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§ 1. UVOD 

Alzheimerova bolest (AB) javlja se kao posljedica degeneracije moģdanih regija, prvenstveno 

struktura odgovornih za odrģavanje procesa uļenja i memorije poput hipokampusa, i uzrokuje 

60 do 70 % svih sluļajeva demencije u svijetu.1 Radi se o progresivnoj bolesti ļiji simptomi se 

javljaju postepeno. U poļetku je rijeļ o postepenom gubitku memorije i poteġkoĺama u govoru, 

dok se uznapredovanjem bolesti javljaju problemi sa snalaģenjem u prostoru te promjene u 

ponaġanju i raspoloģenju.1,2 AB se najļeġĺe javlja u osoba starijih od 65 godina, a nakon 

postavljanja dijagnoze kod osoba u ovoj dobnoj skupini, prema izvjeġtaju 2022 Alzheimerôs 

disease facts and figures, oļekivani ģivotni vijek je u prosjeku joġ 4 do 8 godina.2 Buduĺi da je 

rijeļ o bolesti koja se razvija i napreduje starenjem, porast broja stanovnika i opĺenito starenje 

svjetske populacije glavni su faktori koji pridonose rastuĺem broju sluļajeva Alzheimerove 

demencije, pri ļemu trenutna predviĽanja procjenjuju da ĺe broj oboljelih u svijetu do 2050. 

godine doseĺi 150 milijuna.3 U krajnjem stadiju bolesti oboljele osobe viġe nisu sposobne 

samostalno voditi brigu o sebi1,2 i postaju ovisni o brizi medicinskog osoblja ili skrbnika, koji 

najļeġĺe budu bliski ļlanovi obitelji. Stoga, osim za oboljele, AB predstavlja veliki psihiļki i 

ekonomski teret i za cijele obitelji.2 Zbog navedenih razloga, na globalnoj razini postoji velika 

potreba za lijekovima koji bi ublaģili simptome bolesti uļinkovitije od postojeĺih, i lijekovima 

koji bi mogli usporiti razvoj same bolesti.  

Patofiziologija AB je sloģena, a karakterizira ju degeneracija neurona kao posljedica 

nakupljanja netopljivih nakupina amiloidnih-ɓ peptida (plakova) u izvanstaniļnom prostoru i 

neurofibrilarnih ļvorova hiperfosforiliranih proteina tau (p-tau) u citoplazmi neurona.1 

Glavnim uzroļnikom kognitivnog propadanja u AB smatra se degeneracija kolinergiļkih 

neurona u moģdanoj kori koja uzrokuje smanjenje koncentracije acetilkolina, jednog od glavnih 

prijenosnika ģivļanih imuplsa u mozgu.4,5 Istraģivanja su pokazala da degeneraciji neurona 

pridonose i brojni drugi procesi i stanja, poput poremeĺaja homeostaze biometalnih iona Fe2+, 

Cu2+ i Zn2+, mitohondrijske disfunkcije i nastanka reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) koje 

uzrokuju oksidacijski stres, zatim pojaļane aktivnosti monoamin-oksidaza A i B te poveĺane 

stimulacije N-metil-D-aspartatnih (NMDA) receptora.6ï10 Veĺina trenutno odobrenih lijekova 

za lijeļenje AB djeluje simptomatski s ciljem poboljġanja neurotransmisije te usporavanja 

razvoja kognitivnih poremeĺaja. Rijeļ je o inhibitorima acetilkolinesteraze (AChE) i 
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butirilkolinesteraze (BChE), enzima odgovornih za razgradnju acetilkolina, i antagonistima 

NMDA receptora koji reguliraju glutamatergiļnu neurotransmisiju.11,12 U posljednjih pet 

godina razvijene su i prve anti-amiloidne terapije koje su usmjerene na sam razvoj bolesti, 

odnosno na sprjeļavanje samoagregacije amiloidnih peptida i uklanjanje amiloidnih struktura 

u mozgu.11ï14 No, glavni nedostatak svih trenutnih lijekova je taj da djeluju samo na jednu metu 

AB ļime je njihova djelotvornost ograniļena. Stoga je danas velik broj istraģivanja usmjeren 

na dizajn viġeciljnih lijekova (engl. Multitarget-directed ligands, MTDL), spojeva ļije strukture 

sadrģe dva ili viġe farmakofora razliļitih bioloġkih aktivnosti koji istovremeno mogu djelovati 

na viġe razliļitih meta kod bolesti.15,16  

Cilj ove doktorske disertacije bio je istraģiti bioloġku aktivnost spojeva razliļitih strukturnih 

karakteristika prema nekoliko moguĺih meta AB. Tako su odreĽene: sposobnost inhibicije 

enzima AChE i BChE, inhibicije ɓ-sekretaze (engl. ɓ-site APP cleaving enzyme 1, BACE1), 

enzima odgovornog za nastajanje amiloidnih-ɓ peptida (Aɓ),17ï21 inhibicije samoagregacije 

peptida Aɓ42 (42 oznaļava duljinu peptida), monoamin-oksidaza A i B te antioksidacijska i 

kelirajuĺa svojstva samih spojeva. Ukupno je testirano 189 spojeva podijeljenih u ġest glavnih 

skupina s obzirom na njihovu okosnicu/funkcionalnu grupu: 4-aminokinolini (63 spoja), 

derivati amodiakina (15 spojeva), 1,4-benzokinoni (15 spojeva), hidrazoni i N-acilhidrazoni (16 

spojeva), O-alkiloksimi (45 spojeva) i karbamati (35 spojeva). Svim spojevima prvo je odreĽen 

potencijal inhibicije ljudskih kolinesteraza (spojevima iz skupine karbamata inhibitorni 

potencijal prema AChE i BChE odreĽen je u ranijim istraģivanjima),22ï25 nakon ļega je 

odabranim inhibitorima kolinesteraza testirana moguĺnost djelovanja i na neke od gore 

navedenih meta. Kako bi se procijenila sigurnost njihove primjene in vivo, odabranim 

spojevima testiran je uļinak in vitro na staniļne linije odabrane kao model ljudskog mozga, 

jetre i bubrega, nakon 24-satne izloģenosti. Nadalje, primjenom in silico metoda analizirana su 

fizikalno-kemijska svojstva spojeva te je procijenjena njihova moguĺnost prolaska kroz krvno-

moģdanu barijeru (KMB), kao osnovni preduvjet za lijekove s djelovanjem u srediġnjem 

ģivļanom sustavu, te moguĺnost apsorpcije u ljudskom probavnom sustavu. Analizom 

utvrĽenih bioloġkih aktivnosti spojeva, istaknuti su spojevi s viġeciljnim djelovanjem, odnosno 

spojevi koji osim inhibicije kolinesteraza djeluju na barem joġ jednu metu kod AB. TakoĽer, 

predloģene su smjernice za dizajn novih spojeva s viġeciljnim djelovanjem sa strukturnim 

osnovicama i motivima za koja se u ovome radu pokazalo da su obeĺavajuĺi farmakofori za 

ovdje istraģene mete.    
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§ 2. LITERATURNI PREGLED  

2.1. Alzheimerova bolest 

Alzheimerova bolest (AB) je kroniļna neurodegenerativna bolest koja se javlja kao posljedica 

degeneracije moģdanih regija odgovornih za odrģavanje procesa uļenja i memorije, 

prvenstveno hipokampusa koji se nalazi u medijalnom temporalnom reģnju, i predstavlja 

najļeġĺi oblik demencije u svijetu. Manifestira se postepenim gubitkom pamĺenja i kognitivnih 

funkcija, a tijekom vremena i poteġkoĺama u govoru te smanjenjem vizualno-prostornih 

sposobnosti.1 Glavni rizik pojave AB je starenje te se bolest obiļno javlja u osoba starijih od 

65 godina. Nasljedni oblik bolesti (engl. Familial Alzheimer's disease), koja se javljaa u osoba 

mlaĽih od 65 godina, ļini manje od 5% svih sluļajeva AB.26,27 Prema predviĽanjima u sklopu 

Global Burden of Disease (GBD) studije, broj oboljelih od AB na svjetskoj razini mogao bi se 

utrostuļiti do 2050. godine. Razlog tome je produljenje ģivotnog vijeka u razvijenijim 

zemljama, kao posljedica poboljġanih ģivotnih uvjeta te generalno starenje populacije.3 

Navedeno ļini AB velikim optereĺenjem za zdravstveni sustav zemalja i predstavlja dodatni 

izazov u potrazi za lijekovima koji bi uspjeġnije tretirali bolest od postojeĺih, ali i suzbili ili 

usporili progresiju bolesti. 

Glavne patofizioloġke znaļajke AB su nakupljanje netopljivih amiloidnih plakova, nastalih 

agregacijom peptida Aɓ, u izvanstaniļnom prostoru neurona i neurofibrilarnih ļvorova 

saļinjenih od proteina p-tau u citoplazmi neurona. Zbog naļina razvoja, AB se smatra 

kontinuumom koji se odvija u tri glavna vremenska okvira: pretkliniļka faza AB, prodromalna 

faza koju karakterizira blagi kognitivni poremeĺaj (BKP) te faza demencije koju ļine stadij 

blage, stadij umjerene i stadij teġke demencije.2 Faza pretkliniļke AB je asimptomatska jer 

poremeĺaji vezani za kognitivne funkcije i pamĺenje izostaju, ali su uoļljive promjene u razini 

peptida Aɓ i proteina p-tau u cerebrospinalnoj tekuĺini oboljelih osoba u odnosu na zdrave. 

Poveĺano nakupljanje peptida Aɓ u mozgu moguĺe je detektirati koriġtenjem pozitronsko 

emisijske tomografije (PET) i specifiļnih proba koje detektiraju nakupine peptida Aɓ u 

mozgu.2,28 Do blagog kognitivnog poremeĺaja dolazi zbog pojave atrofije u podruļju 

medijalnog temporalnog reģnja mozga i poveĺanog nakupljanja peptida Aɓ i proteina p-tau u 

navedenoj regiji. Navedene promjene predstavljaju najranije patoloġke znakove AB koji 
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uzrokuju simptome poput gubitka kratkoroļnog pamĺenja. 15 % osoba oboljelih od blagog 

kognitivnog poremeĺaja razvije Alzheimerovu demenciju nakon dvije godine, a jedna treĺina 

nakon pet godina, dok se kod nekih pojedinaca kognitivne funkcije s vremenom ne pogorġavaju 

ili se ļak vrate u stanje prije pojave BKP.2,29 U stadiju blage demencije AB zahvaĺa lateralni 

temporalni i parijetalni reģanj mozga ļije funkcije ukljuļuju procesiranje audio-vizualnih te 

osjetilnih podraģaja, zbog ļega se oboljeli suoļavaju s poteġkoĺama u ļitanju te problemima sa 

raspoznavanjem objekata i snalaģenjem u prostoru.30,31 Zahvaĺanjem ļeonog reģnja (umjereni 

stadij demencije) kod oboljelih se javljaju simptomi povezani s promjenama u osobnosti i 

kontroli emocija pri ļemu se poļinju javljati epizode agresivnosti, impulzivnosti i loġe prosudbe 

te poremeĺaji u ponaġanju (lutanje, nesvrhovite aktivnosti).2,30ï34 U stadiju teġke demencije 

zahvaĺeno je i podruļje okcipitalnog reģnja zbog ļega se kod oboljelih pojavljuju problemi s 

vidom, a moguĺe su i vizualne halucinacije.31,35ï37 Napredovanjem bolesti od umjerenog prema 

teġkom stadiju demencije komunikacijske i motoriļke sposobnosti oboljelih se znaļajno 

pogorġavaju zbog ļega viġe nisu u stanju brinuti se o sebi te zahtjevaju stalnu brigu skrbnika ili 

profesionalnog osoblja.2 Razvojni stadiji AB prikazani su na slici 2.1. 

 

Slika 2.1. Tijek razvoja AB u ljudskom mozgu te popratni simptomi (slika izraĽena prema referenci 

31). 

 

2.2. Patofiziologija Alzheimerove bolesti 

Patofiziologija AB je vrlo kompleksna, a neke od njenih glavnih karakteristika su nakupljanje 

netopljivih amiloidnih plakova u izvanstaniļnom prostoru neurona, neurofibrilarni ļvorovi u 

citoplazmi neurona, poremeĺaji neurotransmisije posredovane acetilkolinom (ACh), naruġena 
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homeostaza biometala Fe2+, Zn2+ i Cu2+, mitohondrijska disfunkcija, pojaļana aktivnost 

monoamin-oksidaza A i B te poveĺana stimulacija N-metil-D-aspartatnih (NMDA) receptora, 

ġto za posljedicu ima propadanje kolinergiļkih neurona.1,4,6ï10 Uz pojedine karakteristike veģu 

se i teorije o nastanku i uzroku AB. U nastavku je dan detaljniji opis uloga pojedinih 

karakteristika u nastanku i razvoju AB. 

 

2.2.1. Uloga kolinesteraza (kolinergiļka hipoteza) 

Kolinergiļka hipoteza, nastala 70-ih godina proġlog stoljeĺa, je najstarija teorija o nastanku AB 

koja se usredotoļuje na progresivni gubitak limbiļkih i neokortikalnih kolinergiļkih inervacija 

kao glavni uzroļnik bolesti.4 Ova teorija temeljena je na otkriĺima da su aktivnosti enzima 

ukljuļenih u sintezu i metabolizam acetilkolina (ACh), jednog od glavnih neurotransmitera u 

ljudskom mozgu, smanjene zbog degeneracije kolinergiļkih neurona u moģdanoj kori,5 te da 

su neuroni nucleus basalisa koji su bogati acetilkolinesterazom (AChE), enzimom koji 

katalizira razgradnju ACh, i koji oģivļuju neokorteks, podloģni degeneraciji.38ï40 TakoĽer, 

istraģivanje uļinka agonista i antagonista kolinergiļkog sustava kod ljudi pokazala su da 

primjena antagonista kolinergiļkog sustava kod mlaĽih ljudi rezultira kognitivnim 

poremeĺajima sliļnima onima koji se javljaju starenjem.41  

Kolinergiļka neurotransmisija, odnosno transmisija koja koristi ACh kao prijenosnik 

ģivļanih impulsa, kljuļna je za pravilno odvijanje ģivotnih funkcija poput kontrakcije glatkih 

miġiĺa te odrģavanja stanja svijesti, procesa pamĺenja i uļenja.4,42 Kolinergiļka hipoteza 

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

ģivļanom sustavu ljudi postoje dvije kolinesteraze: acetilkolinesteraza (AChE, EC 3.1.1.7) i 

butirilkolinesteraza (BChE, EC 3.1.1.8). AChE i BChE dijele oko 53% identiļnosti u 

aminokiselinskom slijedu, a razlikuju se prema katalitiļkoj aktivnosti, odnosno specifiļnosti 

prema supstratima te afinitetu vezanja raznih liganada.43,44 AChE pokazuje visoku specifiļnost 

za hidrolizu ACh, i za katalizu njegove razgradnje postiģe obrtni broj od gotovo 15 000 sï1 , 

odnosno 900 000 molekula po minuti, ġto znaļi da je brzina te reakcije limitirana brzinom 

difuzije ACh u aktivno mjesto AChE.45,46 Za razliku od AChE, BChE pokazuje znatno manju 

supstratnu specifiļnost pa osim ACh moģe hidrolizirati i druge estere kolina kao ġto su 

butirilkolin i sukcinilkolin, a posjeduje i aril acilamidaznu aktivnost.47 U ljudskom organizmu 

AChE je u najveĺim koncentracijama prisutna u skeletnim miġiĺima i mozgu, u oko 1000 puta 

manjoj koncentraciji u pluĺima, jetri i srcu,48 dok je u krvi prisutna vezana na membrane 
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eritrocita.49 U najveĺim koliļinama BChE je prisuta u jetri, zatim u pluĺima, mozgu, srcu, 

skeletnim miġiĺima, guġteraļi i bubrezima, a takoĽer je prisutna i u krvnoj plazmi kao slobodno 

cirkulirajuĺi enzim.48,50  

Fizioloġka uloga AChE je hidroliza ACh u kolinergiļnoj sinapsi ļime dolazi do prekida 

prijenosa ģivļanih impulsa posredovanih ACh. Dolaskom akcijskog potencijala, ACh se 

otpuġta iz predsinaptiļkog neurona u sinaptiļku pukotinu gdje se veģe na acetilkolinske 

receptore (nikotinske ili muskarinske) vezane na membranu pred- ili postsinaptiļkog neurona. 

Vezanje ACh na receptore predsinaptiļkog neurona regulira otpuġtanje ACh u sinaptiļku 

pukotinu, dok vezanje na receptore postsinaptiļkog neurona dovodi do depolarizacije 

membrane i daljnjeg prijenosa ģivļanog impulsa duģ postsinaptiļkog neurona. AChE je 

koncentrirana u sinaptiļkoj pukotini vezana na membranu postsinaptiļkog neurona te u 

miġiĺno-ģivļanom spoju, gdje katalizira razgradnju ACh ġto dovodi do ponovne polarizacije 

membrane i prestanka prijenosa ģivļanog impulsa. Razgradnjom ACh nastaju acetat i kolin. 

Kolin se unosi natrag u predsinaptiļki neuron gdje postaje supstratom kolin-acetiltransferaze 

(ChAT) za sintezu novih ACh (slika 2.2).46,51 Inhibicija enzimske aktivnosti AChE 

onemoguĺuje razgradnju ACh ġto dovodi do njegovog nakupljanja u sinapsama i 

neuromuskularnom spoju te prekomjerne stimulacije kolinergiļkih receptora ġto rezultira 

poremeĺajem u prijenosu ģivļanih implusa i u konaļnici kolinergiļkom krizom. Kolinergiļka 

kriza manifestira se simptomima poput nekontroliranog trzanja miġiĺa, pojaļanog luļenja sline, 

znoja i suza, grļeva u gastrointestinalnom sustavu, dijareje, mokrenja i povraĺanja, a u 

konaļnici moģe doĺi i zatajenja respiratornog sustava te smrti.52,53 S druge strane, smanjenje 

koncentracije ACh kao posljedica poremeĺaja u njegovoj sintezi dovodi do razvoja 

neurodegenerativnih bolesti poput AB.4  
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Slika 2.2. Prikaz neurotransmisije posredovane acetilkolinom (ACh). ACh se sintetizira u 

presinaptiļkom neuronu iz kojeg se otpuġta u sinaptiļku pukotinu. Vezanjem na nikotinske ili 

muskarinske receptore postsinaptiļkog neurona dolazi do depolarizacije membrane i prijenosa ģivļanog 

signala duģ postsinaptiļkog neurona. AChE u sinaptiļkoj pukotini katalizira razgradnju ACh na kolin i 

acetat ļime se prekida signalizacija te repolarizira membrana, dok se kolin unosi natrag u predsinaptiļki 

neuron gdje postaje supstratom kolin-acetiltransferaze (ChAT) za sintezu novog ACh. (izraĽeno prema 

referenci 51)  

 

BChE, osim ġto hidrolizira ACh, moģe hidrolizirati i druge kolinske i nekolinske estere zbog 

ļega se u literaturi prvotno nazivala  pseudokolinesterazom ili nespecifiļnom kolinesterazom. 

Zbog njene nespecifiļnosti prema supstratu i ļinjenice da osobe s tihim inaļicama BChE 

(inaļice koje izrazito sporo hidroliziraju sukcinilkolin) nemaju nikakvih zdravstvenih teġkoĺa, 

dugo se smatralo da BChE ne obnaġa vitalnu ulogu u organizmu.47 MeĽutim, upravo njena 

moguĺnost da hidrolizira ġirok spektar supstrata, kao i ļinjenica da se primarno sintetizira u 

jetri, sugerira da se radi o enzimu koji ima ulogu bioloġkog ļistila odnosno detoksikacije 

organizma.48 TakoĽer, buduĺi da inhibicija BChE ne dovodi do nuspojava karakteristiļnih za 

inhibiciju AChE, BChE je pripisana uloga zaġtite AChE od djelovanja organofosfornih 

spojeva.54 Aktivnost BChE vaģna je i za metabolizam nekolicine anestetika i narkotika. Primjer 

tome je sukcinilkolin, depolarizirajuĺi miġiĺni relaksans koji se koristi za opuġtanje miġiĺa 

tijekom anestezije, a za ļiju je hidrolizu u organizmu zaduģena BChE. Primjena sukcinilkolina 

kod osobe s tihom inaļicom BChE uzrokuje produljeno paralizirajuĺe djelovanje na miġiĺe. 

BChE takoĽer katalizira hidrolizu kokaina pri ļemu nastaju netoksiļni metaboliti ekgonin-metil 

ester i benzojeva kiselina ļime se smanjuje njegovo djelovanje.55 S druge strane, serumska 
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BChE aktivira heroin, jer njenim hidrolitiļkim djelovanjem nastaje metabolit 6-

monoacetilmorfin (6-MAM) koji je fizioloġki aktivan u mozgu sisavaca.56  

Aktivno mjesto obiju kolinesteraza dugaļko je 20 ¡ i ġiroko oko 5 ¡, a saļinjeno je od ļetiri 

domene: katalitiļkog mjesta (ļine ga katalitiļka trijada s oksianionskom ġupljinom), kolinskog 

mjesta (kation-ˊ mjesto) koje stabilizira pozitivno nabijeni kvaterni dio kolinskih supstrata, 

acilnog dģepa u koji se smjeġta acilni dio supstrata, te perifernog alosteriļkog mjesta koje se 

nalazi na rubu ģdrijela (slika 2.3).57 Katalitiļka trijada nalazi se na dnu ģdrijela, a ļine ju 

aminokiseline Ser203(198), His447(438) i Glu334(325) (broj izvan zagrade oznaļava poloģaj 

aminokiseline u AChE, a broj u zagradi je poloģaj aminokiseline u BChE) koje direktno 

sudjeluju u katalizi. Kolinsko mjesto enzima ļine aminokiselinski ogranci Trp86(82), 

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

BChE, a izvan zagrade kod AChE). Uloga acilnog dģepa je smjeġtanje acilne grupe supstrata 

tijekom hidrolize ACh, odreĽujuĺi pritom njegovu orijentaciju prema katalitiļkom serinu. U 

acilnom dģepu AChE na poloģaju 295 i 297 nalaze se dva fenilalanina koji svojim obujmom 

ograniļavaju vezanje supstrata veĺih od propionilkolina, dok se kod BChE u acilnom dģepu 

nalaze manje alifatske aminokiseline Leu i Val (poloģaji 286 odnosno 288) zbog ļega se 

smanjuje selektivnost BChE prema supstratima koje hidrolizira. Periferno mjesto AChE 

odgovorno je za alosteriļki mehanizam inhibicije AChE pri velikim koncentracijama 

acetilkolina, a ļine ga Tyr72, Tyr124 i Trp286. Kod BChE se na odgovarajuĺim poloģajima 

nalaze alifatske aminokiseline Asn, Gln i Arg, zbog ļega je otvor ģdrijela kod BChE veĺi.57  

 

Slika 2.3. Shema aktivnog mjesta kolinesteraza s oznaļenim domenama i pripadnim aminokiselinama 

te supstratom (ACh). Aminokiselinski sastav izvan zagrade odgovara onome u AChE, dok u zagradi 

odgovara BChE (izraĽeno prema referenci 57). 
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Neovisno o razlikama u aminokiselinskom sastavu aktivnog mjesta, mehanizam hidrolize 

supstrata jednak je kod obiju kolinesteraza, a odvija se u tri koraka: nastajanje Michaelisova 

kompleksa, aciliranje enzima i njegovo deaciliranje vodom. Procesi aciliranja i deaciliranja 

odvijaju se preko tetraedarskoga prijelaznog stanja koje ļine aktivni serin i supstrat. Tijekom 

procesa hidrolize nastaje intermedijer u kojemu se acilna grupa supstrata prenosi na serinski 

ostatak enzima, koji se regenerira deacilacijom (slika 2.4).57  

 

 

Slika 2.4. Mehanizam reakcije hidrolize supstrata katalizirane acetilkolinesterazom (izraĽeno prema 

referenci 57).  

 

Uz opisanu Ăklasiļnuñ katalitiļku aktivnost prema kolinskim supstratima, AChE i BChE imaju 

i druge uloge u organizmu. Istraģivanja sugeriraju da oba enzima sudjeluju u regulaciji staniļne 

diobe i rasta ģivļanog tkiva u procesu razvoja ģivļanog sustava. Pretpostavlja se da BChE 

sudjeluje i u metabolizmu lipida, ļemu pridonosi otkriĺe da BChE moģe katalizirati lipolizu 4-

metilumbeliferil (4-mu) palmitata pri fizioloġkom pH (7,4).47,58 AChE pokazuje znaļajnu 

homologiju s proteinima staniļne adhezije poput glutaktina, neurotaktina, gliotaktina iz 

Drosophila melanogaster te neuroligina kod sisavaca ġto upuĺuje na moguĺnost da AChE moģe 

djelovati i kao adhezijski protein. In vitro istraģivanja pokazala su da AChE interagira s 

lamininom, proteinom izvanstaniļnog matriksa koji regulira migraciju neuralnih prekursora u 

procesu razvoja mozga te usmjerenje i rast neurita.51,59 Aktivacija transkripcije ACHE gena u 

procesu aktivacije limfocita inducirane hemaglutininom sugerira da AChE ima ulogu u 

procesima hematopoeze.51  
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Kod osoba oboljelih od AB aktivnost AChE u mozgu progresivno opada s napretkom bolesti, 

te u pojedinim podruļjima mozga moģe doseĺi 10-15% normalne vrijednosti. S druge strane, 

aktivnost BChE se kod AB moģe poveĺati ļak do 120% svoje normalne vrijednosti.60 MeĽutim, 

unatoļ smanjenju aktivnosti AChE, uoļeno je da kod osoba oboljelih od AB dolazi do 

koncentriranja AChE unutar amiloidnih plakova i u njihovoj neposrednoj okolini. TakoĽer, u 

okolini amiloidnih plakova i neurofibrilarnih ļvorova uoļene su i poveĺane koncentracije 

BChE.47,60 AChE interagira s peptidima Aɓ preko aminokiselinskog boļnog ogranka Trp279, 

koji se nalazi u perifernom mjestu AChE, ġto ubrzava agregaciju peptida. Pritom nastaju stabilni 

AChE-Aɓ kompleksi ġto dovodi do promjene u enzimskim svojstvima same AChE, poput 

poveĺane otpornosti na niski pH i djelovanje inhibitora, zbog ļega nastali kompleksi pokazuju 

snaģniji neurotoksiļni uļinak od samih amiloidnih fibrila.61 Istraģivanja na ADTg 

transgeniļnim miġevima koji razvijaju amiloidne plakove u ranom stadiju ģivota pokazala su 

da u amiloidnim plakovima postoji aktivnost BChE, primarno onima kod kojih dominiraju 

nefibrilarne strukture, sugerirajuĺi da bi njena aktivnost mogla biti povezana s procesom 

Ăsazrijevanjañ plakova odnosno prijelaza iz nefibrilarne u fibrilarnu formu.62  

 

2.2.2. Uloga BACE1 i hipoteza amiloidne kaskade 

Prema teoriji amiloidne kaskade, naruġena ravnoteģa izmeĽu produkcije i uklanjanja topljivih 

peptida Aɓ unutar neurona rezultira nastajanjem oligomera Aɓ podloģnih samoagregaciji i 

taloģenju u izvanstaniļnom prostoru neurona u mozga u obliku netopljivih plakova.63 Za 

nastajanje peptida Aɓ sklonih samoagregaciji odgovorno je hidrolitiļko procesiranje prekursora 

amiloidnog proteina (engl. amyloid precursor protein, APP) enzimima ɓ- i ɔ-sekretazom. 

Amiloidni plakovi predstavljaju konaļni produkt ɓ-amiloidne agregacije, a rijeļ je o velikim 

izvanstaniļnim naslagama ļije progresivno nakupljanje dovodi do niza patoloġkih stanja poput 

oġteĺenja sinapsi i neurona, oksidativnog stresa, poremeĺene homeostaze biometala, aktivacije 

kinaza te hiperfosforilacije proteina tau.64 

Razgradnja proteina APP odvija se neamiloidogenim (posredovanjem Ŭ-sekretaze) ili 

amiloidogenim (posredovanjem ɓ-sekretaze) putem. Proteoliza APP-a Ŭ-sekretazom je 

najuļestalija (90%) te rezultira nastankom topljivog odsjeļka sAPPŬ i transmembranskog 

odsjeļka CTFŬ (engl. carboxy-terminal fragment). Djelovanjem ɓ-sekretaze (10%) nastaju 

sAPPɓ i CTFɓ fragmenti. CTFŬ i CTFɓ dalje se cijepaju djelovanjem ɔ-sekretaze. Cijepanjem 

CTFŬ nastaju topljivi peptidi p3 koji se otpuġtaju u izvanstaniļni prostor, te AICD (engl. APP 
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Intracellular Domain) koji se otpuġta u unutarstaniļni prostor gdje je podloģan razgradnji. S 

druge strane, cijepanjem CTFɓ nastaju peptidi Aɓ razliļitih duljina, meĽu kojima su 

najuļestaliji oni od 40 aminokiselina (Aɓ40) te oni od 42 aminokiseline (Aɓ42), koji se nakon 

cijepanja otpuġtaju u izvanstaniļni prostor, dok se fragment AICD otpuġta u citoplazmu te se 

unosi u jezgru gdje vrġi ulogu transkripcijskog faktora. Peptidi Aɓ, za razliku od fragmenata 

nastalih neamiloidogenim putem, skloni su samoagregaciji.1,65ï67 Proteolitiļka razgradnja 

proteina APP pomoĺu Ŭ-, ɓ- i ɔ-sekretaza prikazana je na slici 2.5. 

 

 

 
Slika 2.5. Neamiloidogeno i amiloidogeno procesiranje proteina APP. U sluļaju neamiloidogenog 

procesiranja, prvi korak hidrolize katalizira Ŭ-sekretaza, pri ļemu nastaju topljivi sAPPŬ te 

transmembranski CTFŬ odsjeļci. U sljedeĺem koraku ɔ-sekretaza razgraĽuje CTFŬ fragment, pri ļemu 

se u izvanstaniļni prostor otpuġta fragment p3, dok se AICD otpuġta u unutarstaniļni prostor. U sluļaju 

amiloidogenog procesiranja, prvi korak razgradnje katalizira ɓ-sekretaza (BACE1), prilikom ļega 

nastaju topljivi sAPPɓ i transmembranski CTFɓ odsjeļci. Djelovanjem ɔ-sekretaze na CTFɓ u 

unutarstaniļni prostor se otpuġta fragment AICD, dok se u izvanstaniļni prostor otpuġtaju peptidi Aɓ 

razliļitih duljina koji su podloģni samoagregaciji (izraĽeno prema referencama 65 ï 67).  

 

Peptidi Aɓ nastaju u monomernom obliku, no njihovim nakupljanjem dolazi do meĽusobne 

agregacije u oligomerne forme (slika 2.6).1,65 Topljivi oligomeri Aɓ izolirani iz ljudskog mozga 

su heterogenog sastava te ukljuļuju vrste od dimera do dodekamera. Ovakvi mali oligomeri 

mogu utjecati na promjene u plastiļnosti sinapsa te na morfologiju neurona, zbog ļega pokazuju 

neurotoksiļno djelovanje. Protofibrili su intermedijeri u procesu agregacije monomernih Aɓ 

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 AB. Kao takvi utjeļu na razvoj 

upalnih procesa te poput oligomera naruġavaju integritet i funkciju neurona. Fibrilne amiloidne 

strukture nastaju povezivanjem Aɓ peptida u ɓ-ploļe putem vodikovih veza, a njihova topljivost 

ovisi o sastavu. U normalnim uvjetima amiloidogeni peptidi spontano agregiraju u amiloidne 

strukture, no u mikrookolini specifiļnoj za AB, kao ġto je naruġena homeostaza proteina te 

prisutnost slabo topljivih proteina, proces fibrilizacije je ubrzan. Prisutnost amiloidnih fibrila, 

kao i produkta njihovog udruģivanja, netopljivih amiloidogenih plakova, uzrok je 

neurodegeneracije te razvoja neuroupalnih procesa.65  

 

Slika 2.6. Proces nastanka amiloidnih plakova. Peptidi Aɓ u mozgu prisutni su u obliku monomera, 

oligomera, protofibrila, fibrila te u obliku netopljivih plakova. 

 

TakoĽer, postoje indikacije da nakupljanje peptida Aɓ uzrokuje hiperfosforilaciju proteina tau 

i nastanak neurofibrilarnih ļvorova. Proteini tau stabiliziraju staniļne mikrotubule, no 

fosforilacijom se smanjuje njihova moguĺnost vezanja na mikrotubule ġto moģe uzrokovati 

destabilizaciju neuronalnih citoskeleta.68 Nekoliko je moguĺih uzroļnika hiperfosforilacije 

proteina tau koji se povezuju s nakupljanjem peptida Aɓ. Peptidi Aɓ aktiviraju nekoliko kinaza, 

meĽu kojima su CDK5 (ciklin-ovisna kinaza 5) i GSK3ɓ (kinaza glikogen sintaze), dvije 

vodeĺe kinaze u fosforilaciji proteina tau. TakoĽer, akumulacija peptida Aɓ uzrokuje aktivaciju 

stanica mikroglija i astrocita, ġto potiļe otpuġtanje proupalnih citokina, koji zatim stimuliraju 

kinaze i fosforilaciju proteina tau. Nadalje, peptidi Aɓ mogu interagirati s proteasomom i na taj 

naļin inhibirati razgradnju proteina tau. Jedan moguĺi mehanizam pretpostavlja da peptidi Aɓ 

aktivacijom kinaze GSK3ɓ prekidaju vezikularni prijenos tau mRNA i proteina, ġto rezultira 

pogreġnom lokalizacijom proteina tau.68  
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Ideje o postojanju enzima odgovornog za pokretanje stvaranja peptida Aɓ potekle su od otkriĺa 

iz sredine dvadesetog stoljeĺa da ljudi s Downovim sindromom (DS) razvijaju neuropatologiju 

sliļnu onoj kod AB: nakupljanje amiloidnih plakova i neurofibrilarnih ļvorova proteina p-tau 

u mozgu.69 Prisutnost dodatne kopije kromosoma 21 kod osoba s DS-om uzrokuje genetsku 

neravnoteģu i poremeĺenu ekspresiju proteina kodiranih iz gena na kromosomu 21.70 

Osamdesetih godina 20. stoljeĺa Glenner i Wong otkrili su da su proteini koji saļinjavaju 

cerebrovaskularne amiloidne fibril e kod ljudi s AB i DS strukturno gotovo identiļni, ġto je 

sugeriralo da bi amiloidni plakovi i kod AB i kod DS mogli biti rezultat istog genskog 

produkta.71,72 Hipoteza je potvrĽena devedesetih godina kada je otkriveno da pacijenti s 

nasljednim cerebralnim krvarenjem s amiloidozom nizozemskog tipa (koju karakterizira 

taloģenje amiloida u stijenkama moģdanih ģila) i pacijenti s nasljednom inaļicom AB 

(familijalna AB, FAB) nose toļkaste mutacije u APP genu koji se nalazi na kromosomu 21.73,74 

Godine 1999. pet neovisnih skupina izvijestilo je o identifikaciji nove aspartiļne proteaze ļijim 

djelovanjem na protein APP nastaju karakteristiļni amiloidni peptidi. Koristeĺi razliļite 

pristupe i/ili metode, sve skupine identificirale su enzim koji cijepa luminalnu domenu APP na 

ɓ-mjestu i uzrokuje otpuġtanje Aɓ peptida i nazvale su ih ɓ-sekretaza17, memapsin-2 

(membranski usidrena aspartiļna proteaza)18, Asp2 (aspartiļna proteaza)19,20 ili  BACE (enzim 

koji cijepa APP na ɓ-mjestu).21  

BACE1 je transmembranski protein tipa I koji se sastoji od N-terminalne domene usmjerene 

prema izvanstaniļnom prostoru kada je enzim povezan sa staniļnom membranom ili prema 

lumenu kada se nalazi u membrani endosoma, dok ostatak enzima ļine transmembranska 

domena i kratka citosolna C-terminalna domena.75,76 BACE1 je u niskim koncentracijama 

eksprimirana u veĺini razliļitih tipova stanica, a najveĺe koncentracije ovog enzima nalaze se 

u neuronima, posebno u presinaptiļkim zavrġecima aksona.75,77 Kao ļlan obitelji aspartiļnih 

proteaza, BACE1 ima tercijarnu strukturnu sliļnu pepsinu.78 Struktura BACE1 je bilobalna kao 

i kod pepsina, a koja se sastoji od dva reģnja (nazvani N- i C-terminalni reģnjevi) od kojih svaki 

daje po jedan katalitiļki aktivan aspartat (Asp32 i Asp228), oba smjeġtena u pukotinu aktivnog 

mjesta izmeĽu N- i C-terminalnih reģnjeva.79 Aktivno mjesto ljudske BACE1 sastoji se od 

jedanaest podjedinica: podjedinice S1 ï S7 nazvane su N-terminalnim podjedinicama, a S1' ï 

S4' C-terminalnim podjedinicama.80 S obzirom na broj podjedinica koje ga ļine, aktivno mjesto 

BACE1 je prostrano, a zbog  ļinjenice da pojedine podjedinice ne pokazuju strogu specifiļnost 

prema supstratu,81 BACE1 osim APP moģe prihvatiti veĺi broj supstrata. Tako BACE1 moģe 
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hidrolizirati i druge peptide kao ġto su ɓ-podjedinica naponom kontroliranog natrijskog kanala 

(engl. voltage-gated sodium channel ɓ subunit, VGSC ɓ), ɓ-galaktozid Ŭ-2,6-sijaliltransferaza 

1 (ST6Gal-I), Sez6 (engl. seizure protein 6) i njegov homolog Sez6L (engl. seizure 6-like 

protein), PSLG-1 (engl. P-selectin glycoprotein ligand-1), proteini Notch signalnog puta JAG1 

(engl. Jagged 1) i 2 (engl. Jagged 2), IL-1R2 (engl. interleukin-1 receptor II), glikoprotein 130 

(gp130), protein staniļne adhezije L1, CHL1 (engl. close homolog of L1) i neuregulin 

(NRG1).82ï90  

BACE1 cijepa svoje supstrate slijedeĺi opĺi dvostupanjski kiselinsko/bazni mehanizam 

hidrolize peptidne veze koji koriste druge aspartiļne proteaze. Prvi stupanj ukljuļuje 

nukleofilni napad aktivirane molekule vode na karbonilnu grupu supstrata, ġto rezultira 

stvaranjem gem-diolnog intermedijera, dok u drugom stupnju dolazi do cijepanja peptidne 

veze.91,92 U prvom koraku Asp228 sluģi kao baza koja deprotonira vodu iz aktivnog mjesta i 

aktivira je za nuklefilni napad na karbonilni ugljikov atom, dok istovremeno Asp32 prenosi 

proton na karbonilnu grupu, sluģeĺi kao kiselina. U sljedeĺem koraku, Asp228 djeluje kao 

kiselina i protonira amidnu grupu, dok Asp32, djelujuĺi kao baza, preuzima proton iz gem-diola 

ġto rezultira cijepanjem peptidne veze, stvaranjem produkata i regeneracijom enzima (slika 

2.7).91,92  

Slika 2.7. Mehanizam hidrolize supstrata posredovan ɓ-sekretazom (BACE1) (slika preuzeta iz 

reference 93).  

