptreidture inhibitora i antagonista
muskarinskih M receptoracaproctamina 1,4-benzokinond*

Slilnim principom dizajnirani su hibridi k o
hidroksikinolina koji djeluju kao kelatohiometala C&" i Zn?*. Takve hibridne molekule uz
navedena svojstva pokazale su i sposobnost inhibicije amiloidne samoagrégaicaeegija
pretrage aktivnosti malih molekulskih fragmenata (erigilgmentbased drug discoveyy
takolLer jeiatmuagktdivzan nm vigeciljnih 1ijeko\y
pogodnu polaznu tolku u razvoju novih Ilijeko

aktivnost. Ovakvim pristupom dizajnirani su triazinonski derivati koji objedinjuju gvanidinsku

strukturu, koja djeluje inhibitorno prema BA
(slika 2.13.%°
GSK3p +—
HN )
@/L‘/
N~ _NH3). ;
o o}
HN/H\NH HN’H\NH

F F

BACE1: IC5= 18.0 uM BACE1: ICg,= 16.0 uM

GSK3B: ICg = 14.7 uM GSK3B: IC5=7.1 uM
Slika 2.13.Di zajn dualnog inhibitora BACE1 i GSK3b pr
gvani dina i ci k1l il lefergnced5mi d a . (prilagolLeno iz r
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Nekoli ko vigeciljnih lijekova uglo je u klir
2.14.) dizajniran je kombinacijom triptamina (antagonist serotoninskiT&receptora) i
benzilamina (inhibitorj AGBE) e koui gteni klkabme
terapije koja je ukljulivala i donepezil. L
inhibitora rasagilina i karbamatne strukture AChE inhibitora rivastigmia. k| i ni | ki m
i spitivanji ma kmomhadlgjtelne jed kB Kajjie kp aztae od p«
|l ako oba Ilijeka nisu zadovoljila primarne ci
kemi jskog i Dbiologkog koncepta vigerd(slka ni h |
214.) je mala molekula koja se vege na muskari
posredovanu kalcijem te su ukl j ul dmnvivo u pr o
i stragivanja na migevi ma pokazalkiaMgaceptdra Anav
te da ponigtava amnestil ko djel¥BV¥aTakelant bmlL
pretpostavlija da kao stimulatorsM ecept ora moge smanj i ti akti
peptida AbDb, b u d u i1 iecemtaai mgge irenagirati a BACHEIoi podradoviti u

njenoj degradacif? Rezul t ati i stragivanja faze 1 1b/11]1
godine govore u prilog blagotvornom djelovanju AnaveX3na kognitivne sposobnosti
obolielihod AB!2’N a j n e o bovo] skupiiji liiekowua je natrijev oligomanat (G¥71) (slika

2.14.), dobiven ekstrakcijom iz morske algeklonia kuromekoji je trenutno uvjetno odobren

kao | ijek za AB u Kini. Pr i maje crigvnedlisbioleo vanj e
odnosno por e me luasastavu crijevnog mikrobiomakoji rezultirgu nakupljanjem
aminokiselina fenilalanina i izoleucindakvo nakupljanjea posljedicu ima aktivaciju stanica

i munol ogkog sustava i mi kroglija u momgu te
poremel aji ma. Osim protuupalnog djelovanj a,

djelovanje prema samoagregaci ¥ peptida Ab t
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rivastigmin
(AChE/BChE) /

Idalopirdin Ladostigil

N OH
~ NaOOC o HO protuupalno
muskarinski M1 H—O A%M-COONH djelovanje /
o}

receptori / inhibicija
% o1 receptori HO r“COONa samoagregacije
n HO AB

Anavex 2-73 Natrijev oligomanat (GV-971)

Slika2.14Strukture vigeciljnih |ijekowswsABu kIl inil kim

24. Pregled poznati h biologkih aktivnosi

| stragivanje Bikaoalpodglki istruatdartmibksan@ant instrukturnim
motivimav a g no | e nkogak ustanbviti utjsca pojedinih strukturnih dijelovaa
pojedine bioUom&et anek ve katkikpsegleal nekadliko mdlekulsidha n
skupina za koje je poznato da pokazuju odrel
prema biologkim metama ukI| jul efankcromalniumotipiat of i z

odabranihspojeva 4-aminokinolini, karbamatioksimi, hidrazoni i benzokinoni) prikazani su

naslici 2.15
NH,
NH
N o le 2
. r A
N o R R
4-aminokinolin 1,4-benzokinon hidrazon

R" -

0
OH
NH = \

N/ N R'\ )J\ /R
A A I
R R R R R

N-acilhidrazon oksim karbamat

Slika 2.15.Strukturni i funkcionalni motivi odabranih grupa spojeva: aminokinolini, karbamati, oksimi,
hidrazoni i benzokindn
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2.4.1. Aminokinolini

Derivati4a mi noki nol i na, kl orokin i hi droksi kl or ol
zahvaljujuldi svojem antimalarijskom djel ov:

antibakterijska i antifog al na sv o) st va, njasnastaskakbrnvonsith supgrrjuegl a

kontrole I|lipidnog sastava u serumu (snigava
antitumorsko djelovanje. Zahvaljujuli brzoj
akumul aci ji u r az kkratnih unosamavedeniijgkovipmkazalask dobar v i ¢

potencij al za prenamjenu i za drkodjterapijeer api j

autoimurh bolesti poput reumatoidnog artritisaSjogrenovog sindroma te kod infekcija
virusom humane imunodeficjec i j e ( HI V) . Budul i da ovi SPpoj

krvnomo g d a n u spaogevi $ tpkeom strukturnom okosnicqsjedujupredispozicij za

razvo,j lijekova za bolesti ¥Takaije gokgzangdagi v| a
derivati 4amirokinolina s adamantanskim supstituentom reverzibilno inhibiraju kolinesteraze

u niskim mikromolarnim koncentracijama, pri
izmelLu aminokinolinskog prstena i grapaltha nt an s
Derivati 2aminokinolina inhibiraju BACE1 u mikromolarnim i nanomolarnim

koncentracijama, pri | emu je jedan od spojev
Ab (40 i 42) u cerebrospinalnoj tekdhiomlugta
usr edgigwmlswtai’’J ednost avni derivati kinolinskog

oligomernim proteinimgp-taut e sprj el avaju nji hioviw*adogkr egac i
hibridi kinolina i kolesterola te -8idroksikinolina iindola pokazuju sposobnost inhibicije
samoagregaci jipvilpéept i dd®magbégacije udrugenih
neur obl ast oma, odnosno sprjelavanja amiloid
AB.12913%Hiprid 8-hidroksikinolinaki ok vi nol a i rivastigmina poka
djelovanja kao inhibitor AChEmo g u | kelramja iona Zn?*, CW* i Fe* te inhibicije
samagregacig peptidaA bin vitro.3'1 st r a § i v a Ramieokimbkna pokaaalo ge d8

takvi spojevipogeduju sposobnost inhibicijenzimaMAO-A i MAO-B u mikromolarnim

koncentracijaman vitro.3?

2.4.2. Benzokinoni

Benzokinoni su spojevi koji-berzwkprniornadi Un aji

smislusenajivigenji hovasabhiosksi daduj skdaspe s
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sadr gana u k osedjelzjeumitoho@drijekork prgcasu oksidativne fosforilacije i

sintezi adenozit r i f osfata (ATP), zagt anipgroedwAlpslaognal i z a
gt etni h pidesij¢.$ e ds tceemiplkisgtud podld oxymi reakci j ama
adicije te mogu reagirat. s razlilitim prirt
aminima, benzokinoni su skupina spojeva viimgodna za derivatizacifd® 1z navedenih

razl oga, benzokinoni predstavljaju pogeljnu g
s neuroprotektivnim ul i nkmemoquinddBmbelin, defivat| aj u r
benzokinona izoliran iz bilkEmbeliaribes p o k az a o jheurogrdietivna svajstva | a

in vitro radi sposobnostiinhibicie AChE, BChE i BACE1 u mikromolarnim
koncentraciiamd® Sj edi njavanjem benzokinonskog susta

prirelLena je serija dersamiapemida Kokpa i njihavthi bi r a |

samoagregaciju prisustvu metalnih ion&> I nhi bi t or ni ulinak na ar
takolLweol| egne kod hibrida naftokinona i tripto
fibrilizaciju peptida A bnvitro. Isi@jeustamovijeaainivivom Kk o nc

u model u t r a nDsogophiakdji predstanlia gnodel AB3® Potencijaldjelovanija

na amiloidogenezu pokazuju i derivati arilkinona, koji djeluju dualno kao inhibitori BACEL i
samagregacije pejpui dastAébitlei zdijredjibird | pmama | ar
pokazuju dj el ot vte wrkiajnjean dijelu pracésa nastanka amiloidnih

nakupinat3’

2.4.3. Hidrazoni

Spojevi Koj i sadrge hidrazonsku vezu ipokazuj
antivirusni h, protuupalnih, antiepileptil kil
kao i sposobnost sprj el &\Zhog jpraodenharazorske kveze, kK r v n |
koju |ine dva povezana nuk Ikatipa redktivaiji, tdugljka k a, o
koji dijeli i elektrofilni i nukleofilni karakter, hidrazoni su reaktivni spojevi pogodni za

derivatizaciju*® 1z tog razloga takvi spojevi sintetiziramsiu i i strnkgbvamigul i
modul at or i bi ol ouwtiavd) ABm®erija benzikhitrazana simetizirana po

uzoru na strukturne motive postojelih inhibi

pokazala se selektivnim inhibitorima BChE u mikromolarnim koncentracijdfna.
Aminogvanidinski i benzensllo ni | ni anal oz su séd pokhralinkibitarima t a k o L

kolinesteraa.'*142 Triazolni hibridi N-acilhidrazonaposjedujuinhibitornu aktivnost prema
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AChE i antioksidacijska svojstva, dok derivati semikarbazona i tiosemikarbazona te
kinoksalinski hdrazoni pokazuju dualnu inhibitornu aktivhost prema AChE i MAO
enzimima!4¥ 145 Kvinazolinski spojevi kod kojih je sjedinjena gvanidinska i hidrazomgkaa

pokazuju snagnu inhibit &rNadadlkti vnopdj epii e nk
hidrazonsk poveznicu takoler pokazuju i kel iraj
sposobnost inhibicije agregacije peptida Ab,
dizajn vigeciljnihA™iganada za I|ijelenje AB.
2.4.4. Oksimi

Oksimi su organski spevi koji strukturno pripadaju skupini imina, a njihovi derivati pokazuju
brojna bi ol ogka Ssvojstva ukljulujuli ant i
protuupalnu te antikancerogenu aktivnost. Ipak, njihova najpoznatija uloga u medicini je ona
restivatora AChE inhibirane organofosfornim spojevima (bojni otrovi, pesticidi i
insekticidi)?®2 Budul isu d & na § ni, oksimiknbge oistisndtiifosfol i r aj ul i
organofosforni spoj iz aktivnog mjesta ACpEr i | e miosfoliramioksianji rageprirani
kataliti]l ki™ Radittaga sunrazvgenizoksimi pralidoksim-PAM), diacetil

monoksim (DAM), asoksim klorid (H6), obidoksim, metoksim i trimedoksim kao antidoti za

s | u Ve &gvamja bojnim otrovimaOksimi trenutnoodobreni za upwebu su 2PAM (SAD,
Francuska, UkK) , obidoksi m ( Nj6ekKanadak Hryatskd,o r v e §
Legka, Gved(zrhedP®i0sTMB gt o fosblaakuACHE oksinjdjeluju

i kao reverzibilni i ini pagdmmind strukturnitk mdtivom easazwejr a z a
lijekova za AB®™ Der i vati biljnog met ab ol dgrupupokdzad k o n a
inhibitornu aktivhost prema AChE i MAO enziminma vitro, pri |l emu se istil
prema MAGB.®° Nadalje, feoIni oligomeri s oksimskom poveznicom, posebice trioksimski,
pokazuju sposobnost i nhibicije fibrilizaciije
nastalih fibrilnih amiloidd®>® Az aci k1l i | ki spoj evigrupk djgluju s adr ¢
protektvifbna ol uvanje mitohondrijskih funkcija i
poput oksidacijskog stresa [ nakupljanja
nekontrolirani prijenos molekula unutar i izvan mitohondyijaOksimski derivati imiézolil-
acetofenona istil|lu se neur o poja@ridazd ianhibiciem i pr
ciklooksigenaze? (COX-2)i AChE,s p o s o lsrpa ¢ ledt @k anj mog dj el ovanj

monoksida na stanice sposobng | keliranja Cu?*.1%8 Spojevik 0 j i s adr grgu ok si m
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takolLer djeluju i kao inhibitori kinaza iz

potencijal za kontrolu ekspresije i f®8sforil

2.4.5. Karbamati

Karbamati su spojevi s karbatnamgrupom| i j u ok osni cgrupanianil ikar uani
su vezane alkoksilnaiamiggupa Zbog s i | mropsm, karbamatasesntrap m

hi bridima 1 zmelu amida i estera, gt o pridonc
unutarime Lumo |l ekul ski h i nt er ak gruppjasastavrzdiotraargh r a z |

l'ijekova Koji s e kap epilepdijee panazitarhilh jinkekciantg kao HI V

kemoterapeutici. Otkrile fizostigmiaogaiz al ka

mahunarkePhysostigma venenosuiovelo je do razvoja kolinesteraznih inhibitora koji se
koriste u I|ijelenju AB (rivastigmin) te mi
nikotinskih acetilkolinskih receptora (neostigmin, piridostignifi) Derivati biskarbamata
bambuterol a, bronhodil atatora koji se kori st
ovisni selektivni inhibitori BChE, a uz to djeluju i kao kelatori biometalnih ion&, Few* i

Zitt>Ne kol i cina i st r asijeru@avgjaaduamih inhbitoch &atiresteyaea i u

MAO enzi ma, proi |l emu su sintetizirani hibric
inhibiciju MAO enzima. Tako su inhibitornu aktivnost prema MAO enzimima pokazali
karbamatni derivati N-propargilamnoindana i N-propargilfenetilamina, -propargit4-
stirilpiperidina, N-alkilpiperidina te hibridi kumarina i karbamat®®*Tak oL er , spoj e v
sadr ge kgupbpaarkaa maul i su i sposobnost siprjel av

vitro te u staniama ljudskih neuroblastomé
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Popis ispitivanih spojeva

U okviru istragivanja ove doktorske dbsertac
razl i | i tSkupine$-dmingkinatira (slike 3.1, 3.2 i 3.3feivati amodiakira(slika 3.4)

i benzokinoni (slika 3.5) sintetizirarsu na Institutu za hemiju, tehnologiju i metalurgiju

Svedi | iu@eogradu pod vodstvom dr. sc. Dejana Opsethideje skupinéhidrazora i N-
acilhidrazom (slika 3.6) sintetiziraa na Rehrambend e hnol ogkom fakul t et u
vodstvom pr of . -Slork SkupinaO-alfilckginea (slke 3Fa3g80 3.9) jedan

dio skupine karbamat&iquklidinski karbamatte derivati karbamata cinkonidina i cinkonjna

(slike 3.10 i 3.11}pintetiziranisuna Zavodu za organsku kemiju Prirodoslooma t e mat i | ko g
fakulteta u Zagrebu pod v o, diektjevdvugn dip skapine dr .
karbamatarfionokarbamati (slika 3.12) i biskarbamati (slika 3)E¥)tetiziran na Zavodu za

Toksi kol ogiju I nstituta za medicinska istragi
Bosak. U sklopu disertaeijspitamjel 89 spoj eva. U s skudindgstuanida s u
samo odabrani spojevi, njihove strukture na slikasteknutesu svom bojom. Sve strukture

nacrtane su u programu ChemDraw 20.(PerkinElmer Informaticswaltham,SAD).
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3.1.1. 4-aminokinolini

: Ry : R,=R,=H R, = H: R, = izopropil
: N, : ’ Y
E HN YN R, CIAQ-1 CIAQ-3
N s
: 2 :  Ry=R,=CH,  R;=R,=n-butil
S N eereeenenct CIAQ-2 CIAQ-4
55
n S0 wenn ) w0 w0
CIAQ 5 CIAQ-6 CIAQ-7 CIAQ-8
e, (3 mewme ) mewe 0 mewne 05
CIAQ- CIAQ-10 CIAQ-11 CIAQ-12
HRQ--\/Q =H R, = \/@’ =H;R,= i' HRQ_\/FQ
CIAQ-17 CIAQ-18 CIAQ-20 CIAQ-24
HRZ\Q =Ihi Fa = \/© =HRei= \/I‘i;j == \/@
CIAQ-25 CIAQ-28 CIAQ-29 CIAQ-30
=H;R,= \/@/ =H:R,= v@ =H;R,= Jv@( R,=H:; Rz-J\/@/
CIAQ-31 CIAQ-32 CIAQ-33 CIAQ-34
cl CFs
Ri=HR.= ‘”\/Q/ Ri=Re= ¢ Ry®Ry= :‘5\/@[
CIAQ-35 el CIAQ-36 CIAQ-37
Br N02
Ri=H; R, =§\/©:Br Ry=H; R, =55\/©:Br
CIAQ-38 CIAQ-39

Slika 3.1. Strukture i oznake spojeva iz skupih@ming7-klorkinolina s n-oktilnom poveznicom (29
spojeva).
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R= SS\I(;Q J,SQ 5 % ’ H $ « NH
n=3 ClAQn-3 ClAQn-5 ClIAQn-7
n=5 ClAQn-4 CIAQn-6 CIAQn-8

s set g CIAGN-0 CIAQN-10

NIV R
X :
z -
Cl N : N —N =N

A — PR MQ 53\/&/“_@_ g\/Q/NQF
n=3 ClAQn-14 ClAQn-17 ClAQn-20
n=5 ClAQn-15 CIAQn-18 ClAQn-21
n=7 CIAQn-16 ClAQn-19 ClAQn-22

Slika 3.2. Strukture i oznake spojeva iz skup@amino7-klorkinolinar az 1 i | i t h dul ji na

spoja).

g )
= 5 Rim 5\/@\ = s = ;\/@/
R= s F § a R f\/@ R g
(ol
CF;AQ-2 CF;AQ-3 CF;AQ-4

H F NO,

HN M R: = = s*\/@ R= 5 = Tc\./©/

5 CF,AQ-6 CF,AQ-7 CF,AQ-8

:F,C N?

HN c <
R= K 3 = ‘?J‘D R= o\ /{\- Q
\/k} R= o) s
CF;AQ-10 CF;AQ-11 CF;AQ-12

Slika 3.3. Strukture i oznake spojeva iz skupifeaming7-trifluormetilkinolina s n-oktilnom

poveznicom (12 spojeva).
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3.1.2. Derivati amodiakina

HN/<1|;OH HN@QOH HN’EIOH HN/Q;OH HN/Q;OH
JesRalaNeoNa m M 3 ™M oRR

NC N O,N N
AMQ AMQ-1 AMQ-2 AMQ-3 AMQ-4

HN/GROH HN/©;OH HN/C(.\H HOOC HN/<j/|\(‘)H HN/Q;OH
I N\/ er CfNj\(:F;rNW ) l N\/ I/NT d\j rNW Clm rN\LOH

N

AMQ-10 AMQ-11 AMQ-12 AMQ-13 AMQ-14

Slika 3.4.Strukture i oznake spojeva iz skupiherivabamodiakha( a modi aki n | e

oznal e
(15 spojeva).

3.1.3. Benzokinoni

g T o o

tB8Q-1 B8Q-3

NsU<IEN o Uouliv o WivN XQWQ Ne¥oe

tBQ-5 tBQ-6 tBQ-7

BQ-9
o o o 0 i 0
N oH N
o 0 o H ) o H
tBQ-10 tBQ-11 tBQ-12 fBQ-13 tBQ-14

Slika 3.5.Strukture i oznake spojeva iz skupine benzokinona (15 spojeva).
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36

3.1.4. Hidrazoni i N-acilhidrazoni

AcHID7

AcHID8

Slika 3.6.Strukture i oznake spojeva iz skupine hidrazoNeacilhidrazona (16 speya).

3.1.5. O-alkiloksimi

R= ¢&H
............................ x-=ci-
UN 0 i Metox-1
P T
i R :

X-=Br-

MetOX-2

X =Br-

MetOX-6

X =B

MetOX-3

X =Br-

MetOX-7

R= h
Br
X =Br-
MetOX-4
R=
r
X =Br-
MetOX-8

Slika 3.7.Strukture i oznake spojeva iz skupi@emetiloksima (9 spojeva).

X-=Br-

MetOX-5

X =Br-

MetOX-9
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37
UN‘O R=L© R= hp R=n| RzL@\Br R=k©LNo2
':‘ /k X =Br X =Br X =Br X" =Br X-=Br
: |
: R X tBuOX-3 tBuOX-4 tBuOX-5 tBuOX-6 tBuOX-7

o SN B
/# | r N02
X =Br X =Br X =Br X =Br X- = Br-
tBuOX-1
tBuOX-8 tBuOX-9 tBuOX-10 tBuOX-11 tBuOX-12
R = $—CHj e e vl o T
F
S S e R
{BuOX-2 d
X =Br X =Br X =Br X =Br X =Br
tBuOX-13 tBuOX-14 tBuOX-15 tBuOX-16 tBuOX-17

Slika 3.8.Strukture i oznake spojeva iz skupi@dert-butiloksima (17 spojeva).

Al R= R=
R= ¢CH3 F
................................ o, XiEE X =Br X =Br
! BnzOX-2 BnzOX-3 BnzOX-4
N. :
CRA®
+ s B i =
N : F cl
| - I R= R= R=
R X NO,
.................................. - S X-=Br
BnzOX-8 BnzOX-9 BnzOX-10
0
o i v Cl
BnzOX-1 cl F
R= R= R=
Cl F
X =Br X =Br X =Br
BnzOX-14 BnzOX-15 BnzOX-16

cl
X =Br

BnzOX-5

X =Br
BnzOX-17

Br F3
X =Br X =Br

BnzOX-6 BnzOX-7
NO, F
R= R=
F
X =Br X" =Br
BnzOX12 BnzOX-13
X =Br X =Br
BnzOX-18 BnzOX-19

Slika 3.9.Strukture i oznake spojeva iz skupi@ebenzilolsima (19 spojeva).
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3.1.6. Karbamati

| | | I
QOIN\ QOKN\ @/o\n/r'q\ @/o\gn\ QOEN\
DMK-1 DMK-2 D ol l\©\ ~ \©\:

NO,
DMK-3 DMK-4 DMK-5
g g é 1§ i
@oINj @/‘DINW @/O\H/Nj ©o\lc)rN\| @/O\gNW
I~ - Br Br
DEK-1 DEK-2 b ° U Br’ K@\m
DEK-3 DEK-4 DEK-5

Qoyﬂo @oIEO @/o\gﬂo
BnzK-1 O) Br \Q) B

Slika 3.10. Strukture i oznake spojeva iz skupine kinuklidinskih karbamata. U okviru ove doktorske
di sertacije testirano | e

ukupno 5

Sspoj eva, nazna

Slika 3.11.Struktue i oznake spojeva iz skupine derivata karbamata cinkonidina (CD) i ciak@iw).
U okviru ove doktorske disertacije testirano | e
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6MP 8MP

@f'\og/oiﬁ+ O«ioOEiHO OaioO)OirO @IoOﬂﬂ

1MPI 2MPI SMPI 7MPI

Slika 3.12.Strukture i oznake spojeva iz skupine monokarbamatnih derivata bambuterola (14 spojeva).

Q OH it oH o oH e OH ¢ OH 2 OH
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o r‘\ Hel () IL \@/}‘\/ N Hel o r‘\ HCl o ’&\
T T Hel T ¥ cl

HCI

¥ ¥
DMBK-1 DMBK-2 DMBK-3 DMBK-4 DMBK-5 DMBK-6
o o o o o
“nto i H\O J‘JLO\@K“O j*o(;jl@ /‘f'l)]\o\ ; XOH N)\/ j*o @/K/ T/©
N A\ A Hal ( Hel o "
\g ~ hal O N e O NV Oy 9 "\/ Hel o
(o] o o
EMBK-1 EMBK-2 EMBK-3 EMBK-4 EMBK-5 EMBK-6 EMBK-7

i OH i OH
. U\/ /‘N O\Q/J\/NH /;N 0 Np /Jl O\Q)\HN
LG I LT - i@ £ e
o o ]

I HCI Y
o
DEBK-1 DEBK-2 DEBK-3 DEBK-4 DEBK-5 DEBK-6
o o o o o
G‘Jko OH N\O G'J\O OH l])]\/ G‘Jkt,@jiguﬁ G,)ko on NYQ G‘)LOQ/?HNEJ
; D g D Hel [J D HCl [ D Hel o D
I HCl I I I E Hel
PBK-1 PBK-2 PBK-3 PBK-4 PBK-5
o 0 OH o
CoMo ot o" 5oo Qo 20
U0 @ @1 O i~ g
O\g'O Hel HCI \f( \© HCl E"‘O
PIBK-1 PIBK-2 PIBK-3 PIBK-4 MFBK-1 MFBK-2

Slika 3.13.Strukture i oznake spojeva iz skue biskarbamatnih derivata bambuterola. U okviru ove
doktorske disertacije testirano je ukupno 11 spo
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3.2. Inhibicija ljudskih kolinesteraza

3.2.1. Enzimi

Kao izvor enzima kolinesteraza korigtiene st
proligiena nativna BChE ( hBChE) Dépaddment éene o d
Toxicologie et Risques Chimiques, Institut de Recherche Biomedicale des.Auvéewr

ot opine enzi nma@0putaauzlréd nefeweé opuni arlima (B®A)n a g 0\
pripremlienoju 0,1 moL'*natri jevu fosfatnom puferu (pH 7
razrjelenja enzima pripremana su neposredno

istom puferu.

