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�†������ UVOD 

�%�R�O�M�L�� �R�G�D�E�L�U�� �Y�R�G�H�ü�H�J�� �N�D�Q�G�L�G�D�W�D�� �]�D�� �S�U�H�W�N�O�L�Q�L�þ�N�L�� �U�D�]�Y�R�M�� �O�L�M�H�N�R�Y�D�� �S�R�V�W�D�R�� �M�H�� �E�H�]�X�Y�M�H�W�Q�L�� �]�D�K�W�M�H�Y��

posljednjih godina. U tom su smislu rani, brzi i nepobitni rezultati koji nedvosmisleno rangiraju 

spojeve prema �Q�M�L�K�R�Y�L�P���å�H�O�M�H�Q�L�P���L���Q�H�å�H�O�M�H�Q�L�P���X�þ�L�Q�F�L�P�D���V�W�D�Y�L�O�L fokus na toksikologiju in vitro 

�N�R�M�D�� �V�H�� �W�H�P�H�O�M�L�� �Q�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D���� �Q�D�G�L�O�D�]�H�ü�L�� �W�D�N�R�� �X�Y�H�O�L�N�H�� �N�U�L�W�L�]�L�U�D�Q�X�� �X�S�R�U�D�E�X��

�å�L�Y�R�W�L�Q�M�D���X���W�R�N�V�L�N�R�O�R�ã�N�L�P���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�L�P�D1�����3�R�G�U�X�þ�M�H���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���X���N�R�M�H�P���Q�H�G�R�V�W�D�M�H���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�D��

�H�Y�D�O�X�D�F�L�M�D���V�S�R�M�H�Y�D���N�R�M�L���V�H���W�H�P�H�O�M�L���Q�D���V�W�D�Q�L�F�D�P�D���M�H���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H���R�N�V�L�P�D���N�D�R���S�U�R�W�X�R�W�U�R�Y�D���Q�D�N�R�Q��

�R�W�U�R�Y�D�Q�M�D�� �Y�L�V�R�N�R�W�R�N�V�L�þ�Q�L�P�� �R�U�J�D�Q�R�I�R�V�I�R�U�Q�L�P�� �V�S�R�M�H�Y�L�P�D�� ���2�3������ �2�3�� �V�S�R�M�H�Y�L�� �V�H�� �X�S�R�W�U�H�E�O�Mavaju u 

poljoprivrednoj, �X�� �S�R�G�U�X�þ�M�X�� �N�R�Q�W�U�R�O�H�� �ã�W�H�W�R�þ�L�Q�D�� �L�� �X�� �ã�L�U�R�N�R�M�� �N�H�P�L�M�V�N�R�M�� �L�Q�G�X�V�W�U�L�M�L2. Zbog 

neselektivnosti prema vrstama, namjerno ili nenamjerno trovanje ljudi postalo je velik 

problem3,4���� �7�D�N�R�ÿ�H�U���� �2�3�� �å�L�Y�þ�D�Q�L�� �E�R�M�Q�L�� �R�W�U�R�Y�L�� ���V�D�U�L�Q���� �W�D�E�X�Q���� �9�;������ �S�U�H�P�G�D�� �V�X�� �]�D�E�U�D�Q�M�H�Q�L��

�P�H�ÿ�X�Q�D�U�R�G�Q�L�P�� �N�R�Q�Y�H�Q�F�L�M�D�P�D���� �M�R�ã�� �X�Y�L�M�H�N�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X�� �V�W�Y�D�U�Q�X�� �S�U�L�M�H�W�Q�M�X�� �]�E�R�J�� �]�O�R�X�S�R�U�D�E�H�� �X��

�W�H�U�R�U�L�V�W�L�þ�N�L�P���Q�D�S�D�G�L�P�D�����þ�H�P�X���V�P�R���Q�D�å�D�O�R�V�W���L�P�D�O�L���S�U�L�O�L�N�H���V�Y�M�H�G�R�þ�L�W�L���X���Q�H�G�D�Y�Q�L�P���G�R�J�D�ÿ�D�M�L�P�D���X��

svijetu5�±7.  

Oksimi su skupina spojeva koji mogu reaktivirati glavnu metu djelovanja OP spojeva, 

enzim acetilkolinesterazu (AChE, EC 3.1.1.7) �W�D�N�R�� �ã�W�R nukleofilnom supstitucijom uklanjaju 

OP vezan za �N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�L���F�H�Q�W�D�U. Do danas su u medicinsku praksu uvedena svega tri oksima (HI-

6, 2-�3�$�0�����R�E�L�G�R�N�V�L�P�����X�V�N�R�J���R�S�V�H�J�D���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D�����3�R�W�U�D�J�D���]�D���Q�R�Y�L�P���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�L�M�L�P���S�U�R�W�X�R�W�U�R�Y�L�P�D��

�M�R�ã�� �X�Y�L�M�H�N�� �W�U�D�M�H���� �'�D�Q�D�V�� �V�H�� �L�V�S�L�W�X�M�X�� �R�N�V�L�P�L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �N�H�P�L�M�V�N�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �N�D�R�� �P�R�J�X�ü�L�� �Qovi 

reaktivatori8�±10���� �9�R�G�H�ü�L�� �N�D�Q�G�L�G�D�W�L�� �N�R�M�L�� �S�R�N�D�å�X��in vitro �N�L�Q�H�W�L�þ�N�L�� �H�I�L�N�D�V�Q�X�� �L�� �E�U�]�X�� �U�H�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X��

AChE inhibiranu OP-ima, se odabiru za daljnja ispitivanja in vivo �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H �Q�D�� �P�L�ã�M�L�P�� �L��

�ã�W�D�N�R�U�V�N�L�P���P�R�G�H�O�L�P�D11,12�����X�J�O�D�Y�Q�R�P���E�H�]���S�U�L�P�D�U�Q�R�J���S�U�R�Y�R�ÿ�H�Q�M�D���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D���W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L���Q�D���U�Dzini 

stanice13�±15. Nakon preliminarnih ispitivanja in vivo���� �Y�H�ü�L�Q�D�� �L�K�� �V�H�� �L�V�N�O�M�X�þ�X�M�H�� �L�]�� �G�D�O�M�Q�M�L�K��

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D �Q�H���V�D�P�R���]�E�R�J���Q�H�X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�L���Q�H�J�R���L���]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K���Q�X�V�S�R�M�D�Y�D���W�H �P�R�J�X�ü�H�J���S�D�W�R�O�R�ã�N�R�J��

utjecaja na organe16�±18. Naime, podaci in vivo �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���X�N�D�]�X�M�X���Q�D���V�L�P�S�W�R�P�H���S�R�S�X�W���P�L�R�S�D�W�L�M�H��

i neuropatije uz ostale simptome djelovanja OP-a/protuotrova koji nisu izravno povezani uz 

inhibiciju AChE19,20�����W�H���M�H���Y�D�å�Q�R���L�V�W�U�D�å�L�W�L���N�R�M�L���V�X���P�R�J�X�ü�L���X�þ�L�Q�F�L���S�R�Y�H�]�D�Q�L���V���G�U�X�J�L�P���H�Q�]�L�P�L�P�D���L��

proteinima na razini stanice.  