 

Hipoteza amiloidne kaskade potaknula je potragu za moguĺim inhibitorima nastanka peptida 

Aɓ kao potencijalnim lijekovima za sprjeļavanje i usporavanje tijeka Alzheimerove bolesti. 

Godinama se tragalo za inhibitorom ɔ-sekretaze ļije proteazno djelovanje na peptide CTFɓ 

rezultira nastankom amiloidnih peptida Aɓ. No, zajedniļka osobina kandidata koji su uġli u 

kliniļka istraģivanja kao inhibitori ɔ-sekretaze bila je njihova izrazita toksiļnost kao posljedica 

brojnih fizioloġkih uloga ɔ-sekretaze, zbog ļega njena inhibicija rezultira vrlo negativnim 
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posljedicama za organizam.94 Naime, ɔ-sekretaza ima ulogu Ăhousekeepingñ enzima koji 

uklanja brojne proteinske fragmente asocirane s membranama koji nastaju kao rezultat 

djelovanja membranskih proteaza poput Ŭ- i ɓ- sekretaza, te sudjeluje u signalnom slijedu 

proteina Notch.94 S druge strane, inhibicija BACE1 ne rezultira teġkim posljedicama viĽenima 

kod inhibicije ɔ-sekretaza. Delecija gena koji kodira ɓ-sekretazu kod miġeva rezultirala je 

znaļajnim smanjenjem razine Aɓ, uz manje fenotipske abnormalnosti. Kod BACE1 knockout 

miġeva nije uoļen znaļajan negativan utjecaj na sposobnost uļenja i pamĺenja. Iako BACE1 

ima ulogu u formaciji mijelinske ovojnice centralnih i perifernih ģivaca, ta aktivnost je uoļena 

samo u prenatalnoj fazi te stoga inhibicija enzima ne bi trebala imati posljedice kod pacijenata 

starije ģivotne dobi.94 Zbog navedenih prednosti nad ɔ-sekretazom, i ļinjenicom da je upravo 

djelovanje BACE1 limitirajuĺi korak za nastanak peptida Aɓ,95 sintetizirani su brojni inhibitori 

BACE1, od ļega je nekolicina uġla u kliniļke faze istraģivanja za lijeļenje AB.96 MeĽutim, 

nijedan inhibitor BACE1 nije odobren kao lijek za AB jer kliniļka istraģivanja nisu rezultirala 

znaļajnim poboljġanjem kognitivnih sposobnosti, a u nekim sluļajevima doġlo je ļak do 

pogorġanja te neģeljenih uļinaka poput anksioznosti i depresije kao moguĺe posljedice 

poremeĺene hidrolize drugih supstrata BACE1. Ipak, rjeġenje ovoga problema moglo bi biti u 

koriġtenju liganada koji djelomiļno inhibiraju BACE1 kako bi se izbjeglo potpuno 

zaustavljanje njenih fukncija. Podrġku ovoj ideji daje ļinjenica da heterozigotni BACE1+/- 

miġevi, kod kojih je proizvodnja BACE1 enzima u organizmu smanjena na pola, imaju znatno 

manje amiloidnih nakupina od normalnih miġeva, a proces mijelinizacije i struktura 

hipokampusa im nisu naruġeni.97 Nadalje, kod osoba s A673T mutacijom u APP genu 

(Ăislandskiñ tip), procesiranje APP od strane BACE1 smanjeno je za 30%, bez drugih posljedica 

na organizam.98 Stoga bi inhibicija BACE1 do 50% njezine normalne vrijednosti mogla 

predstavljati obeĺavajuĺi pristup lijeļenju AB u ranom stadiju demencije s ciljem usporavanja 

nakupljanja amiloida.97  

 

2.2.3. Uloga oksidacijskog streas i biometala kod nastanka i razvoja AB 

Oksidacijski stres je metaboliļko stanje organizma koje nastaje kao posljedica prekomjerne 

proizvodnje i akumulacije reaktivnih kisikovih vrsta (engl. reactive oxygen species, ROS), 

meĽu kojima su najuļestaliji superoksidni radikali (O2
Åï), vodikov peroksid (H2O2), hidroksilni 

radikali (ÅOH), singletni kisik (1O2) i radikali duġikovog oksida (NO
Å). ROS-ovi primarno 

nastaju u mitohondriju stanice kao nusprodukti procesa metabolizma kisika, a poremeĺajem 
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ravnoteģe izmeĽu njihove proizvodnje i razgradnje djelovanjem antioksidacijskih obrambenih 

mehanizama (superoksid-dismutaza (SOD), katalaza i glutation-peroksidaza) dolazi do 

poveĺanja koncentracije ROS-ova u stanicama.99 Superoksidni radikali nastaju kao posljedica 

rada nikotinamid adenin dinukleotid-fosfat oksidaze (NADPH), ksantin oksidaze i peroksidaza, 

a ukljuļeni su u procese u kojima nastaju vodikov peroksid, hidroksilni radikali, peroksinitrit 

(ONOOī) i hipoklorna kiselina (HOCl). Vodikov peroksid je produkt djelovanja raznih 

oksidaza, a u reakciji sa superoksidnim radikalom, uz Fe2+ ili Cu+ kao katalizator, kao produkt 

daje hidroksilne radikale (Fentonova reakcija), koji su ujedno najreaktivniji slobodni radikali 

in vivo. Radikali duġikovog oksida produkt su reakcije oksidacije arginina u citrulin uz sintazu 

duġikovog oksida (NOS). ROS-ovi nastaju kao posljedica endogenih procesa, poput aktivacije 

imunosnih stanica, infekcija, pretjerane tjelovjeģbe ili starenja, ali mogu nastati i djelovanjem 

egzogenih uzroļnika poput teġkih metala (Cd, Hg, Pb, Fe, As), lijekova, kemijskih otapala, 

dima cigareta i alkohola.99 Treba napomenuti da je niska, odnosno normalna razina ROS-ova 

vaģna za odrģavanje normalnih bioloġkih funkcija kao ġto su sinteza staniļnih struktura i obrana 

od invazivnih patogenih mikroba, pri ļemu se istiļe uloga NO kao signalne molekule koja 

regulira protok krvi, sprjeļava trombozu te posreduje u odrģavanju normalne neuralne 

aktivnosti. Prekomjerno nakupljanje ROS-ova uzrokuje oksidacijski stres koji rezultira 

oġteĺenjem staniļne membrane i lipoproteina, konformacijskim i strukturnim promjenama u 

proteinima, poremeĺajem rada enzima te oġteĺenjima DNA koja mogu uzrokovati mutacije. 

Navedene promjene uzroļnik su raznih bolesti poput raka i degenerativnih bolesti, a mogu 

ubrzati i proces starenja.99  

Kod osoba oboljelih od AB prisutna su znaļajna oġteĺenja u mozgu koja su posljedica 

oksidacijskog stresa. Naime, uoļeno je da su kod osoba oboljelih od AB aktivnosti glutamin-

sintetaze i kreatin-kinaze znaļajno smanjene, ġto rezultira poveĺanjem koncentracije glutamata 

i prekomjernom ekscitacijom, odnosno smanjenim energetskim metabolizmom. TakoĽer, 

oksidacijski stres kod AB povezuje se i s prekomjernim nakupljanjem amiloidnih naslaga i 

neurofibrilarnih ļvorova.8 Tako je u uvjetima oksidacijskog stresa ekspresija BACE1 poveĺana, 

kao i aktivnost ɔ-sekretaze, ġto dovodi do pojaļanog amiloidogenog procesiranja proteina APP 

i proizvodnje peptida Aɓ koji potiļu nastanak ROS-ova u mitohondriju te sprjeļavaju njihovo 

uklanjanje.100 TakoĽer, u uvjetima oksidacijskog stresa uoļena je pojaļana fosforilacija 

proteina tau kao rezultat pojaļane aktivnosti kinaza i smanjene aktivnosti fosfataza, ļime se 
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naruġava regulacija fosforilacije proteina tau te naposlijetku dovodi do nastanka 

neurofibrilarnih ļvorova.101  

Oksidacijski stres, taloģenje amiloidnih plakova i nakupljanje neurofibrilarnih ļvorova 

povezani su i s poremeĺajima homeostaze biometala u mozgu. Istraģivanja pokazuju da se 

koncentracija ģeljeza u mozgu s godinama poveĺava kao posljedica starenja, ġto dovodi do 

prekomjerne proizvodnje ROS-ova buduĺi da ģeljezo djeluje kao katalizator Fentonove 

reakcije.7 Ģeljezo se moģe vezati na APP mRNA te na taj naļin poticati ekspresiju proteina 

APP.7 Nadalje, peptidi Aɓ42 akumuliraju Fe3+ unutar amiloidnih agregata ġto rezultira 

redukcijom Fe3+ i akumulacijom redoks-aktivnog Fe2+.102 Fe2+ pokazuje veliki afinitet za 

vezanje Aɓ peptida in vitro, ļime potiļe njihovu oligomerizaciju, ġto objaġnjava prisutnost 

poveĺanih koncentracija ģeljeza u amiloidnim nakupinama kod oboljelih.7 Ģeljezo sudjeluje i u 

nastanku neurofibrilarnih ļvorova buduĺi da aktivira kinaze CDK5 i GSK3ɓ koje fosforiliraju 

protein tau.7 Poput ģeljeza, poveĺane koncentracije bakra takoĽer ubrzavaju Fentonovu reakciju 

i nastanak ROS-ova. Bakar moģe interagirati  s peptidima Aɓ potiļuĺi njihovu oligomerizaciju, 

te aktivirati kinaze koje fosforiliraju protein tau. Unatoļ opreļnim izvjeġtajima da je ukupna 

koncentracija bakra u mozgu oboljelih od AB smanjena, a u cerebrospinalnoj tekuĺini jednaka 

kod oboljelih i zdravih osoba, u amiloidnim plakovima uoļene su poveĺane koncentracije bakra 

ġto moģe znaļiti da se taloģenjem bakra unutar plakova smanjuje njegovo prisustvo u regijama 

mozga u kojima plakovi nisu prisutni.7 Cink je esencijalni biometal koji, osim ġto sluģi kao 

kofaktor brojnih enzima i proteina, moģe sluģiti kao regulator staniļne signalizacije i sinaptiļke 

plastiļnosti. Nedostatak cinka u sinapsama utjeļe na razvoj mozga, te moģe uzrokovati 

simptome depresije i poremeĺaje uļenja i pamĺenja. S druge strane, poveĺana koncentracija 

cinka utjeļe na proces oksidacijske fosforilacije u mitohondrijima, ļime uzrokuje poremeĺaj 

rada mitohondrija te nastanak ROS-ova. Pokazano je da cink veģe histidinske aminokiselinske 

ostatke C-terminalnog kraja peptida Aɓ ļime potiļe njihovu agregaciju. U usporedbi sa 

ģeljezom i bakrom, cink pokazuje najveĺi afinitet za vezanje peptida Aɓ. Toksiļnost peptida 

Aɓ poveĺava se vezanjem cinka. Nastajanjem Zn-Aɓ kompleksa smanjuje se koncentracija 

cinka u sinaptiļkoj pukotini ġto remeti staniļnu signalizaciju te pridonosi poremeĺaju 

kognitivnih funkcija kod oboljelih od AB. Uz navedeno, cink regulira aktivnost ɔ-sekretaze na 

naļin da pojaļava njenu ekspresiju, ali djeluje inhibitorno na njenu aktivnost. TakoĽer, cink 

aktivira kinaze koje fosforiliraju protein tau.7 Znaļajnu ulogu u mozgu takoĽer imaju i mangan, 

kalcij i magnezij. Mangan sluģi kao kofaktor superoksid-dismutaze i glutamin-sintetaze, a 
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poveĺane koncentracije mangana povezane su s poveĺanjem koncentracija peptida Aɓ. 

Magnezij je u mozgu i serumu oboljelih od AB prisutan u smanjenim koncentracijama u odnosu 

na zdrave osobe, dok su koncentracije kalcija poveĺane. Poveĺana koncentracija kalcija 

pojaļava ekspresiju proteina APP i potiļe fosforilaciju proteina tau. Suprotno tome, poveĺane 

koncentracije magnezija u mozgu uzrokuju smanjenje koncentracije BACE1 te inhibiciju 

fosforilacije proteina tau posredovane kinazom GSK3ɓ, ġto sugerira da magnezij potencijalno 

vrġi neuroprotektivnu ulogu prilikom razvoja AB.7  

 

2.2.4. Uloga monoamin-oksidaza A i B 

Monoamin-oksidaze A i B (MAO-A i MAO-B) su enzimi iz skupine oksidoreduktaza (EC 

1.4.3.4) koji kataliziraju prvenstveno oksidaciju primarnih amina poput neurotransmitera 

dopamina, norepinefrina, epinefrina, serotonina i feniletilamina, te u manjoj mjeri nekih 

sekundarnih amina. U stanicama se nalaze vezani na vanjsku membranu mitohondrija.103 

Veĺina ljudskih tkiva i organa, ukljuļujuĺi i mozak, eksprimira oba enzima, ali u pojedinim 

tkivima ekspresija je specifiļna. Tako u placenti je eksprimirana prvenstveno MAO-A, dok 

trombiciti i leukociti eksprimiraju samo MAO-B. Koncentracije MAO-B veĺe su u mozgu 

odraslih ljudi u odnosu na fetalni mozak. Kod odraslih, oba enzima eksprimirana su u istim 

regijama, prvenstveno u ļeonom reģnju.104 Koncentracije MAO enzima u pojedinim tkivima 

poveĺavaju se starenjem, pa se tako ekspresija MAO-B u mozgu poveĺava 3 do 4 puta, dok se 

ekspresija MAO-A poveĺava oko 6 puta u srcu, ġto upuĺuje da je poveĺana ekspresija MAO 

enzima povezana s bolestima koje se razvijaju starenjem.103 MAO enzimi su flavoenzimi koji 

kao kofaktor koriste flavin adenin dinukleotid (FAD). Iako dijele oko 70% sliļnosti u primarnoj 

strukturi, MAO-A i MAO-B se razlikuju u specifiļnosti prema supstratima i inhibitorima, pa 

tako MAO-A preferira veĺe amine poput epinefrina, norepinefrina i serotonina, a MAO-B 

preferira manje supstrate poput feniletilamin i benzilamina, dok oba enzima oksidiraju tiramin 

i dopamin.9 Generalna struktura oba enzima sastoji se od domene s veznim mjestom za FAD, 

domene s veznim mjestom za supstrat te domene koja veģe membranu. Obje forme ljudskih 

MAO enzima u otopini su prisutne u obliku dimera, no MAO-A kristalizira u monomernom 

obliku (slika 2.8).105  
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Slika 2.8. Struktura ljudskih enzima MAO-A (PDB kod: 2Z5X106) i MAO-B (PDB kod: 1GOS107). A) 

Struktura MAO-A enzima. Membranska domena enzima prikazana je zelenom bojom, dok je ostatak 

enzima prikazan plavom bojom. Kofaktor FAD prikazan je crveno, dok je supstrat/inhibitor prikazan 

ģuto, svaki u odgovarajuĺoj veznoj domeni. B) Struktura MAO-B enzima. Membranska domena 

prikazana je zelenom bojom, a ostatak enzima crvenom bojom. Kofaktor FAD prikazan je plavom 

bojom, a supstrat/inhibitor ģutom, svaki u odgovarajuĺoj veznoj domeni. 

 

Vezno mjesto za supstrat kod oba enzima je preteģito hidrofobno te ga veĺinski ļine aromatske 

i alifatske aminokiseline. Vezno mjesto za supstrat kod ljudske MAO-A ima volumen od oko 

400 Å3, dok se kod MAO-B izmeĽu povrġine proteina i veznog mjesta nalazi manja hidrofobna 

Ăulazna ġupljinañ, koja se rotacijom izoleucina (Ile199) moģe stopiti s veznim mjestom u veĺu 

ġupljinu od otprilike 700 Å3. Kod MAO-A, na mjestu spomenutog izoleucina nalazi se 

fenilalanin (Phe208). Razliļita selektivnost prema supstratima i inhibitorima je u velikoj mjeri 

posljedica razlike u aminokiselinama Ile335 kod MAO-A odnosno Tyr326 kod MAO-B (slika 

2.9).105  
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Slika 2.9. Superpozicija aktivnih mjesta humanih enzima MAO-A (PDB kod: 2Z5X106) i MAO-B (PDB 

kod: 1OJA108) u kompleksima s inhibitorima harminom i izatinom, redom. MAO-A prikazan je sivom 

bojom, a Phe208, aminokiseline na pozicijama 210 ï 216 i Ile335 prikazani su naranļastom bojom; 

inhibitor harmin prikazan je cijan plavom bojom. MAO-B prikazan je plavom bojom, a Ile199, 

aminokiseline na pozicijama 201 ï 206 i Tyr326 prikazani su crvenom bojom; inhibitor izatin prikazan 

je zelenom bojom. Kofaktor FAD prikazan je ģutom bojom. Prikazana superpozicija istiļe razlike u 

aminokiselinskom sastavu aktivnog mjesta koje utjeļu na specifiļnost prema supstratu te oļuvanu 

strukturu petlje (crveno i naranļasto) (preuzeto iz reference 105).  

 

S obzirom na njihovu vaģnu ulogu u metabolizmu neurotransmitera, poremeĺaji rada MAO 

enzima povezani su s poremeĺajima ponaġanja koji se povezuje s metabolizmom serotonina, 

hormona koji kontrolira ponaġanje, a u koji je ukljuļena MAO-A.109,110 Toļkasta mutacija u 

genu MAO-A (zamjena kodona za glutamin u stop-kodon na poziciji 296) rezultira 

deficijencijom MAO-A enzima te se kod ljudi povezuje s agresivnim ponaġanjem i blagim 

intelektualnim poteġkoĺama (Brunnerov sindrom). S druge strane, istraģivanje Meyera i 

suradnika otkrilo je poveĺane koncentracije MAO-A enzima u mozgu osoba s nelijeļenom 

depresijom, sugerirajuĺi da je upravo prekomjerna aktivnost MAO-A odgovorna za smanjene 

koncentracije monoaminskih neurotransmitera kod oboljelih od depresije.111 Posebno se istiļe 

uloga MAO enzima pri lijeļenju Parkinsonove bolesti (PB). PB je kroniļna neurodegenerativna 

bolest koju karakterizira nakupljanje ĂLewyjeva tjeleġcañ u neuronima (proteinskih agregata 

primarno saļinjenih od Ŭ-sinukleina) te propadanje dopaminergiļnih neurona i, posljediļno, 

smanjene koncentracije dopamina. Simptomi PB ukljuļuju motoriļke poremeĺaje poput 

usporenosti pokreta, tremora i ukoļenosti miġiĺa te nemotoriļke poremeĺaje poput poremeĺaja 
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spavanja i depresije. MAO-A i MAO-B su oba zaduģena za metabolizam dopamina: MAO-A 

metabolizira dopamin u presinaptiļkim neuronima, dok MAO-B oksidira dopamin u sinaptiļkoj 

pukotini i glija stanicama. Buduĺi da se MAO-B preteģno nalazi u glija stanicama ļiji broj 

starenjem raste, pa tako i aktivnost MAO-B, upravo je selektivna inhibicija MAO-B princip 

djelovanja nekoliko simptomatskih lijekova za PB (selegilin, rasagilin i safinamid).112       

Kod AB, poveĺana aktivnost MAO enzima prvenstveno se povezuje s nastankom ROS-ova 

i oksidacijskim stresom te poremeĺajima u koncentraciji monoaminskih neurotransmitera ġto 

uzrokuje kognitivne disfunkcije kod oboljelih.9 Aktivnost MAO-A poveĺana je u kortikalnim 

uzorcima mozga oboljelih od AB gdje se povezuje s depresijom koja se uļestalo pojavljuje uz 

AB,113 i u cingulatnom korteksu oboljelih gdje njena poveĺana aktivnost pozitivno korelira s 

prisutnoġĺu amiloidnih plakova i neurofibrilarnih ļvorova u navedenom podruļju.114 Aktivnost 

MAO-B enzima poveĺana je i u kortikalnim i u hipokampalnim uzorcima mozga oboljelih od 

AB, i to u astrocitima i neuronima.113,115 TakoĽer, prisutnost MAO-B utjeļe na proizvodnju 

Aɓ42 peptida, odnosno prekomjerna ekspresija MAO-B aktivira ɔ-sekretazu i procesiranje 

njenog supstrata, C99, ġto rezultira poveĺanom proizvodnjom Aɓ42.115 Iz navedenih razloga, 

inhibicija MAO enzima smatra se potencijalnim terapeutskim pristupom pri dizajnu lijekova za 

AB.  

 

2.3. Lijeļenje Alzheimerove bolesti 

Ameriļka uprava za hranu i lijekove (engl. U.S. Food and Drug Administration, FDA) trenutno 

odobrava primjenu sedam lijekova za lijeļenje AB koji su podijeljeni u dvije kategorije: 

lijekove koji djeluju na simptome bolesti i lijekove koji djeluju na razvoj/tijek bolesti.11 

Lijekovi koji djeluju na simptome bolesti s ciljem ublaģavanja i usporavanja posljedica 

kognitivnih poremeĺaja razvijenih kod oboljelih osoba ukljuļuju reverzibilne inhibitore AChE 

donepezil, galantamin i njegov prolijek benzgalantamin te neselektivni inhibitor AChE/BChE 

rivastigmin, ļije djelovanje je posljedica karbamoilacije katalitiļkog serina te spore disocijacije 

karbamoilnog derivata, radi ļega se smatra pseudo-ireverzibilnim inhibitorom 

kolinesteraza.11,116 Prvi lijek za lijeļenje AB koji je FDA odobrila 1993. godine, takrin, takoĽer 

je pripadao skupini kolinesteraznih inhibitora, ali je zbog hepatotoksiļnosti 2013. godine 

povuļen s trģiġta.12 MeĽu lijekove koji djeluju simptomatski spada joġ i memantin koji djeluje 

kao antagonist NMDA receptora odnosno regulator glutamatergiļne neurotransmisije.11,12 FDA 
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takoĽer odobrava kombiniranu terapiju u obliku lijeka pod trgovaļkim nazivom Namzaric 

kojeg ļine odreĽene doze memantina i donepezila.11 Strukture simptomatskih lijekova 

prikazane su na slici 2.10.  

 

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 

povuĺen je s trģiġta 2013. godine zbog toksiļnog uļinka na jetru. 

 

U lijekove koji djeluju na razvoj i tijek AB spadaju monoklonalna antitijela koja se koriste u 

anti-amiloidnoj terapiji, a usmjerena su na uklanjanje amiloidnih struktura te sprjeļavanje 

njihove agregacije i taloģenja u mozgu.11 Prvi lijek ove vrste, aducanumab, odobren je od strane 

FDA-a 2021. godine. Rijeļ je o rekombinantnom ljudskom antitijelu koje veģe aminokiseline 

(3 ï 7) peptida Aɓ i koji se preferirano veģe na fibrilne amiloidne strukture u odnosu na 

protofibrile i oligomere.13 Radi se o lijeku koji Europska agencija za lijekove (engl. European 

Medicines Agency, EMA) nije odobrila za podruļje Europske Unije. Poļetkom 2024. 

aducanumab je povuļen s trģiġta od strane proizvoĽaļa uz obrazloģenje da je razvoj drugih 

lijekova prioritet.117 Preostala dva antitijela s anti-amiloidnim uļinkom koja su trenutno 

odobrena od strane FDA-a i EMA-e su lecanemab (trgovaļki naziv Leqembi), koji se 

preferirano veģe na topljive oblike Aɓ (oligomere i protofibrilne strukture) i na taj naļin 

smanjuje taloģenje plakova u mozgu, i donanemab (trgovaļki naziv Kisunla), koji se ciljano 

veģe na amiloidne peptide koji sadrģe piroglutamat (uļestala modifikacija kod peptida Aɓ 

sadrģanih u plakovima) potiļuĺi tako uklanjanje plakova iz mozga. Oba lijeka primjenjuju se u 

obliku intravenozne terapije.11ï14 Buduĺi da anti-amiloidna terapija moģe razviti nuspojave 

povezane s abnormalnostima nakupljanja amiloida (engl. Amyloid Related Imaging 
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Abnormalities, ARIA), poput glavobolje, muļnina i oticanja moģdanih regija, njezina uporaba 

s tim u skladu je stroģe kontrolirana i ograniļena na manji broj AB pacijenata.11,12 

Jedan od glavnih nedostataka svih navedenih lijekova je ļinjenica da svi djeluju na jednu 

specifiļnu metu AB, ili na simptome ili na jedan od uzroļnika bolesti, ġto ograniļava 

djelotvornost terapije s obzirom na sloģenu patofiziologiju AB.  

 

2.3.1.  Viġeciljni lijekovi 

Kako bi se pokuġao rijeġiti problem ograniļenog djelovanja trenutno odobrenih lijekova za AB, 

osmiġljen je koncept viġeciljnih lijekova (engl. Multitarget-directed ligands, MTDL). Rijeļ je 

o molekulama koje u svojoj strukturi sadrģe dva ili viġe farmakofora razliļitog bioloġkog 

djelovanja koje mogu istovremeno djelovati na viġe razliļitih meta bolesti.15,16 Dva su glavna 

pristupa dizajnu viġeciljnih lijekova: prenamjena postojeĺih lijekova na naļin da se istraģe 

uļinci farmakofora poznatog djelovanja na druge joġ neistraģene mete, te dizajn lijekova 

baziran na odreĽenoj meti, pri ļemu se razvijaju hibridne molekule kombinacijom farmakofora 

poznatih specifiļnih aktivnosti, ġto rezultira molekulom viġeciljnog djelovanja.16 Na ovaj naļin 

izbjegava se istovremena primjena viġe razliļitih lijekova, takozvanih Ăkoktela lijekovañ, koja 

je ļesto ograniļena problemima poput razliļitih farmakokinetiļkih profila pojedinih lijekova, 

vremenskog i kvantitativnog reguliranja njihovih doza te moguĺim nepovoljnim interakcijama 

izmeĽu pojedinih lijekova.118 Pri dizajniranju hibridne viġeciljne molekule koriste se tri glavne 

strategije: 1) povezivanje pojedinih farmakofora (engl. linking) pomoĺu lanļane strukture, pri 

ļemu konaļna (konjugirana) molekula sadrģi oļuvane strukture pojedinih farmakofora; 2) 

spajanje farmakofora (engl. fusing), ļime se dobiva molekula koja sadrģi glavninu originalnih 

struktura polaznih farmakofora; te 3) stapanje farmakofora (engl. merging) koje rezultira 

molekulom ļija struktura sadrģi fragmente polaznih farmakofora (slika 2.11). Pritom je vaģno 

da su aktivnosti pojedinih farmakofora balansirane, odnosno da su njihovi kinetiļki parametri i 

aktivnosti te afiniteti prema njihovim ciljevima istog reda veliļine, kako bi konaļni lijek 

pokazao viġestruke uļinke pri dozi koja je sigurna za organizam.15,16,118  
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Slika 2.11. Princip dizajna hibridnih viġeciljnih molekula povezivanjem farmakofora koji djeluju na 

pojedinaļnu metu pomoĺu lanļane poveznice (engl. linking), njihovim spajanjem (engl. fusing) ili 

stapanjem (engl. merging).15 

 

Povezivanje lijekova ili farmakofora moģe se ostvariti ili kovalentnom vezom koja je podloģna 

metaboliļkoj razgradnji, ġto je osnova dizajna kolijekova (engl. codrugs), ili povezivanjem 

farmakofora stabilnom vezom koja nije podloģna biorazgradnji. Kod kolijekova, povezivanje 

polaznih postojeĺih lijekova kovalentnom poveznicom dovodi do njihove inaktivacije, a da bi 

doġlo do njihove aktivacije potrebno je da se u organizmu odviju enzimske biotransformacije. 

Ovim naļinom sintetizirani su konjugati ibuprofena i lipoiļne kiseline koji pokazuju 

neuroprotektivno i antioksidacijsko djelovanje kao i sposobnost inhibicije akumulacije peptida 

Aɓ40 u mozgu, konjugati takrina i silibinina koji, uz sposobnost inhibicije kolinesteraza, 

pokazuju hepatoprotektivno djelovanje te konjugati ibuprofena i glutationa koji djeluju 

protuupalno i posjeduju antioksidacijska svojstva. Navedeni kolijekovi istraģivani su u in vivo 

modelima kao potencijalni tretmani za AB.119 Povezivanjem farmakofora stabilnom vezom 

koja nije podloģna enzimskoj razgradnji nastaju hibridne molekule koje u organizmu djeluju na 

viġe meta u svom cjelovitom obliku.118,119 Takav primjer je konjugat memagal, nastao 

povezivanjem memantina i galantamina, koji je pokazao in vitro inhibitornu aktivnost prema 

AChE u nanomolarnim koncentracijama i sposobnost vezanja na NMDA receptore u 

mikromolarnim koncentracijama.15 Nedostatak konjugiranih viġeciljnih lijekova je da ļesto 

imaju veliku molekulsku masu (> 500 Da), ġto moģe smanjiti njihovu bioraspoloģivost u 

organizmu.15,120 S druge strane, spajanjem ili stapanjem farmakofora znaļajno se smanjuje 

molekulska masa konaļne molekule u odnosu na one nastale povezivanjem. Jedan od prvih 

potencijalnih viġeciljnih lijekova dizajniran i sintetiziran ovakvim pristupom je memoquin, kod 

kojeg je u strukturu poliaminamidnog caproctamina (AChE inhibitor i antagonist muskarinskih 
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M2 receptora) inkorporiran 1,4-benzokinon, ġto je rezultiralo molekulom koja uz navedene 

aktivnosti posjeduje i antioksidacijska svojstva te sposobnost inhibicije BACE1 i 

samoagregacije peptida Aɓ (slika 2.12.).121  

 

Slika 2.12. Dizajn viġeciljnog lijeka memoquina spajanjem strukture inhibitora i antagonista 

muskarinskih M2 receptora caproctamina i 1,4-benzokinona.121  

 

Sliļnim principom dizajnirani su hibridi kolinesteraznog inhibitora donepezila i derivata 8-

hidroksikinolina koji djeluju kao kelatori biometala Cu2+ i Zn2+. Takve hibridne molekule uz 

navedena svojstva pokazale su i sposobnost inhibicije amiloidne samoagregacije.15 Strategija 

pretrage aktivnosti malih molekulskih fragmenata (engl. fragment-based drug discovery) 

takoĽer je atraktivan pristup dizajnu viġeciljnih lijekova, jer mali fragmenti predstavljaju 

pogodnu polaznu toļku u razvoju novih lijekova buduĺi da ļesto pokazuju viġestruku bioloġku 

aktivnost. Ovakvim pristupom dizajnirani su triazinonski derivati koji objedinjuju gvanidinsku 

strukturu, koja djeluje inhibitorno prema BACE1, te cikliļki amid, koji inhibira kinazu GSK3ɓ 

(slika 2.13).15 

 
Slika 2.13. Dizajn dualnog inhibitora BACE1 i GSK3ɓ principom stapanja farmakofornih struktura 

gvanidina i cikliļkog amida. (prilagoĽeno iz reference 15) 
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Nekoliko viġeciljnih lijekova uġlo je u kliniļka ispitivanja za lijeļenje AB. Idalopirdin (slika 

2.14.) dizajniran je kombinacijom triptamina (antagonist serotoninskih 5-HT6 receptora) i 

benzilamina (inhibitor AChE), i u kliniļkim istraģivanjima je koriġten kao dio kombinatorne 

terapije koja je ukljuļivala i donepezil. Ladostigil (slika 2.14.) je hibridna molekula MAO 

inhibitora rasagilina i karbamatne strukture AChE inhibitora rivastigmina. U kliniļkim 

ispitivanjima koriġten je kao lijek za oboljele od AB koji pate od poremeĺaja kretnji i depresije. 

Iako oba lijeka nisu zadovoljila primarne ciljeve ispitivanja, predstavljaju uspjeġnu translaciju 

kemijskog i bioloġkog koncepta viġeciljnih lijekova u kliniļka istraģivanja. Anavex 2-73 (slika 

2.14.) je mala molekula koja se veģe na muskarinske i ů1 receptore koji reguliraju signalizaciju 

posredovanu kalcijem te su ukljuļeni u proces stvaranja dugoroļnih sjeĺanja. In vivo 

istraģivanja na miġevima pokazala su da Anavex djeluje kao agonist muskarinskih M1 receptora 

te da poniġtava amnestiļko djelovanje antimuskarinskog lijeka skopolamina.16,119 TakoĽer se 

pretpostavlja da kao stimulator M1 receptora moģe smanjiti aktivnost BACE1 i stvaranje 

peptida Aɓ, buduĺi da je pokazano da M1 receptori mogu interagirati s BACE1 i posredovati u 

njenoj degradaciji.122 Rezultati istraģivanja faze IIb/III kliniļkih ispitivanja objavljeni 2025. 

godine govore u prilog blagotvornom djelovanju Anavex 2-73 na kognitivne sposobnosti 

oboljelih od AB.123 Najneobiļniji u ovoj skupini lijekova je natrijev oligomanat (GV-971) (slika 

2.14.), dobiven ekstrakcijom iz morske alge Ecklonia kurome, koji je trenutno uvjetno odobren 

kao lijek za AB u Kini. Primarno djelovanje ovog lijeka je sprjeļavanje crijevne disbioze 

odnosno poremeĺaja u sastavu crijevnog mikrobioma, koji rezultiraju nakupljanjem 

aminokiselina fenilalanina i izoleucina. Takvo nakupljanje za posljedicu ima aktivaciju stanica 

imunoloġkog sustava i mikroglija u mozgu te rezultira neuroupalnim procesima i kognitivnim 

poremeĺajima. Osim protuupalnog djelovanja, natrijev oligomanat pokazuje inhibitorno 

djelovanje prema samoagregaciji peptida Aɓ te potiļe njihovo uklanjanje.119,124  
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Slika 2.14. Strukture viġeciljnih lijekova u kliniļkim fazama istraģivanja lijekova za AB. 

 

2.4. Pregled poznatih bioloġkih aktivnosti odabranih strukturnih skupina 

Istraģivanje bioloġkih aktivnosti skupina s razliļitim strukturnim oksonicama i/ili strukturnim 

motivima vaģno je kako bi se mogao ustanoviti utjecaj pojedinih strukturnih dijelova na 

pojedine bioloġke mete. U nastavku teksta bit ĺe dan kratki pregled nekoliko molekulskih 

skupina za koje je poznato da pokazuju odreĽene bioloġke aktivnosti s naglaskom na aktivnost 

prema bioloġkim metama ukljuļenima u patofiziologiju AB. Strukturni i funkcionalni motivi 

odabranih spojeva (4-aminokinolini, karbamati, oksimi, hidrazoni i benzokinoni) prikazani su 

na slici 2.15. 