3.2.2. Kemikalije i otopine

Svamjerenja enzimske aktivnogtiovedena su u 0,1 mo! Enatrijevom fosfatnom puferu (pH
7,4). Pufer je pripremljen titracijom 0,1 mol Lotopina soli NaHPQ, (Kemika Zagreb,
Hrvatska) i NaHPQy (Kemika Zagr eb, Hr vat ska) do odrelenog
Za pralenje enzi ms &laosapkttiekvonroisgtie nk oal cienteisltteiroa
(ATCh; SigmaAldrich, SAD). Osnovna otopina ATCh(10mmdl,. t e sva dal jnja
ATCh pripremljena su u destiliranoj vodi nep
Enzi mska akt i vno sem ElpnarmJiog reageng, ednosno otopine- &5 j
ditiobis-2-nitrobenzojeve kiseline (DTNBSigma SAD). Osnovna otopina DTNB (6 mmol
L'y prirelLena neat rui jOe,vlo nmofloslf at nom puferu (pkt
raleno je u iswoomrpygkeeizvodponsrepmowkusa.
Kao reverzibilni inhibitori hAChkci hBChE testirani su-aminokinolini (slike 3.1., 3.2. i
3.3.), amodiakini (slika 3.4.), benzokinoni (slika 3.5.), hidrazdiacilhidrazoni (slika 3.6.)
te O-alkiloksimi (slike 3.7., 3.8.8.9.).
Ishodne otopine inhibitora (8 100 mmol L' } pripremljene su u DMS@ (dimetik
sulfoksid)i |l uvade suDmadjnja razrjelenja spojeva

neposredno prije pokusa.
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3.2.3. Mjerenje aktivnosti i reverzibilne inhibicijeolinesteraza Ellmanovom metodom

Aktivnost kolinesteraza mjerena Jje spektrofoc
DTNB-a kao tiolnog reagendé®Met oda se temelji na hidroliti]
kataliziranoj kolinesterazamar i  kae pnadukti nastaju octena kiselina i tiokolin (TCh).

Nastali TChpotomreagira s DTNBomd aj § Ui o o b o j-8orRinitrobenzojeva 5
kiseline (TNB ) (slika 3.14).Porast apsorbancije TNBaniona proporcionalan je aktivnosti
enzima, a pfa e n  yaleoj dulgni od 412 nni%6:167

o o)
+~ AChE / BChE ' )k
Ny~ ASNETBLNE,
)ks/\/ LN N OH
ATCh TCh GEleNa
kiselina
NO,
Hooc s ,C[
U ~s COOH
O,N DTNB
- |/ NO,
ON s 00
5-tio-2-nitrobenzoat
Slika 3.14.Mehani zam na kojem se temel]ji princip odrel
metodom'®’

Reakcijskeivaenj eseupproelrnim mikrotitarskim
volumenreak i j ski h smjesa iznosio je 300 eL. Re ak
aktivnosti samog enzi ma ( ko rdestilimiuwvadu (begifi&k ci j a)
dodatkomDMSQO-q) i enzi m, dok je reakcija uvaekzompoj | e
(reakcija inhibicije) umjesto destilirane vo
koraku objema reakcijskim smjesama dodan | e
Koncentracija enzima odabrana je tako da promjena apsorbancije r e rmiénmn) uz Q,5
mmolL'*ATCh bude oko 0,1 kako bi s e okaomallrnad i
koncentracije ATCh u pokusima bile su: 0,05, 0,1, 0,2, 0,35 i 0,5 mimolKkonal n a
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koncentracija DTNBa iznosila je 0,3 mmdl't. Zbog utje@jaorganskihotapala na aktivnost
enzimaus |l u|l aj evi ma gdj e | e kannabitoram reacijacdilat r ac i |
jednaka il vel a od-a@qddna jsoy koritralnur@akdijuoKod dvih na DM
mjerenja promjena lajdinearna s nremepoen. Merehjenaktivnodi i
trajalo je 3 minute.

Tijekom mjerenja aktivnost:i kolinesteraza
neenzimske reakcije odnosno hidrolize supstrata ATCh pod utjecajem ispitivanog inhibitora,
pri | emwhnast pjoes [“amod koji uzrokuje pbrddB apsorbancije u vremenu.
Stoga je prije mjerenja inhibitorne sposobnosti spojeva prema kolinesterazama izmjerena i
promjena apsorbancije u neenzimskoj reakciji kako bi se utvrdilo dolazi li do hidrolizén AT
u prisutnosti ispitivanih spojeva. Neenzimska reakaijeefizimska kontroja s adr gaval a
DTNB, 0,1 mol L' *natrijev fosfatni pufer (pH 7,4) uz dodatak 0,01 % BSA, ispitivani spoj i
ATCh. Usporedno je pralena | k obezilrsoDMB@ enzi 1
om), enzim i 0,5 mmol L*ATCh) . Ukol i ko ipnske hitloligd supstcita ne et
(odnosno kada je promjena apsorbancije u minuti neenzimske hidrolize ATCh iznosila
najmanje 10 % vrijednosti promjene apsorbancije u minuti za reakcijuigp@ilenzimski

hidroliziranog ATCh) napravljene su korekcije inhibiranih reakdjgerenje aktivnosti trajalo

je 5 minuta.

Sva mjerenja su provedena na | italima mikr
(Tecan Group Ltd. Gvi car sk a) MoleSutae Revicess Ma San JoBeGA, (

USA) pri 25 . Svako mjerenje provedeno je u di

eksperimenta.

3.2.4. Konstante disocijacije

Konstante disocijacije kompleksa enzima i inhibittkd o dr e Lene s u zinee Lkuo mp e
supstrata i inhibitora 2eezanje u aktivho mjestcNChEe, odnosndhBChE. Aktivnost enzima
mjerena je pri razl il i9 u odsuthastng e prisutnast ¥)j a ma s
inhibitora odr.BUldnék iikelaicjagme tereima ijindibitora odvija
u prisutnosti supstrata, za svaku koncentraciju inhibitora [l] jeopdi r e Lkenneotjacij
supstrata izralunata prividnainhbitomkSp,aKnh a di s
odrelena ome jednadgh

0 j —9) @
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gdje’ predstavlja aktivhost enzima bez prisutnosti inhibitora (kontrolna reakcija), dok
predstavlja aktivnost enzi ma uacie i]i(realcijan o s t |
inhibicije) mjerene pri istoj koncentraciji supstratdtjecaj supstrata na vezanje inhibitora u

aktivno mjesto enzima opisan je Husieo wnsovom jednadgbom:

VI 0 —OY (2
gdieje[S]koncet r aci ja supstrata pr.i kojoj Kjag odrel
Budul i da periferno mjesto AChE moge ostvar.i
nalin s njima tvor i%ananleiuzriortaonk sjielitoreea dkivonm pvl eezkasn

mjesto AChE.Ukoliko je ovisnostKiapp VS [S] linearna, inhibitor kompetira sa supstratom za

vezanje u katalitil ko mj ekKq predstanlja disoajacisku o d s j e
konstantu reverzibilnog kompleksa enzimhibitor zak at al i t i | ko mjesto. U
ovisnostiu HunteDbownsovom prikazu, inhibitor se vege

enzima gto ukazuje da se radi Ukolikojsepgstotak t om t
inhibicije s inhibitorom odreene koncentracije [1] ne mijen
supstratagovorimo o nekompetitivnoj reverzibilnoj inhibicify t o m wijedi.] aj u

K =—3_d]=k 3

Lapp Vg - Vi

Reprezentativni pri mj erHKapp @ koadentrhck istpstrgparai k a z a
kompetitivnin e k o mpet i t i vni i hAChEgansunaslicidlb.p i nhi bi c
A) B) €)

= 150 A = 150~ = 150 _ %"__%_%

o 100-] 1 2 100+ 2 100+ /./

f;: 50+ f//k//}/ ; 30—~ ;; 50 : -

¥ 4 & 83
0.0 U.:(ATCh] , m:: 0.6 0.0 U:(ATCh] , mll:’id 0.6 0.0 U.:{ATCh) . m't\l,.'ni 0.6

Slika 3.15.HunterDownsov prikaz ovisnost. e Kispp(lomstantae nt al n
disocijacije kompleksa hAChlg s poj ) o koncentr aci jtivni(spojtB@-4);r at a AT
B) nekompetitivni (spoiBQ-8) i C) mj edgovitBQl).t i p inhibicije (sp
Za ralunanje svih kinetil|lkih parametara I i

paket GraphPad Pris(@raph Pad In¢c San Diego, SAD)
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3.3. Inhibicia akt i v nossekietazej uds ke b

3.3.1. Komercijalni kompleti, enzim i kemikalije

Za uhodavanje metode mjerenja aktivnosti BACEL i ispitivanje inhibitorne sposobnosti spojeva
(dio spojeva iz serijed-aminokinolini ( sl i ka 3. 1.) [ hidrgzoni (
komercijalni kompleb-Secretase (BACE1L) Activity Detection ghtuorescentpd Sigme(kat.
br. CS0010Sigma Aldrich St. Louis, SAD).%8

U ostalim eksperimentima korigtene su poj
CS0010 i zasebno pribavljeistovjetni komercijalno dostupni reagensi: fluorescentni peptidni
supstrat7-metoksikumarird-acetit[Asn670, Leu67}a mi | oi d b/ A4 prekursor
fragment 667676(2,4dinitrofenil)Lys-Arg-Arg amid (kat. br. A1472,Sigma Aldrich St.
Louis, SAD) & ljudski rekombinantni enzim BACE1 (kat. br. S4195, (+8U/ili kat. br.
B9059(~ 3 UjIL), SigmaAldrich, St. Louis, SAD. Kao pufer kor ipguferen j e
(50 mmolL', pH45k oj i | e s a% Tritprady1803%°P0u,f 5 j etapanjeinr e L e n
4,1 g anhidrida natrijevog acetagufpelco , Dar mst adt, Njemal ka) u 1
|l ega je titriran | ede noUnakeprigreenijeourotofinu doddnjen o m d
detergent TritonXL 00 do konal nog sadrgaja 0, 005 %.

Usvime k speri ment i ma, kao pozitivna kontrol a |
BACE1 b-Secretase Inhibitor 1lIi Calbiochem(kat. br. 565780EMD Millipore Corp,
Billerica, MA, SAD).

Kao inhibitori aktivnosti BACEL testirani sd-aminokinolini (slike 3.1., 3.2. i 3.3.),
benzokinoni (slika 3.5.), hidrazonN-acilhidrazoni (slika 3.6.)D-alkiloksimi (slike 3.7., 3.8.
i 3.9.), kinuklidinski karbamafslika 3.10.), karbamatni derivati cinkonidina i cinkon{shka
3.11.) te monokarbanmt (slika 3.12) i biskarbamat derivati bambuterolgslika 3.13.).
Konal ne koncentracije testiranih spojeva oda

inhibicije ljudskih kolinesteraza).

3.3.2. Mjerenje aktivnosti BACE1 u prisutnosti ispitivanih spojeva

Akt i vnost -seleetazei (BACELlp mjerenge prema modificiranom protokolu
komercijalnog kompleta CS0010 koji koristi FRETlu@rescentno rezonaritrenergetsk
trarsfer) metodu temeljenu ng o j aul iatenziteta fluoescencije uslijed proteolize

fluorescentnog pepti dsaekrdazosnupstrata pot pomoghn
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Ishodna otopina supstrat pripremana je u DMS®koncentraciji 500 umol'Lkoja je zatim
alikvotirana, a alikvoti su bili pohranjeni n&20 °C. Alikvoti su odmrzavani neposredno prije
eksperimentateragre L ni  Fldorepcenceaassay buffar(kod uhodavanja metode i za
ispitivanje 4aminokinolina (slika 3.1.) i hidrazona (slika 3.6.)) ili u natrijevom acetatnom
puferu za sve ostale ispitivane spojeve. Ishodne otopine ispitivanih inhibitora i komercijalnog
inhibitora b-Secretase Inhibitor llipr i relLene -sut & POMSOQal je raz
Fluorescence assay buffarili destiliranoj vodi kod uhodavanja metode i spojeva iz skupine
4-aminokinolina (slika 3.1.) i hidrazona (slika 3.6.) ili, za ostale spojeve, u natrijevom
acetatnom puferu. Ljgka rekombinantna BACELl iz komercijalnog kompleta CS0010
razr j el i van aFlugrescenbeOassayubuffar ili tnatrijevom acetatnom puferu
(aktivnost enzima u konal noj erey@&uol). Ljuwdkd ] s mj
rekombinantna BEE1 (S4195) razrjelLivana je 100 put
(aktivnost enzima u konalnoj reakcijskoj smj
Za sve eksperimente u kojima je odrelivan
prirelivane <iske dmjesearegdaiivhai kongolar(sepstkat + pufer), pozitivha
kontrola (supstrat + BACE1 + pufer), slijepa proba (supstrat + inhibitor + pufegkcija
inhibicije (supstrat + BACEl1l + inhibitor + |
iznosilisu 100 yL.Re ak ci j s k e s mjprensadablipi 13.lurcmd] mikratitarskoj
pl ol ici s 96 jagica u duplikatima il: tripl
BACE1.

Tablica 3.1. Sastav rekcijskih smjesa u pokusima inhibicije aktivnosti BAQNK T negativha
kontrola; PKI pozitivha kontrola; SP slijepa proba).

REAGENSI NK PK gp  CETR
inhibicije
pufer 80 L 70 L 60 pL 50 uL
supstra{50 umol L'} 20 uL 20 uL 20 uL 20 uL
inhibitor / / 20 L 20 L
BACE1 / 10uL / 10puL
Reakcijajez apo |l i nj al a pldroadzarvjaenljeemo gl Oen z i nmoa@mahpor e a k C i

dodatku BACE1 u reakcijsku smjesu izmjeren je intenzitet fluorescengijer{ivalnoj duljini
pobuede 320 nm i val&wd®j4@ulngpmn(neinesiay rgiejogprhen)l i
s uzorcima inkubirandva satau termobloku pri 37 °C. Nakolad va sat a ponovno

intenzitet fluorescencije pri istim valnim duljinama pobude i emisije. lzmjerene vrijednosti
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intenziteta fluoresencije pozitivne kontrole(@K)) i reakcije inhibicije (H(INH)) korigirane

su za vrijednosti intenziteta fluorescencije izmjerene za negativnu kon#Kf) odnosno

slijepu probu (#(SP)) kako bi se eliminirali pozadinski utjecaji samog supstrata i inhibitora. Na
temelju dobivenihvrjg nosti i zralunati su postoci preost

jednadghbi

P HIBAAAA ——2p T 1¥)
Dobiveni postoci preostale aktivnost. BACE1
Mjerenjeunultomrv emenu sl ugil o je kakaamabipoakcieksipor e o

na kraju reakcije (nakon dva sata) provjeril
pozitivno]j kontroli [ reakcijama i ndlizubi ci j e
supstrata. Sva mjerenja provedena su u duplikatu ili triplikatu te ponovljena u najmanje dva
nezavisna eksperimenta.

Za mjerenja intenziteta fluorestc i j e kori gt eni su |italdi mi
Infinite M200PRO Tecan Group Ltd. GV i) dli SpestiaMax iD3 lolecular Devices
LLC, San JoseCA, SAD).

3.4. Inhibicija samoagregacije amiloidnikb-peptida
3.4.1. Puferi, reagensi

U svim pokusi ma XKRB$ engliprosphatdmifterecpsalinggpHi7,2) 150
mmol L' glicin-NaOH pufer (pH ). IXP BS pwvarijree Lr a z r jishodrieotopimej e m
1I0XPBS pufera. 10x PBS puf er 3pmoiL't)eKClg2a mjpnod ot ap
L™, N&HPQ; (100 mmolL™) i KH,PQ; (18 mmolL™) u destiliranoj vodi te je titriran
vodenom otopinom NaOHadpH 7,2. GlicinrNaOH pufer koncentracije 50 mmbitpr i r e L e n
j e r azr jiskodnel@0ammplle rmtopine destiliranom vodom. GliciRaOH (100 mmol
L') pufer prirelen je otapanjem gl ijemBata i Kkr u
thomkloovodi |l nom ki sOelinom do pH 8

Tioflavin T (SigmaAldrich, St. Louis, SAD kor i gt en je kao fl uor esc
fluorescencije se pojalava usl i jedioflavinfTer ak c i
(ThT) otoplien je umetanolu ili50 mmolL™! glicin-NaOH puferu (pH ®) kao1 mg ni.'!

otopina Dobivena otopina razrj el emobL™ljUesvakomf er o m
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pokusu korigtena je svjege prirelena otopine
prije dodatka u reakcls smjesu.

Kurkumin (SigmaAldrich, St. Louis,SAD) jek o r i kgad kentrolni spoj zbog njegove
sposobnosti inhibicije amiloidne oligomerizacije i fibrilizacifé.Ishodna otopin&urkumina
(100 mmolL™) i me L u (18%molL¥)lpe n jr e L ®MRO-u seupri navedenim
koncentracijama kurkumin precipitira u vodenom mediju. Radne otgmé 20 umol L™
pr i r elX&BSeufarneposredno prije pokusdasvepokugk or i gt ena j e i shot
kurkumina ne starifCh od 2 dana (luvana na 4

3.4.2. Amiloidnib peptid

Kao izvor amiloidnikb peptida hkman iregambimantnij amiloid+i peptid
(aminokiseline I 42, A @2) tretiran HFIRom (1,1,1,3,3,dheksafluoroizopropanol)Sigma

Aldrich, St. Louis,SAD) . Otopina amilopudbamai p'€dedanaol &|
miligram amiloidnogb  p e ptopijed ja u 100 (L vodene otopine 26-tnog NH4OH te
soniciran 30 sekund idj.@dmalondkemsonjkacie btopinigerdedano n o j
900 pL IX PBS pufera. Nakon ponovne sonikac{jg0 sekundi) otopina amiloida je
alikvotirana te su alikvoti pohranjeni i@0AC do k or i gje mlandoraa j( bwthe adcaa
tjedna, prema uRatdama opro@i neolaanli api da prirel

pokusa razrjellXPBSpyfemm al i kvota u

3.4.3. Optimizacija metode mjerenja inhibicifeamiloidne samoagregacije

Samoagregacija amiloidnihp e pt i da pr al ena | e fremapmoteksic enci j
C. Xue i suradnikd’ Pr a lo g rsmanjenjeintenziteta fluorescencije Tioflavina @islijed
njegova vezanja na fibrilne amiloidne strukture nastsdmoagregacijom amiloidnib
peptidal’173

Intenzitet fluorescencije Thinjeren jeu | € @ iz il reakcijskeemjese blank (pufer +
ThT), kontrolna reakcijgpufer +A B2+ ThT), slijepa probdpufer + ispitivani spoj + ThTde
reakcija inhibicije(pufer + A B2 + ispitivani spoj + ThT) U kontrolnoj reakciji u pufer je
dodana kol-al kopa DM&@®o v araa ukalnihliibnir aDM$Or eakc
ishodne otopine kurkumina spitivanih spojevep r i r e U istenmesorganskom otapalu. U

slijepoj probiu puferj]d o dana kaeQdH |kionjaa NoHdgovara kol il ini
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kontrolnoj i I nhi bi raaifoidg, dok suauklank rpakciji godaned o d at k
odgovar ainail DMSOkioNHOH u pufer Pritom je postotak DMS@a ovisio o
koncentraciji ishodne otopine testiranih spojeva/kurkuminaK o nal ni  vol umen s v |
smjesa iznosio je 100L, dok je koncentracijski omjer amiloida i ispitivanih spojeva bio 1:1.

Kodopt i mi ziranja metode, prvo | esljedmteragktijena ko
sThTomdaj e zadovol j av a plank ddnosnd fluorescencijusamog@®l n a
(pogel jni m ijtemzitet flnardscenrcijplank-d iznosi oko 10 %i manjeintenziteta
fluorescencije pozitivne kontrgleU tu svrhus pi t ana j e sposobnost Kkur
amiloidnu samoagregaciju u kamioderitlzaawed j sk om
koncentracije kurkuminaA @2 (4 pmol L't i 8 pmol L'Y). Reakcijske smjeséez dodatka
ThT) inkubiraresul h pri 37 AC u termobloku sa zatvor
j € sv | eghdumetanopkionjaa Tj e z at i m-Na@Hzpufery de IO@moh u g | i
L', Tako svjedge Thipdizaefenkhu ot opimaci je dodana
smjese a klomcentracgThT-a iznosila je20 umol L'!. Reakcijske smjesgo dodatku
ThT-a inkubirare su 15 minuta pri 25°C te je nakon toga izmjerena fluorescenclwve
reakcijske smjcasna mprmirkelognd agsws ki m pl ol i ¢cama
j e ohat Anaal u mi kr ot it ar(Sdecutar DevicesLLICcSanJ&p,ect r a
CA,USAnaval noj dulFi @b 0p olmudeld®amPostgtak inhibicijeh-

amiloidne samoagregacije izedhadgtbije prema sl je

bi i i "Hi pHititH Zp T 15)

gdje je E(INH) intenzitet fluorescencije inhibirane reakcije(SP) intenzitet fluorescencije
slijepe probe, {KONTROLA) intenzitet fluorescencije kontrolne reakcije #BLANK)
intenzitet fluorescencijplank-a.

Naredni korak bila je optimizaci@uljine inkubacije reakcijskih smjesa saTFom kako bi
se odredio najbolji omjer duljine inkubacijeintenzitet fluorescencije Ab42 i kurkumin,
odnosno 4aminokinolin, inkubirani su24 h pri 37 °Cu koncentracijsekm omjeu Ab42 i
kurkumina/aminokinolina 1:1 k o n &oncerdracije 4umol L™t ili 8 umol L™) . Pralen |
utjecaj duljine inkubacije reakcijskih smjesa da&Fom na interzitet fluorescencijelntenzitet
fluorescenci j e 15 BOiotinasmob® mirj iekubacgekPostotak inhibicije
i zral unajte dreéibgkeima
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Na temelju provedenih pokusa, zakljuleno je
k o nal n atradjacamitoidab i ispitivanih spojeva8 umol L'?, dok je optimalno trajanje

inkubacije amiloida i spojeva s ThT 15 minuta (rezultati prikazani u poglavlju 4. Rezultati i
rasprava).

344.0ptimi zaci ja met odmiloidng samaagrggaciei nhi bi ci j e b

Spsobnost i-amitoidre i sanopgeegadije testirana je za spojeve iz grupe 4
aminokinolina (slika 3.1), hidrazon&tacilhidrazona (slika 3.6), kinuklidinskiD-alkiloksima

(slike 3.7, 3.8 3.9), kinuklidinskih karbamgfglike 3.1Q, karbamatnih dérata cinkonidina i
cinkonina(slika 3.11)te monokarbamaiih (slika 3.12)i biskarbamatih derivata bambuterola

(slika 3.13) Svi navedeni spojevi, osifN-acil)hidrazona, otoplieni su kao 100 mmigl* u

DMSQO-u, dok suN-acil)hidrazoni otoplienikao 10molL'>. Dal jnja razrjelenje
suulXPBSpuferPrirelivane su | etiri reakcijske smj
Koncentracijski onjer amiloidab 1 k u/ispitivanih spageva u reakcijskim smjesama bio

je 1:1 (finalna koncentraeij8 umolL'). Radna otopinaThd pr i reli vana je k.
L™ u glicin-NaOH puferu neposredno prije dodatka u reakcijske smjese. Reakcijske smjese
inkubirane su 24 h pri 37 °C prije dodatka Fa;lte dodatnih 15 minuta na sobnoj temperature

nakon dodtikka ThT-a . Konal ni vol umen svih r elaénotetj ski h
fluorescencij e izmjeren | e na | i {Malecular mi kr o
DevicesLLC, San Jose, CA,USA)a v al noj detsl j4i5mi nprohiuddemias i | e
nm.Post ot ak -dmihlidbidng esdmoagregaedpdas.dar al una

mjerenja provedena su u triplikatu te ponovljena u najmanje dva nezavisna eksperimenta.
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35. Odrelivanje antioksidacijskog kapaci

3.5.1. FRAP netoda (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power)

3.5.2.1. Puferi, kemikalije, reagensi

U svim pokusima kbtagetweat nie p3uwfoermmodH 3, 6)
natrijevog acetata trinidra@C H C OOR & ; Kemikg Zagreb, Hrvatskau destiliranoj
vodiititriran |l edenom octenom kiselinom do gel |

Otopina 2,4,@ri(2-piridil) -s-triazina (TPTZ) koncentracije 10 mmoL™* pr i relLena |j
otapanjem soli TPTZFluka, Buc hs, u4ddmmalAd'HEk a) Ot opi na HCI p1
otapanjem 36,5 %ne otopne HCI u destiliranoj vodiOtopina g e | jog(lH) oklorida
koncentracije 20 mmoL'* prirelena |j e o3t &p@ (Kereika Zagreb, i FeC
Hrvatska) u destiliranoj vodi . Obj e otopine prior
eksperimenta. FRAP reagepsr i r elLen j e mij eganimndlh obmgnet at no
TPTZ i 20 nmol L"* otopine FeG - 6H,O u omjeru 10:1:1.

Kao stand@geéel kerzopgl(igha) jseulifsahhundlh'dp ot opl ama(
otapanjem soli FeSO 7H,O (Sigma Aldrich St Louis, SAD u destiliranoj vodi.Nakon

pripremeotopina je alikvotiranaaalikvoti su bili pohranjeni na 20 °C do upotrebe.