Cilj ove doktorske disertacije bio �M�H���S�U�L�P�L�M�H�Q�L�W�L���U�D�Q�L���S�U�R�E�L�U���R�N�V�L�P�D���W�H�P�H�O�M�H�Q���Q�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P��

�W�H�V�W�R�Y�L�P�D�� �W�H�� �S�R�N�D�]�D�W�L�� �P�R�å�H�� �O�L�� �V�H�� �W�R�N�V�L�þ�Q�L�� �X�þ�L�Q�D�N�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M�� �U�D�]�L�Q�L�� �S�R�Y�H�]�D�W�L�� �V�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�Lm 
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strukturnim elementima oksima. U tu svrhu ispitan je �X�þ�L�Q�D�N���S�H�W���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���V�W�U�X�N�W�X�U�Q�R���S�R�Y�H�]�D�Q�L�K��

serija �R�N�V�L�P�D�� �Q�D�� �V�H�W�X�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �W�H�� �M�H�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D �F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�� �L�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �P�D�U�N�H�U�D��

�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J���]�G�U�D�Y�O�M�D���� 

�,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D �V�X�� �X�N�O�M�X�þ�L�Y�D�O�D �R�N�V�L�P�H�� �þ�L�M�D�� �M�H�� �U�H�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�V�N�D�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�� �Y�H�ü�� �S�R�]�Q�D�W�D�� �L��

�L�V�W�U�D�å�H�Q�D21,22, neki od njih oblikovani su novim pristupom u kojem se lipofilne funkcionalne 

�V�N�X�S�L�Q�H�� �X�Y�R�G�H�� �X�� �R�V�Q�R�Y�Q�X�� �P�R�O�H�N�X�O�X�� �S�U�R�W�X�R�W�U�R�Y�D�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �S�R�E�R�O�M�ã�Do prolazak kroz krvno-

�P�R�å�G�D�Q�X���E�D�U�L�M�H�U�X8,23�±25. Temeljem podataka iz literature, pretpostavlja se da bi, spojevi koji su 

lipofilniji i prelaze krvno �P�R�å�G�D�Q�X���E�D�U�L�M�H�U�X�����P�R�J�O�L���X�W�M�H�F�D�W�L���L���Q�D���G�U�X�J�H���P�H�W�H���X���R�U�J�D�Q�L�]�P�X���R�V�L�P��

AChE i time imati potencijalno negativne �X�þ�L�Q�N�H24�����'�U�X�J�L�P���U�L�M�H�þ�L�P�D�����Q�R�Y�H���P�R�O�H�N�X�O�H���Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�R��

mogu �L�P�D�W�L���R�]�E�L�O�M�Q�L�M�H���Q�X�V�S�R�M�D�Y�H���]�E�R�J���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D���V���R�V�W�D�O�L�P���Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P���P�H�W�D�P�D���X���R�U�J�D�Q�L�]�P�X��

in vivo. Po dobivanju rezultata primijenili smo pristup analize strukture i aktivnosti kako bi 

�R�G�U�H�G�L�O�L�� �P�R�J�X�ü�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�H�� �]�Q�D�þ�D�M�N�H���I�X�Q�N�F�L�R�Q�D�O�Q�H�� �V�N�X�S�L�Q�H�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�K�� �V�S�R�M�H�Y�D�� �R�G�J�R�Y�R�U�Q�H�� �]�D��

�R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �X�þ�L�Q�N�H �S�R�S�X�W���� �F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L���� �L�Q�G�X�N�F�L�M�H�� �U�H�D�N�W�L�Y�Q�L�K�� �N�L�V�L�N�R�Y�L�K�� �Y�U�V�W�D���� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H��

apoptoze, utjecaja na integritet membrane itd. Tako se strukturne �]�Q�D�þ�D�M�N�H���P�R�J�X���P�R�G�L�I�L�F�L�U�D�W�L���X��

ranoj faz�L���S�R�E�R�O�M�ã�D�Q�M�D���V�W�U�X�N�W�X�U�H���Y�R�G�H�ü�H�J���V�S�R�M�D���E�H�]���S�U�R�Y�R�ÿ�H�Q�M�D���V�W�X�G�L�M�D��in vivo�����7�R���ü�H���R�P�R�J�X�ü�L�W�L��

�X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�L�M�H�� �S�R�Y�U�D�W�Q�H�� �L�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�H�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�þ�L�P�D�� �N�R�M�L�� �U�D�G�H�� �Q�D�� �R�E�O�L�N�R�Y�D�Q�M�X�� �S�U�R�W�X�R�W�U�R�Y�D�� �L��

�G�R�S�U�L�Q�L�M�H�W�L�� �L�]�D�]�R�Y�Q�R�P�� �U�D�]�Y�R�M�X�� �G�M�H�O�R�W�Y�R�U�Q�L�M�H�� �W�H�U�D�S�L�M�H�� �]�D�� �V�O�X�þ�D�M�H�Y�H�� �R�W�U�R�Y�D�Q�M�D�� �2�3�� �V�S�R�Mevima. 

�1�D�G�D�O�M�H�����W�D�N�R���G�R�E�L�Y�H�Q�H���V�P�M�H�U�Q�L�F�H���P�R�J�X���V�H���N�R�U�L�V�W�L�W�L���X���E�L�O�R���N�R�M�H�P���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X���R�E�O�L�N�R�Y�D�Q�M�D���Q�R�Y�L�K��

lijekova, �M�H�U�� �V�X�� �X�W�Y�U�ÿ�H�Q�L�� �X�þ�L�Q�F�L�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�L�K�� �]�Q�D�þ�D�M�N�L�� �V�S�R�M�D�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�F�H��

konstantni23,25,26.  

I�]�U�D�G�D���R�Y�H���G�L�V�H�U�W�D�F�L�M�H���X�N�O�M�X�þ�L�Y�D�O�D��je �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H���R�S�L�V�D�Q�R��slikom 1.1 koje je �R�E�X�K�Y�D�ü�Dlo 

�L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D���V�W�U�X�N�W�X�U�Q�R���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���V�H�U�L�M�D���R�N�V�L�P�D���X���R�Y�L�V�Q�R�V�W�L���R���Y�U�H�P�H�Q�X���L���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L��

na setu odabranih ljudskih stanica. �7�D�N�R�ÿ�H�U�����X���V�N�O�R�S�X���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���R�G�U�H�ÿ�H�Q�H���V�X���L���Q�R�Y�H���P�R�J�X�ü�H��

mete djelovanja odabranih oksima usporedbom sa strukturama poznatog djelovanja iz 

�S�R�V�W�R�M�H�ü�L�K���M�D�Y�Q�L�K���E�D�]�D���S�R�G�D�W�D�N�D�����1�D�L�P�H�����L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H���R�G�D�E�U�D�Q�L�K���R�N�V�L�P�D���V���G�U�X�J�L�P���I�D�U�P�D�N�R�O�R�ã�N�L�P��

metama predstavljaju njihov novi terapijski potencijal. Bitn�R���M�H���Q�D�J�O�D�V�L�W�L���G�D���V�X���X���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X��

�N�R�U�L�ã�W�H�Q�H���L�V�N�O�M�X�þ�L�Y�R���O�M�X�G�V�N�H���V�W�D�Q�L�F�H���ã�W�R���M�H���R�G���Y�H�O�L�N�H���N�R�U�L�V�W�L���]�D���S�U�R�F�M�H�Q�X���U�L�]�L�N�D���X���V�L�W�X�D�F�L�M�D�P�D���N�R�M�H��

�X�N�O�M�X�þ�X�M�X���O�M�X�G�H1. 
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Slika 1.1. Shematski prikaz �S�U�H�G�O�R�å�H�Q�R�J���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���R�Y�H���G�R�N�W�R�U�V�N�H���G�L�V�H�U�W�D�F�L�M�H�� 
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�†������ L ITERATURNI PREGLED  

2.1. Organofosforni spojevi 

2.1.1. Klasifikacija organofosfornih spojeva 

Organofosforni �V�S�R�M�H�Y�L�� ���2�3���� �V�X�� �Y�L�V�R�N�R�W�R�N�V�L�þ�Q�L��esteri, anhidridi ili halogenidi potpuno 

supstituirane fosfatne, fosfonske ili fosfinske kiseline27�±29. Osnovnu strukturu organofosfornih 

�V�S�R�M�H�Y�D�� �þ�L�Q�H�� �S�H�W�H�U�R�Y�D�O�H�Q�W�Q�L�� �V�U�H�G�L�ã�Q�M�L�� �D�W�R�P�� �I�R�V�I�R�U�D���� �N�L�V�L�N�� �L�O�L�� �V�X�P�S�R�U�� �N�R�M�L�� �V�X�� �Q�D�� �Q�M�H�J�D�� �Y�H�]�D�Q�L��

koordinatno-�N�R�Y�D�O�H�Q�W�Q�R�P�� �Y�H�]�R�P�� �W�H�� �S�R�E�R�þ�Q�L�� �R�J�U�D�Q�F�L�� ��slika 2.1������ �3�R�E�R�þ�Q�L�� �R�U�J�D�Qci mogu biti 

alkil-, alkoksi-, alkiltio-, aril-, ariloksi-, mono- ili dialkil -amino skupine, dok je izlazna skupina 

�Q�D�M�þ�H�ã�ü�H���I�O�X�R�U�����F�L�M�D�Q�R-, okso- ili tio- skupina 27. Prema tome, OP spojevi su fosfati, fosfonati, 

�I�R�V�I�L�Q�D�W�L�� �L�O�L�� �R�Y�L�V�Q�R�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�P�� �V�X�S�V�W�L�W�X�H�Q�W�L�P�D�� �Q�D�� �S�R�E�R�þ�Q�R�P�� �R�J�U�D�Q�N�X���� �I�R�V�I�R�U�R�W�L�R�D�W�L����

fosfonotioati, fosforoditioati, fosforotritioati, fosforoamidati, fosforoamidotioati, 

fosforofluoridati, fosfonofluoridati, itd. Takvi spoje�Y�L�� �Q�H�� �S�R�V�W�R�M�H���X�� �S�U�L�U�R�G�L���� �Y�H�ü�� �V�X�� �V�L�Q�W�H�W�V�N�R�J��

�S�R�U�L�M�H�N�O�D���� �8�� �V�X�Y�U�H�P�H�Q�R�P�� �G�U�X�ã�W�Y�X���� �]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�L�� �V�X�� �N�D�R�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�D�� �P�D�]�L�Y�D���� �X�O�M�D�� �L�� �Y�D�W�U�R�R�W�S�Rrna 

�V�U�H�G�V�W�Y�D���X���L�Q�G�X�V�W�U�L�M�D�P�D�����å�L�Y�þ�D�Q�L���E�R�M�Q�L���R�W�U�R�Y�L���L�O�L���N�D�R���S�H�V�W�L�F�L�G�L30�±32.  

 �3�R�U�D�V�W�R�P�� �J�O�R�E�D�O�Q�H�� �S�R�S�X�O�D�F�L�M�H�� �W�H�� �V�Y�H�� �Y�H�ü�R�P�� �S�R�W�U�D�å�Q�M�R�P�� �]�D�� �K�U�Dnom i bioenergentima, 

�G�U�D�V�W�L�þ�Q�R�� �M�H�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�� �X�]�J�R�M�� �D�J�U�L�N�X�O�W�X�U�D�� �W�H�� �Q�M�L�K�R�Y�D�� �S�U�H�U�D�G�D���� �D�� �S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Q�R�� �W�R�P�H�� �L�� �S�R�W�U�H�E�D�� �]�D��

�S�U�L�P�M�H�Q�R�P���S�H�V�W�L�F�L�G�D�����3�U�H�N�R�����������R�U�J�D�Q�R�I�R�V�I�R�U�Q�L�K���S�H�V�W�L�F�L�G�D���V�H���N�R�U�L�V�W�L���X���]�H�P�O�M�D�P�D���ã�L�U�R�P���V�Y�L�M�H�W�D31. 

Prvi poznati OP pesticid je tetraetil pirofosfat (TEPP) sintetiziran 1850-ih33. TEPP-�D���V�H���S�R�þ�H�R��

�N�R�U�L�V�W�L�W�L���N�D�R���L�Q�V�H�N�W�L�F�L�G�����D���V�N�R�U�R���V�W�R�W�L�Q�X���J�R�G�L�Q�D���N�D�V�Q�L�M�H�����Q�D�N�R�Q���ã�W�R���M�H���S�U�H�S�R�]�Q�D�W���Q�M�H�J�R�Y���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O����

sintetiziran je cijeli niz novih pesticida (paration, malation, diklorvos, triklorfon i diazinon, 

slika 2.1)34. Zbog brze degradacije u prirodi, npr. malation �V�H���U�D�]�J�U�D�ÿ�X�M�H��unutar 1 do 7 dana 

ovisno o vrsti tla35, pesticidi se moraju upo�W�U�H�E�O�M�D�Y�D�W�L�� �R�S�H�W�R�Y�D�Q�R�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �R�G�U�å�D�R�� �å�H�O�M�H�Q�L��

�X�þ�L�Q�D�N���� �,�D�N�R�� �V�H�� �X�S�R�W�U�H�E�O�M�D�Y�D�M�X�� �X�� �N�R�Q�W�U�R�O�L�� �N�R�U�R�Y�D�� �L�� �ã�W�H�W�R�þ�L�Q�D���� �]�E�R�J�� �Q�H�V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �S�U�H�P�D��

�Y�U�V�W�D�P�D�����R�W�U�R�Y�D�Q�M�H���2�3���V�S�R�M�H�Y�L�P�D���M�H���S�U�L�V�X�W�Q�R���L���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�X���R�S�D�V�Q�R�V�W�����7�R�N�V�L�þ�Q�L���2�3��

pesticidi pod strogom su kontrolom, ali  �V�Y�D�N�H���J�R�G�L�Q�H���]�D�E�L�O�M�H�å�L���V�H���S�U�H�N�R�������P�L�O�L�M�X�Q�D���R�W�U�R�Y�D�Q�M�D3,4. 

�=�E�R�J���Q�H�V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���2�3���S�H�V�W�L�F�L�G�D���S�U�H�P�D���Y�U�V�W�D�P�D�����O�M�X�G�L���V�H���Q�D�M�þ�H�ã�ü�H���R�W�U�X�M�X���Q�M�L�K�R�Y�R�P���L�Q�J�H�V�W�L�M�R�P����

�L�Q�K�D�O�D�F�L�M�R�P���L�O�L���D�V�R�U�S�F�L�M�R�P���N�U�R�]���N�R�å�X36�±38. 
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Slika 2.1. Kemijska struktura organofosfornih spojeva i najpoznatijih organofosfornih pesticida. 
 