 

Slika 2.15. Strukturni i funkcionalni motivi odabranih grupa spojeva: aminokinolini, karbamati, oksimi, 

hidrazoni i benzokinoni. 
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2.4.1. Aminokinolini 

Derivati 4-aminokinolina, klorokin i hidroksiklorokin, veĺ su desetljeĺima prisutni u medicini 

zahvaljujuĺi svojem antimalarijskom djelovanju. Osim toga, pokazuju i antivirusna, 

antibakterijska i antifungalna svojstva, sposobnost sprjeļavanja nastanka krvnih ugruġaka, 

kontrole lipidnog sastava u serumu (sniģavanje koncentracije kolesterola i triglicerida) te 

antitumorsko djelovanje. Zahvaljujuĺi brzoj i potpunoj apsorpciji nakon oralne primjene, te 

akumulaciji u razliļitim tkivima nakon viġekratnih unosa, navedeni lijekovi pokazali su dobar 

potencijal za prenamjenu i za druge terapije. Tako su naġli svoju primjenu kod terapije 

autoimunih bolesti poput reumatoidnog artritisa i Sjögrenovog sindroma te kod infekcija 

virusom humane imunodeficijencije (HIV). Buduĺi da ovi spojevi takoĽer uspjeġno prolaze 

krvno-moģdanu barijeru, spojevi s takvom strukturnom okosnicom posjeduju predispoziciju za 

razvoj lijekova za bolesti srediġnjeg ģivļanog sustava poput AB.125 Tako je pokazano da 

derivati 4-aminokinolina s adamantanskim supstituentom reverzibilno inhibiraju kolinesteraze 

u niskim mikromolarnim koncentracijama, pri ļemu je optimalna duljina alkilne poveznice 

izmeĽu aminokinolinskog prstena i adamantanskog supstituenta iznosila 8 metilnih grupa.126 

Derivati 2-aminokinolina inhibiraju BACE1 u mikromolarnim i nanomolarnim 

koncentracijama, pri ļemu je jedan od spojeva iz serije uspjeġno smanjio koncentracije peptida 

Aɓ (40 i 42) u cerebrospinalnoj tekuĺini ġtakora, ļime je dokazana sposobnost spojeva da uĽu 

u srediġnji ģivļani sustav.127 Jednostavni derivati kinolinskog prstena specifiļno interagiraju s 

oligomernim proteinima p-tau te sprjeļavaju njihovu agregaciju u filamente in vitro,128 dok 

hibridi kinolina i kolesterola te 8-hidroksikinolina i indola pokazuju sposobnost inhibicije 

samoagregacije peptida Aɓ42 in vitro te disagregacije udruģenih peptida u staniļnoj liniji 

neuroblastoma, odnosno sprjeļavanja amiloidne agregacije u hipokampusu miġjeg modela 

AB.129,130 Hibrid 8-hidroksikinolina kliokvinola i rivastigmina pokazuje sposobnost viġeciljnog 

djelovanja kao inhibitor AChE, moguĺnost keliranja iona Zn2+, Cu2+ i Fe2+ te inhibicije 

samoagregacije peptida Aɓ in vitro.131 Istraģivanje derivata 8-aminokinolina pokazalo je da 

takvi spojevi posjeduju sposobnost inhibicije enzima MAO-A i MAO-B u mikromolarnim 

koncentracijama in vitro.132 

 

2.4.2. Benzokinoni 

Benzokinoni su spojevi koji se u prirodi najļeġĺe pojavljuju kao 1,4-benzokinoni. U bioloġkom 

smislu najviġe se istiļe njihova antioksidacijska sposobnost, buduĺi da je struktura benzokinona 
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sadrģana u koenzimu Q10 koji sudjeluje u mitohondrijskom procesu oksidativne fosforilacije i 

sintezi adenozin-trifosfata (ATP), staniļnoj signalizaciji te zaġtiti DNA, proteina i lipida od 

ġtetnih posljedica oksidacije. Sa stajaliġta kemije, buduĺi da su podloģni reakcijama nukleofilne 

adicije te mogu reagirati s razliļitim primarnim ili sekundarnim alifatskim i aromatskim 

aminima, benzokinoni su skupina spojeva vrlo pogodna za derivatizaciju.133 Iz navedenih 

razloga, benzokinoni predstavljaju poģeljnu gradivnu jedinicu za sintezu potencijalnih lijekova 

s neuroprotektivnim uļinkom, kao u sluļaju ranije opisanog memoquina.121 Embelin, derivat 

benzokinona izoliran iz biljke Embelia ribes, pokazao je obeĺavajuĺa neuroprotektivna svojstva 

in vitro radi sposobnosti inhibicije AChE, BChE i BACE1 u mikromolarnim 

koncentracijama.134 Sjedinjavanjem benzokinonskog sustava s heterocikliļkim prstenom 

prireĽena je serija derivata koji inhibiraju agregaciju samih peptida Aɓ kao i njihovu 

samoagregaciju u prisustvu metalnih iona.135 Inhibitorni uļinak na amiloidnu agregaciju 

takoĽer je uoļen kod hibrida naftokinona i triptofana koji sprjeļava i oligomerizaciju i 

fibrilizaciju peptida Aɓ u nanomolarnim koncentracijama in vitro. Isto je ustanovljeno i in vivo 

u modelu transgeniļne muġice Drosophila koji predstavlja model AB.136 Potencijal djelovanja 

na amiloidogenezu pokazuju i derivati arilkinona, koji djeluju dualno kao inhibitori BACE1 i 

samoagregacije peptida Aɓ te djeluju destabilizirajuĺe prema amiloidnim fibrilima, ļime se 

pokazuju djelotvornima u poļetnom te u krajnjem dijelu procesa nastanka amiloidnih 

nakupina.137  

 

2.4.3. Hidrazoni 

Spojevi koji sadrģe hidrazonsku vezu pokazuju brojna bioloġka svojstva poput antimikrobnih, 

antivirusnih, protuupalnih, antiepileptiļkih, antikancerogenih i antituberkularnih aktivnosti, 

kao i sposobnost sprjeļavanja nastanka krvnih ugruġaka.138 Zbog prirode hidrazonske veze, 

koju ļine dva povezana nukleofilna duġika, od kojih je onaj aminskog tipa reaktivniji, te ugljika 

koji dijeli i elektrofilni i nukleofilni karakter, hidrazoni su reaktivni spojevi pogodni za 

derivatizaciju.139 Iz tog razloga takvi spojevi sintetizirani su i istraģivani i kao moguĺi 

modulatori bioloġkih meta ukljuļenih u razvoj AB. Serija benzilhidrazona sintetizirana po 

uzoru na strukturne motive postojeĺih inhibitora kolinesteraza koji se koriste u lijeļenju AB 

pokazala se selektivnim inhibitorima BChE u mikromolarnim koncentracijama.140 

Aminogvanidinski i benzensulfonilni analozi hidrazona takoĽer su se pokazali inhibitorima 

kolinesteraza.141,142 Triazolni hibridi N-acilhidrazona posjeduju inhibitornu aktivnost prema 
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AChE i antioksidacijska svojstva, dok derivati semikarbazona i tiosemikarbazona te 

kinoksalinski hidrazoni pokazuju dualnu inhibitornu aktivnost prema AChE i MAO 

enzimima.143ï145 Kvinazolinski spojevi kod kojih je sjedinjena gvanidinska i hidrazonska grupa 

pokazuju snaģnu inhibitornu aktivnost prema BACE1.146 Nadalje, spojevi koji sadrģe 

hidrazonsku poveznicu takoĽer pokazuju i kelirajuĺa te antioksidacijska svojstva, kao i 

sposobnost inhibicije agregacije peptida Aɓ, ġto ih ļini obeĺavajuĺim strukturnim motivom za 

dizajn viġeciljnih liganada za lijeļenje AB.147ï150  

 

2.4.4. Oksimi 

Oksimi su organski spojevi koji strukturno pripadaju skupini imina, a njihovi derivati pokazuju 

brojna bioloġka svojstva ukljuļujuĺi antibakterijsku, antifungalnu, antioksidacijsku, 

protuupalnu te antikancerogenu aktivnost. Ipak, njihova najpoznatija uloga u medicini je ona 

reaktivatora AChE inhibirane organofosfornim spojevima (bojni otrovi, pesticidi i 

insekticidi).151,152 Buduĺi da su snaģni nukleofili, oksimi mogu istisnuti fosfolirajuĺi 

organofosforni spoj iz aktivnog mjesta AChE pri ļemu nastaju fosfolirani oksim i regenerirani 

katalitiļki aktivan enzim.153 Radi toga su razvijeni oksimi pralidoksim (2-PAM), diacetil 

monoksim (DAM), asoksim klorid (HI-6), obidoksim, metoksim i trimedoksim kao antidoti za 

sluļajeve trovanja bojnim otrovima. Oksimi trenutno odobreni za upotrebu su 2-PAM (SAD, 

Francuska, UK), obidoksim (Njemaļka, Norveġka, Nizozemska), HI-6 (Kanada, Hrvatska, 

Ļeġka, Ġvedska) i TMB-4 (Izrael).151,153 Osim ġto reaktiviraju fosfoliranu AChE, oksimi djeluju 

i kao reverzibilni inhibitori kolinesteraza, ġto ih ļini pogodnim strukturnim motivom za razvoj 

lijekova za AB.154 Derivati biljnog metabolita halkona koji sadrģe oksimsku grupu pokazuju 

inhibitornu aktivnost prema AChE i MAO enzimima in vitro, pri ļemu se istiļe selektivnost 

prema MAO-B.155 Nadalje, fenolni oligomeri s oksimskom poveznicom, posebice trioksimski, 

pokazuju sposobnost inhibicije fibrilizacije peptida Aɓ40, ali i disagregacijski potencijal veĺ 

nastalih fibrilnih amiloida.156 Azacikliļki spojevi koji sadrģe oksimsku grupu djeluju 

protektivno na oļuvanje mitohondrijskih funkcija i staniļne vijabilnosti kod patoloġkih stanja 

poput oksidacijskog stresa i nakupljanja amiloidnih peptida, pri ļemu sprjeļavaju 

nekontrolirani prijenos molekula unutar i izvan mitohondrija.157 Oksimski derivati imidazolil-

acetofenona istiļu se neuroprotektivnim i protuupalnim svojstvima koja proizlaze iz inhibicije 

ciklooksigenaze-2 (COX-2) i AChE, sposobnoġĺu sprjeļavanja toksiļnog djelovanja duġikovog 

monoksida na stanice te sposobnoġĺu keliranja Cu2+.158 Spojevi koji sadrģe oksimsku grupu 
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takoĽer djeluju i kao inhibitori kinaza iz skupine CDK te kinaze GSK3ɓ, ļime pokazuju 

potencijal za kontrolu ekspresije i fosforilacije proteina, posebice proteina tau u sluļaju AB.159 

 

2.4.5. Karbamati 

Karbamati su spojevi s karbamatnom grupom ļiju okosnicu ļini karbonilna grupa na ļiji ugljik 

su vezane alkoksilna i amino grupa. Zbog sliļnosti s amidnom grupom, karbamati se smatraju 

hibridima izmeĽu amida i estera, ġto pridonosi stabilnosti spojeva te omoguĺava ostvarivanje 

unutar- i meĽumolekulskih interakcija. Iz tog razloga, karbamatna grupa je sastavni dio raznih 

lijekova koji se koriste u lijeļenju HIV-a, epilepsije, parazitarnih infekcija te kao 

kemoterapeutici. Otkriĺe fizostigmina, alkaloidnog inhibitora kolinesteraza izoliranog iz 

mahunarke Physostigma venenosum, dovelo je do razvoja kolinesteraznih inhibitora koji se 

koriste u lijeļenju AB (rivastigmin) te mijastenije gravis, autoimunog poremeĺaja rada 

nikotinskih acetilkolinskih receptora (neostigmin, piridostigmin).160 Derivati biskarbamata 

bambuterola, bronhodilatatora koji se koristi u lijeļenju astme, ponaġaju se kao vremenski 

ovisni selektivni inhibitori BChE, a uz to djeluju i kao kelatori biometalnih iona Fe2+, Cu2+ i 

Zn2+.25 Nekolicina istraģivanja provedena je u smjeru razvoja dualnih inhibitora kolinesteraza i 

MAO enzima, pri ļemu su sintetizirani hibridi karbamata i strukturnih motiva odgovornih za 

inhibiciju MAO enzima. Tako su inhibitornu aktivnost prema MAO enzimima pokazali 

karbamatni derivati N-propargilaminoindana i N-propargilfenetilamina, 1-propargil-4-

stirilpiperidina, N-alkilpiperidina te hibridi kumarina i karbamata.161ï164 TakoĽer, spojevi koji 

sadrģe karbamatnu grupu pokazali su i sposobnost sprjeļavanja agregacije Aɓ42 peptida in 

vitro te u stanicama ljudskih neuroblastoma.165  
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO  

3.1. Popis ispitivanih spojeva 

U okviru istraģivanja ove doktorske disertacije testirani su spojevi koji su bili podijeljeni u 6 

razliļitih skupina. Skupine 4-aminokinolini (slike 3.1, 3.2 i 3.3), derivati amodiakina (slika 3.4) 

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

Sveuļiliġta u Beogradu pod vodstvom dr. sc. Dejana Opsenice dok je skupina hidrazona i N-

acilhidrazona (slika 3.6) sintetizirana na Prehrambeno-tehnoloġkom fakultetu u Osijeku pod 

vodstvom prof. dr. sc. Dajane Gaġo-Sokaļ. Skupina O-alkiloksima (slike 3.7, 3.8 i 3.9) i jedan 

dio skupine karbamata (kinuklidinski karbamati te derivati karbamata cinkonidina i cinkonina) 

(slike 3.10 i 3.11) sintetizirani su na Zavodu za organsku kemiju Prirodoslovno-matematiļkog 

fakulteta u Zagrebu pod vodstvom prof. dr. sc. Ines Primoģiļ, dok je drugi dio skupine 

karbamata (monokarbamati (slika 3.12) i biskarbamati (slika 3.13)) sintetiziran na Zavodu za 

Toksikologiju Instituta za medicinska istraģivanja i medicinu rada pod vodstvom dr. sc. Anite 

Bosak. U sklopu disertacije ispitano je 189 spojeva. U sluļaju da su iz pojedine skupine testirani 

samo odabrani spojevi, njihove strukture na slikama istaknute su sivom bojom. Sve strukture 

nacrtane su u programu ChemDraw 20.1.1. (PerkinElmer Informatics, Waltham, SAD).  
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3.1.1. 4-aminokinolini 

 

 
 

Slika 3.1. Strukture i oznake spojeva iz skupine 4-amino-7-klorkinolina s n-oktilnom poveznicom (29 

spojeva). 
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Slika 3.2. Strukture i oznake spojeva iz skupine 4-amino-7-klorkinolina razliļith duljina poveznice (22 

spoja). 

 

 

 

Slika 3.3. Strukture i oznake spojeva iz skupine 4-amino-7-trifluormetilkinolina s n-oktilnom 

poveznicom (12 spojeva). 
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3.1.2. Derivati amodiakina  

 

 
Slika 3.4. Strukture i oznake spojeva iz skupine derivata amodiakina (amodiakin je oznaļen s AMQ) 

(15 spojeva). 

 

 

3.1.3. Benzokinoni 

 

 

Slika 3.5. Strukture i oznake spojeva iz skupine benzokinona (15 spojeva). 
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3.1.4. Hidrazoni i N-acilhidrazoni 

 

 
 
Slika 3.6. Strukture i oznake spojeva iz skupine hidrazona i N-acilhidrazona (16 spojeva). 

 

 

3.1.5. O-alkiloksimi 

 

 
 
Slika 3.7. Strukture i oznake spojeva iz skupine O-metiloksima (9 spojeva). 

 

 

 



§ 3. Eksperimentalni dio 37 

Marija Bartoliĺ Doktorska disertacija 

 
 

Slika 3.8. Strukture i oznake spojeva iz skupine O-tert-butiloksima (17 spojeva). 

 

 

 

 

 
 

Slika 3.9. Strukture i oznake spojeva iz skupine O-benziloksima (19 spojeva). 
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3.1.6. Karbamati  

 

 
 

Slika 3.10. Strukture i oznake spojeva iz skupine kinuklidinskih karbamata. U okviru ove doktorske 

disertacije testirano je ukupno 5 spojeva, naznaļenih sivom bojom. 

 

 

 

 
 

Slika 3.11. Strukture i oznake spojeva iz skupine derivata karbamata cinkonidina (CD) i cinkonina (CN). 

U okviru ove doktorske disertacije testirano je ukupno 5 spojeva, naznaļenih sivom bojom. 
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Slika 3.12. Strukture i oznake spojeva iz skupine monokarbamatnih derivata bambuterola (14 spojeva). 

 

 

 

 
 

Slika 3.13. Strukture i oznake spojeva iz skupine biskarbamatnih derivata bambuterola. U okviru ove 

doktorske disertacije testirano je ukupno 11 spojeva, naznaļenih sivom bojom. 
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3.2. Inhibicija ljudskih kolinesteraza  

3.2.1. Enzimi 

Kao izvor enzima kolinesteraza koriġtene su rekombinantna ljudska AChE (hAChErec) i 

proļiġĺena nativna BChE (hBChE) dobivene od dr. sc. Floriana Nachona, Département de 

Toxicologie et Risques Chimiques, Institut de Recherche Biomedicale des Armées. Izvorne 

otopine enzima razrijeĽene su 100 puta u 1 %-tnoj otopini albumina goveĽeg seruma (BSA) 

pripremljenoj u 0,1 mol Lī1 natrijevu fosfatnom puferu (pH 7,4) i ļuvane na 4 ÁC. Daljnja 

razrjeĽenja enzima pripremana su neposredno prije pokusa u 0,01 % BSA pripremljenom u 

istom puferu. 

 

3.2.2. Kemikalije i otopine 

Sva mjerenja enzimske aktivnosti provedena su u 0,1 mol Lī1 natrijevom fosfatnom puferu (pH 

7,4). Pufer je pripremljen titracijom 0,1 mol Lī1 otopina soli Na2HPO4 (Kemika, Zagreb, 

Hrvatska) i NaH2PO4 (Kemika, Zagreb, Hrvatska) do odreĽenog pH.  

Za praĺenje enzimske aktivnosti kolinesteraza kao supstrat je koriġten acetiltiokolinov jodid 

(ATCh; Sigma-Aldrich, SAD). Osnovna otopina ATCh (10 mmol Lī1) te sva daljnja razrjeĽenja 

ATCh pripremljena su u destiliranoj vodi neposredno prije izvoĽenja pokusa.  

Enzimska aktivnost praĺena je koriġtenjem Ellmanovog reagens, odnosno otopine 5,5'-

ditiobis-2-nitrobenzojeve kiseline (DTNB; Sigma, SAD). Osnovna otopina DTNB-a (6 mmol 

Lī1) prireĽena je u 0,1 mol Lī1 natrijevom fosfatnom puferu (pH 7,4), a dodatno razrjeĽenje 

raĽeno je u istom puferu neposredno prije izvoĽenja pokusa.  

Kao reverzibilni inhibitori hAChErec i hBChE testirani su 4-aminokinolini (slike 3.1., 3.2. i 

3.3.), amodiakini (slika 3.4.), benzokinoni (slika 3.5.), hidrazoni i N-acilhidrazoni (slika 3.6.) 

te O-alkiloksimi (slike 3.7., 3.8. i 3.9.).  

Ishodne otopine inhibitora (5 Ǹ 100 mmol Lī1) pripremljene su u DMSO-u (dimetil-

sulfoksid) i ļuvane su na 4 . Daljnja razrjeĽenja spojeva pripremana su u destiliranoj vodi 

neposredno prije pokusa. 
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3.2.3. Mjerenje aktivnosti i reverzibilne inhibicije kolinesteraza Ellmanovom metodom 

Aktivnost kolinesteraza mjerena je spektrofotometrijskom metodom po Ellmanu koriġtenjem 

DTNB-a kao tiolnog reagensa.166 Metoda se temelji na hidrolitiļkoj razgradnji supstrata ATCh 

kataliziranoj kolinesterazama pri ļemu kao produkti nastaju octena kiselina i tiokolin (TCh). 

Nastali TCh potom reagira s DTNB-om dajuĺi ģuto obojeni anion 5-tio-2-nitrobenzojeve 

kiseline (TNB2ī) (slika 3.14). Porast apsorbancije TNB2- aniona proporcionalan je aktivnosti 

enzima, a praĺen je na valnoj duljini od 412 nm.166,167   

 

 

Slika 3.14. Mehanizam na kojem se temelji princip odreĽivanja aktivnosti kolinesteraza Ellmanovom 

metodom.167  

 

Reakcijske smjese prireĽivane su u prozirnim mikrotitarskim ploļicama s 96 jaģica. Ukupni 

volumen reakcijskih smjesa iznosio je 300 ɛL. Reakcijska smjesa koja je sluģila za mjerenje 

aktivnosti samog enzima (kontrolna reakcija) sadrģavala je DTNB, destiliranu vodu (bez ili s 

dodatkom DMSO-a) i enzim, dok je reakcija u kojoj je praĺena reverzibilna inhibicija enzima 

(reakcija inhibicije) umjesto destilirane vode sadrģavala otopinu ispitivanog spoja. U zadnjem 

koraku objema reakcijskim smjesama dodan je supstrat ļime je zapoļeta enzimska reakcija. 

Koncentracija enzima odabrana je tako da promjena apsorbancije u vremenu (ȹA/min) uz 0,5 

mmol Lī1 ATCh bude oko 0,1 kako bi se osigurali zadovoljavajuĺi uvjeti mjerenja. Konaļne 

koncentracije ATCh u pokusima bile su: 0,05, 0,1, 0,2, 0,35 i 0,5 mmol Lī1. Konaļna 
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koncentracija DTNB-a iznosila je 0,3 mmol Lī1. Zbog utjecaja organskih otapala na aktivnost 

enzima, u sluļajevima gdje je konaļna koncentracija DMSO-a u inhibitornim reakcijama bila 

jednaka ili veĺa od 0,1 %, ista koliļina DMSO-a dodana je i u kontrolnu reakciju. Kod svih 

mjerenja promjena apsorbancije ȹA/min bila je linearna s vremenom. Mjerenje aktivnosti 

trajalo je 3 minute. 

Tijekom mjerenja aktivnosti kolinesteraza Ellmanovom metodom moģe doĺi do tzv. 

neenzimske reakcije odnosno hidrolize supstrata ATCh pod utjecajem ispitivanog inhibitora, 

pri ļemu nastaje TCh i, posljediļno, TNB2ī anion koji uzrokuje porast 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 hidrolize ATCh 

u prisutnosti ispitivanih spojeva. Neenzimska reakcija (neenzimska kontrola) sadrģavala je 

DTNB, 0,1 mol Lī1 natrijev fosfatni pufer (pH 7,4) uz dodatak 0,01 % BSA, ispitivani spoj i 

ATCh. Usporedno je praĺena i kontrolna enzimska reakcija (DTNB, voda (bez ili s DMSO-

om), enzim i 0,5 mmol Lī1 ATCh). Ukoliko je doġlo do neenzimske hidrolize supstrata 

(odnosno kada je promjena apsorbancije u minuti neenzimske hidrolize ATCh iznosila 

najmanje 10 % vrijednosti promjene apsorbancije u minuti za reakciju inhibicije enzimski 

hidroliziranog ATCh) napravljene su korekcije inhibiranih reakcija. Mjerenje aktivnosti trajalo 

je 5 minuta. 

Sva mjerenja su provedena na ļitaļima mikrotitarskih ploļica Tecan Infinite M200PRO 

(Tecan Group Ltd., Ġvicarska) i SpectraMax iD3 (Molecular Devices, LLC, San Jose, CA, 

USA) pri 25 . Svako mjerenje provedeno je u duplikatu te ponovljeno u najmanje tri nezavisna 

eksperimenta.  

 

3.2.4. Konstante disocijacije 

Konstante disocijacije kompleksa enzima i inhibitora (Ki) odreĽene su iz kompeticije izmeĽu 

supstrata i inhibitora za vezanje u aktivno mjesto hAChErec, odnosno hBChE. Aktivnost enzima 

mjerena je pri razliļitim koncentracijama supstrata (s) u odsutnosti (v0) i prisutnosti (vi) 

inhibitora odreĽene koncentracije. Buduĺi da se interakcija izmeĽu enzima i inhibitora odvija 

u prisutnosti supstrata, za svaku koncentraciju inhibitora [I] je pri odreĽenoj koncentraciji 

supstrata izraļunata prividna konstanta disocijacije kompleksa enzim-inhibitor, Ki,app. Ki,app 

odreĽena je jednadģbom:                                             

ὑȟ  
 
Ͻ)    (1) 
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gdje ’ predstavlja aktivnost enzima bez prisutnosti inhibitora (kontrolna reakcija), dok ’ 

predstavlja aktivnost enzima u prisutnosti inhibitora odreĽene koncentracije [I] (reakcija 

inhibicije) mjerene pri istoj koncentraciji supstrata. Utjecaj supstrata na vezanje inhibitora u 

aktivno mjesto enzima opisan je Hunter-Downsovom jednadģbom: 

ὑȟ ὑ  ϽὛ    (2) 

gdje je [S] koncentracija supstrata pri kojoj je odreĽena prividna konstanta disocijacije Ki,app. 

Buduĺi da periferno mjesto AChE moģe ostvariti interakcije s amiloidnim peptidima i na taj 

naļin s njima tvoriti neurotoksiļne komplekse,61 analiziran je naļin vezanja inhibitora u aktivno 

mjesto AChE. Ukoliko je ovisnost Ki,app vs [S] linearna, inhibitor kompetira sa supstratom za 

vezanje u katalitiļko mjesto enzima i odsjeļak na ordinati, K(I), predstavlja disocijacijsku 

konstantu reverzibilnog kompleksa enzim-inhibitor za katalitiļko mjesto. U sluļaju nelinearne 

ovisnosti u Hunter-Downsovom prikazu, inhibitor se veģe i u katalitiļko i u periferno mjesto 

enzima ġto ukazuje da se radi o mjeġovitom tipu kompetitivne inhibicije. Ukoliko se postotak 

inhibicije s inhibitorom odreĽene koncentracije [I] ne mijenja s promjenom koncentracije 

supstrata, govorimo o nekompetitivnoj reverzibilnoj inhibiciji. U tom sluļaju vrijedi: 

(3) 

 

Reprezentativni primjeri grafiļkih prikaza ovisnosti Ki,app o koncentraciji supstrata za 

kompetitivni, nekompetitivni i mjeġoviti tip inhibicije hAChErec dani su na slici 3.15. 

 

 
 
Slika 3.15. Hunter-Downsov prikaz ovisnosti eksperimentalno odreĽenih konstanti Ki,app (konstanta 

disocijacije kompleksa hAChErecīspoj) o koncentraciji supstrata ATCh. A) kompetitivni (spoj tBQ-4); 

B) nekompetitivni (spoj tBQ-8) i C) mjeġoviti tip inhibicije (spoj tBQ-1). 

 

Za raļunanje svih kinetiļkih parametara i izradu grafiļkih prikaza upotrijebljen je statistiļki 

paket GraphPad Prism (Graph Pad Inc, San Diego, SAD). 
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3.3. Inhibicij a aktivnosti ljudske ɓ-sekretaze 

 

3.3.1. Komercijalni kompleti, enzim i kemikalije 

Za uhodavanje metode mjerenja aktivnosti BACE1 i ispitivanje inhibitorne sposobnosti spojeva 

(dio spojeva iz serije 4-aminokinolini (slika 3.1.) i hidrazoni (slika 3.6.)) koriġten je 

komercijalni komplet ɓ-Secretase (BACE1) Activity Detection Kit (Fluorescent) od Sigme (kat. 

br. CS0010, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD).168  

U ostalim eksperimentima koriġtene su pojedine komponente komercijalnog kompleta 

CS0010 i zasebno pribavljeni istovjetni komercijalno dostupni reagensi: fluorescentni peptidni 

supstrat 7-metoksikumarin-4-acetil-[Asn670, Leu671]-amiloid ɓ/A4 prekursorski protein 770 

fragment 667-676(2,4-dinitrofenil)Lys-Arg-Arg amid (kat. br. A1472, Sigma Aldrich, St. 

Louis, SAD) te ljudski rekombinantni enzim BACE1 (kat. br. S4195, (~5U/µL) ili kat. br. 

B9059 (~ 3 U/µL), Sigma Aldrich, St. Louis, SAD). Kao pufer koriġten je natrijev acetatni pufer 

(50 mmol Lī1, pH 4,5) koji je sadrģavao 0,005 % Triton X-100.169 Pufer je prireĽen otapanjem 

4,1 g anhidrida natrijevog acetata (Supelco., Darmstadt, Njemaļka) u 1 L destilirane vode nakon 

ļega je titriran ledenom octenom kiselinom do pH 4,5. U tako pripremljenu otopinu dodan je 

detergent Triton X-100 do konaļnog sadrģaja 0,005%.  

U svim eksperimentima, kao pozitivna kontrola koriġten je komercijalno dostupni inhibitor 

BACE1 ɓ-Secretase Inhibitor III ï Calbiochem (kat. br. 565780, EMD Millipore Corp., 

Billerica, MA, SAD). 

Kao inhibitori aktivnosti BACE1 testirani su 4-aminokinolini (slike 3.1., 3.2. i 3.3.), 

benzokinoni (slika 3.5.), hidrazoni i N-acilhidrazoni (slika 3.6.), O-alkiloksimi (slike 3.7., 3.8. 

i 3.9.), kinuklidinski karbamati (slika 3.10.), karbamatni derivati cinkonidina i cinkonina (slika 

3.11.) te monokarbamatni (slika 3.12.) i biskarbamatni derivati bambuterola (slika 3.13.). 

Konaļne koncentracije testiranih spojeva odabrane su prema vrijednostima njihovih konstanti 

inhibicije ljudskih kolinesteraza (Ki). 

 

3.3.2. Mjerenje aktivnosti BACE1 u prisutnosti ispitivanih spojeva 

Aktivnost enzima ɓ-sekretaze (BACE1) mjerena je prema modificiranom protokolu 

komercijalnog kompleta CS0010 koji koristi FRET (fluorescentno rezonantni energetski 

transfer) metodu temeljenu na pojaļanju intenziteta fluorescencije uslijed proteolize 

fluorescentnog peptidnog supstrata potpomognute ɓ-sekretazom. 
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Ishodna otopina supstrat pripremana je u DMSO-u u koncentraciji 500 µmol Lī1 koja je zatim 

alikvotirana, a alikvoti su bili pohranjeni na ī20 °C. Alikvoti su odmrzavani neposredno prije 

eksperimenta te razrijeĽni 10 puta u Fluorescence assay buffer-u (kod uhodavanja metode i za 

ispitivanje 4-aminokinolina (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 ɓ-Secretase Inhibitor III prireĽene su u DMSO-u te su dalje razrjeĽivane u 

Fluorescence assay buffer-u ili 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. Ljudska rekombinantna BACE1 iz komercijalnog kompleta CS0010 

razrjeĽivana je 50 puta u Fluorescence assay buffer-u ili natrijevom acetatnom puferu 

(aktivnost enzima u konaļnoj reakcijskoj smjesi iznosila je ~0,6 U (engl. enzyme unit)). Ljudska 

rekombinantna BACE1 (S4195) razrjeĽivana je 100 puta u natrijevom acetatnom puferu 

(aktivnost enzima u konaļnoj reakcijskoj smjesi iznosila je ~0,5 U).  

Za sve eksperimente u kojima je odreĽivan moguĺi inhibitorni uļinak ispitivanih spojeva 

prireĽivane su 4 razliļite reakcijske smjese: negativna kontrola (supstrat + pufer), pozitivna 

kontrola (supstrat + BACE1 + pufer), slijepa proba (supstrat + inhibitor + pufer) i reakcija 

inhibicije (supstrat + BACE1 + inhibitor + pufer). Konaļni volumeni svih navedenih smjesa 

iznosili su 100 µL. Reakcijske smjese prireĽene su prema tablici 3.1 u crnoj mikrotitarskoj 

ploļici s 96 jaģica u duplikatima ili triplikatima, a reakcija je zapoļeta dodatkom enzima 

BACE1. 

 

Tablica 3.1. Sastav rekcijskih smjesa u pokusima inhibicije aktivnosti BACE1 (NK ī negativna 

kontrola; PK ī pozitivna kontrola; SP ī slijepa proba). 

 

REAGENSI NK PK SP 
Reakcija 

inhibicije  

pufer 80 µL 70 µL 60 µL 50 µL 

supstrat (50 µmol Lī1) 20 µL 20 µL 20 µL 20 µL 
inhibitor / / 20 µL 20 µL 

BACE1 / 10 µL / 10 µL 

 

Reakcija je zapoļinjala dodavanjem 10 µL razrjeĽenog enzima u reakcijske smjese. Odmah po 

dodatku BACE1 u reakcijsku smjesu izmjeren je intenzitet fluorescencije (IF) pri valnoj duljini 

pobude ɚex = 320 nm i valnoj duljini emisije ɚem = 405 nm (nulto vrijeme) nakon ļega je ploļica 

s uzorcima inkubirana dva sata u termobloku pri 37 °C. Nakon ta dva sata ponovno je oļitan 

intenzitet fluorescencije pri istim valnim duljinama pobude i emisije. Izmjerene vrijednosti 
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intenziteta fluoresencije pozitivne kontrole (IF(PK)) i reakcije inhibicije (IF(INH)) korigirane 

su za vrijednosti intenziteta fluorescencije izmjerene za negativnu kontrolu (IF(NK)) odnosno 

slijepu probu (IF(SP)) kako bi se eliminirali pozadinski utjecaji samog supstrata i inhibitora. Na 

temelju dobivenih vrijednosti izraļunati su postoci preostale aktivnosti BACE1 prema sljedeĺoj 

jednadģbi: 

Ϸ ἩἳἼȢἌἋἍἏ
  

  
ρzππ  (4) 

 

Dobiveni postoci preostale aktivnosti BACE1 preraļunati su u postotak inhibicije BACE1. 

Mjerenje u nultom vremenu sluģilo je kako bi se usporedbom vrijednosti na poļetku reakcije i 

na kraju reakcije (nakon dva sata) provjerilo je li doġlo do porasta intenziteta fluorescencije u 

pozitivnoj kontroli i reakcijama inhibicije ġto ukazuje na enzimsku aktivnost i hidrolizu 

supstrata. Sva mjerenja provedena su u duplikatu ili triplikatu te ponovljena u najmanje dva 

nezavisna eksperimenta. 

Za mjerenja intenziteta fluorescencije koriġteni su ļitaļi mikrotitarskih ploļica Tecan 

Infinite M200PRO (Tecan Group Ltd., Ġvicarska) ili SpectraMax iD3 (Molecular Devices, 

LLC, San Jose, CA, SAD). 

 

3.4. Inhibicija samoagregacije amiloidnih-ɓ-peptida 

3.4.1. Puferi, reagensi 

U svim pokusima koriġteni su puferi 1X PBS (engl. phosphate-buffered saline) (pH 7,2) i 50 

mmol Lī1 glicin-NaOH pufer (pH 8,0). 1X PBS prireĽivan je razrjeĽivanjem ishodne otopine 

10X PBS pufera. 10x PBS pufer prireĽen je otapanjem soli NaCl (1,37 mol Lī1), KCl (27 mmol 

Lī1), Na2HPO4 (100 mmol Lī1) i KH2PO4 (18 mmol Lī1) u destiliranoj vodi te je titriran 

vodenom otopinom NaOH do pH 7,2. Glicin-NaOH pufer koncentracije 50 mmol Lī1 prireĽen 

je razrjeĽivanjem ishodne 100 mmol Lī1 otopine destiliranom vodom. Glicin-NaOH (100 mmol 

Lī1) pufer prireĽen je otapanjem glicina i krutog NaOH u destiliranoj vodi te titriranjem 36 %-

tnom klorovodiļnom kiselinom do pH 8,0. 

Tioflavin T (Sigma Aldrich, St. Louis, SAD) koriġten je kao fluorescentna boja ļiji intenzitet 

fluorescencije se pojaļava uslijed interakcije s amiloidnim fibrilinim strukturama. Tioflavin T 

(ThT) otopljen je u metanolu ili 50 mmol Lī1 glicin-NaOH puferu (pH 8,0) kao 1 mg mLī1 

otopina. Dobivena otopina razrjeĽena je puferom do koncentracije 100 µmol Lī1. U svakom 
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pokusu koriġtena je svjeģe prireĽena otopina Tioflavina T, vaganog i otopljenog neposredno 

prije dodatka u reakcijsku smjesu. 

Kurkumin (Sigma Aldrich, St. Louis, SAD) je koriġten kao kontrolni spoj zbog njegove 

sposobnosti inhibicije amiloidne oligomerizacije i fibrilizacije.170 Ishodna otopina kurkumina 

(100 mmol Lī1) i meĽurazrjeĽenje (10ī3 mol Lī1) prireĽene su u DMSO-u jer pri navedenim 

koncentracijama kurkumin precipitira u vodenom mediju. Radne otopine (10 i 20 µmol Lī1) 

prireĽene u 1X PBS puferu neposredno prije pokusa. Za sve pokuse koriġtena je ishodna otopina 

kurkumina ne starija od 2 dana (ļuvana na 4 °C).  

 

3.4.2. Amiloidni-ɓ peptid 

Kao izvor amiloidnih-ɓ peptida koriġten je humani rekombinantni amiloidni-ɓ peptid 

(aminokiseline 1 ï 42, Aɓ42) tretiran HFIP-om (1,1,1,3,3,3-heksafluoroizopropanol) (Sigma 

Aldrich, St. Louis, SAD). Otopina amiloida prireĽena je prema uputama proizvoĽaļa171: jedan 

miligram amiloidnog-ɓ peptida otopljen je u 100 µL vodene otopine 1 %-tnog NH4OH te 

soniciran 30 sekundi u vodenoj ultrazvuļnoj kupelji. Odmah nakon sonikacije otopini je dodano 

900 µL 1X PBS pufera. Nakon ponovne sonikacije (30 sekundi) otopina amiloida je 

alikvotirana te su alikvoti pohranjeni na ī20 ÁC do koriġtenja (pohrana je bila do najduģe dva 

tjedna, prema uputama proizvoĽaļa). Radne otopine amiloida prireĽivane su neposredno prije 

pokusa razrjeĽivanjem alikvota u 1X PBS puferu. 

 

3.4.3. Optimizacija metode mjerenja inhibicije ɓ-amiloidne samoagregacije 

 

Samoagregacija amiloidnih-ɓ peptida praĺena je fluorescencijskom metodom prema protokolu 

C. Xue i suradnika.172 Praĺeno je smanjenje intenziteta fluorescencije Tioflavina T uslijed 

njegova vezanja na fibrilne amiloidne strukture nastale samoagregacijom amiloidnih-ɓ 

peptida.172,173  

Intenzitet fluorescencije ThT mjeren je u ļetiri razliļite reakcijske smjese: blank (pufer + 

ThT), kontrolna reakcija (pufer + Aɓ42 + ThT), slijepa proba (pufer + ispitivani spoj + ThT) te 

reakcija inhibicije (pufer + Aɓ42 + ispitivani spoj + ThT). U kontrolnoj reakciji u pufer je 

dodana koliļina DMSO-a koja odgovara koliļini DMSO-a u inhibiranoj reakciji buduĺi da su 

ishodne otopine kurkumina i ispitivanih spojeva prireĽivane u istom organskom otapalu. U 

slijepoj probi u pufer je dodana koliļina NH4OH koja odgovara koliļini navedene otopine u 
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kontrolnoj i inhibiranoj reakciji po dodatku ɓ-amiloida, dok su u blank reakciji dodane 

odgovarajuĺe koliļine i DMSO i NH4OH u pufer. Pritom je postotak DMSO-a ovisio o 

koncentraciji ishodne otopine testiranih spojeva/kurkumina. Konaļni volumen svih reakcijskih 

smjesa iznosio je 100 µL, dok je koncentracijski omjer amiloida i ispitivanih spojeva bio 1:1. 