Kao referentni aso Trolax kasailogl atamsna ES{gma Aldgich &tn i
Louis, SAD) i BHT (butilirani hidroksibluen) Sigma Aldrich St. Louis, SAD).
Ishodne otopine svih ispitivanih spojeva pripremljene su u DMSO i |l uvane na

Daljnja razrjelLenja spojeva pripremana su u

3522.0drelivanj e ant i ok givadihaspojeyasRAPgnetddanp aci t et a

FRAP metod temelji se na redukcijskom potencijalu antioksidansa, odnosno na njegovoj
sposobnost. i da prenese el ekt r o mpratica@aporastorai di r a
apsorbancije privalnoj duljini & = 5 9 g0 podljedicom redukcie kompleksa

Fe'T tripiridiltriazin (blagog ut a b &' jolik (plawa bBj& u prisustvu antioksidansa

niskom pH 6lika 3.16)'"*
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Slika 3.16.Mehanizam reakcije prijenosa elektrona na kojem je bazirana FRAP métoda.

Mjer enja su provedena u | :eblank(dHO r &ERAP irehgerisle r e a |
reakcija sa standardom (FeSQH-20 + FRAP reagens), slijepa proba (otopina spoja + acetatni

pufer) i reakcija s ispitivanim spojem (otopina spiagéerentni antioksidas+ FRAP reagens).

Konal ni volumen svih r e a kut. i Kpredatrabhija BPip @els a1z
reakcijskim smjesama bila jg®mmolL"!, dok je koncentracija Feg€iznosila 16 mmolL™.

Konal ne koncenFeBQ hile jueu raspora mdi4do 60umol L', Nakon

pripreme, reakcijske smjese inkubirane su 1 h u termobloku /€37 nakon | ega | e
vrijednost apsorbancijpav al n o j dul j i niitemmechturised 25 °CGZ& Svakin m
ispitivani spoj i referentne antioksidarm®vedena e o d g opozadinaki kofekcij@va

mjerenja provedena su u triplikatu te ponovljena u tri nezavisna eksperimenta.

FRAP vrijednomwmdl? gaipdgedimesmjeve zu albDunate su iz
pravca ovisnosti apsorbancije o koncentracgnsgtarda FeSO 7H.0.

Sveeakcijske smjese prirelene sus u96prjoadirame
aapsorbancijge izmjerena nal i t al u mi krotitarski(Noleqlarol| i c a
Devices LLC, San JoseCA, USA).

Antioksidacijski kapacitetemeljen na sposobnosti redukcije®Fe F&* testiran je za

spojeve iz skupindidrazonaiN-ac i | hi drazona (slika 3.6). Ko n
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spojeva iznosila je 5fmol L'%, a odabrana je s obzirom na vrijednosti konstanti inhibicije
ljudskih kolinesterazak) tih spojeva.

3.5.2. ORAC metod&engl.Oxygen Radical Antioxidant Capadqity

3.5.2.1. Puferi, kemikalije, reagensi

U svim pokusima &korigtne sAssaykDduant(4Xg |1100K e i r
fluorescein, Trolox i inicijator peroksilnih radikal&dji su sastavnic&omercijalno dostupnog
kompletaOx i Sel ect E Oxygen Radical Anti ox(Celant Ca
Biolabs Inc., San DiegoCA, SAD).}’® 1X PBS pufer (pH7,4) dobiven je deseterostrukim
razrjelLenjem 10X PBS puf er a)kfjiperzatip titreamd6%o0 pi s an
tnom vodenom otopinom HCI do ¢geljenog pH.

Kao otapala za pripravu reagensa i Asagakci j
Diluent(1X)( dobi ven | et ver oAssayDiden{d4X)udestidiranpjeddigso j e m
%-tna vodena otopinacetom i 1X PBS (pH 7,4)Assay Diluent (4Xje| u v a 4°C,rid@k su

vodena otopina acetona i 1X PBS | uvani na so
Kaost andardni antioksidans korigten je Troloa
uoblikuS5mmollltot opi ne. Njegova dal j n50o%-tnojeodendjelL enj

otopiniacetom. Ishodne otopine ispitivanih spojeva pripravljane su u DM§@ok su daljnja
razr j el enj ab0 peitndjvodena) atopiiacetom. Prije uporabe,otopina 100X
fluorescei na r aAssgyBiluenn(aX) kako bisé®ddbilgpradhasotopina 1X
fluoresceina. Inicijator peroksilnih radikala 2,2-azobis@-amidinopropan) diidroklorid

(AAPH) pripreman je neposredmuije uporabekao 80 mgmL'! otopinau 1X PBS puferu

3.5.2.2.0d r e L iamieksidaajskog kapaciteta ispitivanih spojeva ORAC metodom

Odrelivanje antioksidaci | sk ot@meliksa paasposdbreostia s p o
antioksidansa da sprijele oksidaciju fluores
ovima (peroksilnim radikalima). Ukratko, reakcijom peroksilnih radikala s fluorescentnom
probom nastaje oksidirani flurescein slabe fluoresnci j e gt o wuzrokuje o0f
fluorescencije u Vvremenu. Spojevi Koj i mo g u

prenesu vodikov atom na nastal. radi kal it a

Marija Bartol il Doktorska disertacija



§ 3 Eksperimentalni dio 53

gtite fluordso«kstmdacpyebubog | ega intenzite
vremenu, ovisno o antioksidacijskom kapacitetu ispitivanog $pd}a’ Princip rada ORAC

metode prikazan je na slici 3.17.

NH NH NH
N NH _37rCc | 0, o.
A) HZN)1>< §N>§‘/ 2 .2 HCI 2 H2N c F N 2 HoN R )}
NH
AAPH ROS

B)

fluorescein

oksidirani fluorescein
(slaba fluorescencija)

OH OH

HO HO
NH NH
c o L prijenos H atoma (o 15
) HN 1o SR HoN OH +
COOH ; : COOH
ROS
2

3]
S’ .
3 da“ S
<" 102!
“\\0 (\o\(é
PAY

fluorescein fluorescein

Slika 3.17. Princip rada ORAC metode. A) nastanak R@& (peroksilni radikali) termalnom
razgradnjom 2,2azobis(2amidinopropan) dihidrocklorida (AAPH) u prisustvu kisika. B) oksidacija

fluoresceina peroksilnim radikalima pri |l emu na
oksidacije fluoresceinamiu st vom anti oksidansa. &Bika je izral
Mj erenja su provedena u tri razliliteanreakci

aceton) reakcija sa standardnim antioksidansom (fluorescein, &i%ceton, Trolox), i
reakcja s ispitivanim spojenffluorescein, 50%-tni aceton,spitivani spoj. Po pripremi,sve
reakcijske smjese inkubirane su 30 minuta u termobloku s poklopcem pP€.3Makon

inkubacije, svim reakcijskim smjesama dodana je otopina AAPH te je mjeren iatenzit

fluorescencije na valnoj duljini pobu@ex=480 nm i v al no pm=820Mnjpii n i e mi
temperaturi od 37C. Snimanje je trajalo 3 sat a, pri |
svakih 60 sekundi. Konal no razrjelLenje 1isho

k onal na adjacAdRHebiatier37 mmoll, dok su konaTrooegabileoncent
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u rasponu od 2,5 75 umol L'1. K o n adkupmi volumen svih reakcijskih smjesa iznosio je
200pL.
Antioksidecijski kapacitet spojeva Troloxaodr el en j e iz p opadagj@a ne i s
intenziteta fluorescencijeegl. area under curveAUC) koji je korigiran za vrilednosAUC
slijepe probe (506-tna vodena otopinacetona + 1X otopina fluoresceingdAPH) kako bi se
dobilaneto AUCvrijednost VrijednostinetoAU C u s p o rse dtamdarenom krivuljom
Troloxa, a antioksidzjski kapacitetp o j e di no g & pao pkaivalent korcgneracije
Troloxa( TE) jednakog ulinka.

Sva mjerenjaprovedenagu cr nim mi krotitar Kloirmgp le@lgieana ma
mikrotitarskinp I o| i ca S p éeMoléculaa DexicesLLDSan Jose, Kalifornija, SAD).
Za sve izralune upotrijebl j(@raph FadIngSanadDiegos t i | ki
SAD).

Antioksidacijski kapacitet temeljen na sposobnosti prijenosa vodikovog atoma na
peroksilne radikale testiran je za spojeve i
konalna koncentracija u pmldR, akojpjs kilaodabranmp e s a ma

obzirom na prosjek njihovih konstanti inhibicije ljudskih kobberazaK)).

3.6. Inhibicija aktivhosti monoamin-oksidaza(MAO)

3.6.1. Puferi, kemikalije, reagensi

Za mjerenje inhibicile monoamioa k si daz a korigteni su komer c
rekombinantni enzimi MAQA (kat. br. M7316) i MAGB (kat. br. M7441). Vijale enma

sadr gaval e su Sidgma/drichsi Logs; SAD)eAlikvadi originalne otopine

enzi ma | U8A&GRa ke n;at opi ne enzima prirelene s

enzima u 10 mL kalijevog fosfatnog pufera neposredno prije mjerenja.

Kao supstrat MAO enzi ma k q-tirangnt helnoklojidgkatkbo. me r ¢ i |
T2879, Sigma Aldrich St. Louis, SAD). Radna otopina 2 mmd*ls upstrata prire
otapanjem 17,3 mg-tiramina u 50 mL kalijevog fosfatnog pufera.

Kao izvor ent ma peroksidaze Kkori gt enaHorsemdisiper oks
PeroxidaseHRP,Sigma Aldrich St. Louis, SAD). 2,5 mg enzima otopljeno j2 mL kalijevog
fosfatnog puferk a k o b i se dobi l40UMtERPi na koja sadrgi
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Kao fluorogeni supstra¢ n z i ma HRP 10acetl-3, Gdthidroksifgnaksazin (Amplex
Red, koji je bio sintetiziran na Farmaceutskom fakultetu u Ljubljani pod vodstvom prof.
Stanislava Gobeca premanije opisanom protokoft/? Radna otopinaAmplex Regh
prireli W8S®@wakag58 mmol LD

Smjesa reagensa prir el en'dotopimep-timaminag fBamj~e m 1 3
400 U/mL otopine HRP i 65 pL 50 mmol EotopineAmplex Redh.

Sva mjerenja te priprava radnih otopina MAO enzima, HREramina provedena sug0
mmol L'! kalijevom fosfatnom puferu s dodatkom 0,05 % detergenta Tritdd &K (pH 7,4)
prirelLenom na Far macut skom f agiprdmijea otapanjem L j u b |
1,452 g KP4 6,85 g KkHPOQwu 1 L destilirane vode uz dodatak 0%bddergenta Triton
X-114 nakon | ega -thpom otopinanr ;P@: & 1 mal L btdpiném KOH do
gel jen®dwi ppHotrebni reagensi Smgma Aldach 5tj Leus) su o
SAD.

Ishodne otopine ispitivanih spojeva (10 ili 1@0nol L', ovisno o spoju) kao i sva daljnja
razrjelenja priuwelivana su u DMSO

3.6.2. Mjerenjeaktivnosti enzima MA@\ i MAO-B u prisustvu ispitivanih spojeva

Sposobnost inhibicije MAGA | MAO-B enzimaodabranim spojevima d r e L esuradnjj e

s dr.sc. DamjanomKnezm i prof. dr. sc.Stanislavom Gobcem s Farmacutskog fakulteta u

Ljubljani.

Aktivnost MAO enzimamieri sespektrofluorimetrijskm metodortf? koja setemelji na
oksidacijifluorogenog supstrata enzima HREmplexRepp r i | it kom | ega nast aj
resorufin | iji i nt emyalndjauljini fobudem =863 aneirrisije e s e

2em =590 nm. Za oksidacijaAmplex Reeéh odgovoran je vodikov peroksid koji nastaje prilikom
pretvorbep-tiraming supstrata MAO enzimau aldehid.Ov i m amasé posredno, putem
mjerenja intenziteta fluorescencije nastal oc¢

nastalog djelovanjem MAO enzima. Princip rada metode prikazangkcna.18.
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p-tlramln Doy FAD eq
H,0, 0,
o
HRP
® /@ Kj\o ﬁnmn
|-{202
Amplex Red resorufin

Slika 3.18.Princip metode mjerenja aktivnosti MAO enzindg. Oksidativha deaminacijp-tiramina
katalizirana MAO enzi mi m&etopirvadikoyv geroksidTogesizimgkee o d g o\
reakcijakoja seodvija u dva korakaJ prvom (redukcijskom) koraku dva vodikova atoma prenose se s
p-tiramina na kofaldr FAD koji se reducira u FADKH U drugom (oksidacijskom) koralatomi vodika

prenose se s reduciranog FAPa mol ekul u ki si ka, pri |l emu nast a
i mi ns ki i ntermedijer spont &nAksidacip luorogeriog supstaiatau o d g
enzima HRPAmplex Repp r i nagtajedluorescentni resorufienzim HRP u prisustvu vodikovog

peroksida katalizira oksidacijlAmplex Reg u radi kal ni i ntermedijer

disproporcioniranjem nastaje resoruf8iikajei zr alLena pr el®@&E 182 ef er enc a ma

Za odrelLivanje inhibicije MAO enzima ispit.@i
smjese: kontrolna reakcija (pufer, MAO enzim i DMS®hibirana reakcijapufer, MAO

enzim i inhibitor) ineenzimska &ntrola(pufer i DMSQ. Po dodatku MAO enzima, reakcijske

smjese inkubirane s@5 minuta pri sobnoj temperatuma k on | ega j e svim
smjesamalodara smjesa reagensa (sastav opisan u podpoglaviju 3.6.8.)p o je rejéremje

utrajanju 200 30minuta. Ko nal na k oMAO enmaita bdadei~p |ag/mLp-tiramina 1

mmol L', a Amplex Reeh 125 umolL"™:. Aktivnost HRP u reakcijskoj smjesi iznosja 2

U/mL. Ukupan volumen svih smjesa iznosio je 200 pL.

Postotak preostale aktivnosti MAO enzimanuh i bi ranim reakcijama iz
brzina reakcije inhibirane i kontrolne reakcije (izmjerene kao promjena intenziteta
fluorescencije u vremenu). Obje izmjerene vrijednosti korigirane su za iznos intenziteta
fluorescencije u neenzimskojkontrdh.o st ot ak i nhi bicije i1ispitivarl

preostale enzimske aktivnosti.
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Sposobnost inhibicije MAQA i MAO-B enzima ispitana je za spojeve iz skupine 4
aminokinolinar az | i | i t i h dslbk&a 3.2.) rkiaukligimskirekaripamatae(sd 3.10.) i
monokarbamatnih derivata bambuterola (slika 3.Z2)100 pmolL'* spojeve iz obiju skupina

naj prije je izmjeren postotak i npriindvedenojj e, a
koncentraciji inhibiraju baren70 % enzimske aktivnostod r e Len j e postot ak
najmanje osam koncentracija inhibitorarasponu od 30 nmol'? do 300 pmolL™. Iz
dobiveni h post ot akl@so, ambsne korcantracija enhibitarai pptrelshanda s t

se inhibira 50 % molekula enzima.

Svereakcg ke smjese prirelene su u crnisa mikro
mjerenja provedena su nmBoTek $yheagy HTX(AgildntrSantai t ar s k
Clarg Kalifornija, SAD).Za sve izralune i il zradu gremf il ki
Mi crosoft Excel i st a(Graph Pad IngSan Dpegok RAD) Gr ap hPad

3.7. Kelacija biometala

3.7.1. Kemikalije, reagensi i ispitivani spojevi

Kao izvor metalnih iona P& C¥*iZzn*k or i gt ene su komercijalno d
klorid tetrahidrat (FeCGl- 4H.0), bakrov(ll) klorid dihidrat (CuGl- 2H.0) i cinkov(ll) klorid
(ZnCk) (Sigma Aldrich St. Louise, SAID Metalne soli otopljene su u metanolu kao 100 mmol
L™ otopine neposredno prije pokusa. Ishodne otopine ispitivanih spojeva grii vane su |
100mmol L'*uDMSOu. Sva daljnja razrjelenja ishodni
u metanolu.

Sposobnost ki&hnjabiometalnih iona testirana je za odabrapejeve iz skupind-amino

7-klorkinolinar az | i | i t i h (dtablica3d.2.a poveznice

3.7.2. Procjena kelacijske sposobnosti odabranih spojeva

Za5 umol L' ! otopine spojeva 10 umol L'! otopinemetala, te otopind o bi vene mi j ega
otopina spojeva i otopina metala u koncentracijskom omjeru 1:2 snimani su apsorpcijski spektri

u rasponu valnih duljina~= 180N 600 nm.Sposdnost odabranih spojeva da keliraju ione

met ala ¢geljeza, bakra i c¢i nkdVlpspetimagowpinge na |

metala i spojeva u odnosu na spektre samih metala odnosno spdfePaomjene u spektrima
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ispitivanih spojeva (pomak apsorpcijskih maksimuma i/ili promjena intenziteta maksimuma) u
odnosu na spektre samih spojeva i metala ukazuju na nastanak kompleksaetgojZa
dodatnu potvrdu nast anka IkialmtpspektaraDderekcgamii gt e n
spektri dobiveni su nu mgoevalm&talanod spekvazkompleksgg e m s
metal spoj%®

Sva snimanja ralena su u kvarcnoj kiveti vol/
3500 MulticellUVT VIS (Agilent, Santa Clara, SADY. a sve i zralune i1 izrad
korigten je stati s(GiaphiPadIngakRidgo, SADaAp hPad Pri sm

38 Citotoksil nost spojeva

3.8.1. Stanice, puferi, kemikalije i ispitivanih spojevi

Za i strcadgiouarkjsbrdnih spejevk ondgt ene su certificir
ljudske stanicéepatocitddepG2 ATCC-HB-8065 American Type Culture CollectipSAD),

ljudske embrionalne stanice bubrega HEK28EACC 85120602Furopean Collection of
Authenticated Cell Cultes Engleska i ljudske stanie@ neuroblastom&H-SY5Y (ECACC

94030304 European Collection of Authenticated Cell CultyrEsgleska).

Za UZQgo] stanica kor iMitineumiEssental Mediwrsigma ME M
Aldrich, Nj eymBNBEMaF-12 (engl.Dulb ec c 0 6 s Mo d-12f SigedAldriela g | e F
Njemal k&Za odrelivanje citotoksilnosti, osim
RPMI 1640 (englRoswell Park Memorial Instituté64Q Thermo Fischer ScientifiSAD).

10X fosfatni pufer (10X PBS, pH 7)4ripremljen jeprema protokolu opisanom u poglavlju
3.4.1 Pufer je autoklaviran i l uvan u steri/l
pripremljena je otopina 1XPB® deseterostrukim razrjelLenjem
deioniziranom vodom.

Zaodr elivanje br oj a otgpinabbjdtripan pavo (0t & (VkvBigma gt e n a
Aldrich, Nj emal ka) .

Za odr el i wdabrandspajelainaastat a n i c aje Koroercijalgitkamplet
CellTiter 96® AQueous One Solution Cell ProliferatiossAy Kit(Promega S AD) Kkoj i s
tetrazolijevu sol MTS(3-(4,5dimetiltiazot2-il) -5-(3-karboksimetoksifenifR-(4-sulfofenil)-
2H-tetrazoli) i fenazinetosulfat(PES) koji stabilizira MTS u otopini. Osim komercijalnog
paket a, k orPRromega3IAD)tesaageis TeBazietosulfat (PMSSigma Aldrich
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Njemal ka) kupljeni zaseb MdSpriptemlemanme kaa2img/inlaj u i s
u 1X PBS, dok j°MS pripremljen kao 0,92 mg/mL u 1X PBS puferu. Kao i kodfaEdoga
PMSa je stabilizaca MTSa u ot opi ni . Tako prirelLene otop
omjeru MTS:PMS = 20:1 kako bi se doblme Solutiorotopina(iz komercijalnog kompleta)
ili otopina MTS + PMS. Radna otopina MTS reagensa kojom su tretirane stanice dobivena je
mi |j e g @ne Sautiorotopine s medijem za uzgoj stanica u volumnom omjeru 1:6.

| shodne otopine svih sukaoj5®ivi®0 rpmoli I'F atopieen e s u

ovisnoospojuUl i nak spojeva na rast i pregivljenje
4-amino-7-klorkinolinar az | i | i t i h dul j i rOalkilpksimee(dike B.€.,88.8.( s | i k.
i3.9.).

38.2.Uzgoj stani | nih kultura

Sve stanice uzgajane su kao adherentne kulture pri kontroliranim uvjetjtn&(pCQ i
temperaturi 37 Ad@ljimawz dodhiglolva atopinewahtibiatika penieilin
streptomicin (PerStrep,SigmaAldrich, Nj emal ka) . iHEK283wigajame sHe p G2
MEM-u uz dodatak 10 % ( v/ v)FBS;SgmaAldmcb, g Ng cevireal] ekga ) s
i 1 % neesencijalnih amingelina SigmaAldrich, Nj e mal| k a9 Y, 5 ¥ oskt g rei |SHa |
uzgajanas medijuDMEM F12uz dodatak 15 % (v/v) FBS i 1 % neesencijalnih aminokiselina.

Stanice su uzgajanepul a s tpbdudamanza uzgoj do ~800 % konfluentnost{ pr al eno

pod svjetloaim mikroskopomC a r | Zei s s E, TAexniodrishereciantifie¥isher

Scientific ASOsloNorv e g kaa)adWaj anj e st ani ©25%itmhotqpioad | o g e
tripsina i EDTA(etilendiamintetraoctena kiselingSigmaAldrich, Njemal k&)ga msSako
stanice resuspendirane u odgdvar amamotimnmedi |

mi krotitarske plolice s 96 jagica namijenjen

383.0drelivanje broja ¢givih stanica u wuzorku

Br oj givih/ mrtvih stamiiecadiuf eirzeon doojgmemimmoegl etno j
plawv.Ova met oda temel ji se na | injenici da ¢gi
nepropusna za odrelLene boje, dok je kod mrtvi
takve propugdgtzamqw |biomeu sue ¢4 Difevepdijaijo dojapjé stavica .

odraleno je prema protokolu pr oBipRagBAD).a ur el
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Nakon odvajanja stanica od podloge posude za
ner az rsugpentij@ staaica i otopina boje tripan plavo umwmlom omjeru 1:1 (po 10 ili

20 eL svake komponente). PotomJe0 dolivenes mj es e ot pi petirano u
za brojanjestanica(Cell Counting SlidesBioRad SAD) i postT&20lkgjeno u

automatski broji stanice promjera u rasponu ddi5® pm i prikazuje broj stanica po mililitru

otopine te postotak ¢givih stanica u wuzorku.

384.0drelivanje citotoksilnosti Spoj eva

Citotoksilnost Spojeva i spitana | gudskinma st an
embrionalnim stanicama bubrega HEK293 i ljudskim stanicama neuroblasto®a DHkoje
predstavljaju model jetrekaoorgana u kojem se odvijaju procesi biotransformacija lijekova,

model bubregakao organ&k o j i ujeigZ letina r i i m elukateh adhosnb kadel p r o
mo z g a, kao ciljnog organa | ijekova koji dj e
citotoksi|lnost.i odabranih spojeva korigtena
met odi kojom se odrelaujtee merd g ji wiej anlai Irneidhu kscti
MTS u | jubilasto obojeni produkt formazan. f
gdje je potpomognuta djelovanjem dehidrogenaza uz koenzime NADH ili NADPH. Pritom
PMS/ PES sl ugi k a o rielaktrana kog ubizave redukciju &K P it o
nastanak stabilnog produkt a. Kod negivih sta

boje izostaje?>18Na slici 3.19. prikazan je princip rada metode MTS.

formazan

NADH-ovisne
oksidoreduktaze

Slika3.19.Pr i nci p r adaanmeat ocdiet oa dorkesliilwvwnost i spojeva te
(guto obojenje) u produkt formazan (ljubilasto o

Marija Bartol il Doktorska disertacija



8§ 3 Eksperimentalni dio 61

U svakprjoagirae mi kr ot i t alodank je 100 jisodpenzijestanicad 9 6

koncentracije 10 000 ii 200 000stanica/m. (ovisno o vrsti stanica i brzini njihovog rasta)

rubne jagice plolice ispunjene su 1X PBS pu
uvj eti ma. Stanice su inkubirane prekojenol.i k
medij u kojemu su uzgajane aspiriran $a tretiranes ispitivanim spojevima (8 az hi | i t i

koncentracijespojevau rasponu koncentraci@01i 800 pmol L'Y) otoplienimau MEM-u ili

DMEM-u s dodatkom dogovar RgaStrepa i keedenciainin e FB
aminokiselinaU kontrolnm j a gmastanicesu uzgajane samo navedenim medijimae u

medijimas dodatkom DMSe&a koji je odgovarak o n a koncentracijiDMSGau j agi ¢c a ma
koje sadve@gle koncent r a@o jnaksimaleaah6%). Kaopaitiviia s p o e
kontrol a citotoksilnost.i korigten j e DMS O,
koncentracijama DMS@ (do 20%). Nakon tretmanapojevima stanice su inkubirane 24
(37°C,5.2%pC0O.),i sprane 1X PBS puferom t eicedoglanm svak
120 pLradneotopine MTSreagensa Ot opina je dodana i u nekol
izmjerila apsorbancija samog reageftdank, gt o je slugilo za pozadi
i kontrolnih jagica. St aoraavaa bgjeu(45d20tminud, i n k u b i
nakon | ega | e i azke IGemeanosiikaejeopredstvijajuikgneentraciju

spoja pri kojoj je 50% od ukupnog broja tretiranih stanica vijabiln@, r ad swprema

jednadghbi
pTT (6)

pri | e mu Auzor ako pr edbsahim sdojpvanaKotnanezudtadi t r et |
i zr al watanelju ngnanjé nezavisna pokusa.