�9�L�V�R�N�D�� �W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�� �S�R�M�H�G�L�Q�L�K�� �S�H�V�W�L�F�L�G�D�� �Q�D�� �O�M�X�G�H�� �S�R�W�H�Q�F�L�U�D�O�D�� �M�H�� �Q�M�L�K�R�Y�X�� �S�U�L�P�M�H�Q�X�� �X�� �U�D�]�Y�R�M�X��

�N�H�P�L�M�V�N�R�J���R�U�X�å�M�D���W�H���V�X����������-�W�L�K���J�R�G�L�Q�D���V�L�Q�W�H�W�L�]�L�U�D�Q�L���S�U�Y�L���R�U�J�D�Q�R�I�R�V�I�R�U�Q�L���å�L�Y�þ�D�Q�L���E�R�M�Q�L���R�W�U�R�Y�L39�±

43�����3�U�Y�L���W�D�N�D�Y���2�3���V�S�R�M���M�H���E�L�R���W�D�E�X�Q�����V�L�Q�W�H�W�L�]�L�U�D�Q���X���1�M�H�P�D�þ�N�R�M��1936. godine41. U kratkom roku 

�Q�D�N�R�Q���W�R�J�D�����V�L�Q�W�H�W�L�]�L�U�D�Q�R���M�H���M�R�ã���Q�H�N�R�O�L�N�R���V�O�L�þ�Q�L�K���V�Wruktura OP spojeva te su zajedno s tabunom 

svrstani u tzv. G-�V�H�U�L�M�X�� ���Q�D�]�Y�D�Q�X�� �S�U�H�P�D�� �V�N�U�D�ü�H�Q�L�F�L�� �]�D�� �Ä�Q�M�H�P�D�þ�N�H�³�� �]�Q�D�Q�V�W�Y�H�Q�L�N�H�� �N�R�M�L�� �V�X�� �L�K��

sintetizirali, engl. German). U G-�V�H�U�L�M�X���V�S�D�G�D�M�X���å�L�Y�þ�D�Q�L���E�R�M�Q�L���R�W�U�R�Y�L���W�D�E�X�Q�� ���*�$������ �V�D�U�L�Q�����*�%������

klorosarin (GC), soman (GD), etilsarin (GE), ciklosarin (GF) i GV, a karakterizira ih iznimno 

laka hlaplj ivost (slika 2.2)32,41,42. Tijekom �+�O�D�G�Q�R�J�� �U�D�W�D�� �U�D�]�Y�R�M�� �å�L�Y�þ�D�Q�L�K�� �E�R�M�Q�L�K�� �R�W�U�R�Y�D���� �X�]��

�1�M�H�P�D�þ�N�X�����R�G�Y�L�M�D�R���V�H���L���X���9�H�O�L�N�R�M���%�U�L�W�D�Q�L�M�L�����6�R�Y�M�H�W�V�N�R�P���6�D�Y�H�]�X���W�H���6�$�'-u27,44�����2�3���å�L�Y�þ�D�Q�L���E�R�M�Q�L��

otrovi: VE, VG, VM, VP, VR, VS, VX (slika 2.2), koji su sintetizirani u tom periodu, spadaju 

u tzv. V-seriju (engl. Venom - �Ä�R�W�U�R�Y�³���L�O�L���H�Q�J�O����Victory - �Ä�S�R�E�M�H�G�D�³�������6�S�R�M�H�Y�L���X���R�Y�R�M���V�N�X�S�L�Q�L���V�X��

manje hlapljivi, no �L�]�U�D�]�L�W�R���V�X���W�R�N�V�L�þ�Q�L���X���N�R�Q�W�D�N�W�X���V���N�R�å�R�P32. 

Novichok ili A-serija (engl. Newcomer, newbie - �Ä�S�U�L�G�R�ã�O�L�F�D�³�����M�H���V�L�Q�W�H�W�L�]�L�U�D�Q�D���X���S�H�U�L�R�G�X��

od 1980-ih do 1990-ih u Sovjetskom savezu45. Novichoki su dizajnirani s ciljem razvoja 

na�M�V�P�U�W�R�Q�R�V�Q�L�M�H�J���N�H�P�L�M�V�N�R�J���R�U�X�å�M�D�����N�D�N�R���E�L���E�L�O�L���Q�H�G�H�W�H�N�W�D�E�L�O�Q�L, �Q�H�L�]�O�M�H�þ�L�Y�L�� i razvijeni tajnim 

programom46. �9�H�O�L�N�L���S�U�R�E�O�H�P���M�H���ã�W�R���L�K���V�H���W�H�ã�N�R���G�H�W�H�N�W�L�U�D���W�H nedovoljno znanje o terapiji. Prema 
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kemijskoj strukturi ova serija OP spojeva svrstava se u fosforoamidate, kombinaciju spojeva 

G- i V-serije (slika 2.2�������ã�W�R���L�K���þ�L�Q�L���Q�D�M�W�R�N�V�L�þ�Q�L�M�L�P���S�R�]�Q�D�W�L�P���R�U�J�D�Q�R�I�R�V�I�R�U�Q�L�P���V�S�R�M�H�Y�L�P�D����Smatra 

se da su neki spojevi u A-�V�H�U�L�M�L���V�X���þ�D�N �������S�X�W�D���W�R�N�V�L�þ�Q�L�M�L���R�G���Q�S�U�����V�R�P�D�Q�D45,46.  

 

 
Slika 2.2. �.�H�P�L�M�V�N�H���V�W�U�X�N�W�X�U�H���R�U�J�D�Q�R�I�R�V�I�R�U�Q�L�K���å�L�Y�þ�D�Q�L�K���E�R�M�Q�L�K���R�W�U�R�Y�D���N�D�W�H�J�R�U�L�]�L�U�D�Q�H���Q�D���R�V�Q�R�Y�Q�X���V�O�L�þ�Q�R�V�W�L���V�W�U�X�N�W�X�U�H��
u 3 serije: G-, V- i A-serija. 

 
�0�Q�R�J�H�� �]�H�P�O�M�H�� �V�X�� �N�U�R�]�� �S�R�Y�L�M�H�V�W�� �U�D�]�Y�L�M�D�O�H�� �2�3�� �å�L�Y�þ�Dne bojne otrove, iako ih neke nikad nisu 

koristile41,42. �2�G���S�R�þ�H�W�N�D���U�D�]�Y�R�M�D���2�3���V�S�R�M�H�Y�D���N�D�R���N�H�P�L�M�V�N�R�J���R�U�X�å�M�D���W�M�����å�L�Y�þ�D�Q�L�K���E�R�M�Q�L�K���R�W�U�R�Y�D����

�X�S�R�W�U�H�E�D���X���U�D�W�Q�H���V�Y�U�K�H���M�H���]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q�D���V�Y�Hga nekoliko puta, posebno tijekom Iransko-�,�U�D�þ�N�R�J���U�D�W�D��

(1980. �± 1988.), gdje je �E�L�O�R���S�U�H�N�R���W�L�V�X�ü�X���P�U�W�Y�L�K���L�����������������R�W�U�R�Y�D�Q�L�K���O�M�X�G�L41�����0�H�ÿ�X�W�L�P���X�S�R�W�U�H�E�D��
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�X���W�H�U�R�U�L�V�W�L�þ�N�L�P���Q�D�S�D�G�D�L�P�D���L���G�D�O�M�H���M�H���S�U�L�V�X�W�Q�D�����7�D�N�R���V�Y�M�H�G�R�þ�L�P�R���W�H�U�R�U�L�V�W�L�þ�N�L�P���Q�D�S�D�G�L�P�D���X���-�D�S�D�Q�X��

(1994.), Siriji (2013. �± 2017.), Maleziji (2017.)39 i Velikoj Britaniji (2018.)47.  