Kod optimiziranja metode, prvo je odreĽena koncentracija amiloida koja uslijed interakcije 

s ThT-om daje zadovoljavajuĺi odziv u odnosu na blank, odnosno fluorescenciju samog ThT-a 

(poģeljnim je smatrano da intenzitet fluorescencije blank-a iznosi oko 10 % ili manje intenziteta 

fluorescencije pozitivne kontrole). U tu svrhu ispitana je sposobnost kurkumina da inhibira ɓ-

amiloidnu samoagregaciju u koncentracijskom omjeru kurkumin:ɓ-amiloid = 1:1 za dvije 

koncentracije kurkumina i Aɓ42 (4 µmol Lī1 i 8 µmol Lī1). Reakcijske smjese (bez dodatka 

ThT) inkubirane su 1 h pri 37 ÁC u termobloku sa zatvorenom komorom. Nakon 1 h prireĽena 

je svjeģa otopina ThT u metanolu koja je zatim razrijeĽena u glicin-NaOH puferu do 100 µmol 

Lī1. Tako svjeģe prireĽena otopina ThT po zavrġetku inkubacije dodana je u sve reakcijske 

smjese, a konaļna koncentracija ThT-a iznosila je 20 µmol Lī1. Reakcijske smjese po dodatku 

ThT-a inkubirane su 15 minuta pri 25 °C te je nakon toga izmjerena fluorescencija. Sve 

reakcijske smjese prireĽene su u crnim mikrotitarskim ploļicama s 96 jaģica, a fluorescencija 

je oļitana na ļitaļu mikrotitarskih ploļica SpectraMax iD3 (Molecular Devices, LLC, San Jose, 

CA, USA) na valnoj duljini pobude ɚex = 450 nm i emisije ɚem = 490 nm. Postotak inhibicije ɓ-

amiloidne samoagregacije izraļunat je prema sljedeĺoj jednadģbi: 

 

Ϸ ἱἶἰἱἪἱἫἱἲἭρππ ρzππ  (5) 

gdje je IF(INH) intenzitet fluorescencije inhibirane reakcije, IF(SP) intenzitet fluorescencije 

slijepe probe, IF(KONTROLA) intenzitet fluorescencije kontrolne reakcije te IF(BLANK) 

intenzitet fluorescencije blank-a. 

Naredni korak bila je optimizacija duljine inkubacije reakcijskih smjesa sa ThT-om kako bi 

se odredio najbolji omjer duljine inkubacije i intenziteta fluorescencije. Aɓ42 i kurkumin, 

odnosno 4-aminokinolini, inkubirani su 24 h pri 37 °C u koncentracijskom omjeru Aɓ42 i 

kurkumina/aminokinolina 1:1 (konaļne koncentracije 4 µmol Lī1 ili 8 µmol Lī1). Praĺen je 

utjecaj duljine inkubacije reakcijskih smjesa sa ThT-om na intenzitet fluorescencije. Intenzitet 

fluorescencije oļitavan je nakon 15, 30 odnosno 60 min inkubacije. Postotak inhibicije 

izraļunat je prema jednadģbi (5). 
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Na temelju provedenih pokusa, zakljuļeno je da najbolji odziv daju reakcije u kojima je 

konaļna koncentracija amiloida-ɓ i ispitivanih spojeva 8 µmol Lī1, dok je optimalno trajanje 

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

rasprava). 

 

3.4.4. Optimizacija metode mjerenja inhibicije ɓ-amiloidne samoagregacije 

 

Sposobnost inhibicije ɓ-amiloidne samoagregacije testirana je za spojeve iz grupe 4-

aminokinolina (slika 3.1), hidrazona i N-acilhidrazona (slika 3.6), kinuklidinskih O-alkiloksima 

(slike 3.7, 3.8 i 3.9), kinuklidinskih karbamata (slike 3.10), karbamatnih derivata cinkonidina i 

cinkonina (slika 3.11) te monokarbamatnih (slika 3.12) i biskarbamatnih derivata bambuterola 

(slika 3.13). Svi navedeni spojevi, osim (N-acil)hidrazona, otopljeni su kao 100 mmol Lī1 u 

DMSO-u, dok su (N-acil)hidrazoni otopljeni kao 10 mmol Lī1. Daljnja razrjeĽenja pripremana 

su u 1X PBS puferu. PrireĽivane su ļetiri reakcijske smjese sastava opisanih u poglavlju 3.4.3. 

Koncentracijski omjer amiloida-ɓ i kurkumina/ispitivanih spojeva u reakcijskim smjesama bio 

je 1:1 (finalna koncentracija 8 µmol Lī1). Radna otopina ThT-a prireĽivana je kao 100 Õmol 

Lī1 u glicin-NaOH puferu neposredno prije dodatka u reakcijske smjese. Reakcijske smjese 

inkubirane su 24 h pri 37 °C prije dodatka ThT-a, te dodatnih 15 minuta na sobnoj temperature 

nakon dodatka ThT-a. Konaļni volumen svih reakcijskih smjesa iznosio je 100 ÕL. Intenzitet 

fluorescencije izmjeren je na ļitaļu mikrotitarskih ploļica SpectraMax iD3 (Molecular 

Devices, LLC, San Jose, CA, USA) na valnoj duljini pobude ɚex = 450 nm i emisije ɚem = 490 

nm. Postotak inhibicije ɓ-amiloidne samoagregacije izraļunat je prema jednadģbi (5). Sva 

mjerenja provedena su u triplikatu te ponovljena u najmanje dva nezavisna eksperimenta. 
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3.5. OdreĽivanje antioksidacijskog kapaciteta ispitivanih spojeva  

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

3.5.2.1. Puferi, kemikalije, reagensi 

 

U svim pokusima koriġten je 300 mmol Lī1 acetatni pufer (pH 3,6) prireĽen otapanjem 

natrijevog acetata trihidrata (CH COONa · 3H O; Kemika, Zagreb, Hrvatska) u destiliranoj 

vodi i titriran ledenom octenom kiselinom do ģeljenog pH.  

Otopina 2,4,6-tri(2-piridil) -s-triazina (TPTZ) koncentracije 10 mmol Lī1 prireĽena je 

otapanjem soli TPTZ (Fluka, Buchs, Ġvicarska) u 40 mmol Lī1 HCl. Otopina HCl prireĽena je 

otapanjem 36,5 %-tne otopine HCl u destiliranoj vodi. Otopina ģeljezovog(III) klorida 

koncentracije 20 mmol Lī1 prireĽena je otapanjem soli FeCl3 · 6H2O (Kemika, Zagreb, 

Hrvatska) u destiliranoj vodi. Obje otopine prireĽene su neposredno prije provoĽenja 

eksperimenta. FRAP reagens prireĽen je mijeġanjem acetatnog pufera, 10 mmol Lī1 otopine 

TPTZ i 20 mmol Lī1 otopine FeCl3 · 6H2O u omjeru 10:1:1. 

Kao standard koriġten je ģeljezov(II) sulfat ļija je ishodna otopina (1 mmol Lī1) prireĽena 

otapanjem soli FeSO4 · 7H2O (Sigma Aldrich, St. Louis, SAD) u destiliranoj vodi. Nakon 

pripreme otopina je alikvotirana, a alikvoti su bili pohranjeni na ī20 °C do upotrebe. 

Kao referentni antioksidansi koriġteni su Trolox (analog vitamina E) (Sigma Aldrich, St. 

Louis, SAD) i BHT (butilirani hidroksitoluen) (Sigma Aldrich, St. Louis, SAD). 

Ishodne otopine svih ispitivanih spojeva pripremljene su u DMSO-u i ļuvane na 4 . 

Daljnja razrjeĽenja spojeva pripremana su u destiliranoj vodi neposredno prije pokusa.  

 

3.5.2.2. OdreĽivanje antioksidacijskog kapaciteta ispitivanih spojeva FRAP metodom 

 

FRAP metoda temelji se na redukcijskom potencijalu antioksidansa, odnosno na njegovoj 

sposobnosti da prenese elektron na oksidirajuĺe vrste. Prijenos elektrona prati se porastom 

apsorbancije pri valnoj duljini ɚ = 593 nm kao posljedicom redukcije kompleksa 

Fe3+ītripiridiltriazin (blago ģuta boja) u Fe2+ oblik (plava boja) u prisustvu antioksidansa pri 

niskom pH (slika 3.16).174  
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Slika 3.16. Mehanizam reakcije prijenosa elektrona na kojem je bazirana FRAP metoda.175  

 

Mjerenja su provedena u ļetiri razliļite reakcijske smjese: blank (dH2O + FRAP reagens), 

reakcija sa standardom (FeSO4 · 7H2O + FRAP reagens), slijepa proba (otopina spoja + acetatni 

pufer) i reakcija s ispitivanim spojem (otopina spoja/referentni antioksidans + FRAP reagens). 

Konaļni volumen svih reakcijskih smjesa iznosio je 250 µL. Koncentracija TPTZ-a u 

reakcijskim smjesama bila je 0,8 mmol Lī1, dok je koncentracija FeCl3 iznosila 1,6 mmol Lī1. 

Konaļne koncentracije standarda FeSO4 bile su u rasponu od 2,4 do 60 µmol Lī1. Nakon 

pripreme, reakcijske smjese inkubirane su 1 h u termobloku pri 37 °C, nakon ļega je oļitana 

vrijednost apsorbancije na valnoj duljini od ɚ = 593 nm i temperaturi od 25 °C. Za svaki 

ispitivani spoj i referentne antioksidanse provedena je odgovarajuĺa pozadinska korekcija. Sva 

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

FRAP vrijednosti (izraģene u Õmol Lī1) za pojedine spojeve izraļunate su iz baģdarnog 

pravca ovisnosti apsorbancije o koncentraciji standarda FeSO4 · 7H2O.  

Sve reakcijske smjese prireĽene su u prozirnim mikrotitarskim ploļicama s 96 jaģica, 

aapsorbancija je izmjerena na ļitaļu mikrotitarskih ploļica SpectraMax id3 (Molecular 

Devices, LLC, San Jose, CA, USA). 

Antioksidacijski kapacitet temeljen na sposobnosti redukcije Fe3+ u Fe2+ testiran je za 

spojeve iz skupine hidrazona i N-acilhidrazona (slika 3.6). Konaļna koncentracija testiranih 
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spojeva iznosila je 50 µmol Lī1, a odabrana je s obzirom na vrijednosti konstanti inhibicije 

ljudskih kolinesteraza (Ki) tih spojeva. 

 

3.5.2. ORAC metoda (engl. Oxygen Radical Antioxidant Capacity) 

3.5.2.1. Puferi, kemikalije, reagensi 

 

U svim pokusima koriġtne su kemikalije i reagensi (otopina Assay Diluent (4X), 100X 

fluorescein, Trolox i inicijator peroksilnih radikala) koji su sastavnice komercijalno dostupnog 

kompleta OxiSelectÊ Oxygen Radical Antioxidant Capacity (ORAC) Activity Assay kit (Cell 

Biolabs, Inc., San Diego, CA, SAD).176 1X PBS pufer (pH 7,4) dobiven je deseterostrukim 

razrjeĽenjem 10X PBS pufera (priprema opisana u poglavlju 3.4.1.) koji je zatim titriran 36%-

tnom vodenom otopinom HCl do ģeljenog pH.  

Kao otapala za pripravu reagensa i reakcijskih smjesa koriġtene su sljedeĺe otopine: Assay 

Diluent (1X) (dobiven ļetverostrukim razrjeĽenjem Assay Diluent (4X) u destiliranoj vodi), 50 

%-tna vodena otopina acetona i 1X PBS (pH 7,4). Assay Diluent (4X) je ļuvan na 4 °C, dok su 

vodena otopina acetona i 1X PBS ļuvani na sobnoj temperaturi.  

Kao standardni antioksidans koriġten je Trolox koji je u komercijalnom kompletu dostupan 

u obliku 5 mmol Lī1 otopine. Njegova daljnja razrjeĽenja prireĽivana su u 50 %-tnoj vodenoj 

otopini acetona. Ishodne otopine ispitivanih spojeva pripravljane su u DMSO-u, dok su daljnja 

razrjeĽenja pripremana u 50 %-tnoj vodenoj otopini acetona. Prije uporabe, otopina 100X 

fluoresceina razrjeĽena je 100 puta u Assay Diluent-u (1X) kako bi se dobila radna otopina 1X 

fluoresceina. Inicijator peroksilnih radikala 2,2'-azobis(2-amidinopropan) dihidroklorid 

(AAPH) pripreman je neposredno prije uporabe kao 80 mg mLī1 otopina u 1X PBS puferu.   

 

3.5.2.2. OdreĽivanje antioksidacijskog kapaciteta ispitivanih spojeva ORAC metodom 

 

OdreĽivanje antioksidacijskog kapaciteta spojeva ORAC metodom temelji se na sposobnosti 

antioksidansa da sprijeļe oksidaciju fluorescentne probe (ovdje fluoresceina) izazvanu ROS-

ovima (peroksilnim radikalima). Ukratko, reakcijom peroksilnih radikala s fluorescentnom 

probom nastaje oksidirani flurescein slabe fluorescencije ġto uzrokuje opadanje intenziteta 

fluorescencije u vremenu. Spojevi koji mogu interferirati s navedenim procesom na naļin da 

prenesu vodikov atom na nastali radikal i tako Ăhvatajuñ reaktivne kisikove ili duġikove vrste, 
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ġtite fluorescentnu probu od oksidacije zbog ļega intenzitet fluorescencije sporije opada u 

vremenu, ovisno o antioksidacijskom kapacitetu ispitivanog spoja.176,177 Princip rada ORAC 

metode prikazan je na slici 3.17.  

 

 

 
 

Slika 3.17. Princip rada ORAC metode. A) nastanak ROS-ova (peroksilni radikali) termalnom 

razgradnjom 2,2'-azobis(2-amidinopropan) dihidrocklorida (AAPH) u prisustvu kisika. B) oksidacija 

fluoresceina peroksilnim radikalima pri ļemu nastaje produkt slabe fluorescencije. C) sprjeļavanje 

oksidacije fluoresceina prisustvom antioksidansa. Slika je izraĽena prema referenci 178. 

 

Mjerenja su provedena u tri razliļite reakcijske smjese: slijepa proba (fluorescein i 50 %-tni 

aceton), reakcija sa standardnim antioksidansom (fluorescein, 50 %-tni aceton, Trolox), i 

reakcija s ispitivanim spojem (fluorescein, 50 %-tni aceton, ispitivani spoj). Po pripremi, sve 

reakcijske smjese inkubirane su 30 minuta u termobloku s poklopcem pri 37 °C. Nakon 

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

fluorescencije na valnoj duljini pobude ɚex = 480 nm i valnoj duljini emisije ɚem = 520 nm pri 

temperaturi od 37 °C. Snimanje je trajalo 3 sata, pri ļemu je intenzitet fluorescencije oļitavan 

svakih 60 sekundi. Konaļno razrjeĽenje ishodne otopine fluoresceina bilo je 133 puta, a 

konaļna koncentracija AAPH bila je 37 mmol Lī1, dok su konaļne koncentracije Troloxa bile 
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u rasponu od 2,5 ï 75 µmol Lī1. Konaļni ukupni volumen svih reakcijskih smjesa iznosio je 

200 µL.  

Antioksidacijski kapacitet spojeva i Troloxa odreĽen je iz povrġine ispod krivulje opadanja 

intenziteta fluorescencije (engl. area under curve, AUC) koji je korigiran za vrijednost AUC 

slijepe probe (50 %-tna vodena otopina acetona + 1X otopina fluoresceina + AAPH) kako bi se 

dobila neto AUC vrijednost. Vrijednosti neto AUC usporeĽene su sa standardnom krivuljom 

Troloxa, a antioksidacijski kapacitet pojedinog spoja izraģen je kao ekvivalent koncentracije 

Troloxa (TE) jednakog uļinka.  

Sva mjerenja provedena su u crnim mikrotitarskim ploļicama s 96 jaģica koriġtenjem ļitaļa 

mikrotitarskih ploļica SpectraMax iD3 (Molecular Devices, LLC, San Jose, Kalifornija, SAD). 

Za sve izraļune upotrijebljen je statistiļki paket GraphPad Prism (Graph Pad Inc, San Diego, 

SAD). 

Antioksidacijski kapacitet temeljen na sposobnosti prijenosa vodikovog atoma na 

peroksilne radikale testiran je za spojeve iz skupine benzokinona (slika 3.5.) pri ļemu je njihova 

konaļna koncentracija u reakcijskim smjesama iznosila 50 µmol Lī1, a koja je bila odabrana s 

obzirom na prosjek njihovih konstanti inhibicije ljudskih kolinesteraza (Ki)). 

 

3.6. Inhibicija aktivnosti monoamin-oksidaza (MAO)  

3.6.1. Puferi, kemikalije, reagensi 

Za mjerenje inhibicije monoamin-oksidaza koriġteni su komercijalno dostupni ljudski 

rekombinantni enzimi MAO-A (kat. br. M7316) i MAO-B (kat. br. M7441). Vijale enzima 

sadrģavale su ~5 mg/mL proteina (Sigma Aldrich, St. Louis, SAD). Alikvoti originalne otopine 

enzima ļuvani su na ï80 °C. Radne otopine enzima prireĽene su razrjeĽivanjem 20 ÕL alikvota 

enzima u 10 mL kalijevog fosfatnog pufera neposredno prije mjerenja. 

Kao supstrat MAO enzima koriġten je komercijalno dostupan p-tiramin hidroklorid (kat. br. 

T2879, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD). Radna otopina 2 mmol Lī1 supstrata prireĽena je 

otapanjem 17,3 mg p-tiramina u 50 mL kalijevog fosfatnog pufera. 

Kao izvor enzima peroksidaze koriġtena je peroksidaza iz hrena (engl. Horseradish 

Peroxidase, HRP, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD). 2,5 mg enzima otopljeno je u 2 mL kalijevog 

fosfatnog pufera kako bi se dobila otopina koja sadrģi ~400 U/mL HRP. 
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Kao fluorogeni supstrat enzima HRP koriġten je 10-acetil-3,7-dihidroksifenoksazin (Amplex 

Red), koji je bio sintetiziran na Farmaceutskom fakultetu u Ljubljani pod vodstvom prof. 

Stanislava Gobeca prema ranije opisanom protokolu.179 Radna otopina Amplex Red-a 

prireĽivana je u DMSO-u kao 50 mmol Lī1. 

Smjesa reagensa prireĽena je mijeġanjem 13 mL 2 mmol Lī1 otopine p-tiramina, 130 µL ~ 

400 U/mL otopine HRP i 65 µL 50 mmol Lī1 otopine Amplex Red-a. 

Sva mjerenja te priprava radnih otopina MAO enzima, HRP i p-tiramina provedena su u 50 

mmol Lī1 kalijevom fosfatnom puferu s dodatkom 0,05 % detergenta Triton X-114 (pH 7,4) 

prireĽenom na Farmacutskom fakultetu u Ljubljani, Slovenija. Pufer je pripremljen otapanjem 

1,452 g KH2PO4 i 6,85 g K2HPO4 u 1 L destilirane vode uz dodatak 0,05 % detergenta Triton 

X-114, nakon ļega je titriran s 10 %-tnom otopinom H3PO4 ili 1 mol L-1 otopinom KOH do 

ģeljenog pH. Svi potrebni reagensi pribavljeni su od proizvoĽaļa Sigma Aldrich, St. Louis, 

SAD. 

Ishodne otopine ispitivanih spojeva (10 ili 100 mmol Lī1, ovisno o spoju) kao i sva daljnja 

razrjeĽenja prireĽivana su u DMSO-u. 

 

3.6.2. Mjerenje aktivnosti enzima MAO-A i MAO-B u prisustvu ispitivanih spojeva 

Sposobnost inhibicije MAO-A i MAO-B enzima odabranim spojevima odreĽena je u suradnji 

s dr. sc. Damijanom Knezom i prof. dr. sc. Stanislavom Gobcem s Farmacutskog fakulteta u 

Ljubljani.  

Aktivnost MAO enzima mjeri se spektrofluorimetrijskom metodom180 koja se temelji na 

oksidaciji fluorogenog supstrata enzima HRP (Amplex Red) prilikom ļega nastaje fluorescentni 

resorufin ļiji intenzitet fluorescencije se mjeri na valnoj duljini pobude ɚex = 530 nm i emisije 

ɚem = 590 nm. Za oksidaciju Amplex Red-a odgovoran je vodikov peroksid koji nastaje prilikom 

pretvorbe p-tiramina, supstrata MAO enzima, u aldehid. Ovim naļinom se posredno, putem 

mjerenja intenziteta fluorescencije nastalog resorufina, mjeri koliļina vodikovog peroksida 

nastalog djelovanjem MAO enzima. Princip rada metode prikazan je na slici 3.18. 
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Slika 3.18. Princip metode mjerenja aktivnosti MAO enzima. A) Oksidativna deaminacija p-tiramina 

katalizirana MAO enzimima pri ļemu nastaje odgovarajuĺi keton i vodikov peroksid. To je enzimska 

reakcija koja se odvija u dva koraka. U prvom (redukcijskom) koraku dva vodikova atoma prenose se s 

p-tiramina na kofaktor FAD koji se reducira u FADH2. U drugom (oksidacijskom) koraku atomi vodika 

prenose se s reduciranog FADH2 na molekulu kisika, pri ļemu nastaje vodikov peroksid. Istovremeno, 

iminski intermedijer spontano hidrolizira u odgovarajuĺi keton. B) Oksidacija fluorogenog supstrata 

enzima HRP (Amplex Red) pri ļemu nastaje fluorescentni resorufin. Enzim HRP u prisustvu vodikovog 

peroksida katalizira oksidaciju Amplex Red-a u radikalni intermedijer (nije prikazano) ļijim 

disproporcioniranjem nastaje resorufin. Slika je izraĽena prema referencama 181 i 182. 

 

Za odreĽivanje inhibicije MAO enzima ispitivanim spojevima prireĽivane su tri reakcijske 

smjese: kontrolna reakcija (pufer, MAO enzim i DMSO), inhibirana reakcija (pufer, MAO 

enzim i inhibitor) i neenzimska kontrola (pufer i DMSO). Po dodatku MAO enzima, reakcijske 

smjese inkubirane su 15 minuta pri sobnoj temperaturi, nakon ļega je svim reakcijskim 

smjesama dodana smjesa reagensa (sastav opisan u podpoglavlju 3.6.1.) i zapoļeto je mjerenje 

u trajanju 20 ï 30 minuta. Konaļna koncentracija MAO enzima bila je ~5 µg/mL, p-tiramina 1 

mmol Lī1, a Amplex Red-a 125 µmol Lī1. Aktivnost HRP u reakcijskoj smjesi iznosila je 2 

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

Postotak preostale aktivnosti MAO enzima u inhibiranim reakcijama izraļunat je iz omjera 

brzina reakcije inhibirane i kontrolne reakcije (izmjerene kao promjena intenziteta 

fluorescencije u vremenu). Obje izmjerene vrijednosti korigirane su za iznos intenziteta 

fluorescencije u neenzimskoj kontroli. Postotak inhibicije ispitivanim spojevima izraļunat je iz 

preostale enzimske aktivnosti.  
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Sposobnost inhibicije MAO-A i MAO-B enzima ispitana je za spojeve iz skupine 4-

aminokinolina razliļitih duljina poveznice (slika 3.2.), kinuklidinskih karbamata (slika 3.10.) i 

monokarbamatnih derivata bambuterola (slika 3.12.). Za 100 µmol Lī1 spojeve iz obiju skupina 

najprije je izmjeren postotak inhibicije, a za spojeve za koje je izraļunato da pri navedenoj 

koncentraciji inhibiraju barem 70 % enzimske aktivnosti odreĽen je postotak inhibicije za 

najmanje osam koncentracija inhibitora u rasponu od 30 nmol Lī1 do 300 µmol Lī1. Iz 

dobivenih postotaka odreĽena je vrijednost IC50, odnosno koncentracija inhibitora potrebna da 

se inhibira 50 % molekula enzima. 

Sve reakcijske smjese prireĽene su u crnim mikrotitarskim ploļicama s 96 jaģica, a sva 

mjerenja provedena su na ļitaļu mikrotitarskih ploļica BioTek Synergy HTX (Agilent, Santa 

Clara, Kalifornija, SAD). Za sve izraļune i izradu grafiļkih prikaza upotrijebljeni su program 

Microsoft Excel i statistiļki paket GraphPad Prism (Graph Pad Inc, San Diego, SAD). 

 

3.7. Kelacija biometala 

3.7.1. Kemikalije, reagensi i ispitivani spojevi 

Kao izvor metalnih iona Fe2+, Cu2+ i Zn2+ koriġtene su komercijalno dostupne soli: ģeljezov(II) 

klorid tetrahidrat (FeCl2 · 4H2O), bakrov(II) klorid dihidrat (CuCl2 · 2H2O) i cinkov(II) klorid 

(ZnCl2) (Sigma Aldrich, St. Louise, SAD). Metalne soli otopljene su u metanolu kao 100 mmol 

Lī1 otopine neposredno prije pokusa. Ishodne otopine ispitivanih spojeva prireĽivane su kao 

100 mmol Lī1 u DMSO-u. Sva daljnja razrjeĽenja ishodnih otopina metala i soli prireĽivan su 

u metanolu.  

Sposobnost keliranja biometalnih iona testirana je za odabrane spojeve iz skupine 4-amino-

7-klorkinolina razliļitih duljina poveznice (tablica 3.2.). 

 

3.7.2. Procjena kelacijske sposobnosti odabranih spojeva 

Za 5 µmol Lī1 otopine spojeva i 10 µmol Lī1 otopine metala, te otopine dobivene mijeġanjem 

otopina spojeva i otopina metala u koncentracijskom omjeru 1:2 snimani su apsorpcijski spektri 

u rasponu valnih duljina ɚ = 180 Ǹ 600 nm. Sposobnost odabranih spojeva da keliraju ione 

metala ģeljeza, bakra i cinka procijenjena je na temelju promjena u UVīVIS spektrima otopina 

metala i spojeva u odnosu na spektre samih metala odnosno spojeva.25,183 Promjene 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 kompleksa spojīmetal. Za 

dodatnu potvrdu nastanka kompleksa koriġten je prikaz diferencijalnih spektara. Diferencijalni 

spektri dobiveni su numeriļkim oduzimanjem spektara spojeva i metala od spektra kompleksa 

metalīspoj.25  

Sva snimanja raĽena su u kvarcnoj kiveti volumena zapremnine 1 mL na spektrofotometru Cary 

3500 Multicell UVīVIS (Agilent, Santa Clara, SAD). Za sve izraļune i izradu grafiļkih prikaza 

koriġten je statistiļki paket GraphPad Prism (Graph Pad Inc, San Diego, SAD). 

 

3.8. Citotoksiļnost spojeva 

3.8.1. Stanice, puferi, kemikalije i ispitivanih spojevi 

Za istraģivanje citotoksiļnosti odabranih spojeva koriġtene su certificirane staniļne kulture: 

ljudske stanice hepatocita HepG2 (ATCC-HB-8065; American Type Culture Collection, SAD), 

ljudske embrionalne stanice bubrega HEK293 (ECACC 85120602; European Collection of 

Authenticated Cell Cultures, Engleska) i ljudske stanice neuroblastoma SH-SY5Y (ECACC 

94030304; European Collection of Authenticated Cell Cultures, Engleska). 

Za uzgoj stanica koriġteni su mediji MEM (engl. Minimum Essential Medium; Sigma 

Aldrich, Njemaļka) i DMEM F-12 (engl. Dulbeccoôs Modified Eagle F-12; Sigma Aldrich, 

Njemaļka). Za odreĽivanje citotoksiļnosti, osim navedenih medija, koriġten je i medij 1X 

RPMI 1640 (engl. Roswell Park Memorial Institute 1640; Thermo Fischer Scientific, SAD). 

10X fosfatni pufer (10X PBS, pH 7,4) pripremljen je prema protokolu opisanom u poglavlju 

3.4.1. Pufer je autoklaviran i ļuvan u sterilnim uvjetima do koriġtenja. Prije koriġtenja 

pripremljena je otopina 1X PBS-a deseterostrukim razrjeĽenjem 10X PBS pufera sterilnom 

deioniziranom vodom.   

Za odreĽivanje broja ģivih stanica koriġtena je otopina boje tripan plavo (0,4 % (v/v), Sigma 

Aldrich, Njemaļka). 

Za odreĽivanje uļinka odabranih spojeva na rast stanica koriġten je komercijalni komplet 

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay Kit (Promega, SAD) koji sadrģi 

tetrazolijevu sol MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-

2H-tetrazolij) i fenazin-etosulfat (PES) koji stabilizira MTS u otopini. Osim komercijalnog 

paketa, koriġteni su MTS (Promega, SAD) te reagens fenazin-metosulfat (PMS; Sigma Aldrich, 
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Njemaļka) kupljeni zasebno. U tom sluļaju ishodna otopina MTS pripremljena je kao 2 mg/mL 

u 1X PBS, dok je PMS pripremljen kao 0,92 mg/mL u 1X PBS puferu. Kao i kod PES-a, uloga 

PMS-a je stabilizacija MTS-a u otopini. Tako prireĽene otopine pomijeġane su u volumnom 

omjeru MTS:PMS = 20:1 kako bi se dobila One Solution otopina (iz komercijalnog kompleta) 

ili otopina MTS + PMS. Radna otopina MTS reagensa kojom su tretirane stanice dobivena je 

mijeġanjem One Solution otopine s medijem za uzgoj stanica u volumnom omjeru 1:6.   

Ishodne otopine svih spojeva prireĽene su u DMSO-u kao 50 ili 100 mmol Lī1 otopine, 

ovisno o spoju. Uļinak spojeva na rast i preģivljenje stanica testiran je na spojevima iz skupine 

4-amino-7-klorkinolina razliļitih duljina poveznice (slika 3.2.) i O-alkiloksima (slike 3.7., 3.8. 

i 3.9.).  

 

3.8.2. Uzgoj staniļnih kultura 

Sve stanice uzgajane su kao adherentne kulture pri kontroliranim uvjetima (5,2 % pCO2 i 

temperaturi 37 ÁC) u odgovarajuĺim medijima uz dodatak 1 % otopine antibiotika penicilin-

streptomicin (Pen-Strep, Sigma Aldrich, Njemaļka). Stanice HepG2 i HEK293 uzgajane su u 

MEM-u uz dodatak 10 % (v/v) fetalnog goveĽeg seruma FBS (FBS; Sigma Aldrich, Njemaļka) 

i 1 % neesencijalnih aminokiselina (Sigma Aldrich, Njemaļka), dok je SH-SY5Y staniļna linija 

uzgajana u mediju DMEM F12 uz dodatak 15 % (v/v) FBS i 1 % neesencijalnih aminokiselina. 

Stanice su uzgajane u plastiļnim posudama za uzgoj do ~80 ɬ 90 % konfluentnosti (praļeno 

pod svjetlosnim mikroskopom Carl ZeissÊ Axio Vert.A1, Thermo Fisher Scientific - Fisher 

Scientific AS, Oslo, Norveġka). Za odvajanje stanica od podloge koriġtena je 0,25 %-tna otopina 

tripsina i EDTA (etilendiamintetraoctena kiselina) (Sigma Aldrich, Njemaļka), nakon ļega su 

stanice resuspendirane u odgovarajuĺem mediju (uz prisustvo FBS-a) i nasaĽene u na prozirne 

mikrotitarske ploļice s 96 jaģica namijenjene za uzgoj stanica.  

 

3.8.3. OdreĽivanje broja ģivih stanica u uzorku 

Broj ģivih/mrtvih stanica u uzorku odreĽen je pomoĺu diferencijalnog bojanja bojom tripan 

plavo. Ova metoda temelji se na ļinjenici da ģive stanice imaju staniļnu membranu koja je 

nepropusna za odreĽene boje, dok je kod mrtvih stanica integritet membrane naruġen, zbog ļega 

takve propuġtaju boju u citoplazmu ļime se one boje plavo.184 Diferencijalno bojanje stanica 

odraĽeno je prema protokolu proizvoĽaļa ureĽaja za brojanje stanica TC20 (Bio-Rad, SAD). 
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Nakon odvajanja stanica od podloge posude za uzgoj, u Eppendorf mikrotubici pomijeġane su 

nerazrijeĽena suspenzija stanica i otopina boje tripan plavo u volumnom omjeru 1:1 (po 10 ili 

20 ɛL svake komponente). Potom je 10 ɛL dobivene smjese otpipetirano u komoricu ploļice 

za brojanje stanica (Cell Counting Slides, BioRad, SAD) i postavljeno u ureĽaj TC20 koji 

automatski broji stanice promjera u rasponu od 6 Ǹ 50 µm i prikazuje broj stanica po mililitru 

otopine te postotak ģivih stanica u uzorku. 

 

3.8.4. OdreĽivanje citotoksiļnosti spojeva 

Citotoksiļnost spojeva ispitana je na stanicama ljudskih hepatocita HepG2, ljudskim 

embrionalnim stanicama bubrega HEK293 i ljudskim stanicama neuroblastoma SH-SY5Y koje 

predstavljaju model jetre, kao organa u kojem se odvijaju procesi biotransformacija lijekova, 

model bubrega, kao organa koji izluļuje ġtetne tvari i metaboliļke produkate, odnosno model 

mozga, kao ciljnog organa lijekova koji djeluju na srediġnji ģivļani sustav. Za odreĽivanje 

citotoksiļnosti odabranih spojeva koriġtena je tzv. metoda MTS. Rijeļ je o kolorimetrijskoj 

metodi kojom se odreĽuje broj vijabilnih stanica, a temelji se na redukciji ģuto obojene soli 

MTS u ljubiļasto obojeni produkt formazan. Reakcija redukcije odvija se u ģivim stanicama 

gdje je potpomognuta djelovanjem dehidrogenaza uz koenzime NADH ili NADPH. Pritom 

PMS/PES sluģi kao intermedijerni akceptor elektrona koji ubrzava redukciju MTS soli i 

nastanak stabilnog produkta. Kod neģivih stanica ne dolazi do redukcije soli MTS te promjena 

boje izostaje.185,186 Na slici 3.19. prikazan je princip rada metode MTS. 

 

Slika 3.19. Princip rada metode odreĽivanja citotoksiļnosti spojeva temeljene na redukciji soli MTS 

(ģuto obojenje) u produkt formazan (ljubiļasto obojenje) u ģivim stanicama. 
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U svaku jaģicu prozirne mikrotitarske ploļice od 96 jaģica dodano je 100 µL suspenzije stanica 

koncentracije 100 000 ili 200 000 stanica/mL (ovisno o vrsti stanica i brzini njihovog rasta); 

rubne jaģice ploļice ispunjene su 1X PBS puferom kako bi sve stanice rasle u ujednaļenim 

uvjetima. Stanice su inkubirane preko noĺi kako bi se zalijepile za dno jaģice, nakon ļega je 

medij u kojemu su uzgajane aspiriran te su tretirane s ispitivanim spojevima (8 razliļitih 

koncentracija spojeva u rasponu koncentracija 0.01 ï 800 µmol Lī1) otopljenima u MEM-u ili 

DMEM-u s dodatkom dogovarajuĺe koliļine FBS-a, Pen-Strep-a i neesencijalnih 

aminokiselina. U kontrolnim jaģicama stanice su uzgajane samo u navedenim medijima te u 

medijima s dodatkom DMSO-a koji je odgovarao konaļnoj koncentraciji DMSO-a u jaģicama 

koje sadrģe najveĺe koncentracije ispitivanih spojeva (do maksimalno 1,6%). Kao pozitivna 

kontrola citotoksiļnosti koriġten je DMSO, odnosno stanice su tretirane visokim 

koncentracijama DMSO-a (do 20 %). Nakon tretmana spojevima, stanice su inkubirane 24 h 

(37 °C, 5.2 % pCO2), isprane 1X PBS puferom te je u svaku jaģicu koja sadrģi stanice dodano 

120 µL radne otopine MTS reagensa. Otopina je dodana i u nekoliko praznih jaģica kako bi se 

izmjerila apsorbancija samog reagensa (blank), ġto je sluģilo za pozadinsku korekciju tretiranih 

i kontrolnih jaģica. Stanice su potom inkubirane na 37ÁC do razvoja boje (45 ï 120 minuta), 

nakon ļega je izmjerena apsorbancija uzorka. IC50 vrijednosti, koje predstavljaju koncentraciju 

spoja pri kojoj je 50% od ukupnog broja tretiranih stanica vijabilno, izraļunate su prema 

jednadģbi: 

╒░◄▫◄▫▓▼░é▪▫▼◄ Ϸ ρππ   (6) 

  

pri ļemu ñuzorakò predstavlja stanice tretirane odabranim spojevima. Konaļni rezultati 

izraļunati su na temelju najmanje 4 nezavisna pokusa. 

Sva mjerenja oļitana su na valnoj duljini ɚ = 490 nm na ļitaļu mikrotitarskih ploļica 

SpectraMax iD3 (Molecular Devices, LLC, San Jose, CA, USA). IC50 vrijednosti izraļunate su 

koriġtenjem statistiļkog paketa GraphPad Prism (Graph Pad Inc, San Diego, SAD). 