Sva mjerenja olitaaradOswunmnaavdlinaj udunijkirroit
SpectraMax iDZMolecular DevicesLLC, San JoseCA, USA).ICsovr i j ednosti i zr a
korigtenjem stati st i(GrapbBad maSkreDiego, SAR)ap hPad Pr i

3.9. In silico analiza ispitivanih spojeva
3.9.1. Molekulko uklapanje

Metoda molekulskog uklapanja (engholecular docking kor i gt ena je u svr

orijentacije i neveznih interakcija ispitivanih spojeva u aktivnom mjestu AChE i BChE. Kao
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enzi mski receptori kori gt en dinestetaza kiastuppd a |l n e
podatkovnoj bazi PDB (engProtein data bank®> za AChE kori gt®na je
dok je za BChE k o Sjrtkeine spojeva naartarte isum a prdgmraul
ChemBio3D Ultra 21.0RerkinElmer, Ing. Waltham, MA, SAD) , nak,&nri ggengaeaen
Prepare Ligandsprotokola u programuBiovia Discovery Studio Client v21.D@ssault
Systemesvélizy-Villacoublay, Francusky definirana njihova protonacijska stanja, izomeri i
tautomeri pri pH 7,4Spojevimge potommin i mi zi rana energija korigt
sila i metode minimizacijeSmart Minimizerp o mo | u p Mmitnizek bidamds
implementiranog yprogramuBiovia Discovery StudioT a k g frieremljeni su i enzimski
receptori na nal i n deanja iganada undtajihovim kristadnino  mj e ¢
struktura. Mjesto vezanja definiranoljaesfer
gdrijel o akti3bhdkag AGHE 14,8 A Kod BChE)Molekule vode koje

su zadr gane njamokula(ctezsv . u kadekolewoded identificirane su
superpozicijom mrega molekula vode iz krista
dostupnih u podatkovnoj bazi PDB te su preslikane u kristalne strukture AChE i BChE koje su

k or i g b ennaski keeeptori. Molekulsko uklapanje spojeva u aktivno mjesto enzimskih

receptora ul i njBeuwadDisgowery Studipkroor g rga neun | eFlexibler ot o k

docking Protokol se sastoji od slijedelih kora
algoritma Chi FIl ex, generiranja mogulih konfo
mjesto enzima pomolu algoritma LibDock, kIl as
slil ne poze, r ekonst r aptnmzacjjoenodabrath amirokiselinskilk onf or
ostataka u prisutnosti nepomilnih |iganada p
orijentacije |igeDOCHER pomolu algorit ma

Kao fleksibilne aminokiseline kojd i mged r i j el o aktivnog mj est a
aminokiselinek 0 j e najl egi e ostvaruju nevezne intera
Tyrl33, Ser203, Trp236, Trp286, Phe295, Phe297, Glu334, Tyr337, Phe338, Tyr341, His447 i
Tyr449 kod AChE te Asn68, Asp70, Trp82, GIn119, Tyr128, Glu198, Ser198, Pro285, Leu286,
Ser287, Trp231, Glu325, Phe329, Phe398 i His438 kod B&g&he&e def i niranje r
konformacija receptora korkiogtiene nsiu il@lniajce dant o
CbCo u ami noPkriasge lzian aumavr Li vanj e ngkailsneizdosio dva t
e25°pr i | eanl ssknatraneama konformacije fleksibilnih aminokiselina u kojima

se opisani torzijski kut razlikuje za vige o
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konformacija liganada odabran BESTkojios i gur ava naj vel u pokriven
prostora liganda. Konformacije zasebnih izomera liganada generirane su unutar 20 kcal/mol
(prag relativne energije)Ti j ekom modeliranja wuklapanja ko
primijenjena je RMSD tolerancia  svr hu prihvalianja ili odbaci
interakcijskih mjesta (enghotspotova) konformera liganda i receptokaja je iznosila (25

A. Ostali parametri LibDock algoritma za uklapanje postavlieni su prema unaprijed definiranim
postavkena za provolenj eHighRualdypaBphuwamal onuj ent a
zatim su podvrgnute mol ekul skoj di nami ci k o
simulatedannealing pri | emu je temperatura ppugtgena n
na 310K (5000 ciklusa)Nakontoga provedenalego nal na mi ni mi zaci ja sva
ligandau rigidnom receptoru nakon | ega su za svaku konal nu
energija i CHARMmM energija (zbroj interakcijske energije i napetganda). Reprezentativne

poze za svaki kompleksenzitl i gand odabrane su i daeadeloificir e
najboljevrednovaniro c j enj i v al ki $corihgdumdtiangkpjeapro¢jemjnjgdafinitet

enzima za ligand.

3.9.2. Procjena biodostupms t i spojeva u sredignjem givlano
primjene
Bi odostupnost istragivanih spojeva nakon or a

fizikalno-k e mi j ski h svoj st awalne platformd QhemicalizeB0188%0 mo | u
logaritmakoeficijenta raspodijele oktanol/voda (logP), molekulske nélsg¢ ( p ol ar ne po v
(end. polar surface areaPSA), broja donora vodikovih veza (éngydrogen bond donor

HBD), broja akceptora vodikovih veza (éngydrogen bond acceptoHBA) i molekukke

fleksibilnost. koju kar akdadondl kongrR8). Dobivenne r ot i
vriijednost.i usporelene su S pr ep-&emiskie ni m g
parametara |ijekova koji pr ol azmesuskvuqlag®K MB t e

5; Mw 0500 Da; HBDO5; HBA 010, RBO10 i PSAO70 A?) 120191193

3.9.3. Procjena prolaznosti spojeva krozkrvmbo g danu barijeru

Mogul nost prolaska spojeva kroz KMBMEIpr oci j

descriptors unutar program&iovia Discovery Studio Client v21D@ssault Systemggélizy-
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Villacoublay, Francuska Protokol je utemeljen na kvantitativnom linearnom regresijskom
model u za procjenu prol azn®s99% prikazanomuBWkB s po
elipse kojappdst avl ja korelaciju iz mekE2D)iptonisker ne p
' i pofil nost. (Al ogP98), a koja je dobivena
djeluju u sredignjem ¢gi vl] anopmlazsost&btzakMB nak or
odr e inejm eksperimentaint*Pr ol aznosti kroz KMB izragen:
logBB (logaritam koeficijenta raspodjele koncentracije spoja u mozgu/krvi), a dobivene
vrijednostimogu se svrstati| e trazinei procjene permeabilnosti kroz KM8(vrlo visoka

mo gul no s tlogPBQD,V, kemdertracija spoja u mozguje barpetp ut a vel a neg
krvi), L( vi soka mogulQlagBBi<Qpr2¢sasekaj a mogud58ost pr
<logBB<0,3( ni ska mo g u ilog®Bs<ti 0,5p) i do(hedefhikaro; izvan granica
pouzdanosti).

3.9.4. Procjena apsorpcije spojeva u ljudskom probavnom sustavu

Apsorpcij a istragivanih Spojeva u |l judskom
proci j enj e n aonlipeplatiorme pk@GSME rPjoejemase temeljina lipofilnosti

mol ekul e izragenoj kao vrijednost part-icijsk
Crippenovoj met odi (WHogP), te na njihovoj [
Prema navedenom modelu, ako je apsorpcija spoja mar§@%gdnjegova apsorpcija smatra

se slabom?6:197
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8 4. REZULTATI

U okviru ove doktorske disertacije ispitano
63 spoja iz skupine -dminokinolina, 15 derivata amodiakina, 15 spojeva iz skupine
benzokinma, 16 spojeva iz skupinél{acil)hidrazona, 45 spojeva iz skupi@ealkiloksima te

35 spojeva iz skupine kar bamat a. Svim spojev
ljudskih kolinesteraza e j e p o mpolwun sHouvnet ejre d nkasghakobneentmaiji s n o s t
supstrata anal isgpiorjeernvanal ianktvemaonjmj est o acet
periferno mjesto AChE moge tvoriti nR'&arotok:
dodat nu pot vr spojevauaaktivno mjesto &aesterazaakao i analizu doprinosa

strukture Sspoj a njegovom inhibitornom pote
uklapanaNa k on odabi r a, S obzirom na njihov inhit
njihovim strukturnim motivima, dio spojevacbi j e podvr gnut istragivanij
ul i nka na druge met e ukl jul ene u patofi zi
samoagregaciju amiloidnih peptida Ab42, oksi

Fe?*, CU?* i Zn?" te aktivnost enzima MAQ\iB.Za dal jnja istragivanj a
koji su aktivnost kolinesteraza inhibirali u
i/ili spojevi sa strukturnim motivima za koje je bilo pretpostavljeno da bi mogli doprinijeti nekoj
odnavedenh dodat ni h bipaleangk ibh od lotgikv n agidaninayn i m st
poglaviju Literaturni pregled)Poj edi ni m skupinama spojeva 1 st
na st ani |-SYRY,HepGRiHEK293kkon2d at ne i z | o g prociesila i k a k «
sigurnost njihove primjen@ vivo. Uz navedene eksperimentalne metode, u svrhu procjene
njihove bioraspologivost i iksilioomptoda @aaliziranasul ni h

i fizikalno-kemijska svojstva odabranih spojeva.

4.1. Inhibicija kolinesteraza

Kao inhibitori ljudskih kolinesteraza, AChk i BChE, ispitani su spojevi iz skupina 4
aminokinolina, derivata amodiakina, benzokinona, hidrazona Nracilhidrazona teO-
al kil oksi ma. l nhi bitorna spos odnao prethodhiamr b a ma

istragivanji ma, a njihove Kk o nSpbsabmdsteinhibiajeh i bi c i
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kolinesterazaspojevima iz skupina 4-aminokinolina, derivata amodiakina, benzokinona,
hidrazona iN-acilhidrazona té-alkiloksimao d r e L e nstantgmedisokijacije kompleksa
enzimNinhibitor, K;, koja je izragena kao srednja vrije
standardna devijacijaRe c i pr o | n & kenstanie €1di)rodgsviara afinitetu enzima

prema spojulz HunterDownsovog prikada O Vi s nost i eksperimentaln
KiappO koncentraciji supstrata, za ljudsku AG&procijenjen je i tip inhibicije: kompetitivni

(k), nekompetitivni (n)ili mj e govi t i (m) tip inhibicije. Sel
kolinesterazao dr e L ena | e Ki(AChE)K(BChE) aydje SSI predstavlja indeks
selektivnosti Us | ul aju kada e SI < 1 tada AChE i ma
kada je SI > 1 veli afinitet ima BChE.

4.1.1. Inhibicija kolinesteraza 4aminokinolinima

Skupira 4aminokinolina bila je podijeljena u tri podskupigeobzirom na duljinu alkilne
poveznice izmelLu aminokinolinskog prstena i
pologaju C(7) amidimmikei-kodiholiness-dkiiingm govesnica (sliaa
3.1.), 4-amino7-klorkinoline s poveznicom razl il i t4arhineo7dul j i n

trifluormetilkinoline s n-oktilnom poveznicom (slika 3.3.).

Podskupinud-amino7-klorkinolina s n-oktilnom poveznicon( s | i ka 3. 1. ) | i ne s
razlkupy po supstituentu na terminal-hdaojCIAQ2mIi no g
supstituenti na amino terminalnoj grupi su alkilni lanci, cikloheksan ili nesupstituirani odnosno
monosupstituirani aromatski sustavi. Inhibicijski potencijal navedenihsppjema hAChk.

i hBChE odrelen je u % anjhovelkonstagte prikataneisu s ur ad
Dodat ku, u tablici D1. U ovoj disert28da ji od
CIAQ-39 na | iju su ter mi ednd iindvie disapstitwrang beozpna v e z .
grupe. Pritom je jedan supstituent uvijek halogeni element (F, Cl ili Br), dok je drugi supstituent
takolLer hal ogeni grpae @:nCR ili 1 NO2).j Nawkdeai spojaeli
sintetizirani su kao derivati sjp CIAQ-8 , na | ijoj termi namno|j am
fluorbenzilni supstituent, za koji j e rani
kolinesteraza&ik onst ant ama u n a nk(MCHE)r=10,0082umodbld ¥ ul j u
Ki(hBChE)= 0,0084umol L'1).1% Derivati CIAQ-8 pripremljeni stkakobi se ut vr di o |

utjecaj dodatnog supstituenta na benzilnoj grupi na inhibicijski potencijal molekule.
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Rezultati irnibicile hAChEec i hBChE pokazali su da svi derivati CIA® s dodatnim
supstituentimaa benzilnogrupii nhi bi raju aktivnost obiju kol:i
Ki vrijednosti bile u rasponu od 0,0082 do 1,5 pmbltablica 4.1).

Tablica 4.1. Inhibicija ljudskih AChEeci BChE 4-amina7-klorkinolinima s n-oktilnom poveznicom.

Disccijacijske konstante kompleksa entigand (< N st andar dna devijacij a)
jednagbiSe(ekti vnost spojeva prema jednoj od kol
SI.
Ki (hAChE rec) Ki (hBChE)
(umol L™ (umol L™
CIAQ-8* 0,0032 + 0,0001 (m) 0,0084 + 0,0004 0,38
CIAQ-28 0,0082 + 0,0005 (n) 0,041 + 0,008 0,20
CIAQ-29 0,016 + 0,001 (n) 0,28 + 0,02 0,057
CIAQ-30 0,024 + 0,002 (m) 0,22 +0,01 0,11
CIAQ-31 0,021 + 0,001 (n) 0,27 +0,01 0,078
CIAQ-32 0,11 £ 0,01 (n) 0,23+0,1 0,48
CIAQ-33 0,15 + 0,01 (m) 1,1+0,1 0,14
CIAQ-34 0,12 £ 0,01 (n) 0,62 + 0,05 0,19
CIAQ-35 0,036 + 0,003 (n) 0,18 £ 0,02 0,20
CIAQ-36 0,26 + 0,03 (n) 1,3+0,1 0,20
CIAQ-37 0,70 £ 0,07 (m) 1,5+0,1 0,47
CIAQ-38 0,045 + 0,002 (n) 0,041 +0,001 1,1
CIAQ-39 0,28 £ 0,01 (n) 0,65 + 0,05 0,43
*Kikonstante odrelene u®radu Matogevil i suradnika.

Najsnagnij i rdinispitiiane tsasije bioheAspo BAQS s 2,5difluorbenzilnim
supstituentom na terminalnoj amimgoupi (Ki = 0,0082 pmol L}, dok susenaj snagni j i
inhibitorima hBChE pokazaliCIAQ-28 i CIAQ-38 s 2,5dibrombenzilnom odnosn@,4-
dibrombenzilnongrupomna terminalnoj amingrupi, za koje je&K; iznosila0,041 umol L[ *

Najslabijim inhibitorom obiju kolinesterazas Ki = 0,70 pmol L ‘zahAChEci Ki = 1,5 umol

LT 1zahBChE, pokazao se sp@LAQ-37 na | ij o] se termimnRal no|j a
fluor-5-trifluormetil benzilra supstituenta.UsporedbomK; konstanti ispitivanih derivata s

onom zaCIAQ-8, vidlivo eda se wuvolLenjem dodatnog supstit
uvolLenjem druge disupstituirane benzilne gr
potencijal prema objema kolinesterazama smanjiJe. s | ul aj u hAChEr ec,
potencijal ssmanjjedogot ovo 220 put a, aputaNasdljaJrijadnasti h BCh E
S| pokazujudagotovosvi ispitivani derivati CIAQ8 preferirgu vezanje u AChEecu odnosu

nahBChE @71 18 puta).Najselektivnijm inhibitorompokazao se sp&IAQ-29, s 2brom5-

fluorbenzilnim supstituentom na terminalnoj amino grupio j | je gotovo 18 g
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inhibirao hAChEec u odnosu na hBChE. Iznirake bio spoj CIAQ38, s 3,4dibrombenzilnim
supstituentomkoji nije pokazivao selektivnost ni prema jednoj od kolinesteraza.

Iz HunterDownsov@g pr i kaza wustanovljeno je da svi S
nekompetitivni inhibitori, odnosno da ostvaruju nekovalentne interakcije s aminokimsaina
katalitil kog i perifernog, I | ThAGh&dno s ami nok

Kako bi se objasnile razlike u inhibicijskom potencijalu pojedinih spojeva prema h&ChE
i hBChE, korigtena je metoda molekul skog uk
odabranih spojeva unutar aktivnog mjesta obiju ljudskih kolinesteraaiekMsko uklapanje

korigteno je i kako bi se potvrdila pretpost
mjestaMChE,ee Tako su anali zirane nekovalentne int
aktivnog mjesta AChE (PDRod: 4EY4'%9iCIAQ-2 8, naj snagnijeg inhibi
istragivanoj podskupini, a | i j-dfluoreenziommeal na a

CIAQ-29 koji je bio dva puta slabiji inhibitor i kod kojeg je supstituettr@m5-fluorbenzilna

grupa. TakolLer s u analizirane nekoval entne
aktivnog mjesta BChE (PDRod: 1P0f%9) i CIAQ-2 8, n a j ishibiiogarBCHE eu @voj
podskupini spojeva te interakcije sa 6,6 puta slabijim inhibitorom @A | i ja je ter

amino grupa supstituirana 2dfluorbenzilom. Za usporedbu, modelirani su i kompleksi
AChE-CIAQ-8 te BChECIAQ-8.

Spoj CIAQ8, za koji g iz HunterDownsovog prikaza pretpostavljeno da djeluje kao

mjegoviti tip inhibitora, smjegta se u aktiwv
aminokiselinama i katalitilkog (Glu202, Ser 2
AChE (Leu7 6 ) , pri |l emu se istilu jake elektrost

UvolLenje dodat nog a(F&adeIA@28, otthesnazBr kolCIAQ-2P) u p u
mi jenja pologaj molekule unutar aktivnog mje

interakcija s aminokiselinama perifernog mjesta (Tyr72, Trp286, Tyr 124 i Tyr341), dok u

katalitilkom mjestu ostvaruju samo vodikovu
posljedicu ima smanjenje i niBi biat otrénkoagll eujl e pdk
pretpostavl!ljeni tip inhibitornog djelovanja
CIAQ-8 ostvaruje interakcije s aminokiselinama

iz kolineskog mjesta. Pritom se aminokinolinski prsten @& s mj egt a pr ema i
aktivnog mjest a, dok je terminalna amino gr

stabilizirana interakcijama s kat-a8iClAQ | kom t
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31, k o] i-odnasmbr2,diéuordberzinug r up u, u aktivno mjesto
obrnuto: benzilna grupa orijentirana je prema izlazu iz aktivnog mjesta te ostvaruje interakcije

s aminokiselinama perifernog mjesta (Tyr332, Asn289), dok je aminokinolinski prsten
orijentiran piestungdje &stvarigelmartji bréj kterakcijaru odnosu na CIAQ

8, gto rezultira smanjenjem28i@GAQG3t.it ornog pot

Slika 4.1.Modeli kompleksa ljudskih kolinesterazd-amina 7-klorkinolina s n-oktilnom poveznicom.

A) model lompleksa hAChE i CIAEB (sivo), CIAQ28 (crveno) odnosno CIAQ9 (plavo). B) model

kompleksa hBChE i CIAE8 (sivo), CIAQ28 (crveno) odnosno CIAQL (plavo). Isprekidane linije
predstavlijaju razlilite vrste naeahkojkommhijeprikagzanh i nt e
pojedini spo;.

General no, iako dodat ni supstituent.i (hal oge
disupstituirane benzilne grupe na terminalnu amino grupu uzrokuje230 puta slabiji

i nhibicijski u IAQ-8, 3\l spajevi iz ®ve padskupibe pokszujCinhibicijski
potencij al u submi kromolarnom Kkoncentraci]j !

kolinesteraza.

Podskupinut-amino7-klorkinolinar a z ih duljinegjoveznic sl i ka 3. 2. ) |l ine ul
Tompdskupinom istragivan je utjecaj duljine &
Seriju | ine s panjnekinolinskagedgrak teriinalna amino gtupa povezane
n-butilnom, n-heksilnom ilin-oktilnom poveznicom. Dodatno, spojevi s istduljinom linkera

razl i kuj u s ekim supstibuentima tna termicaindj Brmirio grupi. Svi spojevi iz
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podskupine pokazali su sposobnolvriednoshhildi ci j e
u rasponu od 0,0017 do 1,02 uméli{tablica 42).

Tablica 4.2.Inhibicija ljudskih AChEeci BChE4-aminc7-klorkinolinimar az | i | i t i h dul ji na
Disocijacijske konstante kompleksa enkiigand (< N st andar dna devijacij a)
j e d n a2yl §diektivnfst spojeva prema jednojlod | i nest eraza izragena | e |
Sl.
Ki (hAChE rec) Ki (hBChE)
(umol L 3 (umol L 3

CIAQnNn-1 0,56 £ 0,02 (m) 0,18 £0,01 3,1

CIAQn-2 0,14 £ 0,01 (m) 0,0078 + 0,0003 18

CIAQN-3 0,36 £ 0,02 (m) 0,035 + 0,004 10

CIAQn-4 0,13 £ 001 (m) 0,0084 + 0,0009 16

CIAQnNn-5 0,19 £ 0,03 (m) 0,073 £ 0,005 2,6

CIAQnN-6 0,068 + 0,005 (m) 0,012 £ 0,002 5,7

CIAQnN-7 0,32 £ 0,02 (m) 0,024 + 0,002 13

CIAQN-8 0,24 £ 0,02 (n) 0,023 £ 0,003 10

CIAQN-9 0,12 £ 0,02 (n) 0,011 £ 0,001 11

CIAQn-10 0,036+ 0,004 (n) 0,015 £ 0,002 2,4

CIAQnNn-11 0,18 £ 0,01 (m) 0,072 £ 0,006 2,5

CIAQn-12 0,018 + 0,002 (m) 0,016 + 0,002 1,1

CIAQnN-13 0,0027 + 0,0007 (m) 0,0017 + 0,0002 1,6

CIAQn-14 0,57 £ 0,03 (m) 1,02 + 0,09 0,56

CIAQn-15 0,14 £ 0,01 (m) 0,43 £ 0,06 0,33

CIAQnN-16 0,028 + 0,003 (m) 0,075 £ 0,008 0,37

CIAQn-17 0,81 £ 0,04 (m) 0,059 + 0,005 14

CIAQn-18 0,38 £ 0,02 (m) 0,035 + 0,003 11

CIAQnN-19 0,12 £ 0,01 (m) 0,019 £ 0,002 6,3

CIAQN-20 0,57 £ 0,03 (m) 0,38 £0,03 1,5

CIAQn-21 0,34 £ 0,01 (m) 0,15 + 001 2,3

CIAQn-22 0,11 £ 0,01 (m) 0,053 + 0,005 2,1
Usporedba ovisnosti vrijednostio dul j i ni alkilne poveznice pc

raste produljenjem alkilne poveznice kod obje kolinesteraze. Generalno, spojekiilmom

poveznicom inhibirali su hAChle31 6 7 put a snagnidRe,puaahB@Glagnl
usporedbi s ffjovim analozima $+-butinom poveznicomNaj vel a razl i ka u i
potencijalu i z me L un-bugilmoen | i m-gktilnoim povgzrocpne ¥aa objes
kolinesteraze wuol enallj@AQnlB nkedlkajih s matgrmivaboj] Cl AQr
amino grupi kao supstituent nalazN-metil-3-metilindol, dok je najmanja razlika u
inhibicijskom potencijal u -7Zia@®AQh9, &ag eajilmje i z me L

supstituent 3netilindol
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Najsnagniji m idpokazao se spojClAQhS sKG0,B027 pmol L'  nakon

kojega slijedi spoj CIAQL2 koji hAChEecinhibira otprilike 67 puta slabijer usporedbs

CIAQn-13. Kod oba spoja terminalna amigaupasupstituirana je Bl-metil-3-metilindolnom,

ali se razlikuju u duljini poveznice: kod CIAQI8B povezita je duga 8 metilnilgrupg dok je

kod CIAQn12 duga 6 metilnigrupa. SpojCIAQr1 3 t akolLer | e i naj snag
(Ki = 0,0017 pmol L3, a slijede ga oko 4,8 puta slabiji CIA@ns 2metilbenzofuranom

CIAQnN-4 s 2metilbenzotiofenom kao saptuentom. Oba spoja imajuheksil kao poveznicu.

Trend poveianja inhibitornog potencijala s p
rezultati ma rani jih i stragi v ampokinolihangiemd i ci j s
ljudskim kolinestera a ma ; u radu Bosak i suradni ka najj i

spoj s najduljomri-oktiinom) poveznicom®l st o je wuoleno u radu Kom

kojem su kao inhibitori kolinesteraza ispitani derivataminokinolina s adamantanom na

terminal noj amino grupi [ s razlilitim dul]j
ukl opljenom het er!uspaddiom kpojevarsbutinamkn-heksimam
poveznicomz podskupire 4-amino7-klorkinolinar az | i | i t i hced sk jriamy@ npowue »

doktorskom radu s njmndlktm lamialloan ama ikstjria geardir
isuradnika®pot vrLeno je da produljenje lanca prid
iz serije. Tako su spojevirsoktilnom povezreom CIAQ-23, CIAQ-24 i CIAQ-25 u pravilu

snagni ji i nhibitor.i obje kolinester alzi2g, u usp
CIAQnNn-3 i 4, odnosno CIAQ®D i 6) . Prema opisanim rezultat
oktilna poveznica optimalne dulie za s mjegtanje ovakve vrste

ljudskih kolinesteraza.