Zbog izrazite t�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L���L��zbog potrebne kontrole �U�D�]�Y�R�M�D���å�L�Y�þ�D�Q�L�K���E�R�M�Q�L�K���R�W�U�R�Y�D���N�D�R��

�N�H�P�L�M�V�N�R�J�� �R�U�X�å�M�D���� ������������ �]�D�E�U�D�Q�M�H�Q�D�� �M�H�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�D���� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�H�� �]�D�O�L�K�D�� �L�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�� �N�H�P�L�M�V�N�R�J��

�R�U�X�å�M�D���P�H�ÿ�X�Q�D�U�R�G�Q�R�P���N�R�Q�Y�H�Q�F�L�M�R�P���N�R�M�X���M�H���S�R�W�S�L�V�D�O�R����9�����G�U�å�D�Y�D48. Uz to su do 2018. �X�Q�L�ã�W�H�Q�H��

�S�R�V�W�R�M�H�ü�H deklarirane �]�D�O�L�K�H���� �D�� �V�Y�D�N�X�� �X�S�R�W�U�H�E�X�� �X�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�þ�N�H�� �V�Y�U�K�H��nadzire Organizacija za 

�]�D�E�U�D�Q�X�� �N�H�P�L�M�V�N�R�J�� �R�U�X�å�M�D�� ��engl. Organisation for the Prohibition of Chemical Weapons, 

�2�3�&�:������ �,�S�D�N���� �M�R�ã�� �X�Y�L�M�H�N�� �M�H�� �S�U�L�V�X�W�Q�D�� �R�S�D�V�Q�R�V�W�� �R�G�� �V�O�X�þ�D�M�Q�R�J�� �L�O�L�� �Q�D�P�M�H�U�Q�R�J�� �R�W�U�R�Y�D�Q�M�D�� �O�M�X�G�L�� �W�H��

�]�O�R�X�S�R�W�U�H�E�H�� �2�3�� �V�S�R�M�H�Y�D�� �X�� �W�H�U�R�U�L�V�W�L�þ�N�H�� �V�Y�U�K�H5�±7,49���� �]�E�R�J�� �þ�H�J�D�� �M�H�� �S�R�W�U�H�E�Q�R�� �G�H�W�D�O�M�Q�R�� �L�V�W�U�D�å�L�W�L��

�P�H�K�D�Q�L�]�P�H�� �Q�M�L�K�R�Y�D�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D�� �Q�D�� �O�M�X�G�V�N�L�� �R�U�J�D�Q�L�]�D�P�� �W�H�� �S�U�R�Q�D�ü�L�� �D�G�H�N�Y�D�W�Q�X�� �W�H�U�D�S�L�M�X�� �Q�D�N�R�Q��

�R�W�U�R�Y�D�Q�M�D���N�D�N�R���E�L���å�U�W�Y�H���E�L�O�H���P�L�Q�L�P�D�O�Q�H���� 

 

2.1.2. �0�H�K�D�Q�L�]�D�P���W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L���R�U�J�D�Q�R�I�R�V�I�D�W�D 

Ulaskom u organizam, OP-i stvaraju ireverzibilne komplekse s proteinima �Y�D�å�Q�L�P�D za 

normalno funkcioniranje organizma poput serinskih hidrolaza: acetilkolinesteraze (AChE, EC 

3.1.1.7), butirilkolinesteraze (BChE, EC 3.1.1.8), karboksilesteraze (CarbE; EC 3.1.1.1) te 

esteraze povezane s neuropatskim djelovanjem OP spojeva (NTE, engl. neuropathy-target 

esterase, EC 3.1.1.5)50���� �7�D�N�R�ÿ�H�U�� �P�R�J�X�� �D�O�N�L�O�L�U�D�W�L�� �P�R�O�H�N�X�O�H�� �'�1�$�� �W�H�� �Q�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �X�W�M�H�F�D�W�L�� �Q�D��

�S�R�U�H�P�H�ü�D�M���S�U�R�F�H�V�D���U�H�S�O�L�N�D�F�L�M�H51.  

�3�U�L�P�D�U�Q�L�� �L�� �S�D�W�R�I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�� �Q�D�M�]�Q�D�þ�D�M�Q�L�M�L�� �P�H�K�D�Q�L�]�D�P�� �W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L�� �2�3�� �V�S�R�M�H�Y�D�� �M�H��

ireverzibilna inhibicija aktivnosti AChE52. AChE je enzim od esen�F�L�M�D�O�Q�H���Y�D�å�Q�R�V�W�L���]�D���Q�R�U�P�D�O�Q�R��

�I�X�Q�N�F�L�R�Q�L�U�D�Q�M�H���R�U�J�D�Q�L�]�P�D�����W�M�����S�U�L�M�H�Q�R�V���å�L�Y�þ�D�Q�L�K���L�P�S�X�O�V�D�����D���X���R�U�J�D�Q�L�]�P�X���V�H���Q�D�O�D�]�L���X���V�L�Q�D�S�V�D�P�D��

�å�L�Y�þ�D�Q�L�K�� �L�� �P�L�ã�L�ü�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �L�� �Q�D�� �H�U�L�W�U�R�F�L�W�L�P�D53���� �3�U�L�P�D�U�Q�D�� �]�D�G�D�ü�D�� �$�&�K�(�� �M�H�� �K�L�G�U�R�O�L�]�D�� �å�L�Y�þ�D�Q�R�J��

�S�U�L�M�H�Q�R�V�Q�L�N�D�� �D�F�H�W�L�O�N�R�O�L�Q�D�� ���$�&�K������ �Q�M�H�Q�R�J�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�R�J�� �V�X�S�V�W�U�D�W�D���� �N�R�M�L�� �V�X�G�M�H�O�X�M�H�� �X�� �S�U�L�M�H�Q�R�V�X��

�å�L�Y�þ�D�Q�R�J���L�P�S�X�O�V�D���X���N�R�O�L�Q�H�U�J�L�þ�N�R�P���V�X�V�W�D�Y�X�����=�D���Y�U�L�M�H�P�H���S�U�L�M�H�Q�R�V�D���V�L�J�Q�D�O�D�����$�&�K���V�H���R�V�O�R�E�D�ÿ�D���L�]��

�Y�H�]�L�N�X�O�D�� �X�� �S�U�H�G�V�L�Q�D�S�W�L�þ�N�R�M�� �V�W�D�Q�L�F�L�� �X�� �V�L�Q�D�S�W�L�þ�N�X�� �S�X�N�R�W�L�Q�X�� �J�G�M�H�� �V�H�� �Y�H�å�H�� �Q�D�� �Q�L�N�R�W�L�Q�V�N�H�� �L��

�P�X�V�N�D�U�L�Q�V�N�H���D�F�H�W�L�O�N�R�O�L�Q�H�V�N�H���U�H�F�H�S�W�R�U�H���Y�H�]�D�Q�H���Q�D���S�R�V�W�V�L�Q�D�S�W�L�þ�N�X���å�L�Y�þ�D�Q�X���L�O�L���P�L�ã�L�ü�Q�X���V�W�D�Q�L�F�X54 

(slika 2.3). Vezanjem ACh na navedene receptore �R�P�R�J�X�ü�X�M�H se daljnji prijenos signala te je 

�Q�D�N�R�Q���S�U�L�M�H�Q�R�V�D���V�L�J�Q�D�O�D�����S�R�W�U�H�E�Q�D���E�U�]�D���U�D�]�J�U�D�G�Q�M�D���$�&�K���]�D���N�R�M�X���M�H���]�D�G�X�å�H�Q�D���$�&�K�(53. 