 

3.9. In silico analiza ispitivanih spojeva 

3.9.1. Molekulsko uklapanje 

Metoda molekulskog uklapanja (engl. molecular docking) koriġtena je u svrhu predviĽanja 

orijentacije i neveznih interakcija ispitivanih spojeva u aktivnom mjestu AChE i BChE. Kao 
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enzimski receptori koriġtene su kristalne strukture slobodnih kolinesteraza dostupne u 

podatkovnoj bazi PDB (engl. Protein data bank)187: za AChE koriġtena je struktura 4EY4188, 

dok je za BChE koriġtena struktura 1P0I189. Strukture spojeva nacrtane su u programu 

ChemBio3D Ultra 21.0 (PerkinElmer, Inc., Waltham, MA, SAD), nakon ļega su, koriġtenjem 

Prepare Ligands protokola u programu Biovia Discovery Studio Client v21. (Dassault 

Systèmes, Vélizy-Villacoublay, Francuska), definirana njihova protonacijska stanja, izomeri i 

tautomeri pri pH 7,4. Spojevima je potom minimizirana energija koriġtenjem CHARMm polja 

sila i metode minimizacije Smart Minimizer pomoĺu protokola Minimize Ligands 

implementiranog u programu Biovia Discovery Studio. TakoĽer, pripremljeni su i enzimski 

receptori na naļin da im je definirano mjesto vezanja liganada unutar njihovih kristalnih 

struktura. Mjesto vezanja definirano je sferom koja okruģuje aminokiselinske ostatke koji ļine 

ģdrijelo aktivnog mjesta (r = 13,5 Å kod AChE i r = 14,0 Å kod BChE). Molekule vode koje 

su zadrģane za proces uklapanja molekula (tzv. oļuvane molekule vode) identificirane su 

superpozicijom mreģa molekula vode iz kristalnih struktura razliļitih AChE i BChE kompleksa 

dostupnih u podatkovnoj bazi PDB te su preslikane u kristalne strukture AChE i BChE koje su 

koriġtene kao enzimski receptori. Molekulsko uklapanje spojeva u aktivno mjesto enzimskih 

receptora uļinjeno je u programu Biovia Discovery Studio koriġtenjem protokola Flexible 

docking. Protokol se sastoji od slijedeĺih koraka: izraļuna enzimskih konformacija pomoĺu 

algoritma ChiFlex, generiranja moguĺih konformacija liganada, uklapanja liganada u aktivno 

mjesto enzima pomoĺu algoritma LibDock, klasterske analize poza liganada kako bi se uklonile 

sliļne poze, rekonstrukcije enzimskih konformacija optimizacijom odabranih aminokiselinskih 

ostataka u prisutnosti nepomiļnih liganada pomoĺu algoritma ChiRotor te konaļne optimizacije 

orijentacije liganada pomoĺu algoritma CDOCKER. 

Kao fleksibilne aminokiseline koje ļine ģdrijelo aktivnog mjesta odabrane su one 

aminokiseline koje najļeġĺe ostvaruju nevezne interakcije s ligandima: Tyr72, Trp86, Tyr124, 

Tyr133, Ser203, Trp236, Trp286, Phe295, Phe297, Glu334, Tyr337, Phe338, Tyr341, His447 i 

Tyr449 kod AChE te Asn68, Asp70, Trp82, Gln119, Tyr128, Glu198, Ser198, Pro285, Leu286, 

Ser287, Trp231, Glu325, Phe329, Phe398 i His438 kod BChE. Za definiranje razliļitih 

konformacija receptora koriġtene su vrijednosti torzijskog kuta koji ļini lanac atoma N ï CŬ ï 

Cɓ - Cɔ u aminokiselinama. Prag za utvrĽivanje jesu li dva torzijska kuta jednaka ili ne iznosio 

je 25° pri ļemu su razliļitima smatrane samo konformacije fleksibilnih aminokiselina u kojima 

se opisani torzijski kut razlikuje za viġe od ove zadane vrijednosti. Kao algoritam za generaciju 
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konformacija liganada odabran je BEST koji osigurava najveĺu pokrivenost konformacijskog 

prostora liganda. Konformacije zasebnih izomera liganada generirane su unutar 20 kcal/mol 

(prag relativne energije). Tijekom modeliranja uklapanja koriġtenjem LibDock algoritma, 

primijenjena je RMSD tolerancija u svrhu prihvaĺanja ili odbacivanja pojedinog podudaranja 

interakcijskih mjesta (engl. hotspot-ova) konformera liganda i receptora, koja je iznosila 0,25 

Å. Ostali parametri LibDock algoritma za uklapanje postavljeni su prema unaprijed definiranim 

postavkama za provoĽenje uklapanja u naļinu High Quality. Saļuvane orijentacije liganada 

zatim su podvrgnute molekulskoj dinamici koriġtenjem metode simuliranog kaljenja (engl. 

simulated annealing) pri ļemu je temperatura poviġena na 700 K (2000 ciklusa) i zatim spuġtena 

na 310 K (5000 ciklusa). Nakon toga provedena je konaļna minimizacija svake poboljġane poze 

liganda u rigidnom receptoru, nakon ļega su za svaku konaļnu pozu izraļunate interakcijska 

energija i CHARMm energija (zbroj interakcijske energije i napetosti liganda). Reprezentativne 

poze za svaki kompleks enzim Ǹ ligand odabrane su identificiranjem poza s najveĺim udjelom 

najbolje vrednovanih ocjenjivaļkih funkcija (engl. scoring functions) koje procjenjuju afinitet 

enzima za ligand.  

 

3.9.2. Procjena biodostupnosti spojeva u srediġnjem ģivļanom sustavu nakon oralne 

primjene 

Biodostupnost istraģivanih spojeva nakon oralne primjene procijenjena je na temelju njihovih 

fizikalno-kemijskih svojstava izraļunatih pomoĺu online platforme Chemicalize 2018190: 

logaritma koeficijenta raspodjele oktanol/voda (logP), molekulske mase (Mw), polarne povrġine 

(engl. polar surface area; PSA), broja donora vodikovih veza (engl. hydrogen bond donor; 

HBD), broja akceptora vodikovih veza (engl. hydrogen bond acceptor; HBA) i molekulske 

fleksibilnosti koju karakterizira broj rotirajuĺih veza (engl. rotational bond; RB). Dobivene 

vrijednosti usporeĽene su s preporuļenim graniļnim vrijednostima fizikalno-kemijskih 

parametara lijekova koji prolaze kroz KMB te djeluju u srediġnjem ģivļanom sustavu (logP Ò 

5; Mw Ò 500 Da; HBD Ò 5; HBA Ò 10, RB Ò 10 i PSA Ò 70 Å2).120,191ï193
  

 

3.9.3. Procjena prolaznosti spojeva kroz krvno-moģdanu barijeru 

Moguĺnost prolaska spojeva kroz KMB procijenjena je koriġtenjem protokola ADMET 

descriptors unutar programa Biovia Discovery Studio Client v21. (Dassault Systèmes, Vélizy-
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Villacoublay, Francuska). Protokol je utemeljen na kvantitativnom linearnom regresijskom 

modelu za procjenu prolaznosti kroz KMB s pouzdanoġĺu od 95 % i 99 % prikazanom u obliku 

elipse koja predstavlja korelaciju izmeĽu polarne povrġine molekule (PSA-2D) i atomske 

lipofilnosti (AlogP98), a koja je dobivena na temelju parametara viġe od 800 spojeva koji 

djeluju u srediġnjem ģivļanom sustavu nakon oralne primjene, a prolaznost kroz KMB 

odreĽena im je eksperimentalno.194 Prolaznosti kroz KMB izraģena je u obliku parametra 

logBB (logaritam koeficijenta raspodjele koncentracije spoja u mozgu/krvi), a dobivene 

vrijednosti mogu se svrstati u ļetiri razine procjene permeabilnosti kroz KMB: 0 (vrlo visoka 

moguĺnost prolaska; logBB Ó 0,7, koncentracija spoja u mozgu je barem pet puta veĺa nego u 

krvi), 1 (visoka moguĺnost prolaska; 0 Ò logBB < 0,7), 2 (srednja moguĺnost prolaska; ī0,52 

< logBB < 0), 3 (niska moguĺnost prolaska; logBB < ī0,52) i 4 (nedefinirano; izvan granica 

pouzdanosti).  

 

3.9.4. Procjena apsorpcije spojeva u ljudskom probavnom sustavu 

Apsorpcija istraģivanih spojeva u ljudskom probavnom sustavu, odnosno u crijevima, 

procijenjena je koriġtenjem online platforme pkCSM.195 Procjena se temelji na lipofilnosti 

molekule izraģenoj kao vrijednost particijskog koeficijenta logP, izraļunatoj prema Wildman-

Crippenovoj metodi (WlogP), te na njihovoj izraļunatoj topoloġkoj polarnoj povrġini (tPSA). 

Prema navedenom modelu, ako je apsorpcija spoja manja od 30%, njegova apsorpcija smatra 

se slabom.196,197    
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§ 4. REZULTATI  

U okviru ove doktorske disertacije ispitano je ukupno 189 spojeva podijeljenih u ġest skupina: 

63 spoja iz skupine 4-aminokinolina, 15 derivata amodiakina, 15 spojeva iz skupine 

benzokinona, 16 spojeva iz skupine (N-acil)hidrazona, 45 spojeva iz skupine O-alkiloksima te 

35 spojeva iz skupine karbamata. Svim spojevima prvo je bila odreĽena sposobnost inhibicije 

ljudskih kolinesteraza te je pomoĺu Hunter-Downsove jednadģbe ovisnosti Ki,app o koncentraciji 

supstrata analiziran naļin vezanja spojeva u aktivno mjesto acetilkolinesteraze, buduĺi da 

periferno mjesto AChE moģe tvoriti neurotoksiļne komplekse s amiloidnim peptidima.61 Za 

dodatnu potvrdu naļina vezanja spojeva u aktivno mjesto kolinesteraza, kao i analizu doprinosa 

strukture spoja njegovom inhibitornom potencijalu, koriġtena je metoda molekulskog 

uklapanja. Nakon odabira, s obzirom na njihov inhibitorni uļinak prema kolinesterazama i/ili 

njihovim strukturnim motivima, dio spojeva bio je podvrgnut istraģivanjima njihovog moguĺeg 

uļinka na druge mete ukljuļene u patofiziologiju AB: aktivnost enzima BACE1, 

samoagregaciju amiloidnih peptida Aɓ42, oksidacijski stres, poremeĺaj homeostaze biometala 

Fe2+, Cu2+ i Zn2+ te aktivnost enzima MAO A i B. Za daljnja istraģivanja odabrani su spojevi 

koji su aktivnost kolinesteraza inhibirali u mikro ili nanomolarnom koncentracijskom podruļju 

i/ili spojevi sa strukturnim motivima za koje je bilo pretpostavljeno da bi mogli doprinijeti nekoj 

od navedenih dodatnih bioloġkih aktivnosti (prema bioloġki aktivnim strukturama opisanima u 

poglavlju Literaturni pregled). Pojedinim skupinama spojeva istraģen je i citotoksiļni uļinak 

na staniļne linije SH-SY5Y, HepG2 i HEK293 nakon 24-satne izloģenosti kako bi se procijenila 

sigurnost njihove primjene in vivo. Uz navedene eksperimentalne metode, u svrhu procjene 

njihove bioraspoloģivosti kao potencijalnih lijekova, primjenom in silico metoda analizirana su 

i fizikalno-kemijska svojstva odabranih spojeva. 

 

4.1. Inhibici ja kolinesteraza 

Kao inhibitori ljudskih kolinesteraza, AChErec i BChE, ispitani su spojevi iz skupina 4-

aminokinolina, derivata amodiakina, benzokinona, hidrazona i N-acilhidrazona te O-

alkiloksima. Inhibitorna sposobnost karbamatnih spojeva bila je odreĽena u prethodnim 

istraģivanjima, a njihove konstante inhibicije prikazane su u Dodatku. Sposobnost inhibicije 
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kolinesteraza spojevima iz skupina 4-aminokinolina, derivata amodiakina, benzokinona, 

hidrazona i N-acilhidrazona te O-alkiloksima odreĽena je konstantom disocijacije kompleksa 

enzimǸinhibitor, Ki, koja je izraģena kao srednja vrijednost najmanje tri nezavisna pokusa (Ñ 

standardna devijacija). Reciproļna vrijednost Ki konstante (1/Ki) odgovara afinitetu enzima 

prema spoju. Iz Hunter-Downsovog prikaza ovisnosti eksperimentalno odreĽenih konstanti 

Ki,app o koncentraciji supstrata, za ljudsku AChErec procijenjen je i tip inhibicije: kompetitivni 

(k), nekompetitivni (n) ili  mjeġoviti (m) tip inhibicije. Selektivnost spojeva prema jednoj od 

kolinesteraza odreĽena je iz izraza SI = Ki(AChE)/Ki(BChE) gdje SI predstavlja indeks 

selektivnosti. U sluļaju kada je SI < 1 tada AChE ima veĺi afinitet prema spoju, dok u sluļaju 

kada je SI > 1 veĺi afinitet ima BChE. 

 

4.1.1. Inhibicija kolinesteraza 4-aminokinolinima 

Skupina 4-aminokinolina bila je podijeljena u tri podskupine s obzirom na duljinu alkilne 

poveznice izmeĽu aminokinolinskog prstena i terminalne amino grupe ili supstituenta na 

poloģaju C(7) aminokinolinskog prstena: 4-amino-7-klorkinoline s n-oktilnom poveznicom (slika 

3.1.), 4-amino-7-klorkinoline s poveznicom razliļitih duljina (slika 3.2.) i 4-amino-7-

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

Podskupinu 4-amino-7-klorkinolina s n-oktilnom poveznicom (slika 3.1.) ļine spojevi koji se 

razlikuju po supstituentu na terminalnoj amino grupi. U sluļaju spojeva ClAQ-1 do ClAQ-25 

supstituenti na amino terminalnoj grupi su alkilni lanci, cikloheksan ili nesupstituirani odnosno 

monosupstituirani aromatski sustavi. Inhibicijski potencijal navedenih spojeva prema hAChErec 

i hBChE odreĽen je u radu Matoġeviĺ i suradnika,198 a njihove Ki konstante prikazane su u 

Dodatku, u tablici D1. U ovoj disertaciji odreĽen je inhibicijski potencijal spojeva ClAQ-28 do 

ClAQ-39 na ļiju su terminalnu amino grupu vezane jedna ili dvije disupstituirane benzilne 

grupe. Pritom je jedan supstituent uvijek halogeni element (F, Cl ili Br), dok je drugi supstituent 

takoĽer halogeni element ili jedna od grupa (īCH3, īCF3 ili īNO2). Navedeni spojevi 

sintetizirani su kao derivati spoja ClAQ-8, na ļijoj terminalnoj amino grupi se nalazi m-

fluorbenzilni supstituent, za koji je ranije pokazano da je vrlo snaģan inhibitor obiju 

kolinesteraza s Ki konstantama u nanomolarnom podruļju (Ki(hAChErec) = 0,0032 µmol Lī1; 

Ki(hBChE) = 0,0084 µmol Lī1).198 Derivati ClAQ-8 pripremljeni su kako bi se utvrdio moguĺi 

utjecaj dodatnog supstituenta na benzilnoj grupi na inhibicijski potencijal molekule.  
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Rezultati inhibicije hAChErec i hBChE pokazali su da svi derivati ClAQ-8 s dodatnim 

supstituentima na benzilnoj grupi inhibiraju aktivnost obiju kolinesteraza, pri ļemu su odreĽene 

Ki vrijednosti bile u rasponu od 0,0082 do 1,5 µmol Lī1 (tablica 4.1). 

 

Tablica 4.1. Inhibicija ljudskih AChErec i BChE 4-amino-7-klorkinolinima s n-oktilnom poveznicom. 

Disocijacijske konstante kompleksa enzimǸligand (Ki Ñ standardna devijacija) izraļunate su prema 

jednadģbi (2). Selektivnost spojeva prema jednoj od kolinesteraza izraģena je kao indeks selektivnosti 

SI. 

SPOJ 
Ki (hAChE rec) 

(µmol Lī1) 

Ki (hBChE) 

(µmol Lī1) 
SI 

ClAQ-8* 0,0032 ± 0,0001 (m) 0,0084 ± 0,0004 0,38 

ClAQ-28 0,0082 ± 0,0005 (n) 0,041 ± 0,008 0,20 
ClAQ-29 0,016 ± 0,001 (n) 0,28 ± 0,02 0,057 

ClAQ-30 0,024 ± 0,002 (m) 0,22 ± 0,01 0,11 

ClAQ-31 0,021 ± 0,001 (n) 0,27 ± 0,01 0,078 
ClAQ-32 0,11 ± 0,01 (n) 0,23 ± 0,1 0,48 

ClAQ-33 0,15 ± 0,01 (m) 1,1 ± 0,1 0,14 

ClAQ-34 0,12 ± 0,01 (n) 0,62 ± 0,05 0,19 

ClAQ-35 0,036 ± 0,003 (n) 0,18 ± 0,02 0,20 
ClAQ-36 0,26 ± 0,03 (n) 1,3 ± 0,1 0,20 

ClAQ-37 0,70 ± 0,07 (m) 1,5 ± 0,1 0,47 

ClAQ-38 0,045 ± 0,002 (n) 0,041 ± 0,001 1,1 
ClAQ-39 0,28 ± 0,01 (n) 0,65 ± 0,05 0,43 

*Ki konstante odreĽene u radu Matoġeviĺ i suradnika.198 

 

Najsnaģniji inhibitor hAChErec iz ispitivane serije bio je spoj ClAQ-28 s 2,5-difluorbenzilnim 

supstituentom na terminalnoj amino grupi (Ki = 0,0082 µmol Lī1), dok su se najsnaģnijim 

inhibitorima hBChE pokazali ClAQ-28 i ClAQ-38 s 2,5-dibrombenzilnom odnosno 3,4-

dibrombenzilnom grupom na terminalnoj amino grupi, za koje je Ki iznosila 0,041 µmol Lī1. 

Najslabijim inhibitorom obiju kolinesteraza, s Ki = 0,70 µmol Lī1 za hAChErec i Ki = 1,5 µmol 

Lī1 za hBChE, pokazao se spoj CLAQ-37 na ļijoj se terminalnoj amino grupi nalaze dva 2-

fluor-5-trifluormetil benzilna supstituenta. Usporedbom Ki konstanti ispitivanih derivata s 

onom za ClAQ-8, vidljivo je da se uvoĽenjem dodatnog supstituenta na benzilnu grupu, ili 

uvoĽenjem druge disupstituirane benzilne grupe na terminalnu amino grupu, inhibicijski 

potencijal prema objema kolinesterazama smanjuje. U sluļaju hAChErec, inhibicijski 

potencijal se smanjuje do gotovo 220 puta, a u sluļaju hBChE do 180 puta. Nadalje, vrijednosti 

SI pokazuju da gotovo svi ispitivani derivati ClAQ-8 preferiraju vezanje u hAChErec u odnosu 

na hBChE (2 ï 18 puta). Najselektivnijim inhibitorom pokazao se spoj ClAQ-29, s 2-brom-5-

fluorbenzilnim supstituentom na terminalnoj amino grupi, koji je gotovo 18 puta snaģnije 
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inhibirao hAChErec u odnosu na hBChE. Iznimka je bio spoj ClAQ-38, s 3,4-dibrombenzilnim 

supstituentom, koji nije pokazivao selektivnost ni prema jednoj od kolinesteraza. 

Iz Hunter-Downsovog prikaza ustanovljeno je da svi spojevi djeluju kao mjeġoviti ili 

nekompetitivni inhibitori, odnosno da ostvaruju nekovalentne interakcije s aminokiselinama iz 

katalitiļkog i perifernog, ili samo s aminokiselinama iz perifernog mjesta hAChErec. 

Kako bi se objasnile razlike u inhibicijskom potencijalu pojedinih spojeva prema hAChErec 

i hBChE, koriġtena je metoda molekulskog uklapanja kojom je pretpostavljeno smjeġtanje 

odabranih spojeva unutar aktivnog mjesta obiju ljudskih kolinesteraza. Molekulsko uklapanje 

koriġteno je i kako bi se potvrdila pretpostavka mjesta vezanja pojedinog spoja unutar aktivnog 

mjesta hAChErec. Tako su analizirane nekovalentne interakcije ostvarene izmeĽu aminokiselina 

aktivnog mjesta AChE (PDB kod: 4EY4188) i ClAQ-28, najsnaģnijeg inhibitora AChE u ovdje 

istraģivanoj podskupini, a ļija terminalna amino grupa je supstituirana 2,5-difluorbenzilom, te 

ClAQ-29 koji je bio dva puta slabiji inhibitor i kod kojeg je supstituent 2-brom-5-fluorbenzilna 

grupa. TakoĽer su analizirane nekovalentne interakcije ostvarene izmeĽu aminokiselina 

aktivnog mjesta BChE (PDB kod: 1P0I189) i ClAQ-28, najsnaģnijeg inhibitora BChE u ovoj 

podskupini spojeva te interakcije sa 6,6 puta slabijim inhibitorom ClAQ-31 ļija je terminalna 

amino grupa supstituirana 2,4-difluorbenzilom. Za usporedbu, modelirani su i kompleksi 

AChE-ClAQ-8 te BChE-ClAQ-8.  

Spoj ClAQ-8, za koji je iz Hunter-Downsovog prikaza pretpostavljeno da djeluje kao 

mjeġoviti tip inhibitora, smjeġta se u aktivno mjesto AChE na naļin da ostvaruje interakcije s 

aminokiselinama i katalitiļkog (Glu202, Ser203, His447, Tyr449, Trp86) i perifernog mjesta 

AChE (Leu76), pri ļemu se istiļu jake elektrostatske interakcije s Glu202 (slika 4.1 A). 

UvoĽenje dodatnog atoma na benzilnu grupu (F kod ClAQ-28, odnosno Br kod ClAQ-29) 

mijenja poloģaj molekule unutar aktivnog mjesta AChE zbog ļega ti spojevi ostvaruju veĺi broj 

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

katalitiļkom mjestu ostvaruju samo vodikovu vezu sa Ser203 iz katalitiļke trijade, ġto za 

posljedicu ima smanjenje inhibitornog uļinka u odnosu na ClAQ-8, a takoĽer potvrĽuje i 

pretpostavljeni tip inhibitornog djelovanja (nekompetitivni). U sluļaju BChE (slika 4.1 B), 

ClAQ-8 ostvaruje interakcije s aminokiselinama katalitiļke trijade, Ser198 i His438, te s Trp82 

iz kolineskog mjesta. Pritom se aminokinolinski prsten ClAQ-8 smjeġta prema izlazu iz 

aktivnog mjesta, dok je terminalna amino grupa smjeġtena u dno aktivnog mjesta gdje je 

stabilizirana interakcijama s katalitiļkom trijadom. S druge strane, spojevi ClAQ-28 i ClAQ-
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31, koji sadrģe 2,5- odnosno 2,4-difluorobenzilnu grupu, u aktivno mjesto BChE smjeġtaju se 

obrnuto: benzilna grupa orijentirana je prema izlazu iz aktivnog mjesta te ostvaruje interakcije 

s aminokiselinama perifernog mjesta (Tyr332, Asn289), dok je aminokinolinski prsten 

orijentiran prema katalitiļkom mjestu, gdje ostvaruje manji broj interakcija u odnosu na ClAQ-

8, ġto rezultira smanjenjem inhibitornog potencijala spojeva ClAQ-28 i ClAQ-31.  

 

Slika 4.1. Modeli kompleksa ljudskih kolinesteraza i 4-amino-7-klorkinolina s n-oktilnom poveznicom. 

A) model kompleksa hAChE i ClAQ-8 (sivo), ClAQ-28 (crveno) odnosno ClAQ-29 (plavo). B) model 

kompleksa hBChE i ClAQ-8 (sivo), ClAQ-28 (crveno) odnosno ClAQ-31 (plavo). Isprekidane linije 

predstavljaju razliļite vrste nekovalentnih interakcija, a njihova boja odgovara boji kojom je prikazan 

pojedini spoj. 

 

Generalno, iako dodatni supstituenti (halogeni atomi) na benzilnoj grupi te uvoĽenje dodatne 

disupstituirane benzilne grupe na terminalnu amino grupu uzrokuje 3 ï 220 puta slabiji 

inhibicijski uļinak u usporedbi s ClAQ-8, svi spojevi iz ove podskupine pokazuju inhibicijski 

potencijal u submikromolarnom koncentracijskom podruļju prema barem jednoj od 

kolinesteraza.  

Podskupinu 4-amino-7-klorkinolina razliļitih duljina poveznice (slika 3.2.) ļine ukupno 22 spoja. 

Tom podskupinom istraģivan je utjecaj duljine alkilne poveznice na njihovu bioloġku aktivnost. 

Seriju ļine spojevi kod kojih su 4-aminokinolinska jezgra i terminalna amino grupa povezane 

n-butilnom, n-heksilnom ili n-oktilnom poveznicom. Dodatno, spojevi s istom duljinom linkera 

razlikuju se i po heterocikliļkim supstituentima na terminalnoj amino grupi. Svi spojevi iz 
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podskupine pokazali su sposobnost inhibicije obje kolinesteraze, pri ļemu su Ki vrijednosti bile 

u rasponu od 0,0017 do 1,02 µmol Lī1 (tablica 4.2). 

 
Tablica 4.2. Inhibicija ljudskih AChErec i BChE 4-amino-7-klorkinolinima razliļitih duljina poveznice. 

Disocijacijske konstante kompleksa enzimǸligand (Ki Ñ standardna devijacija) izraļunate su prema 

jednadģbi (2). Selektivnost spojeva prema jednoj od kolinesteraza izraģena je kao indeks selektivnosti 

SI. 

SPOJ 
Ki (hAChE rec) 

(µmol Lī1) 

Ki (hBChE) 

(µmol Lī1) 
SI 

ClAQn-1 0,56 ± 0,02 (m) 0,18 ± 0,01 3,1 

ClAQn-2 0,14 ± 0,01 (m) 0,0078 ± 0,0003 18 
ClAQn-3 0,36 ± 0,02 (m) 0,035 ± 0,004 10 

ClAQn-4 0,13 ± 0,01 (m) 0,0084 ± 0,0009 16 

ClAQn-5 0,19 ± 0,03 (m) 0,073 ± 0,005 2,6 
ClAQn-6 0,068 ± 0,005 (m) 0,012 ± 0,002 5,7 

ClAQn-7 0,32 ± 0,02 (m) 0,024 ± 0,002 13 

ClAQn-8 0,24 ± 0,02 (n) 0,023 ± 0,003  10 

ClAQn-9 0,12 ± 0,02 (n) 0,011 ± 0,001 11 
ClAQn-10 0,036 ± 0,004 (n) 0,015 ± 0,002 2,4 

ClAQn-11 0,18 ± 0,01 (m) 0,072 ± 0,006 2,5 

ClAQn-12 0,018 ± 0,002 (m) 0,016 ± 0,002 1,1 
ClAQn-13 0,0027 ± 0,0007 (m) 0,0017 ± 0,0002 1,6 

ClAQn-14 0,57 ± 0,03 (m) 1,02 ± 0,09 0,56 

ClAQn-15 0,14 ± 0,01 (m) 0,43 ± 0,06  0,33 
ClAQn-16 0,028 ± 0,003 (m) 0,075 ± 0,008 0,37 

ClAQn-17 0,81 ± 0,04 (m) 0,059 ± 0,005 14 

ClAQn-18 0,38 ± 0,02 (m) 0,035 ± 0,003 11 

ClAQn-19 0,12 ± 0,01 (m) 0,019 ± 0,002 6,3 
ClAQn-20 0,57 ± 0,03 (m) 0,38 ± 0,03 1,5 

ClAQn-21 0,34 ± 0,01 (m) 0,15 ± 0,01 2,3 

ClAQn-22 0,11 ± 0,01 (m) 0,053 ± 0,005 2,1 

 

Usporedba ovisnosti vrijednosti Ki o duljini alkilne poveznice pokazala je da jaļina inhibicije 

raste produljenjem alkilne poveznice kod obje kolinesteraze. Generalno, spojevi s n-oktilnom 

poveznicom inhibirali su hAChErec 3 ï 67 puta snaģnije, a hBChE 2 ï 42 puta snaģnije u 

usporedbi s njihovim analozima s n-butilnom poveznicom. Najveĺa razlika u inhibicijskom 

potencijalu izmeĽu analognih spojeva s n-butilnom i n-oktilnom poveznicom za obje 

kolinesteraze uoļena je izmeĽu spojeva ClAQn-11 i ClAQn-13, kod kojih se na terminalnoj 

amino grupi kao supstituent nalazi N-metil-3-metilindol, dok je najmanja razlika u 

inhibicijskom potencijalu zabiljeģena izmeĽu spojeva ClAQn-7 i ClAQn-9, kod kojih je 

supstituent 3-metilindol. 
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Najsnaģnijim inhibitorom hAChErec pokazao se spoj ClAQn-13 s Ki = 0,0027 µmol Lī1, nakon 

kojega slijedi spoj ClAQn-12 koji hAChErec inhibira otprilike 6,7 puta slabije u usporedbi s 

ClAQn-13. Kod oba spoja terminalna amino grupa supstituirana je s N-metil-3-metilindolnom, 

ali se razlikuju u duljini poveznice: kod ClAQn-13 poveznica je duga 8 metilnih grupa, dok je 

kod ClAQn-12 duga 6 metilnih grupa. Spoj ClAQn-13 takoĽer je i najsnaģniji inhibitor hBChE 

(Ki = 0,0017 µmol Lī1), a slijede ga oko 4,8 puta slabiji ClAQn-2 s 2-metilbenzofuranom i 

ClAQn-4 s 2-metilbenzotiofenom kao supstituentom. Oba spoja imaju n-heksil kao poveznicu. 

Trend poveĺanja inhibitornog potencijala s poveĺanjem duljine alkilne poveznice u skladu je s 

rezultatima ranijih istraģivanja inhibicijskog potencijala derivata 4-aminokinolina prema 

ljudskim kolinesterazama; u radu Bosak i suradnika najjaļi inhibicijski potencijal pokazao je 

spoj s najduljom (n-oktilnom) poveznicom.199 Isto je uoļeno u radu Komatoviĺ i suradnika, u 

kojem su kao inhibitori kolinesteraza ispitani derivati 4-aminokinolina s adamantanom na 

terminalnoj amino grupi i s razliļitim duljinama alkilne poveznice ili alkilnim lanacem s 

uklopljenom heterocikliļkom strukturom.126 Usporedbom spojeva s n-butilnom i n-heksilnom 

poveznicom iz podskupine 4-amino-7-klorkinolina razliļitih duljina poveznice istraģene u ovom 

doktorskom radu s njihom analozima koji sadrģe n-oktilni lanac istraģenima u radu Matoġeviĺ 

i suradnika,198 potvrĽeno je da produljenje lanca pridonosi inhibicijskom potencijalu molekula 

iz serije. Tako su spojevi s n-oktilnom poveznicom ClAQ-23, ClAQ-24 i ClAQ-25 u pravilu 

snaģniji inhibitori obje kolinesteraze u usporedbi s njihovim kraĺim analozima (ClAQn-1 i 2, 

ClAQn-3 i 4, odnosno ClAQn-5 i 6). Prema opisanim rezultatima moģe se zakljuļiti da je n-

oktilna poveznica optimalne duljine za smjeġtanje ovakve vrste spojeva u aktivno mjesto 

ljudskih kolinesteraza.  

Svi spojevi iz podskupine 4-amino-7-klorkinolina razliļitih duljina poveznice, prema 

grafiļkom prikazu Hunter-Downsove jednadģbe, ponaġaju se kao mjeġoviti ili nekompetitivni 

inhibitori AChE, ġto znaļi da ostvaruju interakcije s aminokiselinama perifernog mjesta AChE, 

a neki i dodatne s aminokiselinama katalitiļkog mjesta. Ovi podaci u skladu su s predviĽenim 

kinetiļkim modelom inhibicije AChE 4-aminokinolinima s n-oktilnom poveznicom utvrĽenom 

u radu Matoġeviĺ i suradnika.198  

Gotovo svi spojevi pokazali su se jaļim inhibitorima hBChE nego hAChErec, pri ļemu se spoj 

ClAQn-2, s n-heksilnom poveznicom i 2-metilbenzofuranom supstituiranom amino grupom, 

pokazao najselektivnijim inhibitorom koji je hBChE inhibirao gotovo 18 puta snaģnije u odnosu 

na hAChErec. Jedini derivati iz podskupine koji snaģnije inhibiraju hAChErec u odnosu na 
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hBChE bili su ClAQn-14, ClAQn-15 i ClAQn-16 ļija je terminalna amino grupa supstituirana 

s N-metil-2-metilimidazolom. Za spojeve koji su se pokazali selektivnima za hBChE uoļeno je 

da duljina alkilnog lanca moģe utjecati na selektivnost inhibicije, no trend nije bilo moguĺe 

ustanoviti sa sigurnoġĺu. Naime, ClAQn-1, analog ClAQn-2 s n-butilnom poveznicom, bio je 

3 puta snaģniji inhibitor hBChE u odnosu na hAChErec. Sliļno je ustanovljeno i kod spojeva s 

3-metilbenzotiofenom, ClAQn-5 i ClAQn-6. S druge strane, spojevi ClAQn-17 (n-butilna 

poveznica) i ClAQn-18 (n-heksilna poveznica), s 2-metil-1-(p-tolil)-1H-imidazolnim 

supstituentom, su 14 odnosno 11 puta snaģnije inhibirali hBChE u odnosu na hAChErec, dok je 

njihov n-oktilni analog ClAQn-19 bio 6,3 puta snaģniji inhibitor hBChE.  

Posljednju podskupinu 4-aminokinolina ļine 4-amino-7-trifluormetilkinolini s n-oktilnom 

poveznicom dizajnirani kao trifluorometilni analozi 4-amino-7-klorkinolina istraģenih u radu 

Matoġeviĺ i suradnika198 kako bi se istraģio utjecaj supstituenta na poziciji C(7) 

aminokinolinskog prstena na inhibicijski potencijal prema ljudskim kolinesterazama. Spojevi 

unutar podskupine meĽusobno se razlikuju u supstituentu na terminalnoj amino grupi. Svi 

spojevi iz podskupine pokazali su sposobnost inhibicije i hAChErec i hBChE, pri ļemu su 

odreĽene Ki vrijednosti bile u rasponu od 0,0044 do 1,3 µmol Lī1 (tablica 4.3).  

 

Tablica 4.3. Inhibicija ljudskih AChErec i BChE 4-amino-7-trifluormetilkinolinima s n-oktilnom 

poveznicom. Disocijacijske konstante kompleksa enzimǸligand (Ki Ñ standardna devijacija) izraļunate 

su prema jednadģbi (2). Selektivnost spojeva prema jednoj od kolinesteraza izraģena je kao indeks 

selektivnosti SI. 

 

SPOJ 
Ki (hAChE rec) 

(µmol Lī1) 
Ki (hBChE) 

(µmol Lī1) 
SI 

CF3AQ-1 0,0071 ± 0,0002 (m) 0,0067 ± 0,0005  1,1 

CF3AQ-2 0,011 ± 0,000 (m) 0,0059 ± 0,0003 1,9 

CF3AQ-3 0,013 ± 0,001 (m) 0,019 ± 0,004 0,68 
CF3AQ-4 0,070 ± 0,003 (k) 0,021 ± 0,002 3,3 

CF3AQ-5 0,0080 ± 0,0004 (n) 0,021 ± 0,001 0,38 

CF3AQ-6 0,012 ± 0,001 (n) 0,0061 ± 0,0005  2,0 

CF3AQ-7 0,16 ± 0,01 (n) 0,071 ± 0,006 2,3 
CF3AQ-8 0,14 ± 0,01 (n) 0,036 ± 0,003 3,9 

CF3AQ-9 0,29 ± 0,03 (k) 1,3 ± 0,1 0,22 

CF3AQ-10 0,20 ± 0,01 (n) 0,19 ± 0,01 1,1 
CF3AQ-11 0,54 ± 0,09 (k) 0,049 ± 0,009 11,0 

CF3AQ-12 0,070 ± 0,010 (m) 0,0044 ± 0,0003 16 
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Najsnaģnijim inhibitorima hAChErec pokazali su se spojevi CF3AQ-1 (Ki = 0,0071 µmol Lī1), 

kojemu se na terminalnoj amino grupi nalazi benzil s F u meta-poloģaju, i CF3AQ-5 (Ki = 

0,0080 µmol Lī1) kojemu je na terminalnu amino grupu vezana nesupstituirana benzilna grupa. 

Premjeġtanje fluora na benzilnoj grupi iz meta-poloģaja (CF3AQ-1) u para-poloģaj (CF3AQ-6) 

rezultiralo je 1,7 puta slabijim inhibicijskim potencijalom spoja CF3AQ-6 (Ki = 0,012 µmol 

Lī1) u usporedbi s CF3AQ-1. UvoĽenje tert-butilne (CF3AQ-7) ili nitro grupe (CF3AQ-8) na 

para-poloģaj benzilne grupe, kao i zamjena benzilnog supstituenta s 4-metilpiridinom ili 2-

metilimidazolom, smanjilo je inhibicijski potencijal spojeva prema hAChErec oko 20 do 40 puta 

u usporedbi s CF3AQ-1. Najslabijim inhibitorom hAChErec pokazao se spoj CF3AQ-11 (Ki = 

0,54 µmol Lī1) ļija je terminalna amino grupa supstituirana s 2-metilbenzofuranom. 

Usporedbom Ki konstanti spojeva CF3AQ-2 (Ki = 0,011 µmol Lī1), CF3AQ-3 (Ki = 0,013 µmol 

Lī1) i CF3AQ-4 (Ki = 0,070 µmol Lī1), koji se razlikuju po poloģaju klora na benzilnom prstenu 

terminalne amino grupe, moģe se zakljuļiti da poloģaj supstituenta na benzilnom prstenu moģe 

znaļajno utjecati na inhibitorni potencijal prema hAChErec, buduĺi da  CF3AQ-4, kod kojeg se 

Cl nalazi u para-poloģaju, oko 6 puta slabije inhibira hAChErec u usporedbi s CF3AQ-2 i 

CF3AQ-3 kod kojih se Cl nalazi u meta- odnosno ortho-poloģaju. 