Svi spojevi iz podskupinet-amino7-klorkinolinar az | i | i t i h d prema n a p
grafil kom pbowmgavedujngckmaddgbe, ponagaju se Kk
inhi bitori AChE, gto znali da ostvaruju inter
a neki [ dodatne s aminokiselinama kataliti/]
kinetil ki m mod el -amnokinolimnimdbgi-oktinpnepovieh Ec 0o4m ut vr L en
u radu Maradnigddyv i | i
Gotovo svi spojevi pokazali suUrwrsseprjialliemu nshe

CIAQnN-2, sn-heksilnom poveznicom 2-metilbenzofuraom supstituiranom amino grupom,
pokazao najselektivniimmi bi t or om koji je hBChE inhibirao

na hAChEec Jedini derivat. iz pods kedypadmosu n&k o j | S
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hBChE bili su CIAQR14, CIAQnr15iCIAQn1 6 | ija je terminalna

sN-metil-2-metilimidazolom. Za spojevekggiu s e pokazal:]
da duljina alkilnog | anca

s i gly analoy €IAQF2 sn-Nugilhom @qveziGcbrbio je

mo g e
ustanoviti sa
3 put a
3-metilbenzotiofenom, CIAQ® i CIAQn6. S druge strane, spojevi CIAQT (n-butilna
poveznica) i CIAQnAL8 (n-heksilna poveznica), s2-metl-1-(p-tolil)-1H-imidazohim

snagnij i

supstituentom, su 14 odnosno 11

njihov n-oktilni analog CIAQr1 9 bi o 6, 3 puta snagni|ji I nhi

Posljednju podskupinu -4 mi n o k i n o #-amimcr-trifldorimetilkinolini s n-oktilnom

poveznicomdizajnirani kao trifluorometiinanalozi4-amino7-klorkinolinai st r ageni h
¥ k skua adni ksae
aminokinolinskog prstena na inhibicijski potencijal prema ljudskatinkesterazama. Spojevi

Matogevi istragio utjecaj

ut jecat.i na

ami

sel ektivni

p Utecadoksena gni j
bif

S

I

i nhi biedSolri | MBOCh E uw sadamoosvd jrean

L

unutar podskupine melLusobno se razlikuju
spojevi iz podskupine pokazali su sposobnost inhibicije i hA&GhE h BCh E, pri e
o d r e Kieijednosti bile u rasponu od 0,0044 do furBol L' Ytablica 4.3).
Tablica 4.3. Inhibicija ljudskih AChEec i BChE 4-amino7-trifluormetilkinolinima s n-oktilnom
poveznicom. Disocijacijske konstante kompleksa efigand K N st andar dna devi j aci
su pr ema 2. Saehktigndsj bs pdj eva prema |jednoj od koline
selektivnosti Sl.
Ki (hAChE rec) Ki (hBChE)
SOd (umol L™ (umol L™ ) =l

CFAQ-1 0,0071 + 0,0002 (m) 0,0067 + 0,0005 1,1

CFAQ-2 0,011 £ 0,000 (m) 0,0059 + 0,0003 1,9

CF:AQ-3 0,013 £ 0,001m) 0,019 £+ 0,004 0,68

CF:AQ-4 0,070 £ 0,003 (k) 0,021 + 0,002 3,3

CFAQ-5 0,0080 + 0,0004 (n) 0,021 + 0,001 0,38

CF:AQ-6 0,012 £+ 0,001 (n) 0,0061 + 0,0005 2,0

CFAQ-7 0,16 +£ 0,01 (n) 0,071 + 0,006 2,3

CF:AQ-8 0,14 £ 0,01 (n) 0,036 + 0,003 3,9

CFAQ-9 0,29 + 0,03 (k) 1,3+0,1 0,22

CFAQ-10 0,20 £ 0,01 (n) 0,19+ 0,01 1,1

CFAQ-11 0,54 + 0,09 (k) 0,049 + 0,009 11,0

CFAQ-12 0,070 + 0,010 (m) 0,0044 + 0,0003 16
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Najsnagniji m i &pokazal suse spapes GRQA (Kh=E,0071 pmol L3,
kojemu se na terminalnoj amino grupi nalazi benzil sfatap o | o g a $}AQ-5 Kii= CF
0,0080 pumol L *kojemu je na terminalnu amino grupu vezana nesupstituiraralie grupa.
Premjegtanj e fygrupiiomeap mlao GreAQd)iupanag jo | oCGFRAQ-6) (
rezultiralo je 1,7 puta slabijim inhibicijskim potencijalom spg&AQ-6 (Ki = 0,012 pmol
L™ § u usporedbi €RAQ-1. U v otériebatiine CRAQ-7) ili nitro grupe CRAQ-8) na
parapol ogaj benzilne grupe, k a o-metilpiridiromjilie-na ben
metilimidazolom, smanijilo je inhibicijski potencijal spojeva prema hAGddko 20 do 40 puta
u usporedbi s GGAQ-1. Najslabijim inhibibrom hAChEecpokazao se sp@RAQ-11 Ki =
0,54 pmol L'} l'ija je terminal na amilewofugnrompa su
UsporedbonK; konstanti spojeva GARQ-2 (Ki= 0,011 pmol L ), CRAQ-3 (Ki= 0,013 umol
L' JiCRAQ-4 (Ki=0,070 pmol L), koj i se razlikuju po pologaju
terminalne amino grupe, moge se zakljuliti d
znal ajno utjecat.i na i ndyi bbiut doOFAIQ-4,dpad kojegrse i | a |
Cl nalazi uparasp ol ogaj u, oko 6 putea uspdragiy s (RQ-2iinhi bir
CRAQ-3 kod kojih se Cl nalazi meta odnosnoorthop ol o gaj u.

U usporedbi s njihovim-Cl analozima®inhibicijski potencijal prema hAChggeneralno

se nije pronjenio zamjenonklora s trifluormetiinom grupom. Tako je spoj CIAR) 7-Cl

analog spoja GJAQ-1, inhibirao hAChcot pr i | i ke 2, 2 put a-7smagni j
Cl analog spoja GAAQ-5 , negt o sl abij(tablica Dl u Dodatko).rUtjeoah C h E
pol ogmgkibpmmd obenzil noj grupi spojeva iz ove s

kod 7-Cl analoga®® odnosno spoj s kloromparap ol odaj u bio je oko 14
u usporedbi s analozima gdje je kloorho- ili metap o | o gVeejLwi,tuiovuj disertaciji
uol ene su odrelene razl i ke-Cli7-CRan alid pa nw ms Ipw
kada je supstituent na terminalnoj amino grupi benzofuran ili benzoti@eRl.spoj CEAQ-
12, s 2metilbenzotiofenom kao supstituentom, inkebbhAChkec 7 , 7 put a j al e u
CRAQ-11 kod kojeg je supstituentrBetilbenzofuran, inhibicijski potencijal njihovih-ClI
analoga (spojevi CIA@Q3 i CIAQ-24) gotovo je isti (tablica D1. u Dodatkt¥fPo s | j,edi | no
CRAQ-11 je otprilike 4,5 puta abiji inhibitor od svog 7Cl analogdCIAQ-23), dok je CRAQ-
12 otprilike jednako s-Glaagaog (CIAGRMi)b i tdtro kgaoov oil
supstituent na C(M ol ogaju aminokinolinskog prstena n

vezanje u aktivhanjesto AChE.
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Kod hBChE, naj shoajg CRAQI12 (Kin=h0,0044tpmol L3, s 2
metilbenzotiofenom vezanom na terminalnu amino grupu, a slijede sQCF (Ki = 0,0059

umol L' ¥ s 3klorbenzilnim supstituentom, GRQ-6 (Ki = 0,0061 pmol L) s 4
fluorbenzilnim supstituentom te @&Q-1 (Ki = 0,0067 pmol L) s 3fluorbenzilnim
supstituentom na terminalnoj amino grupi. Najslabijim inhibitorom hBChE pokazao se spoj
CRAQ-9 (Ki = 1,3 + 0,1 umol L3 kod kojega se na terminalnoj amino grupi nakzi
mdilpiridin,a | i j i inhibicijski potencijal prema heE
s CRAQ-1 2 . Uol eno je da wutjecaj pologaja halog
inhibitorni ulinak spojeva ovi AQ-6pCRA®A,st veno
koji se razlikuju u gopilparakad CeAQa6ti metakod ERAQ-a b e nz

1) pokazuju jednaki inhibicijski potencijal prema hBCh#e L ut i m, kod spoj e\
supstituent na benzilnoj grupi Cl, Q-2 (Clumetap o | o)g aogjtupr i I i ke 3,5 p
inhibira hBChE u odnosu na spojeve gdje je Q@rtho- (CFRAQ-3) odnosngparap ol o gaj u
(CRAQ-4).

Kada se wusporedi i nhibitorni u ICi anaozimagp v d | e

CRAQ-12 s 2metilbenzotiofenom kao ssptuentomj e gotovo 2 puta sna
hBChE u usporedbi s njegovim@ analogom CIA@24 (Ki = 0,0078 umol L j, dok je spoj
CRAQ-9, s4-metilpiridinom kao supstituentom, oko 3 puta slabiji inhibitor od svojegl 7
analoga CIA@21 (tablica D1. uDodatku)®* Naj vel a razlika u inhibi
i Zzmedli 7-CRanal oga wuol ena je okhmpdokpogapepwvana Bé¢u

grupi; spoj CEAQ-3 bi o je gotovo 4 puta s n@amlog i i nh

(tablica D1. u Dod#u). Svi ostali spojevi u ovoj podskupini generalno su pokazali podjednaki

ili malo snagniji inhibicijski pOanaogimd® al pr
Vel ina spojeva iz ove podskupi nerspilacgmui j e i

su se najselektivnijima pokazali spojevid8R-11, s2-metilbenzofuranom i GGAQ-12 s 2

met il benzotiofenonom kao supst iinhibimjuohBGha, koj i
Neselektivnima su se pokazali spojevizB8-1 i CRAQ-10, s 3fluorbenzinim, odnosno 2
metilimidazolnim supstituentom dok su spojevi :80-3 i CRAQ-5 s klorom uortho-
odnosnoparap ol o gaj u na benzRAQ% k énmtippidiem, pokaralidee CF
4,5 puta veli aduiodnost r@mhBChE. e ma hAChE
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| z gr prikdazd HuntédDbownsove jednadgbe =zakljuleno |je
mj egoviti T n e k o mp& tznimka su GEBAQ-4, CRAQIONCHRA®-i ci | e
11 za koje je predvilen kompetitivni tip 1inh

Kako bi se objasnile razlike u inhdbii j sk om pot enGRiij/-€llanalogaz me L u
met odom molekul skog ukl apanj aA@Yiojegbvagi7@ne s u
analoga CIA@1 s aminokiselinama aktivnog mjesta AChE (PR&I 4EY4'%9) te spoja
CRAQ-6 i njegovog 7Cl analoga CI&-9 s aminokiselinama aktivnog mjesta BChE (PDB
kod: 1PO89) (slika 4.2).

A) - B)

TYR72
GLY333

TRP286

\ TYR3R2

TYR124
. ARG296

YRS PHE207

/ SER203

ILE4S1 2

Y
—= 6LU202 it

Slika 4.2. Modeli kompleksa ljudskih kolinesterazadiaming7-trifluormetilkinolina s n-oktilnom

poveznicom. A) model kompleksa hAChE i £B-9 (crveno) i njegovog -Cl analogaCIAQ-21

(plavo). B) model kompleksa hBChE i €¥Q-6 (crveno) i hjegovog-Cl analoga CIA® (plavo).

|l sprekidane linije predstavljaju razlilite vrste
kojom je prikazan pojedini spo.

U aktivno mjesto AChE (slika 4.2. A), GKQ-9 s e s mj & hjegav supsitieat na
terminalnoj amino grupi,4netilpiridin, ostvaruje vodikovevezaSer 203 iz kat al it
kao i elektrostatske interakcije s Glu202 u njenoj bljziiok aminokinolinski prsten ostvaruje
interakcije s aminokiselinama periferg mjesta (hidrofobne interakcie s Trp286 te
elektrostatske interakcije i vodikovu vezu s Tyr72). Njege®l Analog, CIAQ21, u aktivno
mjesto AChE smjegta se obrnuto, aminokinolin
gdje ostvaruje manjbroj interakcija u odnosu na @&Q-9, dok 4metilpiridin ostvaruje
hidrofobne interakcije s aminokiselinama perifernog mjesta, Trp286 i Tyrl24. Orijentacija

spoja CIAQ21 unutar aktivnog mjesta AChE odgovara onoj pretpostavljenoj za 8t&Q
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(sika4.1A) gt o moge objasniti s2h audppoiefbisCGRGRMi bit or
Model kompleksa BChE s GRQ-6 i njegovim 7Cl analogom (CIA®@) pokazao je da se oba
spoja u aktivnom mjestu enzimajore nt i r aj u haminpkenalimsla prsten maki sen

na izlazu iz aktivnog mjesta enzima gdje ostvaruje interakcije s aminokiselinama perifernog

mjesta (Al a227 u slul aju GCARE, okijeefludrbereimd 6 i P
grupa smj egt ena unut ar kat al i t i | Reo mterakojees t a t
aminokiselinom kolineskog mj est a, Trp82. R

CRAQ-6iCIAQ9 moge biti posl jedica sAR®lostvgrujgbsr 0 j a |
aminokiselinama perifernog mjesta (Pro285, [le356) u odnosu na-GIAQ

4.1.2. Inhibicija kolinesteraza derivatima amodiakina

Iz skupinederivataamodiakina ispitan je amodiakiAMQ)i 14 nj egovi h deri va
supstituentima na tercijarnom amimNH( 7 OHi) / i | i pologajem supstito:?
prstenu (,1 HCHI CIN,,, MM H COOH) (sli ka 3.4.).
ljudskih kolinesteraza pokazali su da svi ispitivani spojevi iz skupine amodiakina inhibiraju
obje kolinesteraze, p r K kohseant bileusraspooud02B 2 ne Vv r
umol L' Y(tablica 4.4)

Tablica 4.4. Inhibicija ljudskih AChE.c i BChE derivatima amodiakina. Disocijacijske konstante

kompleksa enziligand KN st andar dna devijaci | a).Seletivimgtunat e
spojeva prema jednoj od kolinestemaz i zr agena je kao indeks selektiyv
Ki (hAChErec) Ki (hBChE)
SOd (umol L™ (umol L™ ) =l
AMQ 0,046 + 0,001 (k) 9,1+0,7 0,0051
AMQ-1 0,17 £ 0,01 (m) 13+1 0,013
AMQ -2 0,075 + 0,003 (m) 7,3+0,8 0,010
AMQ-3 0,078 + 0,004 (m) 19+1 0,0041
AMQ -4 0,084 + 0,003 (m) 14+1 0,0060
AMQ-5 0,025 + 0,001 (k) 7,6+0,4 0,0033
AMQ -6 0,23 £ 0,01 (k) 5,9+0,8 0,039
AMQ -7 0,051 + 0,002 (m) 11+1 0,0046
AMQ -8 0,51 £ 0,03 (m) 5,4+0,5 0,094
AMQ -9 0,093 + 0,003 (m) 14+1 0,0066
AMQ-10 1,2+0,1(k 20+1 0,060
AMQ-11 7,6 £0,3 (k) 1,7+0,1 4.5
AMQ-12 0,19 £ 0,01 (m) 21+1 0,0090
AMQ-13 1,3+0,1 (k) 16+1 0,081
AMQ-14 0,11 £ 0,00 (m) 6,8+0,3 0,016
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Inhibicijski potencijal derivata amodiakina prema hAGRBvisio je o elektronegativnosti

vel il ini supstituenta na atomu C(7) ami noki
kinolinskom prstenu. Zamjenom klora nm pozi (
elektronod vl al el i m s up sat ONili N®@ (AMQ-29 AMQ i AMQE4, r€iBm)

inhibicijski potencijal se smanjuje do 2 puta, dok se zamjenom klora s manjim supstituentima
poput fluora ili vodika (AMQ1 i AMQ-6) inhibicijski potencijal smanjuje oko 4 puta.
Melutim, zamjena kIl or-chomiar £j U$@ npwopn@ 0,0 kgt o jed
kod spoja AMG5 rezultirala je gotovo dva puta sna
s AMQ. Nadalje, pomak atoma F s pozicije C(7) (AMPna C(6) (AMQ7) rezultirao je tri

puta snagnij om i Nohkathaise atg FonalazihnA golzidji C(8) u blizini
kinolinskog dugi ka -8),klabicigshki pojfereijalsé uwuspargdbik AMD A MQ

1 tri put a smanj uj e. Slilno j e primjeleno
aminokinolinskom prstenu GFPomak CFE grupe s pozicije C(7) aminokinolinskog prstena
(AMQ-2) na poziciju C(6) (AM®@9) gotovo da nije imao utjecaj na inhibicijski potencijal, no

pomak CkEgrupe na pozicije blige -1kiiCi2p (AM@Idk om du
rezultirao je 16 idmo ilndhk b1@0 j pkt en sl a2kom u
Supstitucijom etilne grupe na tercijarnom aminu s hidroksietinom grupom AMQ

inhibicijski potencijal se u odnosu na AMQ smanjio oko dva puta.

Grafil ki pr i kaz Kiapp0 koincemracgstupstratd ATICh wkazaju da svi
spojevi pokazuju mjegovitirs i kompetitivni
Metodommo | ekul skog uklapanja analizirane su ne

aminokiselina aktivhog mjesta AChE (PIXBd: 4EY4'®) i spojevaAMQ, AMQ-1, AMQ-2,
AMQ-5, AMQ-11, i AMQ-14 kako bi se, s obzirom na njihove strukturne razlike, objasnile
razlike u inhibicijskom potencijalu prema hAChEslika 4.3).
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A) B)

TYR341 ASP74

TYR124

Y GLY122
GLU202

C) |\ TRP285

TYR72

HIS447

GLu202
SER203

Slika 4.3.Modeli kompleksa ljudske AChE i derivata amodiakina. A) model kompleR&hE | AMQ

(plavo) i AMQ-1 (crveno); B) model kompleksa hAChE i AMQ (plavo) i AMB)Xcrveno); C) model

kompleksa hAChE i AM@2 (plavo) i AMQ-11 (crveno); i D) model kompleksa hAChE i AMQ (plavo)
iAMQ-14 (magenta). I|Isprekidane | inije predstavl | aj
boja odgovara boji kojom je prikazan pojedini spo;.

SpojeviAMQiAMQ-1 kod kojih je na poziciij.l C(7) KkIc
katalitilkog mjesta AChE (slika 4. 3. A) na
interakcije s Glu2021 blizinik at al i t i | ke trijade, aarenimase r azl
aminokiselinama perifernog mjesta. AMQ preko

broj hidrofobnih interakcija s Trp286, aminokiselinom odgovornom za stabilizaciju i
usmjeravanje liganada unutar aktivnog mjesta AERE] o k u  AMQul, sakvin
interakcija nema. Dv a g spobjean AM@mujusporpdbis AMCh i bi ci
moge se objasniti | injeni-5oaktivibanjesiorACHEididaaim v e z

do promjene konformacije a mtemzoakkirigeeidrefobneg Tr p 2 8
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okrugenja perifernog mjesta prema otapalu (
kompleksa migje AChE s der%gdjteom da atkak mlaeri
znal ajno povelanje ipmhietdibtiorsnae sapkotjievvnionsa i | iuj
uzrokuje opisano zakretanje Trp286. Modelom kompleksa AChE i spojeva2MMQ-11,
koj i se razl ixgrjwpeu npao langianouk iGFOl i nskom pr st
p ol o g agjupe n&VEzanje spoja uti@ko mjesto enzima (slika 4.3. C). Spoj AMR kod
kojeg se CEgrupan a | a z i na C(7) poziciiji, smjegta se
kinolinski prsten nal azi u k at aminokiselinkmram mj e
kat al it i($ek@3, Hisadi7)j dolkd@e st var uj e -hi drndfealarke i j e s
aminokiselinom iz kolinskog mjesta. S druge strane, AMQ kod kojeg se GHrupanalazi
na poziciji C(2), smjegta se na nal itwogda | e
mjesta te ostvaruje interakcije s aminokiselinama perifernog mjesta, dok je ostatak molekule
orijentiran prema katalitilkom mjestu, ali n
trijade. |l ako ova razliRaputampegbayanjohmbig
AMQ-11luodnosunaAMQ , nije u skladu s predvilLeni m mt
Downsovom prikazu, prema kojemu se AMQL ponaga kao Kkompetit:i
pretpostavlja ostvaricvamj e zZzmalnaknese! bmajma i
AMQ-14 (slika 4.3. D), kod kojega je jedna etilna grupe na tercijarnom aminu zamijenjena
hidroksietilnom grupom, u aktivno mjesto smj
vel eg br oj a ikis¢limmmaperfernpgamjesta (ayri2, Myw124, Tyr337, Tyr34l
i Trp286), za razliku od AMCkoji se sa dietinomgrupomna t er ci jarnom dugi
samodnk at al i ti |l kog mjesta 1 ostkvaatradirijadeiilnkt er ak c
Svi derivati anodiakina inhibirali su hBChE s konstantakhai rasponu od 1,7 do 21 pmol
L'1? Najsnagni ji i nhi bi t-Ilrs Ch Br@pbrk nabC(2) pojicgi s p o j
kinolinskog prstena, koji je pet puta snagni
hBChEDbili su spojevi AMQ10 (sCEgr upom na pol oglajAMQBko8) ) t e
kojih se na pologajima C(6) odnosno C(7) nal
kao i kod hAChky, inhibicijski potencijal spojaorema hBChE v i s i 0o Ppgaupedaj u C
aminokinolinskomprstenu al i na drugaliji nd4diAMQ-11CRak o se
grupa nalazi u neposrednoj -14,lkodkajeg se Galaziol i ns k
na poziciji C(2) je got ov-d0, KoRkojgn jetCggrupar@g N i j i
pologaju C(8). TankhMQ%®sCkgspppewhnaApQ@l ogaji ma

Marija Bartol il Doktorska disertacija



8 4.Rezultati 80

C(6) aminokinolinskog prstena, bili su 4 do 8 puta slabiji inhibitori hBChE u usporedbi s AMQ

11. Zamjena klora na poziciji C(7) aminokinolinskprstena elektrol oni r aj ul om me't

grupomkodAM@5 ni je znalajno utjecala na inhibici]
s AMQ.
lako ne u istoj mjeri kao kod hAChg [ u slulaju BChE pol o¢

kinolinskom prstenu utjecao e nasgneanj e spoja u aktivno mjes
objasnile razlike u njihovom inhibi ggrupeskom p
analizirano | e s+, kog kopgse €&grapa aajlaz magpozikijMays), i

AMQ-11, kod kojegse CE grupa nalazi na poziciji C(2), u aktivho mjesto hBChE (P{2#:

1POI®) (slika 4.4).

~N A
Y TRP231

I Hisass i

I il
< SER198
I

GLU197

Slika 4.4. Model kompleksa ljudsk®ChE i derivata amodiakina AME0 (magenta) i AMGL1

(pl avo). |l sprekidane | inij e Ipinteraksija, avnjihpva jbaja r az | i
odgovara boji kojom je prikazan pojedini spo;.

Rezultati molekulskog uklapanja pokazali su da AMIQ@i AMQ-11 zauzi maju r a
orijentacije unutar aktivnog mjesta hBChE. Tako je AMIQ sCEgr upom na pol oga
aminokinolinskog prstena, orijentiran okomito na os koja spaja ulaz urekiinjesto i dno
aktivnog mjesta, zbog-| ega esrea kocsitjvea riuzjnue Lhui darn
i Trp237 i aromatskih sustava samog spoja (hidroksifenilamino grupe i lidkotinprstena) te
elektrostatske interakcije s Glul@nlizinik at al i t i | ke trijade,s dok s
grupa orijentirani prema sr edil@ kod kopdkje CFv no g n

grupa na pologaju C{( 8)e duu gakotsiiv nkoo jnaj essptaoj as m
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mj est a, pri |l emu je kinolinski prstefd orij el
omogul ava nastanak znatno manjeg broja inter
objagnj ava g o timibiajskip&engpjal dpaa ABMELA b adnposu na AME 1.

Generalno, svi derivati amodiakina, uz iznimku AMQ, pokazali su se 11 do 304 puta
snagnijim inheubiaddmaosma rhaA ChEChH E, proi | emu se
spojAMQ5 , a jtspgjeva (AMQQ AMQ3, AMQ-4, AMQ-7, AMQ-9i1AMQ-12) vi ge
od 100 puta snagwmiAM@LlI nhmdji smddnihjAIChIEnhi bito
jedini Spoj Koj i je pokazao selektivnost pr
odnosu na hAChk.

4.1.3. Inhibicija kolinesteraza benzokinonima

Iz skupine benzokinona (slika 3.5.) ispitano je ukupbBalerivata Zert-butil-1,4-benzokinona

koji se melLusobno razlikuju u supstitenti ma
odnosnopara i metapol o0 g a$ @bmram natert-butilnu grupu Dobivene konstant&;
prikazane su u tablici 4.5.

Tablica 4.5. Inhibicija ljudskih AChEeci BChE benzokinonima. Disocijacijske konstante kompleksa
enzimNigand K& N st andardna devij achnpdipp beletiendsuspaerae s u |

prema jednoj od kolinesteraza izragena je kao in
Ki (hAChErec) Ki (hBChE)
(umol L™ (umol L™ )
tBQ 5216 (n) 55+5 0,95
tBQ-1 807 (m) 331 2.4
tBQ-2 57 4 (m) 8,8+0,8 6,5
tBQ-3 56 £ 8 (M) 30+6 1,9
tBQ-4 29 £ 5 (K) 52+0,7 5,6
tBQ-5 136 £ 13 (n) 18+4 7,6
tBQ-6 37 4 (k) 23+2 1,6
tBQ-7 85+5(m) 29+3 2,9
tBQ-8 24 +£1 (n) 25+3 0,96
tBQ-9 303 (m) 37%5 0,81
tBQ-10 { { {
tBQ-11 n. o. 228 + 56 n. o.
tBQ-12 n. o. n. o. t
tBQ-13 21+£1(m) 36+2 0,58
tBQ-14 59 £ 5 (K) 34+2 1,7
n.o. nije odreleno
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Od 15 testiranih spojeva, njih 13 inhibira barem jednu od kolinesteraza, uz korstante
rasponu od 5,2 do 228 pmol £ESpojtBQ-1 0 ni je testiran iz razl og:
u fosfatni pufer k oj i ciskensmjes® znmgervenjal aktivnmstip o n e |
kolinesteraza. SpojBQ-12 nije pokazao inhibitornu aktivnost pri koncentracijama do
maksimalno 400 pumol'L!