OP-i �X�W�M�H�þ�X�� �Q�D�� �N�R�O�L�Q�H�U�J�L�þ�N�L�� �V�X�V�W�D�Y�� �W�D�N�R�� �ã�W�R�� �I�R�V�I�L�O�D�F�L�M�R�P�� �D�N�W�L�Y�Q�R�J�� �V�H�U�L�Q�D�� �N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�H 

trijade u aktivnom mjestu AChE �L�U�H�Y�H�U�]�L�E�L�O�Q�R���L�Q�K�L�E�L�U�D�M�X���Q�M�H�]�L�Q�X���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�����%�X�G�X�ü�L���G�D���V�H���$�&�K�(��

�Q�D�O�D�]�L���X���V�L�Q�D�S�W�L�þ�N�L�P���S�X�N�R�W�L�Q�D�P�D�����Q�M�H�Q�R�P���L�Q�K�L�E�L�F�L�M�R�P���R�Q�H�P�R�J�X�ü�X�M�H���V�H���W�H�U�P�L�Q�D�F�L�M�D���V�L�J�Qala27,40. 
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Ireverzibilnom inhibicijom AChE akumulira se ACh u sinapsama koji prekomjerno stimulira 

nikotinske i muskarinske receptore (slika 2.3���� �ã�W�R�� �S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Q�R�� �G�R�Y�R�G�L�� �G�R�� �G�H�V�H�Q�]�L�E�L�O�L�]�D�F�L�M�H��

receptora i niza simptoma poput, nekontroliranih kontr�D�N�F�L�M�D�� �V�N�H�O�H�W�Q�L�K�� �P�L�ã�L�ü�D���� �R�G�Q�R�V�Q�R��

�W�U�H�P�R�U�D�����8�]���W�R�����]�E�R�J���Q�D�V�W�D�O�H���W�]�Y�����N�R�O�L�Q�H�U�J�L�þk�H���N�U�L�]�H���G�R�O�D�]�L���S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Q�R���G�R���S�R�U�H�P�H�ü�D�M�D���L���R�V�W�D�O�L�K��

neurotransmiterskih sustava koji dovode do zatajenja respiracijskog sustava te smrti55�±57. U 

�V�O�X�þ�D�M�X���S�U�H�å�L�Y�O�M�H�Q�M�D�����S�R�U�H�P�H�ü�D�M�L���Q�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M���U�D�]�L�Q�L���P�R�J�X���G�R�Y�H�V�W�L���G�R���G�X�J�R�U�R�þ�Q�L�K���S�R�V�O�M�H�G�L�F�D���]�D��

�R�U�J�D�Q�L�]�D�P�����S�R�S�X�W���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���P�L�R- i neuropatija58,59. 

  

 
Slika 2.3. �3�U�L�M�H�Q�R�V���V�L�J�Q�D�O�D���X���N�R�O�L�Q�H�U�J�L�þ�N�R�P���V�X�V�W�D�Y�X�����Q�R�U�P�D�O�D�Q���S�U�L�M�H�Q�R�V���V�L�J�Q�D�O�D���L���S�R�U�H�P�H�ü�H�Q���S�U�L�M�H�Q�R�V���V�L�J�Q�D�O�D���X�V�O�L�M�H�G��
inhibicije AChE OP-spojem te prekomjerna stimulacija acetilkolinskih receptora.  
 
Mehanizam vezanja OP spojeva u aktivno mjesto AChE analogan je mehanizmu vezanja 

�I�L�]�L�R�O�R�ã�N�R�J�� �V�X�S�V�W�U�D�W�D�� �$�&�K�����V�D�P�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �2�3-�L�� �V�S�R�U�R�� �K�L�G�U�R�O�L�]�L�U�D�M�X�ü�L�� �V�X�S�V�W�U�D�W�L�� �W�M����spontana 

defosfilacija je neusporedivo sporiji proces od hidrolize supstrata i zbog toga OP-e ostaje vezan, 

a aktivnost AChE inhibirana. Stoga je potrebno ukloniti OP iz aktivnog mjesta i povratiti 

aktivnost inhibirane AChE djelovanjem nekog drugog spoja odnosno tzv. reaktivatora27. 

 

2.1.3. Terapija otrovanja organofosfatima 

�7�H�U�D�S�L�M�D�� �R�W�U�R�Y�D�Q�M�D�� �R�U�J�D�Q�R�I�R�V�I�D�W�L�P�D�� �V�H�� �E�D�]�L�U�D�� �Q�D�� �X�P�D�Q�M�H�Q�M�X�� �X�þ�L�Q�D�N�D�� �S�R�Y�L�ã�H�Q�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H��

�å�L�Y�þ�D�Q�R�J�� �S�U�L�M�H�Q�R�V�Q�Lka ACh u sinapsama60,61���� �$�&�K�� �Q�H�� �P�R�å�H�� �S�D�V�L�Y�Q�R�� �G�L�I�X�Q�G�L�U�D�W�L�� �L�O�L�� �Q�H�V�W�D�W�L�� �L�]��

sinapsa, nego ga �M�H���S�R�W�U�H�E�Q�R���X�N�O�R�Q�L�W�L�����$�&�K�(���M�H���Q�D�M�E�U�å�L���H�Q�]�L�P���N�R�M�L��ga hidrolizira iz sinapsa (400 
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000 molekula po minuti)54,62�����V�W�R�J�D���M�H���R�G���S�U�H�V�X�G�Q�H���Y�D�å�Q�R�V�W�L���S�R�Y�U�D�W�L�W�L���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���$�&�K�(���N�D�N�R���E�L��

se snizila po�Y�L�ã�H�Q�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �$�&�K te smanjila prekomjerna stimulacija acetilkolinskih 

receptora.  

U terapiji otrovanja OP-ima u praksi se danas koriste antikolinergik atropin, koji 

umanjuje senzibilizaciju muskarinskih simptoma vezanjem za muskarinske receptore, te 

�D�Q�W�L�N�R�Q�Y�X�O�]�L�Y�L���E�H�Q�]�R�G�L�D�]�H�S�L�Q�L�����D�J�R�Q�L�V�W�L���Q�H�N�R�O�L�Q�H�U�J�L�þk�L�K���U�H�F�H�S�W�R�U�D�����N�D�N�R���E�L���V�H���V�S�U�L�M�H�þ�L�O�L���G�D�O�M�Q�M�L��

napadaji43.  