U usporedbi s njihovim 7-Cl analozima,198 inhibicijski potencijal prema hAChErec generalno 

se nije promijenio zamjenom klora s trifluormetilnom grupom. Tako je spoj ClAQ-8, 7-Cl 

analog spoja CF3AQ-1, inhibirao hAChErec otprilike 2,2 puta snaģnije, dok je spoj ClAQ-7, 7-

Cl analog spoja CF3AQ-5, neġto slabiji inhibitor hAChErec) (tablica D1. u Dodatku). Utjecaj 

poloģaja atoma klora na benzilnoj grupi spojeva iz ove serije pratio je isti trend koji je uoļen 

kod 7-Cl analoga,198 odnosno spoj s klorom u para-poloģaju bio je oko 14 puta slabiji inhibitor 

u usporedbi s analozima gdje je klor u ortho- ili meta-poloģaju.  MeĽutim, u ovoj disertaciji 

uoļene su odreĽene razlike u inhibitornom potencijalu izmeĽu 7-Cl i 7-CF3 analoga u sluļaju 

kada je supstituent na terminalnoj amino grupi benzofuran ili benzotiofen.  Dok spoj CF3AQ-

12, s 2-metilbenzotiofenom kao supstituentom, inhibira hAChErec 7,7 puta jaļe u odnosu na 

CF3AQ-11 kod kojeg je supstituent 2-metilbenzofuran, inhibicijski potencijal njihovih 7-Cl 

analoga (spojevi ClAQ-23 i ClAQ-24) gotovo je isti (tablica D1. u Dodatku).198 Posljediļno, 

CF3AQ-11 je otprilike 4,5 puta slabiji inhibitor od svog 7-Cl analoga (ClAQ-23), dok je CF3AQ-

12 otprilike jednako snaģan inhibitor kao i njegov 7-Cl analog (ClAQ-24), ġto govori da 

supstituent na C(7)-poloģaju aminokinolinskog prstena moģe utjecati na afinitet spoja za 

vezanje u aktivno mjesto AChE. 
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Kod hBChE, najsnaģniji inhibitor bio je CF3AQ-12 (Ki = 0,0044 µmol Lī1), s 2-

metilbenzotiofenom vezanom na terminalnu amino grupu, a slijede ga CF3AQ-2 (Ki = 0,0059 

µmol Lī1) s 3-klorbenzilnim supstituentom, CF3AQ-6 (Ki = 0,0061 µmol Lī1) s 4-

fluorbenzilnim supstituentom te CF3AQ-1 (Ki = 0,0067 µmol Lī1) s 3-fluorbenzilnim 

supstituentom na terminalnoj amino grupi. Najslabijim inhibitorom hBChE pokazao se spoj 

CF3AQ-9 (Ki = 1,3 ± 0,1 µmol Lī1) kod kojega se na terminalnoj amino grupi nalazi 4-

metilpiridin , a ļiji inhibicijski potencijal prema hBChE je gotovo 300 puta slabiji u usporedbi 

s CF3AQ-12. Uoļeno je da utjecaj poloģaja halogenog atoma na benzilnom supstituentu na 

inhibitorni uļinak spojeva ovisi prvenstveno o vrsti atoma. Tako spojevi CF3AQ-6 i CF3AQ-1, 

koji se razlikuju u poloģaju atoma F na benzilnoj grupi (para kod CF3AQ-6 i meta kod CF3AQ-

1) pokazuju jednaki inhibicijski potencijal prema hBChE. MeĽutim, kod spojeva gdje je 

supstituent na benzilnoj grupi Cl, CF3AQ-2 (Cl u meta-poloģaju) otprilike 3,5 puta snaģnije 

inhibira hBChE u odnosu na spojeve gdje je Cl u ortho- (CF3AQ-3) odnosno para-poloģaju 

(CF3AQ-4).  

Kada se usporedi inhibitorni uļinak ovdje istraģenih spojeva s njihovim 7-Cl analozima, 

CF3AQ-12 s 2-metilbenzotiofenom kao supstituentom je gotovo 2 puta snaģniji inhibitor 

hBChE u usporedbi s njegovim 7-Cl analogom ClAQ-24 (Ki = 0,0078 µmol Lī1), dok je spoj 

CF3AQ-9, s 4-metilpiridinom kao supstituentom, oko 3 puta slabiji inhibitor od svojeg 7-Cl 

analoga ClAQ-21 (tablica D1. u Dodatku).198 Najveĺa razlika u inhibitornom potencijalu 

izmeĽu 7-Cl i 7-CF3 analoga uoļena je kod spojeva s klorom u ortho-poloģaju na benzilnoj 

grupi; spoj CF3AQ-3 bio je gotovo 4 puta snaģniji inhibitor u odnosu na svoj 7-Cl analog 

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

ili malo snaģniji inhibicijski potencijal prema hBChE u usporedbi s njihovim 7-Cl analozima.198 

Veĺina spojeva iz ove podskupine snaģnije inhibira hBChE u odnosu na hAChErec, pri ļemu 

su se najselektivnijima pokazali spojevi CF3AQ-11, s 2-metilbenzofuranom i CF3AQ-12 s 2-

metilbenzotiofenonom kao supstituentom, koji 11 odnosno 16 puta snaģnije inhibiraju hBChE. 

Neselektivnima su se pokazali spojevi CF3AQ-1 i CF3AQ-10, s 3-fluorbenzilnim, odnosno 2-

metilimidazolnim supstituentom dok su spojevi CF3AQ-3 i CF3AQ-5 s klorom u ortho- 

odnosno para-poloģaju na benzenskom prstenu te CF3AQ-9, s 4-metilpiridinom, pokazali do 

4,5 puta veĺi afinitet prema hAChErec u odnosu na hBChE. 
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Iz grafiļkih prikaza Hunter-Downsove jednadģbe zakljuļeno je da veĺina spojeva pokazuje 

mjeġoviti ili nekompetitivni tip inhibicije hAChErec; iznimka su CF3AQ-4, CF3AQ-9 i CF3AQ-

11 za koje je predviĽen kompetitivni tip inhibicije.  

Kako bi se objasnile razlike u inhibicijskom potencijalu izmeĽu 7-CF3 i 7-Cl analoga, 

metodom molekulskog uklapanja prouļavane su interakcije izmeĽu CF3AQ-9 i njegovog 7-Cl 

analoga ClAQ-21 s aminokiselinama aktivnog mjesta AChE (PDB kod: 4EY4188) te spoja 

CF3AQ-6 i njegovog 7-Cl analoga ClAQ-9 s aminokiselinama aktivnog mjesta BChE (PDB 

kod: 1P0I189) (slika 4.2). 

 

Slika 4.2. Modeli kompleksa ljudskih kolinesteraza i 4-amino-7-trifluormetilkinolina s n-oktilnom 

poveznicom. A) model kompleksa hAChE i CF3AQ-9 (crveno) i njegovog 7-Cl analoga ClAQ-21 

(plavo). B) model kompleksa hBChE i CF3AQ-6 (crveno) i njegovog 7-Cl analoga ClAQ-9 (plavo). 

Isprekidane linije predstavljaju razliļite vrste nekovalentnih interakcija, a njihova boja odgovara boji 

kojom je prikazan pojedini spoj. 

 

U aktivno mjesto AChE (slika 4.2. A), CF3AQ-9 se smjeġta tako da njegov supstituent na 

terminalnoj amino grupi, 4-metilpiridin, ostvaruje vodikove veze sa Ser203 iz katalitiļke trijade 

kao i elektrostatske interakcije s Glu202 u njenoj blizini, dok aminokinolinski prsten ostvaruje 

interakcije s aminokiselinama perifernog mjesta (hidrofobne interakcije s Trp286 te 

elektrostatske interakcije i vodikovu vezu s Tyr72). Njegov 7-Cl analog, ClAQ-21, u aktivno 

mjesto AChE smjeġta se obrnuto, aminokinolinski prsten orijentiran je prema katalitiļkoj trijadi 

gdje ostvaruje manji broj interakcija u odnosu na CF3AQ-9, dok 4-metilpiridin ostvaruje 

hidrofobne interakcije s aminokiselinama perifernog mjesta, Trp286 i Tyr124. Orijentacija 

spoja ClAQ-21 unutar aktivnog mjesta AChE odgovara onoj pretpostavljenoj za ClAQ-8198 
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(slika 4.1 A) ġto moģe objasniti snaģniji inhibitorni uļinak ClAQ-21 u usporedbi s CF3AQ-9. 

Model kompleksa BChE s CF3AQ-6 i njegovim 7-Cl analogom (ClAQ-9) pokazao je da se oba 

spoja u aktivnom mjestu enzima orijentiraju na jednak naļin ï aminokinolinski prsten nalazi se 

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

mjesta (Ala227 u sluļaju ClAQ9 te Ile356 i Pro285 u sluļaju CF3AQ-6), dok je p-fluorbenzilna 

grupa smjeġtena unutar katalitiļkog mjesta te ostvaruje hidrofobne interakcije s 

aminokiselinom kolineskog mjesta, Trp82. Razlika u inhibicijskom potencijalu izmeĽu 

CF3AQ-6 i ClAQ-9 moģe biti posljedica veĺeg broja interakcija koje CF3AQ-6 ostvaruje s 

aminokiselinama perifernog mjesta (Pro285, Ile356) u odnosu na ClAQ-9. 

 

4.1.2. Inhibicija kolinesteraza derivatima amodiakina 

Iz skupine derivata amodiakina ispitan je amodiakin (AMQ) i 14 njegovih derivata sa razliļitim 

supstituentima na tercijarnom aminu (ǸH, īOH) i/ili poloģajem supstituenta na kinolinskom 

prstenu (īH, īCl, īF, īCF3, īCN, īNO2, īOCH3, īCOOH) (slika 3.4.). Rezultati inhibicije 

ljudskih kolinesteraza pokazali su da svi ispitivani spojevi iz skupine amodiakina inhibiraju 

obje kolinesteraze, pri ļemu su odreĽene vrijednosti Ki konstanti bile u rasponu 0,025 ï 21 

µmol Lī1 (tablica 4.4).  

 

Tablica 4.4. Inhibicija ljudskih AChErec i BChE derivatima amodiakina. Disocijacijske konstante 

kompleksa enzimǸligand (Ki Ñ standardna devijacija) izraļunate su prema jednadģbi (2). Selektivnost 

spojeva prema jednoj od kolinesteraza izraģena je kao indeks selektivnosti SI. 

 

SPOJ 
Ki (hAChE rec) 

(µmol Lī1) 
Ki (hBChE) 

(µmol Lī1) 
SI 

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 hAChErec ovisio je o elektronegativnosti i 

veliļini supstituenta na atomu C(7) aminokinolinskog prstena te o poloģaju supstituenta na 

kinolinskom prstenu. Zamjenom klora na poziciji C(7) kod AMQ s jaļim i voluminoznijim 

elektron-odvlaļeĺim supstituentima poput CF3, CN ili NO2 (AMQ-2, AMQ-3 i AMQ-4, redom) 

inhibicijski potencijal se smanjuje do 2 puta, dok se zamjenom klora s manjim supstituentima 

poput fluora ili vodika (AMQ-1 i AMQ-6) inhibicijski potencijal smanjuje oko 4 puta. 

MeĽutim, zamjena klora na C(7) poziciji s elektron-donirajuĺom metoksi-grupom, ġto je sluļaj 

kod spoja AMQ-5, rezultirala je gotovo dva puta snaģnijim inhibitornim uļinkom u usporedbi 

s AMQ. Nadalje, pomak atoma F s pozicije C(7) (AMQ-1) na C(6) (AMQ-7) rezultirao je tri 

puta snaģnijom inhibicijom hAChErec. No, kada se atom F nalazi na poziciji C(8) u blizini 

kinolinskog duġika (kakav je sluļaj kod AMQ-8), inhibicijski potencijal se u usporedbi s AMQ-

1 tri puta smanjuje. Sliļno je primjeĺeno i kod spojeva kojima je supstituent na 

aminokinolinskom prstenu CF3. Pomak CF3 grupe s pozicije C(7) aminokinolinskog prstena 

(AMQ-2) na poziciju C(6) (AMQ-9) gotovo da nije imao utjecaj na inhibicijski potencijal, no 

pomak CF3 grupe na pozicije bliģe kinolinskom duġiku, C(8) (AMQ-1) i C(2) (AMQ-11) 

rezultirao je 16 do ļak 100 puta slabijim inhibicijskim uļinkom u odnosu na spoj AMQ-2. 

Supstitucijom etilne grupe na tercijarnom aminu s hidroksietilnom grupom (AMQ-14) 

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

Grafiļki prikazi ovisnosti dobivenih Ki,app o koncentraciji supstrata ATCh ukazuju da svi 

spojevi pokazuju mjeġoviti ili kompetitivni tip inhibicije hAChErec.   

Metodom molekulskog uklapanja analizirane su nekovalentne interakcije ostvarene izmeĽu 

aminokiselina aktivnog mjesta AChE (PDB kod: 4EY4188) i spojeva AMQ, 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 hAChErec (slika 4.3).  

 



§ 4. Rezultati 78 

Marija Bartoliĺ Doktorska disertacija 

 

Slika 4.3. Modeli kompleksa ljudske AChE i derivata amodiakina. A) model kompleksa hAChE i AMQ 

(plavo) i AMQ-1 (crveno); B) model kompleksa hAChE i AMQ (plavo) i AMQ-5 (crveno); C) model 

kompleksa hAChE i AMQ-2 (plavo) i AMQ-11 (crveno); i D) model kompleksa hAChE i AMQ (plavo) 

i AMQ-14 (magenta). Isprekidane linije predstavljaju razliļite vrste nekovalentnih interakcija, a njihova 

boja odgovara boji kojom je prikazan pojedini spoj. 

 

Spojevi AMQ i AMQ-1 kod kojih je na poziciji C(7) klor, odnosno fluor, smjeġtaju se unutar 

katalitiļkog mjesta AChE (slika 4.3. A) na naļin da oba spoja ostvaruju elektrostatske 

interakcije s Glu202 u blizini katalitiļke trijade, ali se razlikuju u interakcijama ostvarenima s 

aminokiselinama perifernog mjesta. AMQ preko kinolinskog prstena i atoma Cl ostvaruje veĺi 

broj hidrofobnih interakcija s Trp286, aminokiselinom odgovornom za stabilizaciju i 

usmjeravanje liganada unutar aktivnog mjesta AChE,200 dok u sluļaju AMQ-1, takvih 

interakcija nema. Dva puta snaģnija inhibicija hAChErec spojem AMQ-5 u usporedbi s AMQ 

moģe se objasniti ļinjenicom da prilikom vezanja spoja AMQ-5 u aktivno mjesto AChE dolazi 

do promjene konformacije aminokiseline Trp286 ļiji se indolni prsten zakreĺe iz hidrofobnog 
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okruģenja perifernog mjesta prema otapalu (slika 4.3. B). Ovaj efekt ranije je uoļen kod 

kompleksa miġje AChE s derivatom takrina i fenilfenantridina,201 gdje je takoĽer primjeĺeno 

znaļajno poveĺanje inhibitorne aktivnosti u usporedbi sa spojevima ļije smjeġtavanje ne 

uzrokuje opisano zakretanje Trp286. Modelom kompleksa AChE i spojeva AMQ-2 i AMQ-11, 

koji se razlikuju u poloģaju CF3 grupe na aminokinolinskom prstenu, prouļavan je utjecaj 

poloģaja CF3 grupe na vezanje spoja u aktivno mjesto enzima (slika 4.3. C). Spoj AMQ-2, kod 

kojeg se CF3 grupa nalazi na C(7) poziciji, smjeġta se u aktivno mjesto AChE na naļin da se 

kinolinski prsten nalazi u katalitiļkom mjestu gdje ostvaruje interakcije s aminokiselinama 

katalitiļke trijade (Ser203, His447), dok CF3 ostvaruje hidrofobne ˊ - ˊ interakcije s Trp86, 

aminokiselinom iz kolinskog mjesta. S druge strane, AMQ-11, kod kojeg se CF3 grupa nalazi 

na poziciji C(2), smjeġta se na naļin da je kinolinski prsten orijentiran prema izlazu iz aktivnog 

mjesta te ostvaruje interakcije s aminokiselinama perifernog mjesta, dok je ostatak molekule 

orijentiran prema katalitiļkom mjestu, ali ne ostvaruje interakcije s aminokiselinama katalitiļke 

trijade. Iako ova razlika u smjeġtavanju moģe objasniti 100 puta slabiji inhibitorni uļinak spoja 

AMQ-11 u odnosu na AMQ-2, nije u skladu s predviĽenim modelom inhibicije prema Hunter-

Downsovom prikazu, prema kojemu se AMQ-11 ponaġa kao kompetitivni inhibitor ġto 

pretpostavlja ostvarivanje znaļajnog broja interakcija s aminokiselinama katalitiļkog mjesta. 

AMQ-14 (slika 4.3. D), kod kojega je jedna etilna grupe na tercijarnom aminu zamijenjena 

hidroksietilnom grupom, u aktivno mjesto smjeġta se na naļin koji mu omoguĺuje ostvarivanje 

veĺeg broja interakcija s aminokiselinama perifernog mjesta (Tyr72, Tyr124, Tyr337, Tyr341 

i Trp286), za razliku od AMQ koji se sa dietilnom grupom na tercijarnom duġiku smjeġta u 

samo dno katalitiļkog mjesta i ostvaruje interakcije s aminokiselinama katalitiļke trijade.  

Svi derivati amodiakina inhibirali su hBChE s konstantama Ki u rasponu od 1,7 do 21 µmol 

Lī1. Najsnaģniji inhibitor hBChE bio je spoj AMQ-11 s CF3 grupom na C(2) poziciji 

kinolinskog prstena, koji je pet puta snaģnije inhibirao hBChE od AMQ. Najslabiji inhibitori 

hBChE bili su spojevi AMQ-10 (s CF3 grupom na poloģaju C(8)) te AMQ-12 i AMQ-3 kod 

kojih se na poloģajima C(6) odnosno C(7) nalazi CN grupa. Rezultati inibicije pokazali su da, 

kao i kod hAChErec, inhibicijski potencijal spoja prema hBChE ovisi o poloģaju CF3 grupe na 

aminokinolinskom prstenu, ali na drugaļiji naļin: iako se kod spojeva AMQ-10 i AMQ-11 CF3 

grupa nalazi u neposrednoj blizini kinolinskog duġika, spoj AMQ-11, kod kojeg se CF3 nalazi 

na poziciji C(2) je gotovo 12 puta snaģniji inhibitor od AMQ-10, kod kojeg je CF3 grupa na 

poloģaju C(8). TakoĽer, spojevi AMQ-2 i AMQ-9, s CF3 grupom na poloģajima C(7) odnosno 
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C(6) aminokinolinskog prstena, bili su 4 do 8 puta slabiji inhibitori hBChE u usporedbi s AMQ-

11. Zamjena klora na poziciji C(7) aminokinolinskog prstena elektron-donirajuĺom metoksi 

grupom kod AMQ-5 nije znaļajno utjecala na inhibicijski potencijal prema hBChE u usporedbi 

s AMQ.  

Iako ne u istoj mjeri kao kod hAChErec, i u sluļaju BChE poloģaj supstituenta na 

kinolinskom prstenu utjecao je na smjeġtanje spoja u aktivno mjesto enzima. Kako bi se 

objasnile razlike u njihovom inhibicijskom potencijalu s obzirom na razliļiti poloģaj CF3 grupe, 

analizirano je smjeġtanje spojeva AMQ-10, kod kojeg se CF3 grupa nalazi na poziciji C(8), i 

AMQ-11, kod kojeg se CF3 grupa nalazi na poziciji C(2), u aktivno mjesto hBChE (PDB kod: 

1P0I189) (slika 4.4). 

 

 

Slika 4.4. Model kompleksa ljudske BChE i derivata amodiakina AMQ-10 (magenta) i AMQ-11 

(plavo). Isprekidane linije predstavljaju razliļite vrste nekovalentnih interakcija, a njihova boja 

odgovara boji kojom je prikazan pojedini spoj. 

 

Rezultati molekulskog uklapanja pokazali su da AMQ-10 i AMQ-11 zauzimaju razliļite 

orijentacije unutar aktivnog mjesta hBChE. Tako je AMQ-11, s CF3 grupom na poloģaju C(2) 

aminokinolinskog prstena, orijentiran okomito na os koja spaja ulaz u aktivno mjesto i dno 

aktivnog mjesta, zbog ļega se ostvaruju hidrofobne ˊ-ˊ interakcije izmeĽu aminokiselina Trp82 

i Trp237 i aromatskih sustava samog spoja (hidroksifenilamino grupe i kinolinskog prstena) te 

elektrostatske interakcije s Glu197 u blizini katalitiļke trijade, dok su mu dietilne grupe i CF3 

grupa orijentirani prema srediġtu aktivnog mjesta. S druge strane, AMQ-10, kod kojeg je CF3 

grupa na poloģaju C(8), u aktivno mjesto smjeġta se duģ osi koja spaja ulaz i dno aktivnog 
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mjesta, pri ļemu je kinolinski prsten orijentiran prema otvoru aktivnog mjesta ġto AMQ-10 

omoguĺava nastanak znatno manjeg broja interakcija s aminokiselinama katalitiļkog mjesta i 

objaġnjava gotovo 12 puta slabiji inhibicijski potencijal spoja AMQ-10 u odnosu na AMQ-11.  

Generalno, svi derivati amodiakina, uz iznimku AMQ-11, pokazali su se 11 do 304 puta 

snaģnijim inhibitorima hAChErec u odnosu na hBChE, pri ļemu se najselektivnijim pokazao 

spoj AMQ-5, a joġ je ġest spojeva (AMQ, AMQ-3, AMQ-4, AMQ-7, AMQ-9 i AMQ-12) viġe 

od 100 puta snaģnije inhibiralo hAChErec. AMQ-11, najsnaģniji inhibitor hBChE, ujedno je i 

jedini spoj koji je pokazao selektivnost prema hBChE, koju je inhibirao 5 puta snaģnije u 

odnosu na hAChErec. 

 

4.1.3. Inhibicija kolinesteraza benzokinonima 

Iz skupine benzokinona (slika 3.5.) ispitano je ukupno 15 derivata 2-tert-butil-1,4-benzokinona 

koji se meĽusobno razlikuju u supstitentima na pozicijama C(5) i C(6) benzokinonskog prstena, 

odnosno para- i meta-poloģajima s obzirom na tert-butilnu grupu. Dobivene konstante Ki 

prikazane su u tablici 4.5. 

 
Tablica 4.5. Inhibicija ljudskih AChErec i BChE benzokinonima. Disocijacijske konstante kompleksa 

enzimǸligand (Ki Ñ standardna devijacija) izraļunate su prema jednadģbi (2). Selektivnost spojeva 

prema jednoj od kolinesteraza izraģena je kao indeks selektivnosti SI. 

 

SPOJ 
Ki (hAChE rec) 

(µmol Lī1) 

Ki (hBChE) 

(µmol Lī1) 
SI 

tBQ 52 ± 6 (n) 55 ± 5 0,95 

tBQ-1 80 ± 7 (m) 33 ± 1 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) 5,2 ± 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 30 ± 3 (m) 37 ± 5 0,81 

tBQ-10 ɬ ɬ ɬ 
tBQ-11 n. o. 228 ± 56  n. o. 

tBQ-12 n. o. n. o. ɬ 
tBQ-13 21 ± 1 (m) 36 ± 2 0,58 

tBQ-14 59 ± 5 (k) 34 ± 2 1,7 

n.o. nije odreĽeno 

 



§ 4. Rezultati 82 

Marija Bartoliĺ Doktorska disertacija 

Od 15 testiranih spojeva, njih 13 inhibira barem jednu od kolinesteraza, uz konstante Ki u 

rasponu od 5,2 do 228 µmol Lī1. Spoj tBQ-10 nije testiran iz razloga ġto je taloģio po dodatku 

u fosfatni pufer koji ļini osnovnu komponentu reakcijske smjese za mjerenje aktivnosti 

kolinesteraza. Spoj tBQ-12 nije pokazao inhibitornu aktivnost pri koncentracijama do 

maksimalno 400 µmol Lī1.  

Najsnaģniji inhibitor hAChErec bio je spoj tBQ-13 (Ki = 21 µmol Lī1) s prolinom na para-

poloģaju. Gotovo jednaka konstanta inhibicije odreĽena je za spojeve tBQ-8 (Ki = 24 µmol Lī1), 

kod kojeg se u meta-poloģaju nalazi 2-feniletantiol kao supstituent, tBQ-4 (Ki = 29 µmol Lī1) 

kod kojeg se supstituent (tiociklopentan) nalazi u para-poloģaju, te tBQ-9 (Ki = 30 µmol Lī1) s 

2-naftotiolom u meta-poloģaju. Navedeni spojevi u prosjeku su dva puta snaģniji inhibitori 

hAChErec u usporedbi s tBQ koji na benzokinonskom prstenu ima samo tert-butilnu grupu. 

Najslabiji inhibicijski potencijal pokazao je spoj tBQ-5 (Ki = 136 µmol Lī1) kod kojeg se u 

meta-poloģaju nalazi tiobenzen kao supstituent. Iako je analizirana serija saļinjena od malog 

broja spojeva, primjeĺeno je da hAChErec preferira vezanje spojeva s tiolnim supstituentom u 

para-poloģaju s obzirom na tert-butilnu grupu, odnosno da pokazuje odreĽenu 

regioselektivnost. Tako je spoj tBQ-2 1,4 puta snaģniji inhibitor od svog regioizomera tBQ-1, 

dok je tBQ-4 gotovo 2 puta jaļi inhibitor od svog regioizomera tBQ-3. U sluļaju spojeva ļiji 

supstituent je s benzokinonskim prstenom povezan preko N atoma nije bilo moguĺe donijeti 

zakljuļak o regioselektivnosti hAChErec buduĺi da su u seriji samo 4 takva spoja, od kojih 

regioizomeri tBQ-11 i tBQ-12 ne inhibiraju hAChErec pri koncentracijama do maksimalno 400 

µmol Lī1. Nadalje, uoļeno je da hAChErec preferira spojeve s voluminoznijim supstituentom 

buduĺi da spojevi tBQ-8 s 2-feniletantiolom, i tBQ-9 s 2-naftotiolom kao supstituentima u meta-

poloģaju inhibiraju hAChErec 4,5 do 5,7 puta snaģnije od tBQ-5 kod kojeg se na istom poloģaju 

nalazi tiobenzen. 

Prema analizi ovisnosti Ki,app o koncentraciji supstrata veĺina spojeva pokazuje mjeġoviti ili 

nekompetitivni tip inhibicije hAChErec. Iznimke su bili spojevi tBQ-4, tBQ-6 i tBQ-14, kod 

kojih je Ki,app linearno ovisila o koncentraciji supstrata (slika 3.15.), odnosno spojevi su 

djelovali kao kao kompetitivni inhibitori hAChErec.  

Kako bi se potvrdio pretpostavljeni model vezanja inhibitora u aktivno mjesto hAChErec, 

metodom molekulskog uklapanja analizirane su nekovalentne interakcije ostvarene izmeĽu 

spojeva tBQ-4, tBQ-8 i tBQ-9, za koje je iz Hunter-Downsovih prikaza predviĽeno da se 
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ponaġaju kao kompetitivni, nekompetitivni odnosno mjeġoviti tip inhibitora, redom, i 

aminokiselina aktivnog mjesta AChE (PDB kod: 4EY4188) (slika 4.5). 

 

 

Slika 4.5. Modeli kompleksa ljudske AChE i benzokinona. A) model kompleksa hAChE i tBQ-4; B) 

model kompleksa hAChE i tBQ-8 i C) model kompleksa hAChE i tBQ-9. Isprekidane linije 

predstavljaju razliļite vrste nekovalentnih interakcija (magenta ï ḯalkil ˊḯ  interakcije; naranļasta ï 

elektrostatske interakcije; zelena ï vodikova veza; plava ï vodikova veza s vodom). Crvenim sferama 

prikazane su molekule oļuvane vode koje ostvaruju interakcije s ligandima. 

 

Spoj tBQ-4 (slika 4.5. A) smjestio se na dno aktivnog mjesta AChE, odnosno u katalitiļko 

mjesto gdje ostvaruje vodikove i ˊ-alkil interakcije s aminokiselinama katalitiļke trijade 

(Ser203 i His447), kolinskog mjesta (Trp86, Tyr337) te elektrostatsku interakciju s Phe297 iz 

acilnog dģepa. Mali broj vodikovih veza i ˊ -interakcija ostvaruje i s aminokislinama perifernog 

mjesta (Tyr124, Tyr341), ali one, s obzirom na njihov broj i slabiji intenzitet, nemaju utjecaja 

na uoļeni kompetitivni tip vezanja. tBQ-8 (slika 4.5. B), kao nekompetitivni inhibitor, veģe se 

u sam izlaz iz aktivnog mjesta te ostvaruje elektrostatske i ˊ-interakcije iskljuļivo s 

aminokiselinama perifernog mjesta (Tyr72, Tyr341 i Trp82). tBQ-9 (slika 4.5. C) ostvaruje ˊ-

interakcije i vodikove veze s aminokiselinama perifernog mjesta (Tyr124, Tyr341, Trp286) i s 

Tyr337 iz kolinskog mjesta, zbog ļega djeluje kao mjeġoviti inhibitor. U sva tri sluļaja atom 

sumpora ostvaruje elektrostatske interakcije s obliģnjim aminokiselinama aktivnog mjesta, ġto 

potvrĽuje da je prisutnost ovog atoma vaģna za stabilizaciju spojeva unutar aktivnog mjesta 

AChE.  
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hBChE su najjaļe inhibirali spojevi tBQ-4 (Ki = 5,2 µmol Lī1) s tiociklopentilom te tBQ-2 (Ki 

= 8,8 µmol Lī1) s 2-hidroksietiltiolom kao supstituentom u para-poloģaju. Oba spoja su bili 6,3 

odnosno 10,6 puta snaģniji inhibitori od nesupstituiranog tBQ. TakoĽer, uoļeno je da hBChE, 

kao i hAChErec, pokazuje odreĽenu regioselektivnost preferirajuĺi spojeve kod kojih je tiolni 

supstituent u para-poloģaju s obzirom na tert-butilnu grupu, pa tako spojevi tBQ-4 i tBQ-2 u 

prosjeku 5 puta slabije inhibiraju hBChE od njihovih regioizomera tBQ-3 i tBQ-1 kod kojih je 

supstituent u meta-poloģaju. Najslabijim inhibitorom hBChE pokazao se spoj tBQ-11 (Ki = 228 

µmol Lī1) s metilaminom kao supstituentom u para-poloģaju, dok njegov regioizomer tBQ-12 

nije inhibirao hBChE u koncentracijama do maksimalno 400 µmol Lī1.   

Veĺina spojeva pokazala se jaļim inhibitorima hBChE nego hAChErec, pri ļemu je spoj 

tBQ-5 bio najselektivniji inhibirajuĺi hBChE 7,6 puta snaģnije u odnosu na hAChErec. 

Kako bi se objasnile razlike u inhibicijskom potencijalu prema hBChE, metodom 

molekulskog uklapanja predviĽene su interakcije izmeĽu aminokiselina aktivnog mjesta BChE 

(PDB kod: 1P0I189) i spojeva tBQ-2, tBQ-4 i tBQ-9 (slika 4.6). 

 

 

Slika 4.6. Modeli kompleksa ljudske BChE i benzokinona. A)  model kompleksa hBChE i tBQ-2; B) 

model kompleksa hBChE i tBQ-4 i C) model kompleksa hBChE i tBQ-9. Isprekidane linije predstavljaju 

razliļite vrste nekovalentnih interakcija (magenta ï ́ ïalkil ˊḯ  interakcije; ģuta ï ́ ïsumpor interakcije; 

zelena ïvodikova veza; plava ï vodikova veza s vodom). Crvenim sferama prikazane su oļuvane 

molekule vode koje ostvaruju interakcije s ligandima. 
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Rezultati molekulskog modeliranja pokazali su da se spojevi tBQ-2 (slika 4.6 A) i tBQ-4 (slika 

4.6 B), najsnaģniji inhibitori hBChE u seriji, smjeġtavaju u donji dio aktivnog mjesta BChE te 

ostvaruju nekovalentne interakcije s aminokiselinama katalitiļke trijade; oba spoja ostvaruju 

vodikovu vezu sa Ser198, dok tBQ-2 ostvaruje i ˊ-alkilnu interakciju s His438. U oba sluļaja 

atom sumpora takoĽer ostvaruje interakcije s aminokiselinama aktivnog mjesta (tBQ-2 

ostvaruje vodikovu vezu s Gln119, a tBQ-4 ˊ-sumpor interakciju s Phe398). Za razliku od njih, 

tBQ-9 koji u prosjeku 5,7 puta slabije inhibira hBChE od tBQ-2 i tBQ-4, ne ostvaruje 

interakcije s aminokiselinama katalitiļke trijade niti atom sumpora sudjeluje u stabilizaciji 

spoja unutar aktivnog mjesta, ġto moģe objasniti njegov znaļajno slabiji inhibicijski uļinak.  

 

4.1.4. Inhibicija kolinesteraza hidrazonima 

Skupinu hidrazona ļinilo je osam hidrazonskih derivata piridoksala i piridin-4-karbaldehida te 

osam N-acilhidrazonskih derivata piridoksala (slika 3.6.). Unutar pojedinih serija, spojevi su se 

razlikovali u supstituentima na hidrazonskoj, odnosno N-acilhidrazonskoh grupi (fenil 

supstituiran s īH, īNO2, īF, īCl, īOH, ili īCH3, ili piridin). Vrijednosti dobivenih konstanti 

Ki prikazane su u tablici 4.6. 

 
Tablica 4.6. Inhibicija ljudskih AChErec i BChE hidrazonima i N-acilhidrazonima. Disocijacijske 

konstante kompleksa enzimǸligand (Ki Ñ standardna devijacija) izraļunate su prema jednadģbi (2). 

Selektivnost spojeva prema jednoj od kolinesteraza izraģena je kao indeks selektivnosti SI. 

 

SPOJ 
Ki (hAChE rec) 

(µmol Lī1) 

Ki (hBChE) 

(µmol Lī1) 
SI 

HID1 77 ± 9 (m) 10 ± 2 7,7 

HID2 16 ± 1 (n) n.o. ɬ 
HID3 59 ± 6 (m) 87 ± 13 0,68 
HID4 38 ± 5 (m) 25 ± 5 1,5 

HID5 301 ± 34 (m) 32 ± 7 9,4 

HID6 n.o. n.o. ɬ 
HID7 211 ± 23 (n) 254 ± 59 0,83 
HID8 155 ± 12 (n) 51 ± 11  3,0 

AcHID1 199 ± 17 (k) 135 ± 7 1,5 

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 odreĽeno 
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Od 16 spojeva, njih 14 inhibiralo je obje kolinesteraze. Iznimke su bili spojevi HID6, 

hidrazonski derivat piridin-4-karbaldehida s 2,4-dinitrofenilom kao supstituentom, koji nije 

testiran zbog slabe topljivosti i brzog taloģenja po dodatku u fosfatni pufer, te HID2 koji nije 

inhibirao hBChE pri koncentracijama do 100 µmol Lī1, a pri veĺim koncentracijama je taloģio 

po dodatku u fosfatni pufer. Buduĺi da oba spoja, HID2, derivat piridoksala, i HID6, derivat 

piridin-karbaldehida, imaju 2,4-dinitrofenilnu grupu kao supstituent na hidrazonskoj grupi, ļini 

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

mediju.  

Najsnaģnijim inhibitorom hAChErec u cijeloj skupini pokazao se spoj HID2 (Ki = 16 µmol 

Lī1) koji je svoj inhibicijski potencijal ostvario u niskim mikromolarnim koncentracijama kod 

kojih nije dolazilo do problema s taloģenjem. Generalno, spojevi iz serije hidrazonskih derivata 

piridoksala (Ki = 16 ï 77 µmol Lī1) pokazali su se snaģnijim inhibitorima hAChErec od spojeva 

iz serije hidrzonskih derivata piridin-4-karbaldehida (Ki = 155 ï 301 µmol Lī1), dok su Ki 

vrijednosti za seriju N-acilhidrazona bile u rasponu 89 ï 199 µmol Lī1. Ovi rezultati u skladu 

su sa rezultatima istraģivanja inhibicije kolinesteraza drugim hidrazonskim derivatima. U 

istraģivanju de Freitas Silva i suradnika najsnaģnijim inhibitorom AChE iz elektriļne jegulje 

(eeAChE) pokazao se hibrid N-acilhidrazona i triazola (IC50 = 26,3 µmol Lī1) koji nije utjecao 

na aktivnost konjske BChE (eqBChE).143 Sliļno, u istraģivanju Petronilho i suradnika 

najsnaģnijim inhibitorom eeAChE pokazao se derivat gvanilhidrazona i 2,4-

dinitrobenzaldehida s IC50 = 11,25 µmol Lī1 koji je pri 100 µmol Lī1 koncentraciji inhibirao 

manje od 10 % aktivnosti eqBChE.202 Za hidrazonske derivate aminogvanidina IC50 vrijednosti 

za eeAChE bile su u rasponu od 17,95 ï 54,93 µmol Lī1, a za eqBChE Ó 1,69 Õmol Lī1.141 Kod 

svih derivata hidrazona i N-acilhidrazona istraģenih u ovom doktoratu, sposobnost inhibicije 

hAChErec poveĺava se uvoĽenjem supstituenta na fenilnu grupu. Tako su u svakoj od tri serije 

najslabiji inhibitori hAChErec bili spojevi s nesupstituiranim benzenskim prstenom: derivat 

piridoksala HID1, derivat piridin-4-karbaldehida HID5 te AcHID1. Ġto se tiļe vrste 

supstituenta na benzenskom prstenu, kod sve tri serije derivata snaģniji inhibicijski potencijal 

prema hAChErec pokazali su spojevi s klorom kao supstituentom na fenilnoj grupi, u odnosu na 

one kod kojih se na istom mjestu nalazio fluor (HID4 vs HID3; HID8 vs HID7; AcHID4 vs 

AcHID3). U seriji N-acilhidrazona, najjaļi inhibitor hAChErec bio je upravo derivat s p-

klorfenilnom grupom, AcHID4. Kod ove serije spojeva, zamjena fenilne grupe 3-piridinom 

(AcHID7) ili 4-piridinom (AcHID8) rezultirala je vrlo malom promjenom inhibitorne 
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sposobnosti u usporedbi s AcHID1 s nesupstituiranim fenilnim prstenom. TakoĽer, uvoĽenje 

OH grupe na fenilnu grupu N-acilhidrazona (AcHID6) nije imalo utjecaja na inhibiciju u 

odnosu na nesupstituirani AcHID1. Ovdje ispitivani N-acilhidrazoni pokazali su se znaļajno 

slabijim inhibitorima hAChErec u usporedbi s N-acilhidrazonskim derivatima 3-

klorbenzohidrazida ļije IC50 vrijednosti su u niskom mikromolarnom ili submikromolarnom 

podruļju.203     

Na temelju grafiļkih prikaza Hunter-Downsove jednadģbe zakljuļeno je da svi hidrazonski 

derivati pokazuju mjeġoviti ili nekompetitivni tip inhibicije, dok se N-acilhidrazoni u veĺoj 

mjeri ponaġaju kao kompetitivni inhibitori hAChErec. Iznimka su bili spojevi AcHID2 (s p-

nitrofenilom kao supstituentom na N-acilhidrazonskoj grupi) i AcHID4 (s p-klorfenilom kao 

supstituentom na N-acilhidrazonskoj grupi) kod kojih je pretpostavljen mjeġoviti tip inhibicije.  