Najsnagniji rdbioleisgoiBQ-a3 K22 @rhoELl ) s prolinom ngara-
pol ogaju.na&amt kwmsjteadht a i nhi BBQBiKj=24pmdIt § L ena j
kod kojeg se unetap o | o nplazj afeniletantiol kao supstituentBQ-4 (Ki = 29 umol L' 3
kod kojeg se supstituent (tiociklopentan) nalapama-p o | o ¢ 8B8Q-9 (Ki=80qumd L' ) s
2-naftotiolom umetap ol o gaj u. Navedeni Spojevi u prosj
hAChEec u usporedbi $BQ koji na benzokinonskom prstenu ima sated-butilnu grupu.
Najslabiji inhibicijski potencijal pokazao je sptBQ-5 (Ki = 136 unol L'  kod kojeg se u
metapol ogaj u nal aszuipsttiidhuemzen lkako je analizir
broja spojeva, P kcprafgrira beezamje spgjeza sdi@nimhsép€tituéntom u
parapol ogaj u s tertibtinue grupy ednosno da pokazuj e
regioselektivnost. Tako jesptBQ-2 1, 4 puta snagniji itBOQHL] bi t or
dokjetBQ-4 gotovo 2 puta jali iBBi bUtsestubdjsesvepgo
supstituent je s benzokinonskimprstenopovezan preko N atoma nij
zakl julak o r egirescbsuedludkit idvan osut i u hAE€MIE] i s amo
regioizomeritBQ-11 itBQ-12 ne inhibiraju hAChkcpri koncentracijama do maksimalno 400
umol L' {Nadal j e je dalhAChiedpreferira spojeve s voluminoznijim supstituentom
budul i dB®-8s HemijetantialomitBQ-9s 2naftotiolom kao supstituentimameta
pologaju ink4pbbrdoub5hACBESkoO & nkagjneg esedna i st
ndazi tiobenzen.

Prema analizi ovisnoskiapp0 koncentraciji supstrata velin
nekompetitivni tip inhibicije hAChk. Iznimke su bili spojeviBQ-4, tBQ-6 i tBQ-14, kod
kojih je Kiapp linearno ovisila o koncentraciji supata (slika 3.15.), odnosno spojevi su
djelovali kao kao kompetitivni inhibitori hAChEk.

Kako bi se potvrdio pretpostavljeni model vezanja inhibitora u aktivno mjesto h&ChE
metodom molekulskog uklapanja analizirane su nekovalentne interakcijeeostvar i z me L u

spojevatBQ-4, tBQ-8 i tBQ-9, za koje je iz Huntebownsovi h prikaza pr e
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ponagaju kao kompetitivni, nekompetitivni
aminokiselina aktivnog mjesta AChE (PIxBd: 4EY4'%9) (slika 4.5).

A) B) C)

TRP286 TRP286
TRP286

1
TYR72 | &
TYR341

TYR124

TYR124

RO TYR341
PHE297 4

TYR124
PHE338

TRP86
TRP86

TRP236 TRP236
SER203 HIS447 TRP236 SER203 SER203

Slika 4.5. Modeli kompleksa ljudske AChE i benzokinona. A) model kompleksa hAGBB4; B)

model kompleksa hAChE iBQ-8 i C) model kompleksa hAChE tBQ-9. Isprekidane linije
predstavljaju razlilite wvrisitad Kiidnkioevraal kecnitjnéi;h nianrtae
elektrostatske interakcije; zelehavodikova veza; plava vodikova veza s vodom). Crvenim sferama
prikazane su molekule oluvane vode koje ostvar uj

SpojtBQ-4 (slika 4.5. A) smjestio seadno aktvnog mest a AChE, odnosno
mjesto gdje ost-abkuleinoei &Ebovejda s aminokis
(Ser203 i His447), kolinskog mjesta (Trp86, Tyr337) te elektrostatsku interakciju s Phe297 iz
acilnog dgepa. MWal-interdkcijaostvawije ik arkirmkislinamaperifernog

mjesta (Tyrl24, Tyr341), ali one, s obzirom na njihov broj i slabiji intenzitet, nemaju utjecaja

na uol eni k o mp ¢BQ8t i(vsnii ktai p4 .\vbez aBnj,a.kao nekomg
usam izl az iz aktivnog mj es-i at dreakadtjwariug lel
aminokiselinama perifernog mjesta (Tyr72, Tyr341 i Trp8®-9 (sl i ka 4 .-5. C)
interakcije i vodikove veze s aminokiselinama perifernog mjesta (Tyrl124, Tyf3@286) i s
Tyr337 iz kolinskog mjest a, zbog |l ega djel uj
sumpora ostvaruje elektrostatske interakcije
potvrLuje da je prisut nacijg spojeavas ungar aktivieoghajestaa § n a
AChE.
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hBChE su najj altRQ-4i(=52umal A stiocikdopentjlomte tBQ-2 (K
= 8,8 umol I 3 s 2hidroksietiltiolom kacsupstituentomparap ol o gaj u. Oba sSpo|j
odnosno 10,6 putsna gni j i inhibittB@Q. Dakolksmupstoltenao aj
kao i hAChkeq, pokazuje odrelenu regioselektivnost
supstituent parap o | o0 g aj u gert-bubllruignupu,mpa taka spojetBQ-4 i tBQ-2 u
prosjeku 5 puta slabije inhibiraju hBChE od njihovih regioizomB@-3 i tBQ-1 kod kojih je
supstituentumetap ol ogaj u. Naj sl abijim i nBQlhKEd2Bom hB(
umol L' ) s metilaminom kao supstituentonpara-p o | 0 § a j goy regiozdmetBQ-E2
nije inhibirao hBChE u koncentracijama do maksimalno 400 prhdl L
Velina spojeva pokazala se @&l ipriinhérmitipe
tBQ5 bio najselektivniji inhibirajubli hBChE 7
Kako bi se objasnile razlike u inhibicijskom potencijalu prema hBChE, metodom
mol ekul skog ukl apanja predvilene su interakc
(PDB kod: 1POI®) i spojevatBQ-2, tBQ-4 i tBQ-9 (slika 4.6).

A) B)

LN11
b 9 SER287

\
\

° ‘ﬁ/“hi
ﬁ LEU286 TRP82

< GLY117 y \ TRP231
TRPB2 ; \-@ . .
: o TRP231 PHE398

SER198 SER198

HIS438

C)

TRP231

TRP82

SER198

Slika 4.6. Moddi kompleksa ljudske BChE i benzokinon®) model kompleksa hBChEtBQ-2; B)

model kompleksa hBChEBQ-4 i C) model kompleksa hBChEBQ-9. Isprekidane linije predstavljaju
razlilite vrste nekoiadlekhitlniinht eyrod kasurapbenieflaije;( ma g e n
zelenai vodikova veza; plavd vodikova veza s vodom). Crvenim sferama prikazan® $uu v a n e
molekule vode koje ostvaruju interakcije s ligandima.
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Rezultati molekulskog modeliranja pokazali su da se sptie¥?2 (slika 4.6 A)i tBQ-4 (slika

4. 6 B), najsnagni ji I nhibitori hBChE u seri|j
ostvaruju nekovalentne interakcije s aminoki
vodikovu vezu sa Ser198, doBQ-2 o st v-alki djnas ii nt erakciju s His
atom sumpora takolLer ostvaruje intBQakcije

ostvaruje vodikovu vezu s GIn119{B0Q-4 -sumpor interakciju s Phe398). Za razliku od njih,

tBQ-9 koji u prosjeku 5,7 puta slabijinhibira hBChE odBQ-2 i tBQ-4, ne ostvaruje
interakcije s aminokiselinama katalitil ke t
spoja unutar aktivnog mjesta, gto moge objas

4.1.4. Inhibicija kolinegeraza hidrazonima

Skupinu hidrazona | i ni |pridoksalaipigdadrkarbaldehiddez o ns k i
osamN-acilhidrazonsk derivata piridoksaléslika 3.6.) Unutar pojedirh serija,spojevisuse

razlikovali u supstituentima nahidrazonskaj odnosno N-acilhidrazonskohgrupi (fenil
supstituirarsT H, 3 NO F, TICl C&lili p@itHn). Vrijednosti dobivenih konstanti

Ki prikazane su u tablici 4.6.

Tablica 4.6. Inhibicija ljudskih AChEe. i BChE hidrazonima iN-acilhidrazonima. Disoacijske

konstante kompleksa enMigand K N st andar dna devijacija)2.izralu
Sel ektivnost spojeva prema jednoj od kolinestera
Ki (hAChE rec) Ki (hBChE)
(umol L™ (umol L™ )
HID1 77 £9 (m) 10+2 7,7
HID2 16 1 (n) n.o. {
HID3 59 £ 6 (M) 87 +£13 0,68
HID4 38+£5(m) 25+5 15
HID5 301 + 34 (m) 327 9,4
HID6 n.o. n.o. {
HID7 211 + 23 (n) 254 + 59 0,83
HID8 155 + 12 (n) 51+11 3,0
AcHID1 199 + 17 (k) 135+7 15
AcHID2 131 + 13 (m) 121 +4 1,1
AcHID3 126 £ 1 (k) 58 +2 2,2
AcHID4 89 +£5(m) 68+ 3 1,3
AcHID5 102 + 3 (k) 38+6 2,7
AcHID6 192 + 12 (k) 90+9 2,1
AcHID7 120 + 8 (k) 98+7 1,2
AcHID8 144 + 6 (k) 63+ 3 2,3
n.o. nije odreleno

Marija Bartol il Doktorska disertacija



8 4.Rezultati 86

Od 16 spojeva, njih 14 inhibiralo je obje kolinesteraze. Iznimke su bili spojevi HID6,
hidrazonski derivat piridid-karbaldehida s 2;dinitrofenilom kao supstituentgnkoji nije
testiran zbog sl abe t opKupfosfatnspufer, tea HIDR kog mjegg t al o

inhibirao hBChE pri koncentracijamado 100 ymbllL a pri vel im koncentr
po dodatku u fosfatni pufer. Budul i da oba
piridin-karbaldehida, imaju2;di ni t r of eni |l nu grupu kao supsti:

se da je upravo navedeni supstituent odgovoran za slabu topljivost HID2 i HID6 u vodenom
mediju.

Najsnagniji m irucielnjiskupn ppkazah s& GpojHIDEi(= 16 pmol
L' J koji je svoj inhibicijski potencijal ostvario u niskim mikromolarnim koncentracijama kod
kojih nije dol azi | &Gendralnogpojaviliziseriphidrazenskh delivagg e nj e m
piridoksala(Ki= 167 77pumoll' } pokazal i su 8nahA€haddspojpva m i nh
iz serije hidrzonskih derivata piridid-karbaldehida i = 1557 301 pmol L' ), dok suK;
vrijednosti zaseriju N-acilhidrazom bile u raspon891 199 pmol L' ! Ovi rezultati u skladu
su sa rezultati ma mestéraza drugimaidrpzanskimnderivdtimac Uj e  k
istragivanju de Freitas Silva i suradni ka ne
(eeAChE) pokazao se hibridtacilhidrazona i triazolélCso = 26,3 pmol L 3 koji nije utjecao
na aktivnost konjske BGE (eqBChEX*® S| i | no, u istragivanju P
najsnagniijim i nhibitorom eeAChE pok-azao
dinitrobenzaldehida s ¥g= 11,25umol L' *koiji je pri 100 pmol L ‘koncentracijiinhibirao
manje od 10 % aktivnostgBChE?2%? Za hidrazonske derivate aminogvanidinad@rijednosti
za eeAChE bile su u rasponu od 17,9#,93umol 'Y a za egBCh'E™Kodl, 69 C
svih derivata hidrazonaN-aci | hi drazona istragenih u ovom
hAChEecpovel ava se uvolenjem supstituenta na fe
najslabiji inhibitori hAChkEec bili spojevi s nesupstituiranim benzenskim prstenom: derivat
piridoksala HID1, derivat piridid-karbaldehida HID5 teAcHID1. Gtd|l sevitste
supstituenta na benzenskom prstenu, kod sve
prema hAChkcpokazali su spojevi s klorom kao supstituentom na fenilnoj grupi, u odnosu na
one kod kojih se na istom mjestu nalazio fluor (HN3HID3; HID8 vs HID7; AcHID4 vs
AcHID3). U serijiN-aci | hi dr az o na hAChEa:jbip g&luprava deftivaskpi t or
klorfenilnom grupom, AcHID4. Kod ove serije spojeva, zamjena fenilne grugariglinom

(AcHID7) ili 4-piridinom (AcHID8) rezultirala je vio malom promjenom inhibitorne
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sposobnosti u usporedbirgHID1s nesupstituiranim fenilnim p
OH grupe na fenilnu grupuN-acilhidrazona AcHID6) nije imalo utjecaja na inhibiciju u
odnosu na nesupstituirani AcHID1v@e ispitivan N-acilhidrazonip o k az a |l i Su se z
slabijim inhibitorima hAChk. u usporedbi s N-acilhidrazonskim derivatima -3

kl or benzohi &vrigdnosd su u hiskpnemikro@olarnom ili submikromolarnom

podrd® ju.

Na temel ju gruatédrDd Wwmnm rope i keadamadgbe zakl jul en
deri vat. pokazuju mjegoviti Na&c¢i Infeikdbormgpzednnit i
mj er i ponagaju kao k oenfzrentka gu ibilr spojevAciHID2i (bpr t o 1 | |
nitrofenilom ka supstituentom nal-acilhidrazonskoj grupi) AcHID4 (s p-klorfenilom kao
supstituentomndl-aci | hi drazonskoj grupi) kod kojih je

Kako bi se dobio uvid u mogulii ramétadgn razl i
mol ekul skog wuklapanja analizirane su intera

aktivnog mjesta AChE (PDBEod: 4EY4'®) i spojeva HID1i HID2, kao najslabijeg i
najsnagnijeg rtinhisbeirtiojrea dheAdhvEa t HID2pbio vjeddod k s al a

najjal i inibitor cijele skupine hidrazona (s

TRP8S ||

TYR133 GLU202 ==

Slika 4.7.Model kompleksa ljudske AChE i spojeva HID1 (plavo) i HID2 (crveno). Isprekidane linije
predstavljaju razlilite vrste nebophkojanhjeprikamanh i nt e
pojedini spo;.

Analiza modela kompleksa ACRHID1 i AChENHID2 pokazala je da se spojevi HID1, kod

kojega se na hidrazonskoj grupi nalazi nesupstituirani fenil, i HID2, kod kojeg se na istom

mjestu nalazi24l i ni t r of esnmjle gtraavzajid itmut ar aktivnog
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ostvaruje vodikovu vezuasSer203 His447, aminokiseliamak at al i t i |hklrefobher i j ad e
interakcije saminokiselinama kolinskog mjesta Trp8&iy r 3 3 7 . Spoj HI D2, I 8
dublje u aktivho ngsto u usporedbi s HID1, ostvaruje samo vodikovu vezu s His447 iz
katalitilke trijade, al i zato ostvaruje el e
ostvaruje gotovo dvostruko vel. br o] nevezni
uuspoedbi s HI D1, wukljulujuli veli broj hidrof
(Tr p86, Tyr 337) [ perifernog mjesta (Tyrl1l24
inhibitorni wulinak u usporedbi s HID1.

Kada je rijel o hiB®mpokazao aesgopHDKiilQumoil ). nhi b
I kod hBChE, generalno najsnagnij.i iKnhi bit
vrijednostima u rasponu 187 umol L' * Nakon njih slijedeN-acilhidrazoni « vrijednostima
u rasponu 38 135 pumol L' 4 hidrazonski derivati piridird-k ar b a | d e WKivdjenostil i j e s
urasponu 32 254 umol!' ! Unut ar serija hidrazona, naj sn
nesupstituiranim fenilom, HID1 i HID5, dok su najslabiji inhibitori bili hidrazoni ®ftum na
fenilu, HID3 (Ki=87 umol ' } iHID7 (Ki=254pmolll) , gt o s ugeordivrlaa|dea ae |
grupana tom pologaju negativno utjele Na inhi
acilhidrazona, najslabiji inhibitor hBChE bio je sp8pgHID1 (Ki = 135 pmol L' ) s
nesupstituirnim fenilom, dok | A&cHD& kodkoleg i nhi
se na benzenskom prstenparapo|l o gaj u n-dbaki apukatne3Bi |l na g
pumolL') . Uv ol enj eodjva kael eel | emimnskipsien, ppput N Dee mijenja
i nhibicijski potencijal u odnosu na nesupst.i

spojaAcHID2. S druge strane, uveodwelngleeinieljt@r spabpc

AcHID3) ili Cl (spojAcHID4)rez ul t ira otprilike dva puta snag
U usporedbi S nesupstituiranim benzenom. | z
donirajula grupa na fenilnom supstituentu d
prema hBChE u uspedbiselektrom d vl al el i m supstituentima il.

Zamjena benzenkog prstengiBidinom ili 4-piridinom pridonosi inhibicijskom potencijalu

Sspoj a; u AdHIDB aamjena bemzenaaspdi r i di nom uzrokuje dv;
inhibiciju hBChE u usporedbi sa spojexoHID1.

Generalno, hidrazoniN-acilhidrazoni preferirano inhibiraju hBChE u odnosu na hAGhE

Kao najselektivnijima st a k | i SU se spojevi HI D1 i HI D5 k

hBChE gt o s e kommeientaqpamiafinitesuzenzin hBChE i ma vel i
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hidrazone kod kojih je fenilni prsten nesupstituiran, dok hAghpravo prema tim spojevia
ima najslabiji afinitet.

Kako bi se utvrdilo kako strukturne razlike doprinose inhibicijskom pot&ncgpojeva,
met odom mol ekul skog ukl apanja predvilene su
kod: 1POf®%) i hidrazonskih derivata piridoksala F
najslabiji inhibitor u navedenoj seriji hidrazona (sliké 4\) te N-acilhidrazonaAcHID1,
AcHID2, kao najslabijin inhibitora iAcHID5, k ao naj snagnij &g i nhi
acilhidrazona (slika 4.8 B).

A) B)

ASP70

LEU286 i
PHE329

SER287

T
SER198 RP231

TRP82 \ ;
2 \ & -

ILE442

J TYR128

Slika 4.8.Modeli kompleksdjudskeBChE i hidrazonad-acilhidrazona. A) model kompleksa hBChE

i spojeva HD1 (plavo) i HID3 (crveno); B) model kompleksa hBChE i spojeva AcHIBxddng,

AcHID2 (zeleng i AcHIDS (plavo . |l sprekidane |linije predstavl]
interakcija, a njihova boja odgovara boji kojom je prikazan pojedini spoj.

lako spojevi HID1, kod kojeg je fenilna grupa nesupstituirana, i HID3, kod kojeg se na fenilnoj
grupiuparapo | omalj aiz i F, zauzimaju slilan pologaj
HI D1 ostvaruje vodikove veze s 8&intis#38 kei sel i n
hidrofobne interakcije s Trp82 kolinskog mjesta. Za razliku od HID1, kod HID3 izostaje
interakcija sa Ser198Trp82t e opl enito ostvaruje gotovo d\
interakcija s aminokiselinama aktivnog mjesta u usporedbDdlHjt o0 mo ge obj asni t
8,7 puta slabiji i nhibicijski pot encN-j al u
acilhidrazonaAcHID1 i AcHID5u aktivno mjesto BChE smjegtav
interakcije s aminokiselinama perifernog mjestaf0, Tyr332)aci | nog dgaoka ( Tr |
se AcHIDS kod kojeg se na benzenskom prstenpatap ol o gaj u nal azi me t

smjegdgtzanwedlu veznog imgceshagzdg&pa, npr i | e mu
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hi drofobne interakcije s Trp82, Trp231 i Val
stvaranje vodikove interaWNKeijebsajSesl98reni
s aminokiselinama katalt i |aktiengg mjesta kao i I nterakcija s Kk
vierojatan je razlog tri puta snagnijeg inh

usporedbi s AcHID1 i AcHID2.

4.1.5. Inhibicija kolinesteraza-alkiloksimima

Ispitivane su tri serije kindklinskih O-alkiloksima; prvu serijd i n i derivati &od kojih je
na oksimski kisik vezan metiO-metiloksimi, slika 3.7.), druga u | derwati kod kojih je
na oksimski kisik vezanert-butil (O-terttbut i | ok si mi , slika iB 8.),
oksimskom kisiku nalala benzilna grupa@-benziloksimi, slika 3.9.). Unutasvake serije,
derivati se razlikuju po supstituentu na kin
supstituiranoj benzilnoj grupi (supstituertid, NF, T Cl, 7 Br, T NO,, T CFs, T OCF;, tert-butil).

U tablici 4.7 prikazane su vrijednosti dobivenih konstagtiza inhibiciju ljudskih
kolinesterazaD-metiloksimima. Spojevi MetOX (spoj bez supstituenta na kinuklidinskom
dugi k u) -4 {spoMedtkdey se na belmoj grupiuparapol o gaj u nal azi Br
najveloj testiranoj') khbiai ekiivnastanchAGChi:ni(hBah®. O mo |
Ostali spojevi iz ove serije inhibirali su obje kolinesteraze uz ragpenjednosti 147 154

pumol L' 2

Tablica 4.7.Inhibicija ljudskih AChEs.i BChE O-metiloksimima. Disocijacijske konstante kompleksa
enzimNigand K N st andardna devijacij a)2. Selektiendsuspaevae s u |

prema jednoj od kolinestertal¥a izragena je kao in
Ki (hAChE rec) Ki (hBChE)
(umol L") (umol L")
MetOX-1 n.o. n.o. T
MetOX-2 154+ 6 K) 47 +9 3,3
MetOX -3 117 £ 7 (k) 34+7 3.4
MetOX -4 n.o. n.o. T
MetOX-5 73+£3 (M) 33+3 2,2
MetOX -6 130 £ 7 (m) 53+10 2,5
MetOX-7 61 £+ 3 (K) 354+5 1,7
MetOX -8 47 + 2 (K) 27+t4 1,7
MetOX-9 14 £ 1 (k) 18+1 0,78
n.o. nije odreleno
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Naj snagni j i m idihserieO-metiloksimapdkarddseespoj MetOS (Ki= 14

umol L3 [0 j e ki nukl!l innitroberzilom. dny @mnokno geugutat 1 t u i
slabijim inhibitorima pokazali ssespojevi MetOX8 i MetOX-9 s bromom, odnosno klorom
umetapol ogaju na benzilnoj g feduupseriji biliNsa ppejéva b i | |
MetOX-2 (Ki= 154 pmol L' ) i MetOX-6 (Ki= 130 umol L' ) satomomF u para- odnosno

metapol ogaju na benzilnoj grupi . General no, I
na benzilnoj grupimetap ol o gaj b tpiud aj ¢ed i u odnosu na spi
bio uparapol ogaj u. K o dtituentoro yneeta@ o Isag asjuup,s i nhi bi ci j

slijedio je trend: N@ > Br > Cl| > F, odnosno smanjenjem elektronegativnosti supstituenta,
inhibicijski potencijalje rastao Pr ema gr afi | k-Doowps o kialzi mad iHa
sve spojeve se pretgoma vl j a kompetitivnihAGhEs, mjteg swigteir it
SVi I spitivani Sspojevi ostvaruju interakci]
dodatne s aminokiselinama perifernog mjesta.

Kada je rijel o hBrMDiole Met@®jnB@umd FIsm nhi bit
nitrobenzilom na kinukIlidinsk®&#=2rugollkjts, nako
mbr ombenzilom na istom pods0@gnaajjuj.aldl iilnnhoi bkia oo
pokazali su spojevi kod kojih semetap ol o gaj u na benzsodnasagBr,gr upi
dok su najslabiji inhibitori bili spojevi kod kojih se na benzilnoj grupi nalazp&na- ili meta
pologaju. Ostal i Sspojevi pokazuju relativno
prefe. enci je prema odrelenom supstituentu il./ n

Generalno, spojevi iz ove serije suN23 puta selektivniji prema hBChE u odnosu na
hAChE.g iznimka je spoj MetO>9 , najjal. i nhi bitor obje kol
i zr agenu tre@mdma jednoj adrkaliresteraza.