Atropin (slika 2.4) je alkaloid, prvi put dobiven iz ekstrakata biljke Atropa belladonna 

koji se kroz povijest primjenjivao u narodnoj �P�H�G�L�F�L�Q�L�� �N�D�R�� �D�Q�D�O�J�H�W�L�N���� �X�� �O�L�M�H�þ�H�Q�M�X�� �P�H�Q�W�D�O�Q�L�K��

�R�E�R�O�M�H�Q�M�D���� �Y�U�X�ü�L�F�H���� �H�S�L�O�H�S�V�L�M�H���� �N�R�å�Q�L�K�� �E�R�O�H�V�W�L���� �G�R�N�� �V�X�� �J�D�� �X�� �S�U�L�Y�D�W�Q�R�P�� �å�L�Y�R�W�X�� �å�H�Q�H�� �N�R�U�L�V�W�L�O�H�� �X��

�N�R�]�P�H�W�L�þ�N�H�� �V�Y�U�K�H�� �]�D�� �ã�L�U�H�Q�M�H�� �]�M�H�Q�L�F�D63���� �7�H�N�� �M�H�� ������������ �J�R�G�L�Q�H�� �]�D�S�R�þ�H�O�R�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H�� �Q�M�H�J�R�Y�R�J��

�I�L�]�L�R�O�R�ã�N�R�J�� �X�W�M�H�F�D�M�D���� �D�� �V�N�R�U�R�� �V�W�R�W�L�Q�X�� �J�R�G�L�Q�D�� �N�D�V�Q�L�M�H�� �S�U�Y�L�� �S�X�W�� �M�H�� �V�L�Q�W�H�W�L�]�L�U�D�Q�� �ã�W�R�� �M�H�� �R�P�R�J�X�ü�L�O�R��

njegovu upotrebu u klinici64�����,�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D���I�L�]�L�R�O�R�ã�N�R�J���X�W�M�H�F�D�M�D���D�W�U�R�S�L�Q�D���X�N�D�]�D�O�D���V�X���Q�D���Q�X�V�S�R�M�D�Y�H��

�S�R�S�X�W�� �V�X�K�L�K�� �X�V�W�D���� �ã�L�U�R�N�L�K�� �]�M�H�Q�L�F�D���� �N�R�Q�V�W�L�S�D�F�L�M�H���� �X�E�U�]�D�Q�R�J�� �U�D�G�D�� �V�U�F�D���� �]�E�R�J�� �þ�H�J�D�� �V�H�� �D�W�U�R�S�L�Q�� �Q�H��

upotrebljava kod pacijenata s glaukomom ili kod trudnica63,65. Atropi�Q�� �V�H�� �G�D�Q�D�V�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H��

�S�U�L�P�M�H�Q�M�X�M�H�� �X�� �P�H�G�L�F�L�Q�V�N�H�� �V�Y�U�K�H�� �S�U�L�� �R�S�H�U�D�F�L�M�D�P�D�� �M�H�U�� �V�P�D�Q�M�X�M�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �å�O�L�M�H�]�G�D�� ���P�D�Q�M�D��

�V�D�O�L�Y�D�F�L�M�D�������]�D�W�L�P���N�D�R���P�L�ã�L�ü�Q�L���U�H�O�D�N�V�D�W�R�U�����N�D�R���R�I�W�D�O�P�L�N���X���R�I�W�D�P�R�O�R�J�L�M�L���W�H���N�D�R���W�H�U�D�S�H�X�W�L�N���S�U�L�O�L�N�R�P��

otrovanja organofosfornim spojevima63,66. 

Klordiazepoksid, komercijalnog naziv Librium, prvi je benzodiazepin predstavljen 

javnosti 1955. god�L�Q�H���L���R�G�R�E�U�H�Q���]�D���N�O�L�Q�L�þ�N�X���X�S�R�W�U�H�E�X����slika 2.4�������.�R�U�L�V�W�L�R���V�H���S�U�L�O�L�N�R�P���O�L�M�H�þ�H�Q�M�D��

od alkohola, anksioznosti i kao sedativ67. Benzodiazepini su u kratkom vremenu postali izrazito 

popularni zbog niske �W�R�N�V�L�þ�Q�L��te su �X�]�U�R�N�R�Y�D�O�L���P�D�Q�M�X���R�Y�L�V�Q�R�V�W���L�O�L���Q�H�å�H�O�M�H�Q�H���X�þ�L�Q�N�H���R�G���G�U�X�J�L�K��

lijekova68. Godine 1963.sintetiziran je diazepam, komercijalnog naziva Valium (slika 2.4), koji 

�M�H���L�P�D�R���ã�L�U�L���V�S�H�N�W�D�U���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D�����D���X�]���N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�H���N�O�R�U�Giazepoksida koristio se za sediranje prije 

�R�S�H�U�D�F�L�M�H���L�O�L���S�U�L���L�Q�W�H�Q�]�L�Y�Q�R�M���Q�M�H�]�L���S�D�F�L�M�H�Q�D�W�D���Q�D���U�H�V�S�L�U�D�W�R�U�L�P�D�����S�U�L�O�L�N�R�P���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���Q�D�S�D�G�D�M�D�����Q�S�U����

�H�S�L�O�H�S�V�L�M�D�����W�H���S�U�L���J�U�þ�H�Q�M�X���V�N�H�O�H�W�Q�L�K���P�L�ã�L�ü�D69. 1980-�L�K���S�R�N�D�]�D�O�R���V�H���G�D���N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H���E�H�Q�]�R�G�L�D�]�H�S�L�Q�D��

�P�R�å�H�� �X�]�U�R�N�R�Y�D�W�L�� �R�Y�L�V�Q�R�V�W�� �W�H�� �G�D�� �V�W�D�U�L�M�L�� �S�D�F�L�M�H�Q�W�L�� �L�P�D�M�X�� �V�O�D�E�L�M�L�� �W�H�U�D�S�L�M�V�N�L�� �R�G�J�R�Y�R�U�� �X�]�� �S�R�M�D�þ�D�Q�H��

�Q�X�V�S�R�M�D�Y�H���� �ã�W�R�� �M�H�� �G�R�Y�H�O�R�� �G�R�� �Q�R�Y�H�� �U�H�J�X�O�D�W�L�Y�H��za njihovu upotrebu. Petnaest godina nakon 

otkrivanja potencijala benzodiazepina, znanstvenici su utvrdili njihov inhibicijski �X�þ�L�Q�D�N�� �Q�D��

gama-�D�P�L�Q�R�E�X�W�L�U�L�þk�H�����*�$�%�$�����U�H�F�H�S�W�R�U�H���X���V�U�H�G�L�ã�Q�M�H�P���å�L�Y�þ�D�Q�R�P���V�X�V�W�D�Y�X���W�H���M�H���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�H�Q���þ�L�W�D�Y��

niz novosintetiziranih benzodiazepina (lorazepam, klonazepam, alprazolam midazolam, 

triazo�O�D�P���L�W�G�������V���G�R�G�D�W�Q�L�P���N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�D�P�D���S�R�S�X�W���O�L�M�H�þ�H�Q�M�D��nesanice i napadaja panike69,70.  
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�,�D�N�R�� �D�W�U�R�S�L�Q�� �L�� �E�H�]�R�G�L�D�]�H�S�L�Q�L�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�M�X�� �S�U�H�å�L�Y�O�M�H�Q�M�H�� �L�� �X�P�D�Q�M�X�M�X�� �S�R�V�O�M�H�G�L�F�H�� �X�� �W�H�U�D�S�L�M�L��

otrovanja OP spojevima, imaju znatne nedostatke. Naime, atropin djeluje samo u prvoj 