Kako bi se dobio uvid u moguĺi razlog razliļitog inhibitornog potencijala spojeva, metodom 

molekulskog uklapanja analizirane su interakcije koje se ostvaruju izmeĽu aminokiselina 

aktivnog mjesta AChE (PDB kod: 4EY4188) i spojeva HID1 i HID2, kao najslabijeg i 

najsnaģnijeg inhibitora hAChErec iz serije derivata piridoksala, pri ļemu je HID2 bio ujedno i 

najjaļi inibitor cijele skupine hidrazona (slika 4.7).  

 

 

Slika 4.7. Model kompleksa ljudske AChE i spojeva HID1 (plavo) i HID2 (crveno). Isprekidane linije 

predstavljaju razliļite vrste nekovalentnih interakcija, a njihova boja odgovara boji kojom je prikazan 

pojedini spoj. 

 

Analiza modela kompleksa AChEǸHID1 i AChEǸHID2 pokazala je da se spojevi HID1, kod 

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

mjestu nalazi 2,4-dinitrofenil, razliļito smjeġtavaju unutar aktivnog mjesta AChE. Spoj HID1 



§ 4. Rezultati 88 

Marija Bartoliĺ Doktorska disertacija 

ostvaruje vodikovu vezu sa Ser203 i His447, aminokiselinama katalitiļke trijade, te hidrofobne 

interakcije s aminokiselinama kolinskog mjesta Trp86 i Tyr337. Spoj HID2, iako se smjeġta 

dublje u aktivno mjesto u usporedbi s HID1, ostvaruje samo vodikovu vezu s His447 iz 

katalitiļke trijade, ali zato ostvaruje elektrostatsku interakciju s Glu202. Nadalje, HID2 

ostvaruje gotovo dvostruko veĺi broj neveznih interakcija s aminokiselinama aktivnog mjesta 

u usporedbi s HID1, ukljuļujuĺi veĺi broj hidrofobnih interakcija s aminokiselinama kolinskog 

(Trp86, Tyr337) i perifernog mjesta (Tyr124, Phe297) ġto moģe objasniti 5 puta snaģniji 

inhibitorni uļinak u usporedbi s HID1.  

Kada je rijeļ o hBChE, najsnaģnijim inhibitorom pokazao se spoj HID1 (Ki = 10 µmol Lī1). 

I kod hBChE, generalno najsnaģniji inhibitori su hidrazonski derivati piridoksala s Ki 

vrijednostima u rasponu 10 ï 87 µmol Lī1. Nakon njih slijede N-acilhidrazoni s Ki vrijednostima 

u rasponu 38 ï 135 µmol Lī1 i hidrazonski derivati piridin-4-karbaldehida, ļije su Ki vrijednosti 

u rasponu 32 ï 254 µmol Lī1. Unutar serija hidrazona, najsnaģniji inhibitori bili su spojevi s 

nesupstituiranim fenilom, HID1 i HID5, dok su najslabiji inhibitori bili hidrazoni s fluorom na 

fenilu, HID3 (Ki = 87 µmol Lī1) i HID7 (Ki = 254 µmol Lī1), ġto sugerira da elektron-odvlaļeĺa 

grupa na tom poloģaju negativno utjeļe na inhibicijski potencijal prema hBChE. Kod N-

acilhidrazona, najslabiji inhibitor hBChE bio je spoj AcHID1 (Ki = 135 µmol Lī1) s 

nesupstituirnim fenilom, dok je najjaļi inhibicijski potencijal pokazao spoj AcHID5, kod kojeg 

se na benzenskom prstenu u para-poloģaju nalazi elektron-donirajuĺa metilna grupa (Ki = 38 

µmol Lī1). UvoĽenje jake elektron-odvlaļeĺe grupe na benzenski prsten, poput NO2, ne mijenja 

inhibicijski potencijal u odnosu na nesupstituirani benzen (AcHID1), kao ġto je vidljivo kod 

spoja AcHID2. S druge strane, uvoĽenje neġto slabijih elektron-odvlaļeĺih grupa poput F (spoj 

AcHID3) ili Cl (spoj AcHID4) rezultira otprilike dva puta snaģnijim inhibicijskim potencijalom 

u usporedbi s nesupstituiranim benzenom. Iz navedenog, moģe se zakljuļiti da elektron-

donirajuĺa grupa na fenilnom supstituentu doprinosi snaģnijem inhibicijskim potencijalom 

prema hBChE u usporedbi s elektron-odvlaļeĺim supstituentima ili nesupstituiranim prstenom. 

Zamjena benzenkog prstena 3-piridinom ili 4-piridinom pridonosi inhibicijskom potencijalu 

spoja; u sluļaju spoja AcHID8 zamjena benzena s 4-piridinom uzrokuje dva puta snaģniju 

inhibiciju hBChE u usporedbi sa spojem AcHID1.  

Generalno, hidrazoni i N-acilhidrazoni preferirano inhibiraju hBChE u odnosu na hAChErec. 

Kao najselektivnijima istakli su se spojevi HID1 i HID5 koji su oko 9 puta snaģnije inhibirali 

hBChE ġto se moģe pripisati komplementarnom afinitetu enzimâ; hBChE ima veĺi afinit za 
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hidrazone kod kojih je fenilni prsten nesupstituiran, dok hAChErec upravo prema tim spojevima 

ima najslabiji afinitet.  

Kako bi se utvrdilo kako strukturne razlike doprinose inhibicijskom potencijalu spojeva, 

metodom molekulskog uklapanja predviĽene su interakcije izmeĽu aminokiselina BChE (PDB 

kod: 1P0I189) i hidrazonskih derivata piridoksala HID1 i HID3 koji predstavljaju najsnaģniji i 

najslabiji inhibitor u navedenoj seriji hidrazona (slika 4.8 A) te N-acilhidrazona AcHID1, 

AcHID2, kao najslabijih inhibitora i AcHID5, kao najsnaģnijeg inhibitora u seriji N-

acilhidrazona (slika 4.8 B).  

 

 
Slika 4.8. Modeli kompleksa ljudske BChE i hidrazona/N-acilhidrazona. A) model kompleksa hBChE 

i spojeva HID1 (plavo) i HID3 (crveno); B) model kompleksa hBChE i spojeva AcHID1 (crveno), 

AcHID2 (zeleno) i AcHID5 (plavo). Isprekidane linije predstavljaju razliļite vrste nekovalentnih 

interakcija, a njihova boja odgovara boji kojom je prikazan pojedini spoj. 

 

Iako spojevi HID1, kod kojeg je fenilna grupa nesupstituirana, i HID3, kod kojeg se na fenilnoj 

grupi u para-poloģaju nalazi F, zauzimaju sliļan poloģaj unutar aktivnog mjesta BChE, spoj 

HID1 ostvaruje vodikove veze s aminokiselinama katalitiļke trijade Ser198 i His438 te 

hidrofobne interakcije s Trp82 iz kolinskog mjesta. Za razliku od HID1, kod HID3 izostaje 

interakcija sa Ser198 i Trp82, te opĺenito ostvaruje gotovo dvostruko manji broj neveznih 

interakcija s aminokiselinama aktivnog mjesta u usporedbi s HID1, ġto moģe objasniti njegov 

8,7 puta slabiji inhibicijski potencijal u odnosu na HID1 (slika 4.8. A). U sluļaju N-

acilhidrazona, AcHID1 i AcHID5 u aktivno mjesto BChE smjeġtavaju se na naļin da ostvaruju 

interakcije s aminokiselinama perifernog mjesta (Asp70, Tyr332) i acilnog dģepa (Trp231), dok 

se AcHID5, kod kojeg se na benzenskom prstenu u para-poloģaju nalazi metilna grupa, 

smjeġtava izmeĽu veznog mjesta za kolin i acilnog dģepa, pri ļemu ostvaruje viġestruke 
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hidrofobne interakcije s Trp82, Trp231 i Val288. Nadalje, ovakav smjeġtaj omoguĺava mu i 

stvaranje vodikove interakcije sa Ser198 iz katalitiļke trijade. Veĺi broj ostvarenih interakcija 

s aminokiselinama katalitiļkog aktivnog mjesta, kao i interakcija s katalitiļkim serinom, 

vjerojatan je razlog tri puta snaģnijeg inhibitornog uļinka spoja AcHID5 prema hBChE u 

usporedbi s AcHID1 i AcHID2.  

 

4.1.5. Inhibicija kolinesteraza O-alkiloksimima 

Ispitivane su tri serije kinuklidinskih O-alkiloksima; prvu seriju ļinili su derivati kod kojih je 

na oksimski kisik vezan metil (O-metiloksimi, slika 3.7.), drugu su ļinili derivati kod kojih je 

na oksimski kisik vezan tert-butil (O-tert-butiloksimi, slika 3.8.), dok se u treĺoj seriji na 

oksimskom kisiku nalazila benzilna grupa (O-benziloksimi, slika 3.9.). Unutar svake serije, 

derivati se razlikuju po supstituentu na kinuklidinskom duġiku, a rijeļ je o metilnoj ili razliļito 

supstituiranoj benzilnoj grupi (supstituenti: ǸH, ǸF, īCl, īBr, īNO2, īCF3, īOCF3, tert-butil).  

U tablici 4.7 prikazane su vrijednosti dobivenih konstanti Ki za inhibiciju ljudskih 

kolinesteraza O-metiloksimima. Spojevi MetOX-1 (spoj bez supstituenta na kinuklidinskom 

duġiku) i MetOX-4 (spoj kod kojeg se na benzilnoj grupi u para-poloģaju nalazi Br) nisu ni pri 

najveĺoj testiranoj koncentraciji (600 Õmol Lī1) inhibirali aktivnost ni hAChErec ni hBChE. 

Ostali spojevi iz ove serije inhibirali su obje kolinesteraze uz raspon Ki vrijednosti 14 ï 154 

µmol Lī1.  

 

Tablica 4.7. Inhibicija ljudskih AChErec i BChE O-metiloksimima. Disocijacijske konstante kompleksa 

enzimǸligand (Ki Ñ standardna devijacija) izraļunate su prema jednadģbi (2). Selektivnost spojeva 

prema jednoj od kolinesteraza izraģena je kao indeks selektivnosti SI. 

SPOJ 
Ki (hAChE rec) 

(µmol Lī1) 
Ki (hBChE) 

(µmol Lī1) 
SI 

MetOX-1 n.o. n.o. ï 

MetOX-2 154 ± 6 (k) 47 ± 9 3,3 

MetOX-3 117 ± 7 (k) 34 ± 7 3,4 
MetOX-4 n.o. n.o. ï 

MetOX-5 73 ± 3 (m) 33 ± 3 2,2 

MetOX-6 130 ± 7 (m) 53 ± 10 2,5 
MetOX-7 61 ± 3 (k) 35 ± 5 1,7 

MetOX-8 47 ± 2 (k) 27 ± 4 1,7 

MetOX-9 14 ± 1 (k) 18 ± 1 0,78 

n.o. nije odreĽeno 
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Najsnaģnijim inhibitorom hAChErec iz serije O-metiloksima pokazao se spoj MetOX-9 (Ki = 14 

µmol Lī1) ļiji je kinuklidinski duġik supstituiran m-nitrobenzilom. Tri, odnosno pet puta 

slabijim inhibitorima pokazali su se spojevi MetOX-8 i MetOX-9 s bromom, odnosno klorom 

u meta poloģaju na benzilnoj grupi. Najslabiji inhibitori hAChErec u seriji bili su spojevi 

MetOX-2 (Ki = 154 µmol Lī1) i MetOX-6 (Ki = 130 µmol Lī1) s atomom F u para- odnosno 

meta-poloģaju na benzilnoj grupi. Generalno, inhibicijski potencijal spojeva sa supstituentom 

na benzilnoj grupi u meta-poloģaju bio je 2 ï5 puta veĺi u odnosu na spojeve gdje je supstituent 

bio u para-poloģaju. Kod spojeva sa supstituentom u meta-poloģaju, inhibicijski potencijal 

slijedio je trend: NO2 > Br > Cl > F, odnosno smanjenjem elektronegativnosti supstituenta, 

inhibicijski potencijal je rastao. Prema grafiļkim prikazima Hunter-Downsovih jednadģbi, za 

sve spojeve se pretpostavlja kompetitivni ili mjeġoviti tip inhibicije hAChErec, ġto sugerira da 

svi ispitivani spojevi ostvaruju interakcije s aminokiselinama katalitiļkog mjesta, a neki i 

dodatne s aminokiselinama perifernog mjesta.  

Kada je rijeļ o hBChE, najsnaģniji inhibitor bio je MetOX-9 (Ki = 18 µmol Lī1) s m-

nitrobenzilom na kinuklidinskom duġiku, nakon kojega slijedi MetOX-8 (Ki = 27 µmol Lī1) s 

m-brombenzilom na istom poloģaju. Sliļno kao i kod hAChErec, najjaļi inhibitorni potencijali 

pokazali su spojevi kod kojih se u meta-poloģaju na benzilnoj grupi nalaze NO2 odnosno Br, 

dok su najslabiji inhibitori bili spojevi kod kojih se na benzilnoj grupi nalazi F u para- ili meta-

poloģaju. Ostali spojevi pokazuju relativno sliļan inhibicijski potencijal te nema izraģene 

preferencije prema odreĽenom supstituentu ili njegovom poloģaju.  

Generalno, spojevi iz ove serije su 2 Ǹ 3 puta selektivniji prema hBChE u odnosu na 

hAChErec; iznimka je spoj MetOX-9, najjaļi inhibitor obje kolinesteraze, koji nije pokazao 

izraģenu selektivnost ni prema jednoj od kolinesteraza. 

 

Vrijednosti dobivenih konstanti Ki  za inhibiciju ljudskih kolinesteraza O-tert-butiloksimima 

prikazane su u tablici 4.8. 
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Tablica 4.8. Inhibicija ljudskih AChErec i BChE O-tert-butiloksimima. Disocijacijske konstante 

kompleksa enzimǸligand (Ki Ñ standardna devijacija) izraļunate su prema jednadģbi (2). Selektivnost 

spojeva prema jednoj od kolinesteraza izraģena je kao indeks selektivnosti SI. 

 

SPOJ 
Ki (hAChE rec) 

(µmol Lī1) 
Ki (hBChE) 

(µmol Lī1) 
SI 

tBuOX-1 n.o. 59 ± 19 ɬ 

tBuOX-2 n.o. 149 ± 22 ɬ 
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 odreĽeno 

 

Kada je rijeļ o inhibiciji hAChErec, spojevi tBuOX-1, ļiji kinuklidinski duġik nije supstituiran 

i tBuOX-2, kod kojeg je na kinuklidinski duġik vezana metilna grupa, nisu inhibirali aktivnost 

enzima ni kod koncentracije 600 µmol Lī1. Spoj tBuOX-14, kod kojeg je kinuklidinski duġik 

supstituiran s 3,5-difluorbenzilnom grupom, je pri istom rasponu koncentracija pokazao vrlo 

slab inhibicijski potencijal te je konstanta Ki procijenjena kao > 800 µmol Lī1. Ostali spojevi 

inhibirali su hAChErec uz raspon Ki vrijednosti 28 ï 683 µmol Lī1. Najsnaģniji inhibicijski 

potencijal pokazao je spoj tBuOX-17 (Ki = 28 µmol Lī1) ļiji kinuklidinski duġik je supstituiran 

s 3,5-di-tert-butilbenzilnom grupom, nakon kojega slijedi tri puta slabiji tBuOX-12 na ļiji 

kinuklidinski duġik je vezan m-nitrobenzil. Najslabiji inhibitor iz serije bio je spoj tBuOX-3 

kod kojeg je na kinuklidinski duġik vezana nesupstituirana benzilna grupa. Analiza strukture 

spojeva iz serije i vrijednosti njihovih Ki konstanti sugerirala je da poloģaj supstituentata na 

benzilnoj grupi (meta ili para) nema znaļajnog utecaja na inhibicijski potencijal. Iznimka su 

spojevi koji imaju nitro grupu kao supstituent: spoj tBuOX-12, kod kojeg se nitro grupa nalazi 

u meta-poloģaju, je tri puta snaģniji inhibitor od spoja tBuOX-7 kod kojeg se supstituent nalazi 

u para-poloģaju. UvoĽenje dodatnog supstituenta na benzilnu grupu dalo je naslutiti da 
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inhibicija ovisi o veliļini drugog supstituenta na benzilnoj grupi. Naime, u sluļaju kada je 

benzenski prsten disupstituiran halogenim elementima, kao ġto je to kod spojeva tBuOX-14 

(3,5-difluorobenzil) i tBuOX-15 (2-klor-6-fluorbenzil), inhibcijski potencijal se smanjuje u 

odnosu na spojeve tBuOX-4, tBuOX-9 i tBuOX-10, ļije benzilne grupe su monosupstituirane 

s atomima F ili Cl, dok se u sluļaju uvoĽenja dodatne tert-butilne grupe (spoj tBuOX-17) 

inhibicijski potencijal pojaļava gotovo pet puta u odnosu na monosupstituirani analog tBuOX-

16. Prema Hunter-Downsovom prikazu ovisnosti Ki,app o koncentraciji supstrata, za sve O-tert-

butiloksime iz serije predviĽen je mjeġoviti tip inhibicije hAChErec, odnosno vezanje u 

katalitiļko i periferno mjesto. Jedina iznimka je spoj tBuOX-14 kod kojega je predviĽen 

nekompetitivni tip inhibicije. 

U sluļaju hBChE, Ki vrijednosti za sve O-tert-butiloksime iz serije bile su u rasponu 2,3 ï 

149 µmol Lī1. Najsnaģniji inhibitor bio je spoj tBuOX-16 (Ki =2,3 µmol Lī1) kod kojeg se na 

benzilnoj grupi nalazi tert-butilna grupa u para-poloģaju, nakon ļega slijede tri puta slabiji 

tBuOX-6 i tBuOX-8 koji na para-poloģaju benzilnog prestena imaju atom Br, odnosno metilnu 

grupu. Najslabiji inhibitor hBChE bio je spoj tBuOX-2 kod kojeg se na kinuklidinskom duġiku 

nalazi metilna grupa. Uoļeno je da su spojevi tBuOX-5, tBuOX-6 i tBuOX-8, kojima se u para-

poloģaju na benzilnoj grupi nalaze Cl, Br ili CH3, snaģnije inhibirali hBChE u usporedbi s 

analozima kod kojih su navedeni supstituenti u meta-poloģaju (tBuOX-10, tBuOX-11 odnosno 

tBuOX-13). Suprotno tome, kada je benzilna grupa supstituirana s NO2 ili F, snaģnijim 

inhibitorima pokazali su se spojevi kod kojih su navedeni supstituenti u meta-poloģaju (tBuOX-

12 odnosno tBuOX-9) u usporedbi sa spojevima gdje su isti supsituenti u para-poloģaju 

(tBuOX-7 odnosno tBuOX-4). UvoĽenje dodatne tert-butilne grupe na benzilni prsten (tBuOX-

17) ili uvoĽenje dodatnog halogenog atoma (F ili Cl na tBuOX-14, odnosno tBuOX-15) je oko 

ļetiri puta smanjilo inhibicijski potencijal spojeva u odnosu na monosupstituirane spojeve 

(tBuOX-16, tBuOX-5 i tBuOX-9).  

Kada je rijeļ o selektivnosti spojeva, svi O-tert-butiloksimi preferirano inhibiraju hBChE u 

odnosu na hAChErec, pri ļemu se najviġe istiļe spoj tBuOX-16, koji je 59 puta snaģnije inhibirao 

hBChE od hAChErec.  

Svi spojevi iz serije O-benziloksima inhibirali  su obje kolinesteraze uz raspon Ki vrijednosti 

0,079 ï 360 µmol Lī1 (tablica 4.9).  
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Tablica 4.9. Inhibicija ljudskih AChErec i BChE O-benziloksimima. Disocijacijske konstante kompleksa 

enzimǸligand (Ki Ñ standardna devijacija) izraļunate su prema jednadģbi (2). Selektivnost spojeva 

prema jednoj od kolinesteraza izraģena je kao indeks selektivnosti SI. 

 

SPOJ 
Ki (hAChE rec) 

(µmol Lī1) 

Ki (hBChE) 

(µmol Lī1) 
SI 

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 (k) 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 

 

Najsnaģnijim inhibitorom hAChErec pokazao se spoj BnzOX-12 (Ki = 6,1 µmol Lī1) kod kojeg 

se na kinuklidinskom duġiku nalazi m-nitrobenzil, nakon kojega slijede oko tri puta slabiji 

BnzOX-19 kod kojeg je kinuklidinska benzilna grupa disupstituirana tert-butilnom grupom u 

meta-poloģajima, i BnzOX-14 kod kojeg se na benzilnoj grupi nalaze atomi klora na meta- i 

para-poloģajima. Najslabiji inhibitor hAChErec bio je spoj BnzOX-1 (Ki = 360 µmol Lī1) bez 

supstituenta na kinuklidinskom duġiku. Kod analize utjecaja strukture supstituenta na benzilnoj 

grupi na inhibicijsku moĺ spojeva s monosupstituiranom benzilnom grupom na kinuklidinu, 

obrazac utjecaja nije bilo moguĺe odrediti. Naime, u sluļaju kada su supstituenti bili NO2 ili 

Cl, hAChErec je pokazivala 2 ï 3 puta veĺi afinitet prema spojevima u meta-poloģaju (BnzOX-

12, BnzOX-10), u odnosu na spojeve kod kojih su se NO2 ili Cl nalazili na para-poloģaju 

(BnzOX-8, BnzOX-5). Nasuprot tome, hAChErec nije pokazivala razliku u afinitetu prema meta 

ili para poloģaju u sluļaju kada su supstituenti bili Br ili F (BnzOX-11 i BnzOX-6 odnosno 

BnzOX-9 i BnzOX-4). U sluļaju kada je kinuklidinska benzilna grupa bila disupstituirana, 

uvoĽenje dodatne tert-butilne grupe (BnzOX-19) dovodi do gotovo dva puta veĺeg afiniteta 

hAChErec u odnosu na spoj sa samo jednom tert-butilnom grupom (BnzOX-18). S druge strane, 
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uvoĽenje dodatnog halogenog atoma utjecalo je na inhibicijski potencijal spoja ovisno o 

halogenu i njegovom poloģaju na benzilnoj grupi. Naime, ako se usporede Ki konstante 

monosupstituiranih spojeva (BnzOX-4 i BnzOX-9) sa spojevima koji imaju 3,4-difluor- 

(BnzOX-13) i 3,5-difluor-supstituiranu benzilnu grupu (BnzOX-15), moģe se uoļiti da 

hAChErec pokazuje oko 4,5 puta slabiji afinitet prema spoju BnzOX-15 kod kojeg su oba atoma 

F na meta-pozicijama (3,5-difluorobenzilni supstituent). Disupstitucija benzilne grupe atomima 

Cl (BnzOX-14) rezultira snaģnijim inhibicijskim uļinkom u odnosu monosupstituirane analoge 

BnzOX-5, kod kojeg se nalazi jedan atom Cl na para-poloģaju, i BnzOX-10, kod kojeg je Cl 

na meta-poloģaju. U sluļaju kombinacije razliļitih supstituenata kao kod spoja BnzOX-16, 

inhibicijski potencijal uvoĽenjem dodatnog halogenog elementa smanjio se u usporedbi sa 

spojevima koji su monosuptituitani atomima F (BnzOX-9 i BnzOX-4) te atomom Cl na meta-

poziciji (BnzOX-10).  

Prema grafiļkim prikazima Hunter-Downsove jednadģbe, veĺina spojeva djeluje kao 

mjeġoviti tip inhibitora hAChErec. Iznimke su spojevi BnzOX-2, BnzOX-3, BnzOX-18 i 

BnzOX-13 za koje je predviĽeno vezanje iskljuļivo u katalitiļko mjesto AChE, odnosno 

kompetitivni tip inhibicije.  

U sluļaju inhibicije hBChE, veĺina O-benziloksima imala je vrijednosti Ki konstanti u 

submikromolarnom koncentracijskom podruļju, pri ļemu je najsnaģniji inhibitor bio spoj 

BnzOX-18 (Ki = 0,079 µmol Lī1) ļija je kinuklidinska benzilna grupa supstituirana tert-

butilnom grupom. Nakon njega slijede spojevi BnzOX-14 s 3,4-diklor-, BnzOX-16 s 2-klor-5-

fluor- i spoj BnzOX-19 s 3,5-di-tert-butil-supstituiranom benzilnom grupom kinuklidina, 

ukazujuĺi da BChE preferira molekule veĺeg volumena. Najslabiji inhibicijski potencijal 

pokazao je spoj BnzOX-1 (Ki = 18 µmol Lī1), kod kojeg kinuklidinski duġik nije supstituiran. 

Generalno, BChE je pokazivala veĺi afinitet prema spojevima sa supstituentima u meta-

poloģaju u odnosu na njihove para-supstituirane analoge. Razlika u inhibicijskom potencijalu 

najizraģenija je u sluļaju kada je supstituent bio F, buduĺi da je spoj BnzOX-9, kod kojeg se on 

nalazi u meta-poloģaju, oko 2,6 puta snaģnije inhibirao hBChE u odnosu na spoj BnzOX-4 gdje 

se F nalazi u para-poloģaju. S obzirom na prirodu supstituenta na bezilnoj grupi, moģe se 

pretpostaviti da hBChE preferira elektron-donirajuĺe supstituente. Naime, najsnaģniji inhibitor 

iz serije, spoj BnzOX-18, s tert-butilnom grupom na benzenskom prstenu kinuklidina bio je 

oko 9 puta jaļi inhibitor od BnzOX-17 s elektron-odvlaļeĺom trifluormetoksi grupom.  
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Svi O-benziloksimi su se pokazali kao iznimno selektivni inhibitori hBChE, pri ļemu se 

posebno istiļu spojevi BnzOX-15, BnzOX-16 i BnzOX-18 koji su bili viġe od 300 puta jaļi 

inhibitori hBChE u odnosu na hAChErec. 

 

Gledajuĺi sveobuhvatno, O-benziloksimi predstavljaju seriju najjaļih inhibitora obiju ljudskih 

kolinesteraza u cijeloj skupini alkiloksima, ġto sugerira da vrsta supstituenta na kisiku oksimske 

grupe znaļajno pridonosi inhibicijskom potencijalu spojeva. TakoĽer, O-benziloksimi su bili i 

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

inhibicijski potencijal spojeva raste uvoĽenjem benzilne grupe na kinuklidinski duġik u odnosu 

na manje supstituente poput metilne grupe ili vodika, odnosno na nesupstituirani, nenabijeni 

duġik, ġto je trend koji je posebno izraģen kod hAChErec. Jaļi afinitet kolinesteraza prema veĺim 

supstituentima na kinuklidinskom duġiku pokazan je i ranije kod kinuklidunskih imidazolijevih 

soli, hidroksilnih i karboksilnih derivata kinuklidin-3-ola te kinuklidinskih mono-oksima .204ï

206 Kada je rijeļ o supstituentima na kinuklidinskoj benzilnoj grupi, O-metiloksimi kod kojih je 

supstituent u meta-poloģaju u pravilu su snaģnije inhibirali hAChErec u usporedbi s njihovim 

para-analozima, ġto je uoļeno i kod kinuklidinskih oksima s nesupstituiranom oksimskom 

grupom.206 Isto vrijedi i za O-tert-butiloksime u sluļajevima kada je supstituent NO2. Kod 

hBChE, u pojedinim sluļajevima ļini se da afinitet enzima prema odreĽenom poloģaju 

supstituenta na benzilnoj grupi takoĽer ovisi o supstituentu na oksimskom kisiku; kod O-tert-

butiloksima i O-benziloksima snaģniji inhibitori bili su oni kod kojih su elektronegativniji 

supstituenti (NO2 ili F) bili u meta-poloģaju u odnosu na one u para-poloģaju. Ġto se prirode 

supstituenta tiļe, najsnaģniji inhibitori obje kolinesteraze iz sve tri serije bili su spojevi koji su 

kao supstituent na benzilnoj grupi imali ili NO2 ili tert-butilnu grupu, pri ļemu je hAChErec u 

pravilu preferirala NO2 kao supstituent (kod O-tert-butiloksima je navedeni supstituent imao 

drugi po redu najsnaģniji inhibicijski potencijal), dok je hBChE pokazala preferenciju prema 

spojevima kod kojih je supstituent bio tert-butil. U seriji O-metiloksima najsnaģniji inhibitor 

hBChE i hAChErec bio je spoj kod kojeg je supstituent NO2, no u navedenoj seriji nije prisutan 

derivat s tert-butilom kao supstituentom. 

 

 

 

 



§ 4. Rezultati 97 

Marija Bartoliĺ Doktorska disertacija 

4.1.6. Inhibicija kolinesteraza karbamatima 

Inhibitorna sposobnost karbamatnih spojeva (kinuklidinskih karbamata, karbamatnih derivata 

cinkonidina i cinkonina te monokarbamatnih i biskarbamatnih derivata bambuterola) odreĽena 

je u okviru ranijih istraģivanja .22ï25 Svi ispitivani karbamatni spojevi djelovali su kao 

progresivni odnosno vremenski ovisni inhibitori ljudskih kolinesteraza, ġto znaļi da nakon 

smjeġtavanja spoja u aktivno mjesto enzima nastaje kovalentna veza izmeĽu katalitiļkog serina 

kolinesteraze i karbamatne grupe spoja.160,207 Stoga je njihova inhibitorna sposobnost izraģena 

sveukupnom konstantom brzine inhibicije ki. 

Konstante ki, odreĽene iz inhibicije hAChE kinuklidinskim karbamatima (slika 3.10.), bile 

su u rasponu 1,0 ï 15 · 103 Mī1 minī1, dok su vrijednosti ki za inhibiciju hBChE bile u rasponu 

1,5 ï 24 · 103 Mī1 minī1 (tablica D2. u Dodatku).22 

Konstante ki, odreĽene iz inhibicije hAChE karbamatnm derivatima cinkonidina i cinkonina 

(slika 3.11.) bile su u rasponu 0,55 ï 1,78 · 103 Mī1 minī1, dok su vrijednosti ki za inhibiciju 

hBChE iznosile 0,78 ï 3,65 · 103 Mī1 minī1 (tablice D3. i D4. u Dodatku).23 

Konstante ki, odreĽene iz inhibicije hAChE monokarbamatnim derivatima bambuterola 

(slika 3.12.) bile su u rasponu 0,21 ï 3,7 · 103 Mī1 minī1, dok su za hBChE bile u rasponu 0,0044 

ï 4,8 · 106 Mī1 minī1 (A. Matoġeviĺ, rukopis u pripremi; tablica D5. u Dodatku). 

Za inhibiciju hAChE biskarbamatnim derivatima bambuterola (slika 3.13.) odreĽene su 

konstante brzine inhibicije ki u rasponu 0,00109 ï 4,56 · 106 Mī1 minī1, dok su vrijednosti ki za 

inhibiciju hBChE iznosile 0,0144 ï 38,0 · 106 Mī1 minī1 (tablica D6. u Dodatku).24,25 

Generalno, svi ispitani karbamatni spojevi pokazali su se selektivnim inhibitorima hBChE 

u odnosu na AChE, pri ļemu su najsnaģniji inhibicijski potencijal, odnosno najveĺu konstantu 

brzine inhibicije, pokazali spojevi iz skupine biskarbamatnih derivata bambuterola. 

 

4.2. Inhibicija BACE1 

Sposobnost inhibicije ljudske rekombinantne BACE1 ispitana je za odabrane spojeve iz skupine 

4-aminokinolina (slike 3.1, 3.2 i 3.3), benzokinona (slika 3.5), hidrazona i N-acilhidrazona 

(slika 3.6), O-alkiloksima (slike 3.7, 3.8 i 3.9) te karbamata (kinuklidinski karbamati (slika 

3.10), derivati karbamata cinkonidina i cinkonina (slika 3.11) te biskarbamati (slika 3.13)). 

Sposobnost inhibicije BACE1 izraģena je kao postotak inhibicije BACE1 pri koncentraciji 

spoja koja je odgovarala vrijednostima konstanti Ki za inhibiciju ljudskih kolinesteraza 
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odabranih spojeva unutar pojedine skupine. Kao pozitivna kontrola koriġten je komercijalno 

dostupan inhibitor BACE1 ɓ-Secretase Inhibitor III ï Calbiochem (BACE1 inh. III) koji pri 5 

µmol Lī1 koncentraciji u potpunosti inhibira ɓ-sekretaznu aktivnost u BACE1-transfeciranim 

MDCK (engl. Madin-Darby canine kidney) stanicama.208 Tijekom uhodavanja metode mjerenja 

aktivnosti BACE1, najprije je bio koriġten komercijalni komplet za mjerenje aktivnosti BACE1. 

MeĽutim, kako se komponente komercijalnog paketa nisu mogle iskoristiti ravnomjerno, 

prijeĽeno je na zasebno dobavljanje pojedinih komponenti kompleta. Pufer iz komercijalnog 

kompleta ɓ-Secretase (BACE1) Activity Detection Kit (Fluorescent) (CS0010) zamijenjen je s 

50 mmol Lī1 natrijevim acetatnim puferom (pH = 4,5) s neionskim detergentom Triton X-100 

odabranom prema dostupnim literaturnim podacima za mjerenje BACE1 aktivnosti.169 Kako bi 

se ustanovio odgovarajuĺi udio Triton X-100 u fosfatnom puferu, odnosno sastav pufera u 

kojemu ĺe aktivnost BACE1 odgovarati onoj mjerenoj u komercijalnom kompletu, mjerena je 

inhibicija BACE1 s BACE1 inh. III u puferima prireĽenima s razliļitim udjelom Triton X-100. 

 

4.2.1. Aktivnost BACE1 u puferima razliļitog sastava 

Aktivnost BACE1 mjerena je usporedno u natrijevim acetatnim puferima bez ili s dodatkom 

detergenta Triton X-100 i u komercijalno dostupnom Fluorescence Assay Buffer-u. Sva 

mjerenja provedena su u prisustvu komercijalnog inhibitira BACE1 inh. III. Rezultati su 

prikazani u tablici 4.10. 
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Tablica 4.10. Usporedba aktivnosti BACE1 mjerene u Fluorescence Assay Buffer-u i 50 mmol Lī1 

natrijevim acetatnim puferima (pH = 4,5) bez ili s dodatkom detergenta. 

 

Koncentracija 
BACE1 inh. III 

(µmol Lī1) 

% inhibicije BACE1 
(Fluorescence Assay Buffer) 

% inhibicije BACE1 (50 mmol Lī1 natrijev 
acetatni pufer) 

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 

BACE1 inh. III 

(µmol Lī1) 

% inhibicije BACE1 

(Fluorescence Assay Buffer) 

% inhibicije BACE1 (50 mmol Lī1 natrijev 

acetatni pufer + 0,01 % Triton X-100) 

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 
BACE1 inh. III 

(µmol Lī1) 

% inhibicije BACE1 

(Fluorescence Assay Buffer) 

% inhibicije BACE1 (50 mmol Lī1 natrijev 

acetatni pufer + 0,005 % Triton X-100) 

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 

 

Prvo je usporeĽena inhibicija BACE1 u Fluorescence Assay Buffer-u i 50 mmol Lī1 natrijevom 

acetatnom puferu (pH = 4,5) bez dodatka detergenta. Iz dobivenih rezultata bilo je vidljivo da 

je aktivnost BACE1 u prisustvu 5 µmol Lī1 BACE1 inh. III u potpunosti blokirana, dok je pri 

niģim koncentracijama inhibitora u acetatnom puferu bila znaļajno niģa u usporedbi s 

aktivnoġĺu u Fluorescence Assay Buffer-u. Ovakav rezultat odgovarao je ranijim istraģivanjima 

koja su pokazala da aktivnost BACE1 ovisi o vrsti i koncentraciji detergenta te da najmanju 

aktivnost pokazuje u natrijevom acetatnom puferu bez dodatka detergenta.169  

U sljedeĺem koraku ispitan je utjecaj dodatka 0,01 % Triton X-100 na aktivnost enzima. 