Vrijednosti dobivenih konstan; za inhibiciju ljudskih kolinesteraz®-tert-butiloksimima

prikazane su u tablici 4.8.
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Tablica 4.8. Inhibicija ljudskih AChEe. i BChE O-tert-butiloksimima. Disocijacijske konstém
kompleksa enziigand i N

Sspoj eva

pr ema

standa
jednoj

rdna

od kolinest e

raza

devijacija?.Selektivimdtunat e
izragena

]

Ki (NAChE rco) Ki (hBChE)
(umol L § (umol L' 3

tBuOX-1 n.o. 59 +19 ¢

tBuOX-2 n.o. 149 £ 22 {

tBUOX-3 683 + 117 (m) 48 + 6 14

tBUOX-4 257 + 26 (m) 79+ 14 3,3

tBUOX-5 233 + 26 (M) 20+ 2 12

tBUOX-6 123 + 19 (m) 7,4+0,9 17

tBUOX-7 237 + 31 (m) 66 + 10 3,6

tBUOX-8 241 + 12 (m) 7,9+0,6 31

tBUOX-9 351 + 24 (m) 30+ 19 12

tBUOX-10 246 + 21 (m) 49+ 7 5,0

tBUOX-11 173 + 13 (m) 14 +1 12

tBUOX-12 83 + 6 (M) 46 + 2 1,8

tBuOX-13 262 + 28 (M) 21+2 12

tBUOX-14 >800 (n) 59 + 13 /

tBUOX-15 414 + 41 (m) 43+ 7 9,6

tBUOX-16 135 + 12 (m) 2,3+0,2 59

tBUOX-17 28 +2 (m) 10+ 1 2,8
n. o. nije odrelLeno
Kada je rijel reospojewitBuDX1 ,ciljiij ihAlCihrEuk |l i di ns ki d
i tBuOX-2 , kod kojeg je na ki ngrupdnisdinhibisalkaktivibst g i k v
enzima ni kod koncentrgei600 umol I' ? SpojtBuOX-14,k o d kojeg je Kkinukl
supstituirans 3,5difluorbenzilnomgrupom je pri istom rasponu koncentracija pokazao vrlo
slab inhibicijski potencijal te je konstanka procijenjena kac 800 umol L ! Ostali spojevi
inhibirali su hAChEecuz rasporK; vrijednosti 287 683 umol L' Naj snagni j i in
potencijal pokazao je sptBuOX-17 Ki=28pumoll'!') | i ji kinukl idinski d
s 3,5di-tert-butilbenzilnomgrupom nakon kojega slijedi tri puta slbtBuOX-12 na | i j i
ki nukIl i d iervezdninnithegzil. Majslabiji inhibitor iz serije bio je sptBuOX-3
kod kojeg je na Kkinuklidinski dugi k vezana 1
spojeva iz serije i vrijednosti njihoviKi kons t ant i sugerirala je da p
benzilnoj grupi fnetailipara) nema znal ajnog utecaja na inhi
spojevi koji imaju nitrogrupukao supstituent: spoBuOX-12, kod kojeg se nitro grupa nalazi
umetapol oga@juri put a s natBuDK-y Kod kojegrseé sopstituent nalazii s p o

uparapol ogaj u.

UvolLenje

dodatnog
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i nhibicija ovisi o vel il igmgi dNrau gmeg suuyepssltuil tay
benzenski prsten disupstituiran hadBuGXgldni m el
(3,5-difluorobenzil) itBuOX-15 (2klor-6-fluorbenzil), inhibcijskipotencijal se smanjuje u

odnosu na spojewBuOX-4, tBuOX-9 i tBuOX-1 0 , | i j e b enmornosupstitairangr u p e
satomimaF i | i cl, dok s e |utersbuting grype (spoifBu®X-E'’nhj a do
i nhibicijski potencijal pojalava gotBubX¥-o0o pet
16. Prema HunteDownsovom prikazu ovisnostiapp0 korcentraciji supstrata, za s@etert-
butiloksime iz serije predvViehednosnpvezanmjue go v i t
katalitil] ko i per i fer notBud¥-ledstload Jledjiemqpa ijzeni
nekompetitivni tip inhibicije

U s | ul BbE KivrijadBoSti za své-tert-butiloksime iz serije bile su u rasponu 2,3
149 umoll'!  Najsnagnij i tBudOX16Ki=2,3 umolk’ ) kod kojeg se a0 j
benzilnoj grupi nalaztert-butilna grupa yarap ol ogaj u, nakonashbdiga sl i
tBuOX-6 itBuOX-8 kojinaparap ol o gaj u benzi dtomiBgodmsne mdtileun a i me
grupu. Najslabiji inhibitor hLBChE bio je sptBuOX-2 kod kojeg se na ki nuk
nalazi metiingrupa Uo | en o | ¢éBu@Xsbh, tBuOX-6iBuoX-8,kdjima se para
pologaju na benzilnoj omuagninpnal amnehi Gli r aBi h
analozima kod kojih su navedeni supstituentietap o | o BagXxti0,tBuOX-11 odnosno
tBuOX-13). Suprotno tome, kada je benzilna grugugstituirana s N@i | i F, snagn
inhibitorima pokazali su se spojevi kod kojih su navedeni supstituemtiap o | o tBaQXu (

12 odnosnotBuOX-9) u usporedbi sa spojevima gdje su isti supsituerparep ol o gaj u
(tBuOX-7 odnosndBuOX-4 ) . U v o étreeteri-batiindgoudena benzilni prstentBuOX-

17) i1ili wuvolLenje dodat nBu@X-14, adnasgaBudX-1b) j@aako ma ( F
l et i ri puta smanjilo inhibicijski potencija
(tBuOX-16,tBuOX-5 i tBuOX-9).

Kada je rijel o Oedrtbdkiloksimipreferitano inkilprajy hBGhEUY s Vv i
odnosunahAChk, pri | emu s etBuDXi6\kojige9 i ptti aess@oni | e
hBChEod hAChEec
Svi spojevi iz serijeO-benziloksima inhibirali su obje kolinesteraze uz rasp#h vrijednosti
0,079i 360 umol L' Y(tablica 4.9).
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enzinNigand i N
pr ema

j ednoj

standar dna

Tablica 4.9.Inhibicija ljudskih AChE.c.i BChEO-benziloksimima. Disocijacijske konstante kompleksa
devi j ajce ¢ maA Gasktiapsispagerae

od kolinesteraza izragena

|
n

Ki (hAChE ec) Ki (hBChE)
(umol L § (umol L' 3
BnzOX-1 360 + 25 (m) 18+1 20
BnzOX-2 124 + 8 (k) 4,1+0,3 30
BnzOX-3 41 + 2 (k) 0,66 +0,02 62
BnzOX-4 22 +2 (m) 1,2+0,1 18
BnzOX-5 53 + 2 (m) 0,72 £ 0,04 74
BnzOX-6 39+1(m) 0,30 + 0,01 130
BnzOX-7 30+2(m) 0,64 + 0,02 47
BnzOX-8 21 +1(m) 0,84 + 0,05 25
BnzOX-9 27 £ 2 (m) 0,47 + 0,03 57
BnzOX-10 26 +1 (m) 0,35 +0,01 74
BnzOX-11 41 £ 2 (m) 0,39 +0,01 105
BnzOX-12 6,1 +0,3 (m) 0,48 + 0,02 13
BnzOX-13 28+ 2 () 0,82 + 0,02 34
BnzOX-14 17 £ 1 (m) 0,13 + 0,00 131
BnzOX-15 106 £ 17 (m) 0,32 £0,01 331
BnzOX-16 42 + 3 (m) 0,13 + 0,00 323
BnzOX-17 72 5 (m) 0,74 £ 0,03 97
BnzOX-18 28 =1 (k) 0,079 £ 0,004 354
BnzOX-19 16 +£1(m) 0,19 + 0,02 84

Najsnagniji m iddokaitao ge spojBmGK2 KC B, Epumol L I kod kojeg

se na Kkinukl i di msitiolenzil, dakop kdiega slijedd ok tii putalsjia

BnzOX-19 kod kojeg je kinuklidinska benzilna grupa disupstituirsargbutiinom grupom u

metap o | o0 g aj i ma4, kodikojeB Bezn® benzilnoj grupi nalaze atomi klormeéga i

parapol ogaj i ma. Naj s kchidje gpoj BnzOXh (Kils 860 pmol 'h) ReZ h E
supstituenta na kinuklidinskom dugi ku. Kod a
grupi na inhibicijsku mdénzisomagriponnakinsklidimp no s up :
obrazac utjecaja nije shliuloajmo gkua da osdusilesdu ptsit. i
Cl, hAChEecje pokazivala2i 3putav el i afinit eumgapeiagspea; ¢ Binmé
12, BnzOX10), u odnosu na spojeve kod kojih su se;NOCI nalazili naparap ol ogaj u
(BnzOX-8, BnzOX5). Nasuprot tomd)AChE.cnije pokazivala razliku u afinitetu premaeta
iliparrapol ogaju u slulaju kada sldiBnaOpx6 adnosnoe nt i
BnzOX-9 i BnzOX4 ) . U slulaju kada je kinuklidinska
uvolenj etetduildeagtupee(BnzOXL 9) dovodi do gotowo dva
hAChEecu odnosu na spoj sa samo jedrtentbutiinom grupom (BnzOXL8). S druge strane,
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uvolLenje dodatnog halogenog atoma wutjecalo
halogenui njegovom pologaju na benziKikoosfantegr upi .
monosupstituiranin spojeva (Bnz@X i BnzOX9) sa spojevima koji imaju 3.difluor-
(BnzOX-13) i 3,5difluor-supstituiranu benzilnu grupu (BnzGX5 ) , moge se uo
hAChEecpokazuje oko 4,5 puta slabiji afinitet prema spoju BnzfiXkod kojeg su oba atoma

F nametapozicijama (3,&difluorobenzilni supstituent). Disupstitucija benzilne grupe atomima
ClBnzOX14) rezultira snagnijim inhi bneanalpgeki m u
BnzOX-5, kod kojeg se nalazi jedan atom Clpa@map o | o § a j u-10, kod kBjeg e @K
nametapol ogaj u. U slulaju kombinacije ¥fl@zl il it
i nhibicijski potencijal uv ol eiojseeuruspredibicsda n o g
spojevima koji su monosuptituitani atomima F (BnzOXBnzOX-4) te atomom Cl naeta

poziciji (BnzOX-10).

Prema grafil ki mDowrnskoawzd mpe dHuand ¢elre, vel i na
mjegoviti t i P rec ilzmitmke su popwi BnzOXA BhzBX3, BnzOX18 i
BnzOX-13 zakoje j e predvileno vezanje iskljulivo 1

kompetitivni tip inhibicije

U slul aju inhi bO-benzloksimh BnGld JE yrijednesK; kamsianti u
submikromolarnom kecent r aci j skom podrul j u, proi | e mu
BnzOX-18 Ki= 0,079 pmol ') | ija je kinuklidinskeat- benzi
butilnom grupom. Nakon njega slijede spojevi BnzDXs 3,4diklor-, BnzOX-16 s 2klor-5-
fluor- i spg BnzOX-19 s 3,5di-tert-butil-supstituiranom benzilnom grupom kinuklidina,
ukazujuli da BChE preferira molekule veleg
pokazao je spoj BnzOX (Ki= 18 umol L' § , kod kojeg kinuklidinski
Gereralno, BChE je pokazivala veli af i nimetet pr el
pologaju u o gareesgpstituirame amajoge hRaalika u inhibicijskom potencijalu

najizragenija je u slulaju kad a9, kodkojsgspamt i t ue

nalaziumetapol ogaju, oko 2,6 puta snagni j-égdienhi bir
se F nalazi parapol ogaj u. S obzirom na prirodu sups
pretpostaviti da hBChE preferiraelektrdno ni r ap sif iet sent e . Nai me, na

iz serije, spoj BnzOXL8, stert-butiinom grupom na benzenskom prstenu kinuklidina bio je
oko 9 puta jal il7sakktiobdvbal edoBNnz®KfIl uor met ok
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Svi O-benziloksimi su se pokazali kaga hi mno sel ekt i vni i nhibitol
posebno i st i |-1b, BazoX¥1lo eBnzOXB& z OX | i su bili vige
inhibitori hABChE u odnosu na hAChk

Gledajuli Owentzu h w&tsn an,i predst av obbjudjydskihs er i j L
kolinesteraza u cijeloj skupini alkiloksi ma,
grupeznal ajno pridonosi i nhi bi cO-lpeszkoksmisp biltienci j :

najselektivniji prema BChE u odnosu na preostalge serije oksima. Kod sve tri serije oksima,

i nhibicijski potencijal spojeva raste uvolen
na manje supstituente poput metilne grupe ili vodika, odnosno na nesupstituirani, nenabijeni
dugi k, &tooij¢etposdbne i2akgeaf kodt e ACkE&!l i ne
supstituentima na kinuklidinskom dugi ku poka
soli, hidroksilnih i karboksilnih derivata kinuklidiB-ola te kinuklidinskih moneksima 2°4

2Kada je rijel o supstit wgrpiO-metlaksimikodkojihjeu k | i d i

supstituentumetap ol ogaju u pravil u seu usporedyy s mjifoeim i nhi b
paraanal ozi ma, gt o | e u oksimansonesupstituicadom loksimsk&m i d i n
grupom?®® Isto vrijedii zaO-tertbut i | oksi me u sl ul aj ewvKodna k ad
hBCheE, u pojedinim slulajevima | ini se da

supstituenta na b e o3updttneaty na@ksiongkam Kisilkukk@edtere r o v i s
butiioksima iO-benzi |l oksi ma snagniji i nhibitor.i bil i
supstituenti (NQili F) biliu metap ol o gaj u u opdramaeluo gnaaj uvo.n eGtuo s €
supstituegesbhaghnije,inbhibitori obje kolinester
kao supstituent na benzilnoj grupiimaliili N@ tertbut i | nu gr upu, repri | e
pravilu preferirala N@kao supstituent (ko@-tert-butiloksima je navedeni pstituent imao

drugi po redu najsnagniji i nhibicijski poter
spojevima kod kojih je supstituent htert-butil. U serijiO-met i | oksi ma naj snag:!
hBChE i hAChEecbio je spoj kod kojeg je supstitueNO, no u navedenoj seriji nije prisutan

derivat stert-butilom kao supstituentom.

Marija Bartol il Doktorska disertacija



8 4.Rezultati 97

4.1.6. Inhibicija kolinesteraz&arbamatima

Inhibitorna sposobnost karbamatnih spojeva (kinuklidinskin karbamata, karbamatnih derivata
cinkonidina i cinkonina te monokarbamat h i bi skarbamatni h deri var
je u okviru r &8&°iSyiiispitivaniskaribamagni spajevij delovali su kao
progresivni odnosno vremenskKki ovisni I nhi bi
smj egt avaarkjta vsnpoo jmgg eust o enzi ma nastaje koval e
kolinesteraze i karbamatigeupespojal®®?’St oga je njihova inhibitor
sveukupnom konstantom brzine inhibidije

Konstant&k,0 d r e L e n e i z hEikinukliditskine karbamatima Glika 3.10.), bile
suu rasponul,07 15- 1Mt min'?, dok su vrijednostk za inhibicijuhBChE bile u rasponu
1,57 24 10°M' I min'! (tablica D2. u Dodatku

Konstant&k,o dr e L ene i z kanbhmatmdeivajimacinkoAidinaiEinkonina
(slika 3.11.) bile su u raspo@55i 1,78 16°M't min'!, dok su vrijednostki za inhibiciju
hBChE iznosile0,787 3,65- 10°M' I min' ! (tabliceD3. i D4. u Dodatku¥?

Konstantek, o dr e Lene i z inmholathamatnin derivatid& bambuterola
(slika 3.12.)ile su u rasponu 0,213,7- 16*M"*min'%, dok su za hBChEileu rasponu 0,0044
i 48 1°M'min't(A. Ma t, akpeiswipripremitablicaD5. u Dodatku).

Za inhibiciju hAChE biskarbamatnim derivatees b ambut er ol a (sl i ka 3
konstante brzine inhibicijl u rasponu 0,001004,56 -10° M' min'%, dok su vrijednostk za
inhibiciju hBChEiznosile0,0144i 38,0- 10°M'tmin'?! (tablica D6. u Dodatku}}2°

Generalno, svi ispitani karb@atni spojevi pokazali su se selektivnim inhibitorima hBChE
u odnosu na AChE, proi | emu su najsnagniij.i i n

brzine inhibicije, pokazali spojevi iz skupine biskarbamatnih derivata bambuterola.

4.2. Inhibicija BACE1

Sposobnost inhibicije ljudske rekombinantne BACEL1 ispitana je za odabrane spojeve iz skupine
4-aminokinolina (slike 3.1, 3.2 i 3.3), benzokinona (slika 3.5), hidrazadaacilhidrazona

(slika 3.6),0-alkiloksima (slike 3.7, 3.8 i 3.9) te karbamata (kindkiski karbamati (slika

3.10), derivati karbamata cinkonidina i cinkonina (slika 3.11) te biskarbamati (slika 3.13)).
Sposobnost i nhi bi ci jpestotBkAnbikiciie BACHI ) komcantragije k a o

spoja koja je odgovarala vrijednostima konstaftiza inhibiciju ljudskih kolinesteraza
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odabranih spojeva wunutar pojedine skupine. I
dost upan i nh-8Seoretase InhibidAICElbiochem (BACEL inh. IIl) koji pri 5

umol L' tkoncentraciji u potpunoist i n h-sekrétazra akfivnost u BACEfansfeciranim

MDCK (engl.Madin-Darby canine kidneystanicama®® Tiiekom uhodavanja metode mjerenja
aktivnosti BACEl, najprije je bio korigten ki
Me L ut i m,e kdmpokemte lsomercijalnog paketa nisu mogle iskoristiti ravnomjerno,
prijelLeno je na zasebno dobavljanje pojedini
kompletab-Secretase (BACE1) Activity Detection KtuorescentYCS0010) zamijenjen je s

50 mnol L'! natrijevim acetatnim puferom (pH = 4,5) s neionskim detergentom Tritd@0X
odabranom prema dostupnim literaturnim podacima za mjerenje BACE1 akti#stko bi

se ustanovio odgo-%08 u fofainbm puferd, iodnosforsastatepmiu X
kojemu I e aktivnost BACE1 odgovarati onoj mj
inhibicija BACE1 sBACEl inh.lllu puferima prireleni mald8 r azl i

421.Akti vnost BACE1l u puferima razlilitog sas

Aktivhost BACE1 mjerera je usporedna natrijevim acetatnim puferima bez ili s dodatkom
detergenta Triton XL00 i u komercijalno dostupnonfluorescence Assay Buffar Sva
mjerenja provedena su u prisustvu komercijalnog inhibitira BACE1 inh.Rézultati su

prikazani u tablic4.10.
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Tablica 4.10.Usporedba aktivnosti BACE1 mjereneFluorescence Assay Buffari 50 mmol L *
natrijevim acetatnim puferima (pH = 4,5) bez ili s dodatkom detergenta.

Koncentracija

% inhibicije BACE1

% inhibicije BACE1(50 mmol L'* natrijev

BACEL1 inh. I (Fluorescence gsay Buffer acetatni pufer
(umol L' POKUS 1 POKUS 2 POKUS 1 POKUS 2
0,05 9,6 2,9 23,1 33,5
0,1 16,6 9,2 39,7 33,2
0,5 49,9 48,2 71,6 69,3
1 68,4 60,2 85,6 78,2
5 101,9 83,2 102,7 102,7
Koncentracija % inhibicije BACE1 % inhibicije BACE1(50 mmol L'* natrijev
BACEL1 inh. llI (Fluorescence Assay Buffer acetatni pufer- 0,01 % Triton X-100)
(umol LY POKUS 1 POKUS 1
0,05 47,5 31,9
0,1 45,7 34,8
0,5 62,0 52,2
1 78,8 63,5
5 100,3 80,7
Koncentracija % inhibicije BACE1 % inhibicije BACE1(50 mmol L' natrijev
BACEL inh. Il (Fluorescence Assay Buffer acetatni pufer- 0,005 % Triton X-100)
(umol LY POKUS 1 POKUS 2 POKUS 1 POKUS 2
0,05 14,4 13,8 26,6 24,6
0,1 13,8 21,6 22,7 18,8
0,5 47,5 55,4 64,3 53,5
1 57,7 69,2 71,8 62,7
5 82,5 93,4 97,9 68,8

us por el e Rlaorescenbei AbsaydBuffaricc0 rBrdld Enhtrijevom
acetatnom puferu (pH = 4,5) bez dodatka detergéntiobivenih rezultata bilo je vidljivo da
je aktivnost BACE1 u prisusti 5 umol ' BACEL inh. Il u potpunosti blokirana, dok je pri

Prvo | e

ni gim koncentr aadefatarmpufei nbi bat @wrmal aj no ni ga

akt i v rrloojekcencaiAssay Buffar. Ovakav rezultat odgovar ao
koja su pokaala da aktivnost BACE1 ovisi o vrsti i koncentraciji detergenta te da najmanju
aktivnost pokazuje u natrijevom acetatnom puferu bez dodatka detef{jenta.

doda

rezultate

U sljedeiem koraku i spit an-10p ea aktitnpseenznia.
Dodatak 0,0 % Triton X1 0 0
koncentracijama inhibitora (0,05 i 0,1 umol }. kao i kod mjerenja u puferu bez dodatka
k od

prirelLen i

pokazao je slilne

det ergent a, dok | e velih koncent hezcij a i

dodanogdetergera. testiran natr.

Triton X-100 (0,005 %).

Stoga | e
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Dobiveni rezultati pokazali su da je aktivhost BACE1 u oba testirana plRerar¢scence

Assay Buffer 50 mmol L' natrijevom acetatnomuferu s dodatkom 0,005 % detergenta) bila
usporediva pri svim koncentracijama inhibit
odstupanja pripisana su osjetljivostai s ame
intenziteta fluorescencije. S obzinona konzistentnost aktivnosti neovisno o koncentraciji
inhibitora, pufer s dodatkom 0,005 % Triton2X0 odabran je kao pouzdana zamjena za
komercijalniFluorescence Assay Buffer

4.2.2. Inhibicija BACE14-aminokinolinima

Sposobnost inhibicije BACE1 spojevima skupine 4-amino7-klorkinolina s n-oktilnom

poveznicom odrelena je za dv'akoacensdcijispgevag ev a |
(slika 4.9.
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Slika 4.9. Postai inhibicije BACEL 4-aming7-klorkinolinima s n-oktilnom poveznicom. Postotak
inhibici j e o dr e L i(plad stupgi)id,0 pnrolil! Y01, j1u b i | &mdemtracgi spojevee pri)
5,0 umol L' *koncentraciji komercijalnog inhibitora BACEL inh. IBt(ipac bojeciklamé).

Odabrani spojevpokazali su vrlo slabu sposobnost inhibidCE1 pri koncentraciji 0,1

pumol L' *(slika 49.),a0 5 % inhibicije izmjer3®6AQ5 e sam
CIAQ-8, CIAQ-17 i CIAQ25.Naj vel i p 0 s tpakazad suspojevhdIARB (16, e

%), na | ij o) grupisemalaznafluorlenzil, ECAQ26¢15,0 %) kod kojeg se

na istoj poziciji kao supstituent nalazindetilbenzotiofen. Pri 1 pmol'L*koncentraciji svisu

spojevi, osim CIAQL i CIAQ-2 8 , i nhi bi r sdkietazna a@tigenostVd ¢ ®15%h d b

i nhi bi ci jeemCRARQ@20¢1B,2d%)dkod kojeg je terminalna amigrupasupstituirana
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3-piridinom, CIAQ-17 (18,0 %) kod kojeg je na istoj pozicifrBetoksibenzil te CIAQLL (15,5

%) kod kojegseumetap ol o gaj u na benzi klor.dNajslabijuiphsitoint uent u
sposobnost pri 1 umol'LYkoncentraciji pokazali su spojevi kod kojih terminalna amino grupa
nije supstituirana,-1(@,8%),igdsopstiuranaabfatskommgrupmmo j a |
poput izopropila kod CIAEB (7,2 %) ilin-butila kod CIAQ4 (8 2 %) , gt o sugerir

i ma veli afinitet prema spojewiirhd iHdkde kdijii mr
sustave. Zanimljivo je da pri istoj koncentraciji spoj CK28, kod kojeg se na amino
terminalnoj benzilnoj grupi nalaze dva atomanFa pol ogaj i ma C( 2) [ C

inhibitornu sposobnost. Ako se usporedispojem CIAQ8 kod kojeg se na benzilnoj grupi
nalazi samo jedamtom F , a koji je jedan od najsnagni|j
pretpostavitda dodatni atom F nepovodjrdjeluje na aktivnost spoja.

|z skupine4-amino7-klorkinolinar az | i | it e dodpapbnenpoyvyezhetena
kojima je mstotak inhibicijeBACE1 o d reredti 1,0pmol L' *koncentraciji spojevdslika
4.10.)
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Slika 4.10. Postai inhibicije BACE1 4-amino7-klorkinolinimas r az |l i | it om dul jino

Postotak inhibicij e %ontenteatijispopviplayi stupg)teipriRumdllGmol L
koncentraciji komercijalnog inhibitora BACE1 inh. 11l (stagbojeciklamé.

Od svih alabranih spojeva jedino je spoj CIAQ@ s n-butilnom poveznicom pokazao
inhibitornu sposobnost e gvteol u  old doliverih.rezultata nije bilmo gui e doni j €
zakljulak o utjecaju duljine poveznice na sp
i inhibiranja njene aktivnosti pri navedenim uvjetima.
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|z skupined-amina 7-trifluormetilkinolina s n-oktiinom povezniconodabrano je sedam spojeva

kojmajep st ot ak i nhi bi qingllé kancentradijislikas¢dl)pr i 1, 0
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Slika 4.11. Postai inhibicije BACE1 4-aminc7-trifluormetilkinolinima s n-oktilnom poveznicom.
Postotak inhibici]j e komtenteatijispopviplayi stupge prisaymdllGmol L
koncentraciji komercijalnog inhibitora BACEL inh. 1l (stagbojeciklame).

Iz navedene skupine samo je spojs@B-8, s p-nitrobenzilom kao supstituentom na
terminalnoj amino grupi, pokazao inhibitornu sposobnostgvted u od 5 % (sl i k a
preostalim spojevima, GRQ-5, CRAQ-1 i CRAQ-2 predstavljaju LR analog ranije

opisanih spojeva CIAQ, CIAQ-8 i CIAQ-1 1 . B u d-GF; spojedj aa razliku od/-Cl

analoga koiji pri istoj koncentraciji inhibiraju 14i416,0 % BACEL aktivnosti, ne inhibiraju
BACE1l, moge s egrapanporiciiC(7)t4aminakaolin€kBg prstena pridonosi

smanjenju inhibitorne sposobnosti prema BACEL.

4.2.3. Inhibicija BACE1 benzokinonima

Iz skupine benzokinona inhibitorna aktivnost izmjerena je za sedam spéggwa 50 pmol

L™ koncentraciji. Rezultati su prikazani na slici 4.12.
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Slika4.12.Posteii nhi bi ci je BACE1 benzokinoni ma. Pdstot ak
koncentraciji spojevéplavi stupci)te pri 50 umol L' *koncentraciji komercijalnog inhibitora BACE1
inh. 11l (stupac bojeciklamé.

Testirani bemokinoni inhibiralisu5,4 27, 4 % aktivnost. BACE1, oV
postotak i nhibi c itBQe (27,4 %)dBO®O (26,2 %), kad&ojilssp metae v e

pol ogaju trtutingrupunatazefeniletantiol odnosneriftiltiol. Oko dva puta

manji postot ak itBQa (b6i7e0), koekojeghkermmtae ml qnplazjizia
hidroksifeniltiolnagrupa te tBQ-14 (15 %), gdje je na istoj poziciji fenilalanin. Najslabiji

i nhibitorni ul iBR-2 5,7 o) Koja pasagpozicijes obzpoon jndert-butil

imazhi droksietiltiol kao supstituent. Debiveni
benzokinona prema BACEl1l utjele velilina boln
buduli da jtfetm&j mamjibigoge izmjeren kod spoj
kod spojeva s velim, aromat skim supstituent
prirodnog derivata 14benzoki nona, |0 g bol ni |l anac i ma
pokazup s nagan inhibit oinvitro@Csi=RAkumelt p¥Ma a BAICEN,
buduli da je najmanji postotak inhibpgaeije iz
p ol o §gBR2utBQ(13, tBQ-4 ) , mogule je da na ii rphiloigtagr
supstituenta s obzirom nert-butilnu grupu.
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4.2.4. Inhibicija BACEL1 hidrazonimaMN-acilhidrazonima

Sposobnost i nhibicije BACE1l odrelena je za
spojeva iz skupin&-acilhidrazona pri 10 i 50 pmol'L*koncentracijama Dobiveni rezultati
prikazani su na slici 4.13.
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Slika 4.13. Postai inhibicije BACE1 A) hidrazonima i BN-acilhidrazonima. Postotak inhibicije
odr el i v a fplavj sumiyp 80ipmdl 10 | j u b i ti)kendcentrac§i spojevée pri5,0 pmol
L™ koncentraciji komercijalnog inhibitora BACEL1 inh. 11l (sapbojeciklame.

Odabrani spojevi inhibirali su 19069 % aktivnosti BACEL pri obje ispitivane koncentracije.

Jedino su spojevAcHID7 i AcHIDS8 inhibirali manje od 10 % aktivnosti BBE1 pri
koncentracijod 10 umoll! Naj snagnijim inhibitorom BACEI1
piridoksala i 2,4dinitrofenilhidrazona, koiji je inhibirao 34,8 % aktivnosti BACE1 pri 10 pmol

L" 1 odnosno 69,0 % pri 50 pmol Ekoncentraciji Svi preosth hidrazoni u serijisu pri 50

umol L' *koncentraciji nhi bir al i vi ge od 30 Nacilhidtazana, no st i
najsnagniji i nhibi ci | s kAcHID4 oderigah pifidpkadla ipp o k a z a ¢
klorfenilhidrazona, koji je pri 50 pmol'L*konaentraciji inhibirao 34,0 % aktivnosti BACEL,

dok su ostali spojevi u navedenoj seriji pri istoj koncentraciji inhibirali R23,1 % aktivnosti,
ovisno o spojWNacButdiuldr acd@ansudeviivati piridok
inhibicijskiu | i nak spojeva HI D1, HIADBD1AcHHO3Ddhosmoa ul i n

AcHID4, koji se razlikuju samo u hidrazonskoj odnottacilhidrazonskoj poveznici. Tako

se moglo wuoliti da spojevi sa hidrazokskom p
od analoga N-aci | hidrazonom pri obje testirane ko
karbonilne grupe negativno utjele na inhibic
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da smanjenje do oko 50 % nor mavVvanjenmhankeotsiazeno st i

njenih ostalih prirodnih supstrafd,svi spojevi koiji inhibiraju aktivnost BACE1 u rasponu od

3060 % pokazuju potencijal za razvoj inhibit
l z ove serije kao t akparvuliesntii |peo ssteo tsapko ji nHli b2
koncentraciji od 10 pmol 'L! dok bi pri vigim koncentraci]j
nuspojave.

4.2.5. Inhibicija BACE10-alkiloksimima

Iz skupinaO-metiloksima,O-tert-butiloksima iO-b enz i | o k si ma aed spdjevea n o

kojima je sposobnost inhibicije aktivhosti BACE1 izmjerena pri 10 umolkoncentraciji.
Rezultati su prikazani na slici 4.14.
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Slika 4.14.Postai inhibicije BACE1O-al ki | oksi mi ma. Postotak inhibic

L' *koncentraiji spojeva (plavi stupci)te pri 50 umol L' *koncentraciji komercijalnog inhibitora
BACEL inh. lll (stumc bojeciklame.

Svi testiraniO-alkiloksimi pokazali su vrlo slab inhibicijski potencijal prema BACE1, uz

postotke inhibicije u rasponu 3(78,3%, oOVi Sho 0 Spoj u. Od | etrna
jedan nije pokazao vige od 10 % inhib6cije &
BnzOX-10, BnzOX19, BnzOX1 5) inhibirala manje od 5 % a

postotke inhibicije ostvdri su O-benziloksimi BnzOX16 (8,3 %), BnzOX14 (7,6 %) i

BnzOX-12 (7,2 %). S obzirom na vrlo niske postotke inhibicije i njihov vrlo mali raspon, nije
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bilo moguie donijeti =zakljulak o utjecaju s
evaluacijubib potrebno provesti testiid®@pmoblypri vi gi

4.2.6. Inhibicija BACElkarbamatima

Sposobnost inhibicije aktivnosti BACE1l odr e
derivata karbamata cinkonidina i cinkonina. Svi spojeviirast su pri 100 pmol L*?
koncentraciji, a rezultati su prikazani na slici 4.15.
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Slika 4.15. Postei inhibicije BACE1 A) kinuklidinskim karbamatima i B) derivatima karbamata
cinkonidina (CD) [ cinkonina (CN) IL Hensentmdijia k i nh
spojeva(plavi stupci) te pri ® pmol L' *koncentraciji komercijalnog inhibitora BACE1 inh. IlI (stupci
bojeciklamé.
Kinuklidinski karbamati inhibirali su 9,7 15,0 % aktivhosti BACE1 (slika 4.15. A).
Najsnagnijim bonshspbBrizhr omopdokaizeg je na kar be
fenilna grupa, dok je najslabiji inhibitorbioDMK, koj emu j e kar bamat ni
s dvije metilne gr ulpe.| iBuidukiar bdaamg ten is pdouj§ iDkE K
grupana , drugi najsnagniji i nhibitor u skupini
kinuklidinskih karbamata utjele voluminoznos
da su spojevi BnzK i BnzK-3 analozi spoja BnzK kod kojih je kinuklidinski dg i k
supstituiran i pozitivho nabijen, smanjenje inhibicijskog potencijala u odnosu na spojiBnzK
ukazuje na moguli negativan utjecaj supstitu
Derivati karbamata cinkonidina (CD) i cinkonina (CN), koji seikagli prema supstituentu
na karbamatnom dugi ku te apsolutnoj konfigur
inhibiralisu981 20, 9 % aktivnost:i BACE1 (slika 4. 15.

pokazao je cinkonidin CiB | 1] i1 i edka@airkbbagnagst i t uiran jednc
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su ostali cinkonidini, s dvije metilne grupe te cikloheksilinim ili fenilnim prstenom na
karbamatnnom dugi ku, u prosjeku 1,6 puta sl a
(CN-2) pokazao je najslabinhibicijski potencijal (< 10 %) od svih spojeva u seriji.

|l nhi bitorna sposobnost prema BACE1l takoler
bambuterola pri 10 umol'L*koncentraciji. Rezultati su prikazani na slici 4.16.

100
== 1M

g0 == 10um

753

80—

% inhibicije BACE1

Slika 4.16. Postei inhibicije BACE1 biskarbamaitim derivatima bambuterola. Postotak inhibicije
odrelen | e 'pPkoncentladiji sidfena(plavilstupci) te pri D pmol L' *koncentraciji
komercijalnog inhibitora BACEL inh. Ill (st@po bojeciklameé.

Od jedanaest testiranihbssk ba mat a, niti jedan spoj nije in
%, a samo | et-3 DVBK<l,pP8K-2a PIRKR)NHBikirala su > 5 % aktivnosti
BACE1.

4.3. Inhibicija samoagregacije amiloidnikb peptida

Sposobnost inhibcije samoagregacije amiloiemih pept i da, Ab42, i spita
spojeve iz skupina-dminokinolina (slika 3.1.), hidrazonaNracilhidrazona (slika 3.6.)0-
alkiloksima (slike 3.7., 3.8. i 3.9.) i kar b
obliku postotka intbicije + standardna devijacija (SD). Kao pozitivha kontrolaiggdr e n | e
kurkuminl®Mj erenju inhibitornog wulinka spojeva

optimizacija uvjeta mjerenja.
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4.3.1. Uhodavanje bptimizacija metode mjerenja inhibicije samoagreij@peptidaA b

Protokol za mjerenje inhibicijskog ulinka sp
ovome radu temeljen je na (ThE)kaolbojia amioda2i st r a ¢
Tijekom uhodavanja metode optimiziranakencentraga amiloidai kurkumina (inhibitoa
samoagregacije), pri kojoj je fluorescencijski odzivjese u kojoj je prisutan amiloid

(pozitivna kontrolaJu odnosu na flurescencijski odziv reakcijske smjese bez dodanog amiloida

i inhibitora (plank) bio zadovoljavaj I, ddnosnd r agene su koncentraciije
pri kojima je intenzitet fluorescencijdlanka iznosio oko 10 % intenziteta fluorescencije
pozitivne kontrole TakolLer je optimizirana iThBamlsj i na i
obzirom na njihov fluorescencijski odziv. odnosno pralen je wutjec
reakcijskih smjesa na intenzitet fluorescencije

Kod odrelivanja opti mal ne koncentracije 3

fluorescencije reakcijskin smjesa s dodatnim amidbo m i bez njega bit:i
i spitana j e sposobnost inhibicije samoagr
koncentracijskom omjeu 1:1 pri dvije razlili

ThT u svim reakcijskim smjesama bilajé unol L. Izmjerenifluorescencijski odzivi nakon
1 h inkubacije amiloida i kurkumina (pri 37 °C), a zatim 15 min inkubacije svih reakcijskih

smjesa s Thiom (pri 25 °C) prikazani su u tablici 4.11.

Tablica 4.11. Intenzitet fluorescencije #) i postotak i i b i camijloEne Bamoagregacije
kurkuminom u koncentracijskom omjeru 1:1 pri 4 uM i 8 KR T kontrolna reakcija; SP slijepa
proba; INHi inhibirana reakcija).

e/ 10 % inhibicije
kurkumin amiloidne
_ BLANK KR SP INH agregacije
4 umol Lj 1 9,82* 5172 11,75 41,03 301
8 umol L' * 10,48** 91,61 1347 6871 319

I 9,65%**
*plankuz dodatak 1% DMS@; **blankuz dodatak 2 % DMS@; *** blankbez dodatka DMS&@

Iz dobivenih rezultatdilo jevi dl j i vo da se i ntenmivtedtavfl wor
reakcijskim smjesama u kojima je prisutan amibid ( kont r ol a i uilodndsu bi r an
na reakcijske smjese u kojima nije prisutan amildicuk i slijepa proba) vel
sata inkubacije, gt o j e pamileidna strbkture driautneswe T h T

reakcijskoj smjesi. Smanjenje intenziteta fluorescencije u inhibiranoj reakciji u odnosu na
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kontrolnu reakciju ukazalo je na inhibitorno djelovanje kurkumina na amiloidnu
samoagregaciju, proi | eimenzitgtaefluobescénoije Vha kbt 8 i vo p
umol L' Ykoncentracije amiloidé i Kur kumi napmal L'd Utecajssamogn a = 4
kurkumina na fluorescenciju slobodnog FaT{odnosntenzitet fluorescencije slijepprole i
blank-a) pokazao se minimalnim. Minineln ul i nak na i nt e-apokazamt f | u
je i za DMSQa (intenzitet flurescencije mjeren je u prisustvu 1 %84 DMSO-a).

Kako bi s e utvrdilo ut j el e dom navintenzjtet me tr
fluorescencije odnosno na sam postotdkhicije, mjeren je intenzitet fluorescencil® min,
30 mini 60 min nakon dodatka Tha. In h i b i-amilojdae sd&moagregacije izmjerena je
nakon 24 h inkubacijpeptidaA b 4i Rurkumina odnosno-aminokinolina pri 37 °Ga4 pmol
L™ %ili 8 pmol L' *koncentracig A b 4i Rurkumina/4aminokinolina uomjerul:1 te dodatnih
15, 30 ili 60 min inkubacije svih reakcijskih smjesa s 3dm pri 25 °C Rezultati su prikazani
utablicama4.12. i 4.13.

Tablica 4.12. Intenziteti fluorescencije reakcijskih smjesa) (I post ot akamioidnei bi ci j
samoagregacije ketipmolL' .k oncent raci j e spoj eva 15 30AG#mRuta Mj er e |
nakon dodatka Th'& u reakcijsku smjesu.

le/ 10 % inhibicije
SPOJ amiloidne
BLANK KR SP INH agregacije
15 minuta
kurkumin 131 60,9 155 64,9 [
CIAQ-2 10,6 81,6 10,9 94,2 11,7
CIAQ-7 10,6 81,6 111 741 11,3
CIAQ-9 10,6 81,6 12,1 745 12,2
30 minuta
kurkumin 12,8 59,3 12,6 62,1 T &4
CIAQ-2 10,8 877 11,2 94,0 1T 77
CIAQ-7 10,8 877 12,0 75,7 17,1
CIAQ-9 10,8 87,7 12,7 772 16,1
60 minuta
kurkumin 12,3 67,5 11,8 62,6 8,1
CIAQ-2 8,0 86,6 11,2 96,4 T &
CIAQ-7 8,0 86,6 12,5 824 11,0
CIAQ-9 8,0 86,6 12,0 76,8 17,4

Marija Bartol il Doktorska disertacija



8 4.Rezultati

110

Tablica 4.13. Intenziteti fluorescencije reakcijskih smjesa) (I posbt a k
samoagregacije k®&jumolL' k oncentraci j e
nakon dodatka Th& u reakcijsku smjesu.

i ndamilbidne i j e b

spoj eva 15 30AGDMduta Mj er e |

I/ 10 % inhibicije
SPOJ amiloidne
BLANK KR SP INH agregacije
15 minuta
kurkumin 134 1863 9,3 749 621
CIAQ-2 12,8 2759 9,8 1335 53,0
CIAQ-7 12,8 2759 9,2 1249 56,0
CIAQ-9 12,8 2759 10,1 1165 595
30 minuta
kurkumin 12,8 1591 9,1 68,8 59,2
CIAQ-2 12,2 2122 10,1 1185 458
CIAQ-7 12,2 2122 9,2 1281 40,5
CIAQ-9 12,2 2122 10,1 1248 42,6
60 minuta
kurkumin 125 1416 9,0 69,9 529
CIAQ-2 11,7 1858 10,0 1247 34,1
CIAQ-7 11,7 1858 9,4 1227 34,9
CIAQ-9 11,7 1858 10,0 1271 328

Iz usporedbe rezultata u tablicama24i}4.13 bilo je vidljivo da je intenzitet fluorescencije

znal ajno v

el i U ‘apibidaswdnosv na 4 gmbDlitkod kontrolre i kod
reakcipi nhi bi ci j e. U

reakcij s Kilamilddmlursna ila suk o j e <

vidljiva velika odstupanja u postotkinhibicije amiloidne samoagregacije ovisno o duljini

inkubacije s ThfomReakci j sk e

konzistentije r ezul t at e

No, iunavedenimrak ci j ski m

za mjerenja

Smj esama

uol en

j e

fluorescencije u svim reakcijskim smjesama ovisno o duljini inkubacije soThT,

provedena

s mj e sLé spojeve immibid mbkagake su8 O mo

u S V.

znal aj @

gto | e

rezultiralo i padom postotka inhibicije s duljim periodom inkubacije. Na temelju dobivenih
s p ol %ewrijeme inkabadid oi d k

reakcijskin smjesa sa Thdm u trajanju 15 minuta optimalni uvjeti za mjerenje inhibicije

rezulta z a k| j

amiloidne samoagregacije5-minutni period inkubacije s Thd m

i nhibicije

ul eno

prije

j e da

nego

i nastavka samoagregacijéi interferencije ThTa

s u

g
s

t o

dol e

do

omogul Rva mj e

potencijal

i nterakcijama
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4.3.2. Inhibicija samoagregacij@eptidaA fu prisustvu 4amindinolina

Iz skupine 4aminokinolina (slika 3.1.) sposobnost inhibicije amiloidne samoagregacije
izmjerena je za 10 odabranih spojeva. Rezultati su prikazani na slici 4.17.
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Slika 4.17.Postoci inhibicije amiloidne samoagregacijadinokinolinima nakon 24ata inkubacije.

Svitestiranida mi noki nol i ni inhibirali su sam®/agrega
%. Pritome su spojevi CIAQ, CIAQ-7, CIAQ9IiCIAQ-17 i nhibirali vige od
samoagregacije. Najslabijim inhibitorom pokazaosg €IAQ-3 (16,2 %), dok su svi preostali

Spoj evi inhibiraldi izmelLu 20 i 30 % amiloidn
2iCIAQ-3, na terminalnoj amino grupi 1Iimaju vezal
7 benzenski prsten nije supstit r a n, dok je u slulaju -ostali:i
odvlaleli halogeni edememaj (-frapd. BeEopeviCHARIi | i el
CIAQ-3 , koji predstavlijaju najsnagniji [ naj sl

skupinij na terminalnoj amino grupi imaju vezanu metilnu odnosno izopropilnu grupu. 1z

navedenih rezultata mogulie je zakljuliti da
na inhibitorni ul i nagko vsepl imdjibajijeesapsmanjedjre mue lj iel iunoé
supstituenta u slulaju kada je rijel o mal

samoagregacije ipOpOi @a AbMm2et®®dj 3su u istrag
derivate hupr i na 4amsiredkiorgirolinag itdanep&zilaukojirsu testinankui v
koncentracijskom omjeru amiloida i spojeva AU ovom sl ul aju inhibit

spojeva s metilnim supstituentom i/ il/ met i |
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sa spojevima s etilnim supstitduem m i / i | i etilenskom poveznicc
huprina inhibitorna sposobnost bila vé&fa kad
Buduli da su i u ovoj doktorskoj disertaci]j.i
razll i ta mal a, alkilna supstituenta, a melLu oV
nije bilo vele razlike u inhibitornoj sposol
ovisnost. i nhibitornog ulinka s obzirom na v

4.3.3. Inhibicija samoagregacij@eptidaA fu prisustvu hidrazonaN-acilhidrazona

Sposobnoss p r | e |samoagregacje e pt i d @mjefebadj z& spojeva iz skupine
hidrazona i 8 spojeva igkupineN-acilhidrazona(slika 36.). Rezultati su prikazani nglici
4.18.
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Slika 4.18.Postoci inhibicije amiloidne samoagregacije hidrazonitdatilhidrazonima nakon 24 sata
inkubacije.

Svi ispitivani hidrazoni iN-aci | hi dr azoni pokazal. SuU sposo
samoagregacije, uz postotke inhikeclj1,3i 3 7, 2 %. Najsnagnijim inhbi
inhibicije, pokazali su si-acilhidrazoni AcHID2 (35,2 %), AcHID4 (37,1 %) i AcHIDG6 (37,2

%) , dok je iz podskupine hidrazona najsnagn
inhibitorom pokazaose spoj HID7, derivat piridid-k ar bal dehi da Ipt j i su
fluorfenil, a koji je otprilike 3 puta slabije inhibirao samoagregaciju amiloida u usporedbi s

njegovim piridoksalnim analogom, spojeriD3. Dobiveni postoci usporedivi su s €C
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vrijednost ma z a i nhibiciju samoagregacije kral ecg

derivatima 1,4supstituiranog piridind>°

4.3.4. Inhibicija samoagregacij@eptidaA fu prisustvuO-alkiloksima

Sposobnost inhibicije samoagregacije amiloidnih peptida izmjerena fesfaojeva iz skupine
O-alkiloksima. Rezultati su prikzani na slici 4.19.
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Slika 4.19. Postoci

inkubacije.
Od 14 testiranitD-a | ki | ok si ma, njih 8 i nhi biamiaidnt
peptida, proi | emu s u na@-bemziplsimipBozOK1a {1&&%)i nhi b i

BnzOX-10 (15,7%) te O-tert-butiloksimitBuOX-6 i tBuOX-8 (15,2 %). Spoj BnzOX.9 nije

pokazao inhibitornu sposob n oistenzietafleofesc¢neije k o d
ThT-a gt o bi se moglo pripisat:. prisustwvu
kontrolnu reakciju. S obzirom ni ske

nije bilo mogul e p dapnnesa stiuktumin promjenauinhibicjskam e g

potencijalu spojeva.
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inhibicije amiloidne samoagregacizalkiloksimima nakon 24 sata
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4.3.5. Inhibicija samoagregacij@eptidaA fu prisustvikarbamata

Sposobnostinhibicije samoagregaciigpept i da Ab42 Il spitana je z
kinuklidinskih karbamata (slika 3.10.). Rdtati su prikazani na slici 4.20.
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Slika 4.20. Postoci inhibicije amiloidne samoagregacije kinuklidinskim karbamatima nakon 24 sata
inkubacije.

Najsnagni ji inhibitorni-3péB8OEneé&i)jal ipokazadkiij
supstituiran m-klorbenzilom, nakon kojega slijedi spoj BnZK (12, 6 %) , na
kinuklidinskom dugi ku s e nal azi nresupstjiit u
kinuklidinski dugik nije supstituiran, inhib
seradiomal om broju spojeva, uolen je trend pove
supstituenta na kinuklidinskom dugi ku budul

i nhibitorni u2| ofpnililee kri pwtgpucofinasu BamesKpstituirani BrkzKdokje

supstitucija benzilne grupe elektrond vI al el i m klorom inhi3bitorn
pojalala jog otprilike dva puta. Opaganje |e
da spojevi koji u strukturi zsuajdur gien hdivbai tiolriniv
samoagregaciju pé€3¥prdal AmdOui s AbHl24diamdeer i vat
i nhibicijski potencijoadvIimdei e h usoabesnij ¢ me ra t
elektrond oni r &jSulliilm o, petpolifer®a koji magu ostvariti interakcije s

aromat skim aminokiselinama amiloidnih peptid

usporiti proces fibrilizacije ili uzrokovati konformacijske promjene amiloidnih agregsta>
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Inhibicija nastankaamiloidnih agregata ispitana je i za 5 spojeva iz skupine karbamatnih

derivata cinkonidina i cinkonina (slika 3.11.). Rezultati su prikazani na slici 4.21.
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Slika 4.21.Postoci inhibicije amiloidne samoagregacije karbamatnim derivatima cinkonidina (CD) i
cinkonina (CN) nakon 24 sata inkubacije.

Svi ispitivani spojevi inhibirali su proces amiloidne samoagregacije u rasponii 23,8 %.

Spojevi CD1 i CD-6 , na | ijem karbamatnom dugi ku se nas
grupa, inhibiralisusamoaggeaci j u oko 27 %, dok su preostald:]
supstituiran cikloheksilom, fenilom ili dietinom grupom, pokazali oko 16 % inhibicije.
Dobiveni rezultat. sugeriraju da na inhibi
nerazgranats u pst i t uent na karbamatnom dugi ku mol ek
Nadalje, sposobnost inhibicije samoagregacije amiloidnih peptida ispitana je za 14 spojeva iz
skupine monokarbamatnih derivata bambuterola (slika 3.12.). Rezultati su prikazani na slici
4.22.
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Slika 4.22. Postei inhibicije amiloidne samoagregacije monokarbamatnim derivatima bambuterola
nakon 24 sata inkubacije.

Od 14 testiranih spojeva, njih 9 inhibiralo
Pritom su se najsnagni j i7TMPl (3h2h%)h 5MPb(B1,7M@, p o k a
piperidinski derivati kod kojih je amino grupa supstituirana adamantanom, odnosno dio je
piperidinskog prstena, te dietilni derivat SMDE (27,7 %). Navedeni spojevi bili su oko 1,8 puta

slabiji inhibitori amiloidne samoagregig u usporedbi s kurkuminom. Najslabijim

i nhibitorima pokazal. su se dietilmni deri vat

tert-butilom, i piperidinski derivat 2MPI (6,7 %), s cikloheksilom kao supstituentom na amino

grupi . U skbkli ®&aj depi vaktiadieMmP i@ 8MP te piperi.d
znal ajnog porasta indaengzgittoetsaigfelru ore dae njcei j
nastalo vige fibrilnih struktura u odnosu

potencijano ubrzavaju proces samoagregacije. U usporedbi s rivastigminom, za koji je
izmjereno 23 % inhibicije samoagregacije, sp

inhibicijski potencijal.

Inhibcijski potencijal ispitan je i za dva biskarbamatna wdga bambuterola (slika 3.13.).

rezultati su prikazani na slici 4.23.

Marija Bartol il Doktorska disertacija





























































































































































