Dodatak 0,01 % Triton X-100 pokazao je sliļne rezultate inhibicije BACE1 pri niģim 

koncentracijama inhibitora (0,05 i 0,1 µmol Lī1) kao i kod mjerenja u puferu bez dodatka 

detergenta, dok je kod veĺih koncentracija inhibitora inhibicija enzima bila veĺa u puferu bez 

dodanog detergenta. Stoga je prireĽen i testiran natrijev acetatni pufer sa smanjenim udjelom 

Triton X-100 (0,005 %). 
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Dobiveni rezultati pokazali su da je aktivnost BACE1 u oba testirana pufera (Fluorescence 

Assay Buffer i 50 mmol Lī1 natrijevom acetatnom puferu s dodatkom 0,005 % detergenta) bila 

usporediva pri svim koncentracijama inhibitora, uz par pojedinaļnih odstupanja. Ovakva 

odstupanja pripisana su osjetljivosti same metode, buduĺi da je rijeļ o praĺenju promjene 

intenziteta fluorescencije. S obzirom na konzistentnost aktivnosti neovisno o koncentraciji 

inhibitora, pufer s dodatkom 0,005 % Triton X-100 odabran je kao pouzdana zamjena za 

komercijalni Fluorescence Assay Buffer. 

 

4.2.2. Inhibicija BACE1 4-aminokinolinima 

Sposobnost inhibicije BACE1 spojevima iz skupine 4-amino-7-klorkinolina s n-oktilnom 

poveznicom odreĽena je za dvanaest spojeva pri 0,1 i/ili 1,0 Õmol Lī1 koncentraciji spojeva 

(slika 4.9).  

 
Slika 4.9. Postoci inhibicije BACE1 4-amino-7-klorkinolinima s n-oktilnom poveznicom. Postotak 

inhibicije odreĽivan je pri 0,1 (plavi stupci) i 1,0 µmol Lī1 (ljubiļasti stupci) koncentraciji spojeva te pri 

5,0 µmol Lī1 koncentraciji komercijalnog inhibitora BACE1 inh. III (stupac boje ciklame). 

 

Odabrani spojevi pokazali su vrlo slabu sposobnost inhibicije BACE1 pri koncentraciji 0,1 

µmol Lī1 (slika 4.9.), a Ó 5 % inhibicije izmjereno je samo kod spojeva ClAQ-3, ClAQ-5, 

ClAQ-8, ClAQ-17 i ClAQ-25. Najveĺi postotak inhibicije pokazali su spojevi ClAQ-8 (16,0 

%), na ļijoj terminalnoj amino grupi se nalazi m-fluorbenzil, i ClAQ-25 (15,0 %) kod kojeg se 

na istoj poziciji kao supstituent nalazi 3-metilbenzotiofen. Pri 1 µmol Lī1 koncentraciji svi su 

spojevi, osim ClAQ-1 i ClAQ-28, inhibirali viġe od 5 % ɓ-sekretazne aktivnosti. Viġe od 15% 

inhibicije odreĽeno je za ClAQ-20 (18,3 %) kod kojeg je terminalna amino grupa supstituirana 
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3-piridinom, ClAQ-17 (18,0 %) kod kojeg je na istoj poziciji 3-metoksibenzil te ClAQ-11 (15,5 

%) kod kojega se u meta-poloģaju na benzilnom supstituentu nalazi klor. Najslabiju inhibitornu 

sposobnost pri 1 µmol Lī1 koncentraciji pokazali su spojevi kod kojih terminalna amino grupa 

nije supstituirana, kao ġto je to kod spoja ClAQ-1 (5,0 %), ili je supstituirana alifatskom grupom 

poput izopropila kod ClAQ-3 (7,2 %) ili n-butila kod ClAQ-4 (8,2 %), ġto sugerira da BACE1 

ima veĺi afinitet prema spojevima kod kojih terminalna amino grupa ima cikliļke ili aromatske 

sustave. Zanimljivo je da pri istoj koncentraciji spoj ClAQ-28, kod kojeg se na amino-

terminalnoj benzilnoj grupi nalaze dva atoma F na poloģajima C(2) i C(5), ne pokazuje 

inhibitornu sposobnost. Ako se usporedi sa spojem ClAQ-8 kod kojeg se na benzilnoj grupi 

nalazi samo jedan atom F, a koji je jedan od najsnaģnijih inhibitora u seriji, moģe se 

pretpostaviti da dodatni atom F nepovoljno djeluje na aktivnost spoja. 

Iz skupine 4-amino-7-klorkinolina razliļite duljine poveznice odabrano je ļetrnaest spojeva 

kojima je postotak inhibicije BACE1 odreĽen pri 1,0 µmol Lī1 koncentraciji spojeva (slika 

4.10.).  

 

Slika 4.10. Postoci inhibicije BACE1 4-amino-7-klorkinolinima s razliļitom duljinom poveznice. 

Postotak inhibicije odreĽivan je pri 1,0 Õmol Lī1 koncentraciji spojeva (plavi stupci) te pri 5,0 µmol Lī1 

koncentraciji komercijalnog inhibitora BACE1 inh. III (stupac boje ciklame). 

 

Od svih odabranih spojeva jedino je spoj ClAQn-17 s n-butilnom poveznicom pokazao 

inhibitornu sposobnost neġto veĺu od 5 %. Iz dobivenih rezultata nije bilo moguĺe donijeti 

zakljuļak o utjecaju duljine poveznice na sposobnost vezanja spojeva u aktivno mjesto BACE1 

i inhibiranja njene aktivnosti pri navedenim uvjetima.  
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Iz skupine 4-amino-7-trifluormetilkinolina s n-oktilnom poveznicom odabrano je sedam spojeva 

kojima je postotak inhibicije odreĽivan pri 1,0 µmol Lī1 koncentraciji (slika 4.11.). 

 

Slika 4.11. Postoci inhibicije BACE1 4-amino-7-trifluormetilkinolinima s n-oktilnom poveznicom. 

Postotak inhibicije odreĽivan je pri 1,0 Õmol Lī1 koncentraciji spojeva (plavi stupci) te pri 5,0 µmol Lī1 

koncentraciji komercijalnog inhibitora BACE1 inh. III (stupac boje ciklame). 

 

Iz navedene skupine samo je spoj CF3AQ-8, s p-nitrobenzilom kao supstituentom na 

terminalnoj amino grupi, pokazao inhibitornu sposobnost neġto veĺu od 5 % (slika 4.11.). MeĽu 

preostalim spojevima, CF3AQ-5, CF3AQ-1 i CF3AQ-2 predstavljaju 7-CF3 analoge ranije 

opisanih spojeva ClAQ-7, ClAQ-8 i ClAQ-11. Buduĺi da 7-CF3 spojevi, za razliku od 7-Cl 

analoga koji pri istoj koncentraciji inhibiraju 14,4 ï 16,0 % BACE1 aktivnosti, ne inhibiraju 

BACE1, moģe se zakljuļiti da CF3 grupa na poziciji C(7) 4-aminokinolinskog prstena pridonosi 

smanjenju inhibitorne sposobnosti prema BACE1. 

 

4.2.3. Inhibicija BACE1 benzokinonima 

Iz skupine benzokinona inhibitorna aktivnost izmjerena je za sedam spojeva i to pri 50 µmol 

Lī1 koncentraciji. Rezultati su prikazani na slici 4.12. 
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Slika 4.12. Postoci inhibicije BACE1 benzokinonima. Postotak inhibicije odreĽivan je pri 50 Õmol Lī1 

koncentraciji spojeva (plavi stupci) te pri 5,0 µmol Lī1 koncentraciji komercijalnog inhibitora BACE1 

inh. III (stupac boje ciklame). 

 

Testirani benzokinoni inhibirali su 5,7 ï 27,4 % aktivnosti BACE1, ovisno o spoju. Najveĺi 

postotak inhibicije odreĽen je za spojeve tBQ-8 (27,4 %) i tBQ-9 (26,2 %), kod kojih se u meta-

poloģaju s obzirom na tert-butilnu grupu nalaze feniletantiol odnosno 2-naftiltiol. Oko dva puta 

manji postotak inhibicije odreĽen je za tBQ-6 (16,7 %), kod kojeg se u meta-poloģaju nalazi 4-

hidroksifeniltiolna grupa, te tBQ-14 (15 %), gdje je na istoj poziciji fenilalanin. Najslabiji 

inhibitorni uļinak pokazao je spoj tBQ-2 (5,7 %), koji u para-poziciji s obzirom na tert-butil 

ima 2-hidroksietiltiol kao supstituent. Dobiveni rezultati sugeriraju da na inhibitorni uļinak 1,4-

benzokinona prema BACE1 utjeļe veliļina boļnog lanca, odnosno voluminoznost supstituenta, 

buduĺi da je najmanji postotak inhibicije izmjeren kod spoja s kratkim boļnim lancem, a najjaļi 

kod spojeva s veĺim, aromatskim supstituentima. U prilog tome govori i sluļaj embelina, 

prirodnog derivata 1,4-benzokinona, ļiji boļni lanac ima jedanaest metilnih grupa, a koji 

pokazuje snaģan inhibitori uļinak prema BACE1 in vitro (IC50 = 2,11 µmol Lī1).134 TakoĽer, 

buduĺi da je najmanji postotak inhibicije izmjeren kod spojeva kod kojih je supstituent u para-

poloģaju (tBQ-2, tBQ-13, tBQ-4), moguĺe je da na inhibitorni uļinak utjeļe i poloģaj 

supstituenta s obzirom na tert-butilnu grupu. 
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4.2.4. Inhibicija BACE1 hidrazonima i N-acilhidrazonima 

Sposobnost inhibicije BACE1 odreĽena je za sedam spojeva iz skupine hidrazona i osam 

spojeva iz skupine N-acilhidrazona pri 10 i 50 µmol Lī1 koncentracijama. Dobiveni rezultati 

prikazani su na slici 4.13. 

 

 
Slika 4.13. Postoci inhibicije BACE1 A) hidrazonima i B) N-acilhidrazonima. Postotak inhibicije 

odreĽivan je pri 10 (plavi stupci) i 50 µmol Lī1 (ljubiļasti stupci) koncentraciji spojeva te pri 5,0 µmol 

Lī1 koncentraciji komercijalnog inhibitora BACE1 inh. III (stupac boje ciklame). 

 

Odabrani spojevi inhibirali su 10 ɬ 69 % aktivnosti BACE1 pri obje ispitivane koncentracije. 

Jedino su spojevi AcHID7 i AcHID8 inhibirali manje od 10 % aktivnosti BACE1 pri 

koncentraciji od 10 µmol Lī1. Najsnaģnijim inhibitorom BACE1 pokazao se spoj HID2, derivat 

piridoksala i 2,4-dinitrofenilhidrazona, koji je inhibirao 34,8 % aktivnosti BACE1 pri 10 µmol 

Lī1, odnosno 69,0 % pri 50 µmol Lī1 koncentraciji. Svi preostali hidrazoni u seriji su pri 50 

µmol Lī1 koncentraciji inhibirali viġe od 30 % aktivnosti BACE1. U sluļaju N-acilhidrazona, 

najsnaģniji inhibicijski potencijal pokazao je spoj AcHID4, derivat piridoksala i p-

klorfenilhidrazona, koji je pri 50 µmol Lī1 koncentraciji inhibirao 34,0 % aktivnosti BACE1, 

dok su ostali spojevi u navedenoj seriji pri istoj koncentraciji inhibirali 21,7 ï 28,1 % aktivnosti, 

ovisno o spoju. Buduĺi da su svi N-acilhidrazoni derivati piridoksala, bilo je moguĺe usporediti 

inhibicijski uļinak spojeva HID1, HID3 i HID4 sa uļinkom spojeva AcHID1, AcHID3 odnosno 

AcHID4, koji se razlikuju samo u hidrazonskoj odnosno N-acilhidrazonskoj poveznici. Tako 

se moglo uoļiti da spojevi sa hidrazonskom poveznicom ostvaruju snaģniji inhibicijski uļinak 

od analoga s N-acilhidrazonom pri obje testirane koncentracije, ġto sugerira da prisutnost 

karbonilne grupe negativno utjeļe na inhibiciju BACE1. Prema istraģivanjima koja su pokazala 
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da smanjenje do oko 50 % normalne aktivnosti BACE1 ne rezultira naruġavanjem homeostaze 

njenih ostalih prirodnih supstrata,97 svi spojevi koji inhibiraju aktivnost BACE1 u rasponu od 

30 ɬ 60 % pokazuju potencijal za razvoj inhibitora BACE1 s moguĺim terapeutskim uļinkom. 

Iz ove serije kao takav istiļe se spoj HID2 koji prepruļeni postotak inhibicije postiģe veĺ pri 

koncentraciji od 10 µmol Lī1, dok bi pri viġim koncentracijama mogao izazvati neģeljene 

nuspojave. 

 

4.2.5. Inhibicija BACE1 O-alkiloksimima 

Iz skupina O-metiloksima, O-tert-butiloksima i O-benziloksima odabrano je ļetrnaest spojeva 

kojima je sposobnost inhibicije aktivnosti BACE1 izmjerena pri 10 µmol Lī1 koncentraciji. 

Rezultati su prikazani na slici 4.14.  

 

Slika 4.14. Postoci inhibicije BACE1 O-alkiloksimima. Postotak inhibicije odreĽivan je pri 10 Õmol 

Lī1 koncentraciji spojeva (plavi stupci) te pri 5,0 µmol Lī1 koncentraciji komercijalnog inhibitora 

BACE1 inh. III (stupac boje ciklame). 

 

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

postotke inhibicije u rasponu 3,7 ï 8,3 %, ovisno o spoju. Od ļetrnaest testiranih spojeva, niti 

jedan nije pokazao viġe od 10 % inhibicije aktivnosti BACE1, dok su ļetiri spoja (BnzOX-6, 

BnzOX-10, BnzOX-19, BnzOX-15) inhibirala manje od 5 % aktivnosti enzima. Najveĺe 

postotke inhibicije ostvarili su O-benziloksimi BnzOX-16 (8,3 %), BnzOX-14 (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 moguĺe donijeti zakljuļak o utjecaju strukture na aktivnost spojeva te bi za daljnju 

evaluaciju bilo potrebno provesti testiranja pri viġim koncentracijama (50 ï 100 µmol Lī1). 

4.2.6. Inhibicija BACE1 karbamatima 

Sposobnost inhibicije aktivnosti BACE1 odreĽena je za pet kinuklidinskih karbamata i pet 

derivata karbamata cinkonidina i cinkonina. Svi spojevi testirani su pri 100 µmol Lī1 

koncentraciji, a rezultati su prikazani na slici 4.15. 

 

 
Slika 4.15. Postoci inhibicije BACE1 A) kinuklidinskim karbamatima i B) derivatima karbamata 

cinkonidina (CD) i cinkonina (CN). Postotak inhibicije odreĽivan je pri 100 Õmol Lī1 koncentraciji 

spojeva (plavi stupci) te pri 5,0 µmol Lī1 koncentraciji komercijalnog inhibitora BACE1 inh. III (stupci 

boje ciklame). 

 

Kinuklidinski karbamati inhibirali su 9,7 ï 15,0 % aktivnosti BACE1 (slika 4.15. A). 

Najsnaģnijim inhibitorom pokazao se spoj BnzK-1, kod kojeg je na karbamatni duġik vezana 

fenilna grupa, dok je najslabiji inhibitor bio DMK-1, kojemu je karbamatni duġik disupstituiran 

s dvije metilne grupe. Buduĺi da je spoj DEK-1, ļiji karbamatni duġik je disupstituiran etilnim 

grupama, drugi najsnaģniji inhibitor u skupini (13%), ļini se da na inhibicijsku sposobnost 

kinuklidinskih karbamata utjeļe voluminoznost supstituenta na karbamatnom duġiku. Buduĺi 

da su spojevi BnzK-2 i BnzK-3 analozi spoja BnzK-1 kod kojih je kinuklidinski duġik 

supstituiran i pozitivno nabijen, smanjenje inhibicijskog potencijala u odnosu na spoj BnzK-1 

ukazuje na moguĺi negativan utjecaj supstitucije kinuklidinskog duġika na inhibiciju BACE1. 

Derivati karbamata cinkonidina (CD) i cinkonina (CN), koji se razlikuju prema supstituentu 

na karbamatnom duġiku te apsolutnoj konfiguraciji ugljika na koji je karbamatna grupa vezana, 

inhibirali su 9,8 ï 20,9 % aktivnosti BACE1 (slika 4.15. B). Najveĺu inhibitornu sposobnost 

pokazao je cinkonidin CD-6, ļiji je karbamatni duġik supstituiran jednom etilnom grupom, dok 
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su ostali cinkonidini, s dvije metilne grupe te cikloheksilnim ili fenilnim prstenom na 

karbamatnnom duġiku, u prosjeku 1,6 puta slabije inhibirali BACE1. Jedini cinkonin iz serije 

(CN-2) pokazao je najslabiji inhibicijski potencijal (< 10 %) od svih spojeva u seriji. 

Inhibitorna sposobnost prema BACE1 takoĽer je izmjerena za biskarbamatne derivate 

bambuterola pri 10 µmol Lī1 koncentraciji. Rezultati su prikazani na slici 4.16. 

 

Slika 4.16. Postoci inhibicije BACE1 biskarbamatnim derivatima bambuterola. Postotak inhibicije 

odreĽen je pri 10 Õmol Lī1 koncentraciji spojeva (plavi stupci) te pri 5,0 µmol Lī1 koncentraciji 

komercijalnog inhibitora BACE1 inh. III (stupac boje ciklame). 

 

Od jedanaest testiranih biskarbamata, niti jedan spoj nije inhibirao aktivnost BACE1 viġe od 10 

%, a samo ļetiri spoja (DMBK-3, DMBK-4, PBK-2, PIBK-2) inhibirala su > 5 % aktivnosti 

BACE1. 

 

4.3. Inhibicija samoagregacije amiloidnih-ɓ peptida 

Sposobnost inhibcije samoagregacije amiloidnih-ɓ peptida, Aɓ42, ispitana je za odabrane 

spojeve iz skupina 4-aminokinolina (slika 3.1.), hidrazona i N-acilhidrazona (slika 3.6.), O-

alkiloksima (slike 3.7., 3.8. i 3.9.) i karbamata (slike 3.10., 3.11., 3.12. i 3.13.), a izraģena je u 

obliku postotka inhibicije ± standardna devijacija (SD). Kao pozitivna kontrola koriġten je 

kurkumin.170 Mjerenju inhibitornog uļinka spojeva prethodilo je uhodovanje protokola i 

optimizacija uvjeta mjerenja.  
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4.3.1. Uhodavanje i optimizacija metode mjerenja inhibicije samoagregacije peptida Aɓ 

Protokol za mjerenje inhibicijskog uļinka spojeva na samoagregaciju peptida Aɓ42 koriġten u 

ovome radu temeljen je na rezultatima istraģivanja tioflavina T (ThT) kao bojila amiloida.172 

Tijekom uhodavanja metode optimizirana je koncentracija amiloida i kurkumina (inhibitora 

samoagregacije), pri kojoj je fluorescencijski odziv smjese u kojoj je prisutan amiloid 

(pozitivna kontrola) u odnosu na flurescencijski odziv reakcijske smjese bez dodanog amiloida 

i inhibitora (blank) bio zadovoljavajuĺi, odnosno traģene su koncentracije amiloida i kurkumina 

pri kojima je intenzitet fluorescencije blank-a iznosio oko 10 % intenziteta fluorescencije 

pozitivne kontrole. TakoĽer je optimizirana i duljina inkubacije reakcijskih smjesa s ThT-om s 

obzirom na njihov fluorescencijski odziv, odnosno praĺen je utjecaj duljine inkubacije 

reakcijskih smjesa na intenzitet fluorescencije. 

Kod odreĽivanja optimalne koncentracije amiloida pri kojoj ĺe omjer intenziteta 

fluorescencije reakcijskih smjesa s dodatnim amiloidom i bez njega biti oko 10:1 ili veĺi, 

ispitana je sposobnost inhibicije samoagregacije peptida Aɓ42 kurkuminom u 

koncentracijskom omjeu 1:1 pri dvije razliļite kocentracije: 4 ÕM i 8 ÕM. Konaļna koncentrcija 

ThT u svim reakcijskim smjesama bila je 20 µmol Lī1. Izmjereni fluorescencijski odzivi nakon 

1 h inkubacije amiloida i kurkumina (pri 37 °C), a zatim 15 min inkubacije svih reakcijskih 

smjesa s ThT-om (pri 25 °C) prikazani su u tablici 4.11. 

 
Tablica 4.11. Intenzitet fluorescencije (IF) i postotak inhibicije ɓ-amiloidne samoagregacije 

kurkuminom u koncentracijskom omjeru 1:1 pri 4 µM i 8 µM (KR ï kontrolna reakcija; SP ï slijepa 

proba; INH ï inhibirana reakcija). 

 

kurkumin  
IF / 104 % inhibicije 

amiloidne 

agregacije 
BLANK KR SP INH 

4 µmol Lī1 9,82* 51,72 11,75 41,03 30,1 

8 µmol Lī1 10,48**  91,61 13,47 68,71 31,9 
ī 9,65***      

*blank uz dodatak 1% DMSO-a; **blank uz dodatak 2 % DMSO-a; *** blank bez dodatka DMSO-a 

 

Iz dobivenih rezultata bilo je vidljivo da se intenzitet fluorescencije znaļajno poveĺava u 

reakcijskim smjesama u kojima je prisutan amiloid-ɓ (kontrola i inhibirana reakcija) u odnosu 

na reakcijske smjese u kojima nije prisutan amiloid (blank i slijepa proba) veĺ nakon jednog 

sata inkubacije, ġto je potvrdilo da se ThT uspjeġno veģe na amiloidne strukture prisutne u 

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, pri ļemu je bilo vidljivo poveĺanje intenziteta fluorescencije ThT-a kod 8 

µmol Lī1 koncentracije amiloida-ɓ i kurkumina u odnosu na 4 µmol Lī1. Utjecaj samog 

kurkumina na fluorescenciju slobodnog ThT-a (odnos intenziteta fluorescencije slijepe probe i 

blank-a) pokazao se minimalnim. Minimalan uļinak na intenzitet fluorescencije ThT-a pokazan 

je i za DMSO-a (intenzitet flurescencije mjeren je u prisustvu 1 % i 2 % DMSO-a). 

Kako bi se utvrdilo utjeļe li vrijeme trajanja inkubacije s ThT-om na intenzitet 

fluorescencije odnosno na sam postotak inhibicije, mjeren je intenzitet fluorescencije 15 min, 

30 min i 60 min nakon dodatka ThT-a. Inhibicija ɓ-amiloidne samoagregacije izmjerena je 

nakon 24 h inkubacije peptida Aɓ42 i kurkumina odnosno 4-aminokinolina pri 37 °C za 4 µmol 

Lī1 ili 8 µmol Lī1  koncentracije Aɓ42 i kurkumina/4-aminokinolina u omjeru1:1 te dodatnih 

15, 30 ili 60 min inkubacije svih reakcijskih smjesa s ThT-om pri 25 °C. Rezultati su prikazani 

u tablicama 4.12. i 4.13. 

 

Tablica 4.12. Intenziteti fluorescencije reakcijskih smjesa (IF) i postotak inhibicije ɓ-amiloidne 

samoagregacije kod 4 µmol L
ī1

 koncentracije spojeva i Aɓ42. Mjerenja su provedena 15, 30 i 60 minuta 

nakon dodatka ThT-a u reakcijsku smjesu. 

 

SPOJ  

IF / 104 % inhibicije 

amiloidne 
agregacije 

BLANK KR SP INH 

15 minuta      

kurkumin 13,1 60,9 15,5 64,9 ī3,2 

ClAQ-2 10,6 81,6 10,9 94,2 ī17,2 

ClAQ-7 10,6 81,6 11,1 74,1 11,3 

ClAQ-9 10,6 81,6 12,1 74,5 12,2 

30 minuta      

kurkumin 12,8 59,3 12,6 62,1 ī6,4 

ClAQ-2 10,8 87,7 11,2 94,0 ī7,7 

ClAQ-7 10,8 87,7 12,0 75,7 17,1 

ClAQ-9 10,8 87,7 12,7 77,2 16,1 

60 minuta      

kurkumin 12,3 67,5 11,8 62,6 8,1 

ClAQ-2 8,0 86,6 11,2 96,4 ī8,4 

ClAQ-7 8,0 86,6 12,5 82,4 11,0 

ClAQ-9 8,0 86,6 12,0 76,8 17,4 
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Tablica 4.13. Intenziteti fluorescencije reakcijskih smjesa (IF) i postotak inhibicije ɓ-amiloidne 

samoagregacije kod 8 µmol L
ī1

 koncentracije spojeva i Aɓ42. Mjerenja su provedena 15, 30 i 60 minuta 

nakon dodatka ThT-a u reakcijsku smjesu. 

 

SPOJ  

IF / 104 % inhibicije 

amiloidne 

agregacije 
BLANK KR SP INH 

15 minuta      

kurkumin 13,4 186,3 9,3 74,9 62,1 

ClAQ-2 12,8 275,9 9,8 133,5 53,0 

ClAQ-7 12,8 275,9 9,2 124,9 56,0 

ClAQ-9 12,8 275,9 10,1 116,5 59,5 

30 minuta      

kurkumin 12,8 159,1 9,1 68,8 59,2 

ClAQ-2 12,2 212,2 10,1 118,5 45,8 

ClAQ-7 12,2 212,2 9,2 128,1 40,5 

ClAQ-9 12,2 212,2 10,1 124,8 42,6 

60 minuta      

kurkumin 12,5 141,6 9,0 69,9 52,9 

ClAQ-2 11,7 185,8 10,0 124,7 34,1 

ClAQ-7 11,7 185,8 9,4 122,7 34,9 

ClAQ-9 11,7 185,8 10,0 127,1 32,8 

 

Iz usporedbe rezultata u tablicama 4.12 i 4.13 bilo je vidljivo da je intenzitet fluorescencije 

znaļajno veĺi u prisustvu 8 Õmol Lī1 amiloida u odnosu na 4 µmol Lī1 i kod kontrolne i kod 

reakcije inhibicije. U reakcijskim smjesama koje sadrģe 4 Õmol Lī1 amiloid i kurkumin bila su 

vidljiva velika odstupanja u postotku inhibicije amiloidne samoagregacije ovisno o duljini 

inkubacije s ThT-om. Reakcijske smjese koje sadrģe 8 Õmol Lī1 spojeve i amiloid pokazale su 

konzistentnije rezultate za mjerenja provedena u sve tri vremenske toļke po dodatku ThT-a. 

No, i u navedenim reakcijskim smjesama uoļen je znaļajan pad u vrijednostima intenziteta 

fluorescencije u svim reakcijskim smjesama ovisno o duljini inkubacije s ThT-om, ġto je 

rezultiralo i padom postotka inhibicije s duljim periodom inkubacije. Na temelju dobivenih 

rezultata zakljuļeno je da su spojevi i amiloid koncentracije 8 Õmol Lī1 te vrijeme inkubacije 

reakcijskih smjesa sa ThT-om u trajanju 15 minuta optimalni uvjeti za mjerenje inhibicije 

amiloidne samoagregacije. 15-minutni period inkubacije s ThT-om omoguĺava mjerenje 

inhibicije prije nego ġto doĽe do potencijalnog slabljenja interakcija izmeĽu spojeva i amiloida 

i nastavka samoagregacije i/ili interferencije ThT-a s interakcijama izmeĽu spojeva i amiloida. 
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4.3.2. Inhibicija samoagregacije peptida Aɓ u prisustvu 4-aminokinolina 

Iz skupine 4-aminokinolina (slika 3.1.) sposobnost inhibicije amiloidne samoagregacije 

izmjerena je za 10 odabranih spojeva. Rezultati su prikazani na slici 4.17. 

 

Slika 4.17. Postoci inhibicije amiloidne samoagregacije 4-aminokinolinima nakon 24 sata inkubacije.  

 

Svi testirani 4-aminokinolini inhibirali su samoagregaciju peptida Aɓ42 u rasponu 16,2 ï 36,7 

%. Pri tome su spojevi ClAQ-2, ClAQ-7, ClAQ-9 i ClAQ-17 inhibirali viġe od 30 % amiloidne 

samoagregacije. Najslabijim inhibitorom pokazao se spoj ClAQ-3 (16,2 %), dok su svi preostali 

spojevi inhibirali izmeĽu 20 i 30 % amiloidne samoagregacije. Svi spojevi, uz iznimku ClAQ-

2 i ClAQ-3, na terminalnoj amino grupi imaju vezanu benzilnu grupu, pri ļemu u sluļaju ClAQ-

7 benzenski prsten nije supstituiran, dok je u sluļaju ostalih spojeva supstituent elektron-

odvlaļeĺi halogeni element (F ili Cl) ili elektron-donirajuĺa metoksi-grupa. Spojevi ClAQ-2 i 

ClAQ-3, koji predstavljaju najsnaģniji i najslabiji inhibitor amiloidne samoagregacije u ovoj 

skupini, na terminalnoj amino grupi imaju vezanu metilnu odnosno izopropilnu grupu. Iz 

navedenih rezultata moguĺe je zakljuļiti da supstituent na terminalnoj amino grupi ima utjecaja 

na inhibitorni uļinak spoja, pri ļemu je uoļeno poveĺanje inhibicije sa smanjenjem veliļine 

supstituenta u sluļaju kada je rijeļ o malim, alkilnim lancima. Sliļni postoci inhibicije 

samoagregacije peptida Aɓ42 (16,3 ï 29,9 %) izmjereni su u istraģivanju Viayne i suradnika za 

derivate huprina (sadrģi strukturni motiv 4-amino-7-klorkinolina) i donepezila, koji su testirani u 

koncentracijskom omjeru amiloida i spojeva 5:1.209 U ovom sluļaju inhibitorna sposobnost 

spojeva s metilnim supstituentom i/ili metilenskom poveznicom bila je malo veĺa u usporedbi 
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sa spojevima s etilnim supstituentom i/ili etilenskom poveznicom, dok je u sluļaju samog 

huprina inhibitorna sposobnost bila veĺa kada je supstituent etilna grupa u odnosu na metilnu.209 

Buduĺi da su i u ovoj doktorskoj disertaciji i u navedenom istraģivanju bila prisutna samo dva 

razliļita mala, alkilna supstituenta, a meĽu ovdje istraģenim spojevima s arilnim supstituentima 

nije bilo veĺe razlike u inhibitornoj sposobnosti, nije moguĺe potvrditi ni interpretirati trend 

ovisnosti inhibitornog uļinka s obzirom na veliļinu supstituenta.  

 

4.3.3. Inhibicija samoagregacije peptida Aɓ u prisustvu hidrazona i N-acilhidrazona 

Sposobnost sprjeļavanja samoagregacije peptida Aɓ42 izmjerena je za 7 spojeva iz skupine 

hidrazona i 8 spojeva iz skupine N-acilhidrazona (slika 3.6.). Rezultati su prikazani na slici 

4.18. 

 

Slika 4.18. Postoci inhibicije amiloidne samoagregacije hidrazonima i N-acilhidrazonima nakon 24 sata 

inkubacije.  

 

Svi ispitivani hidrazoni i N-acilhidrazoni pokazali su sposobnost sprjeļavanja amiloidne 

samoagregacije, uz postotke inhibicije 11,3 ï 37,2 %. Najsnaģnijim inhbitorima, s viġe od 30% 

inhibicije, pokazali su se N-acilhidrazoni AcHID2 (35,2 %), AcHID4 (37,1 %) i AcHID6 (37,2 

%), dok je iz podskupine hidrazona najsnaģniji inhibitor bio HID3 (31,8 %). Najslabijim 

inhibitorom pokazao se spoj HID7, derivat piridin-4-karbaldehida ļiji supstituent je p-

fluorfenil, a koji je otprilike 3 puta slabije inhibirao samoagregaciju amiloida u usporedbi s 

njegovim piridoksalnim analogom, spojem HID3. Dobiveni postoci usporedivi su s IC50 
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vrijednostima za inhibiciju samoagregacije kraĺeg fragmenta Aɓ peptida hidrazonskim 

derivatima 1,4-supstituiranog piridina.150 

 

4.3.4. Inhibicija samoagregacije peptida Aɓ u prisustvu O-alkiloksima 

Sposobnost inhibicije samoagregacije amiloidnih peptida izmjerena je za 15 spojeva iz skupine 

O-alkiloksima. Rezultati su prikzani na slici 4.19. 

 

 

Slika 4.19. Postoci inhibicije amiloidne samoagregacije O-alkiloksimima nakon 24 sata 

inkubacije. 

 

Od 14 testiranih O-alkiloksima, njih 8 inhibiralo je viġe od 10 % samoagregacije amiloidnih 

peptida, pri ļemu su najviġe postotke inhibicije postigli O-benziloksimi BnzOX-12 (16,8 %) 

BnzOX-10 (15,7 %) te O-tert-butiloksimi tBuOX-6 i tBuOX-8 (15,2 %). Spoj BnzOX-19 nije 

pokazao inhibitornu sposobnost, veĺ je kod njega zabiljeģen porast intenziteta fluorescencije 

ThT-a, ġto bi se moglo pripisati prisustvu veĺeg broja agregiranih struktura u odnosu na 

kontrolnu reakciju. S obzirom na niske i relativno sliļne postotke inhibicije testiranih spojeva, 

nije bilo moguĺe provesti analizu moguĺeg doprinosa strukturnih promjena inhibicijskom 

potencijalu spojeva. 
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4.3.5. Inhibicija samoagregacije peptida Aɓ u prisustvu karbamata 

Sposobnost inhibicije samoagregacije peptida Aɓ42 ispitana je za tri spoja iz skupine 

kinuklidinskih karbamata (slika 3.10.). Rezultati su prikazani na slici 4.20. 

 

Slika 4.20. Postoci inhibicije amiloidne samoagregacije kinuklidinskim karbamatima nakon 24 sata 

inkubacije.  

 

Najsnaģniji inhibitorni potencijal pokazao je spoj BnzK-3 (30 %), ļiji je kinuklidinski duġik 

supstituiran m-klorbenzilom, nakon kojega slijedi spoj BnzK-2 (12,6 %), na ļijem 

kinuklidinskom duġiku se nalazi nesupstituirana benzilna grupa. Spoj BnzK-1, ļiji 

kinuklidinski duġik nije supstituiran, inhibirao je manje od 5 % amiloidne samoagregacije. Iako 

se radi o malom broju spojeva, uoļen je trend poveĺanja inhibicije s poveĺavanjem volumena 

supstituenta na kinuklidinskom duġiku buduĺi da je uvoĽenje benzilne grupe poveĺalo 

inhibitorni uļinak spoja BnzK-2 otprilike tri puta u odnosu na nesupstituirani BnzK-1, dok je 

supstitucija benzilne grupe elektron-odvlaļeĺim klorom inhibitorni uļinak spoja BnzK-3 

pojaļala joġ otprilike dva puta. Opaģanje je u skladu s ranijim istraģivanjima koja su pokazala 

da spojevi koji u strukturi sadrģe dva ili viġe aromatska sustava pokazuju inhibitorni uļinak na 

samoagregaciju peptida Aɓ40 i Aɓ42 ,210ï212 pri ļemu u sluļaju derivata pirimidin-2,4-diamina 

inhibicijski potencijal raste uvoĽenjem elektron-odvlaļeĺih supstituenata u usporedbi s 

elektron-donirajuĺim.211 Sliļno, spojevi poput polifenola koji mogu ostvariti interakcije s 

aromatskim aminokiselinama amiloidnih peptida kljuļnima za proces samoagregacije, mogu 

usporiti proces fibrilizacije ili uzrokovati konformacijske promjene amiloidnih agregata .213ï215 
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Inhibicija nastanka amiloidnih agregata ispitana je i za 5 spojeva iz skupine karbamatnih 

derivata cinkonidina i cinkonina (slika 3.11.). Rezultati su prikazani na slici 4.21. 

 

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 rasponu 15,4 ï 27,8 %. 

Spojevi CD-1 i CD-6, na ļijem karbamatnom duġiku se nalazi dimetilna odnosno jedna etilna 

grupa, inhibirali su samoagregaciju oko 27 %, dok su preostali spojevi, ļiji karbamatni duġik je 

supstituiran cikloheksilom, fenilom ili dietilnom grupom, pokazali oko 16 % inhibicije. 

Dobiveni rezultati sugeriraju da na inhibitorni uļinak spojeva povoljnije utjeļe manji, 

nerazgranati supstituent na karbamatnom duġiku molekule. 

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. Postoci inhibicije amiloidne samoagregacije monokarbamatnim derivatima bambuterola 

nakon 24 sata inkubacije.  

 

Od 14 testiranih spojeva, njih 9 inhibiralo je viġe od 10 % samoagregacije amiloidnih peptida. 

Pritom su se najsnaģnijim inhibitorima pokazali spojevi 7MPI (37,2 %) i 5MPI (31,7 %), 

piperidinski derivati kod kojih je amino grupa supstituirana adamantanom, odnosno dio je 

piperidinskog prstena, te dietilni derivat 5MDE (27,7 %). Navedeni spojevi bili su oko 1,8 puta 

slabiji inhibitori amiloidne samoagregacije u usporedbi s kurkuminom. Najslabijim 

inhibitorima pokazali su se dietilni derivat 1MDE (2,5 %), ļija amino grupa je supstituirana 

tert-butilom, i piperidinski derivat 2MPI (6,7 %), s cikloheksilom kao supstituentom na amino 

grupi. U sluļaju pirolidinskih derivata 6MP i 8MP te piperidinskog derivata 1MPI doġlo je do 

znaļajnog porasta intenziteta fluorescencije ThT-a, ġto sugerira da je u njihovom prisustvu 

nastalo viġe fibrilnih struktura u odnosu na kontrolnu reakciju, te da navedeni spojevi 

potencijalno ubrzavaju proces samoagregacije. U usporedbi s rivastigminom, za koji je 

izmjereno 23 % inhibicije samoagregacije, spojevi 5MPI i 7MPI pokazali su zamjetno snaģniji 

inhibicijski potencijal. 

 

Inhibcijski potencijal ispitan je i za dva biskarbamatna derivata bambuterola (slika 3.13.). 

rezultati su prikazani na slici 4.23. 






























































































