�N�R�O�L�Q�H�U�J�L�þk�R�M�� �I�D�]�L�� �W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L���� �G�R�N�� �E�H�Q�]�R�G�L�D�]�H�S�L�Q�L�� �]�E�R�J�� �V�Y�R�M�H�� �I�D�U�P�D�Nokinetike nemaju dugo 

djelovanje pa se napadaji mogu ponovno pojaviti71. Osim toga, nijedan od tih lijekova ne djeluju 

na izvor problema, fosfiliranu AChE, odnosno ne reaktivira njezinu aktivnost. Povratak 

akt�L�Y�Q�R�V�W�L���$�&�K�(�����R�G�Q�R�V�Q�R���U�H�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�D���I�R�V�I�L�O�L�U�D�Q�H���$�&�K�(�����P�R�J�X�ü���M�H���Q�X�N�O�H�R�I�L�O�Q�L�P���V�S�R�M�H�Y�L�P�D��kao 

�ã�W�R���V�X���R�N�V�L�P�V�N�L���V�S�R�M�H�Y�L (slika 2.4)72,73. Oksimatni anion nukleofilnim napadom na aktivni serin 

u aktivnom mjestu AChE, reaktivira ga �X�N�O�D�Q�M�D�M�X�ü�L��fosfiliranu grupu iz aktivnog mjesta enzima, 

�þ�L�P�H�� �V�H�� �Y�U�D�ü�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �H�Q�]�L�P�D���� �'�R�V�D�G�D�ã�Q�M�L�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D�� �S�R�N�D�]�D�O�R�� �V�H�� �G�D�� �M�H�� �]�D�� �V�D�G��

�Q�D�M�X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�L�M�D���W�H�U�D�S�L�M�D���R�W�U�R�Y�D�Q�M�D���R�U�J�D�Q�R�I�R�V�I�R�U�Q�L�P���V�S�R�M�H�Y�L�P�D���S�U�L�P�M�H�Q�D���N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�H���D�W�U�R�S�L�Q�D����

benzodiazepina i oksima74, jer se djeluje i na receptore i na uklanjanje ACh iz sinapse.  

 

 
Slika 2.4. Kemijska struktura antimuskarinika atropina, benzodi�D�]�H�S�L�Q�D���N�O�R�U�G�L�D�]�H�S�R�N�V�L�G�D���L���G�L�D�]�H�S�D�P�D���L���R�S�ü�H�Q�L�W�D��
struktura oksimskih spojeva (R i R1 �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���N�H�P�L�M�V�N�H���V�N�X�S�L�Q�H���� 
 

2.2. Oksimi 

2.2.1. Oksimi u medicinskoj praksi 

Prvi reaktivator bio je pralidoksim (2-PAM)75, piridinijev oksim analogan po strukturi ACh 

(slika 2.5). Sintetiziran je 1955. od kad koristi u medicinske svrhe kao protuotrov za otrovanja 

OP spojevima. Nedugo zatim, sintetizirani su prvi bispiridnijevi bisoksimi trimedoksim (TMB-

������ �L�� �P�H�W�R�N�V�L�P�� ���0�0�%�������� �N�R�M�L�� �V�X�� �V�H�� �U�D�]�O�L�N�R�Y�D�O�L�� �X�� �G�X�O�M�L�Q�L�� �S�R�Y�H�]�Q�L�F�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �G�Y�D�� �S�L�U�L�G�L�Q�M�H�Y�D��

prstena (slika 2.5)76�����%�X�G�X�ü�L���G�D���V�X���V�H���R�Y�L���R�N�V�L�P�L���S�R�N�D�]�D�O�L���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�L�P�D���X���U�H�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�L���I�R�V�I�L�O�L�U�D�Qe 

AChE inhibirane sarinom i VX-�R�P���� �Q�D�� �R�V�Q�R�Y�X�� �Q�M�L�K�R�Y�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �M�H�� �V�� �F�L�O�M�H�P�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�L�M�H�� �L��

univerzalnije reaktivacije fosfilirane AChE sintetiziran cijeli niz novih bispiridinijevih oksima 

�X���O�D�E�R�U�D�W�R�U�L�M�X���,�O�V�H���+�D�J�H�G�R�U�Q�����R�E�L�G�R�N�V�L�P�����/�•�+-6), asoksim (HI-6), HS-�����L���+�/�|-7 (slika 2.5)77,78. 

HI-�����L���/�•�+-6�����R�G���V�S�R�P�H�Q�X�W�L�K���E�L�V�S�L�U�L�G�L�Q�L�M�H�Y�L�K���R�N�V�L�P�D���L�P�D�O�L���V�X���]�D�G�R�Y�R�O�M�D�Y�D�M�X�üu reaktivacijsku 
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�X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�� �I�R�V�I�L�O�L�U�D�Q�H�� �$�&�K�(�� �X�]�� �]�D�Q�H�P�D�U�L�Y�X�� �W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�� �W�H�� �V�X�� �R�G�R�E�U�H�Q�L�� �L�� �X�Y�H�G�H�Q�L�� �N�D�R�� �Q�R�Y�L��

protuotrovi za terapiju otrovanja 2000-ih79.  

 
Slika 2.5. Kemijska struktura prvih piridinijevih oksima.  
 
U praksi se danas koristi samo nekoliko oksima, svi piridinijeve strukture, ovisno o dostupnosti 

u pojedinoj zemlji: 2-PAM (SAD i Francuska), HI-���� ���.�D�Q�D�G�D���� �+�U�Y�D�W�V�N�D���� �â�Y�H�G�V�N�D���� �L�� �/�•�+-6 

���1�M�H�P�D�þ�N�D���� �ý�H�ã�N�D��80���� �2�N�V�L�P�V�N�D�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�� �X�� �U�H�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�L�� �I�R�V�I�L�O�L�U�D�Q�H�� �$�&�K�(�� �R�Y�L�V�L�� �N�D�N�R�� �R��

strukturi samog oksima tako i o strukturi i fizikalno-kemijskim svojstvima vezane fosfilne 

skupine OP-a na aktivni serin. Tako je npr. 2-PAM relativno �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W���X���U�H�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�L���I�R�V�I�L�O�L�U�D�Q�H 

AChE sarinom i VX-�R�P���� �D�O�L�� �O�R�ã�L�M�L�� �R�G�� �R�V�W�D�O�L�K�� �R�N�V�L�P�D�� �N�R�M�L�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�H�� �X�� �S�U�D�N�V�L79. �/�•�+-6 je 

�X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W���X���U�H�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�L���$�&�K�(���L�Q�K�L�E�L�U�D�Q�H���2�3���S�H�V�W�L�F�L�G�L�P�D81 te tabunom, sarinom i VX-om79. HI-

6 je djelotvoran u reaktivaciji AChE inhibirane ciklosarinom, sarinom, VX-�R�P�� �L�� �G�M�H�O�R�P�L�þ�Q�R��

somanom79,82�����2�Y�R���S�R�N�D�]�X�M�H���G�D���Q�L�W�L���M�H�G�D�Q���R�G���R�Y�L�K���R�N�V�L�P�D���Q�L�M�H���X�Q�L�Y�H�U�]�D�O�Q�R���X�þ�L�Qkovit reaktivator 

�]�D���V�Y�H���2�3�����7�D�N�R�ÿ�H�U�����N�R�O�L�Q�H�U�J�L�þ�N�L���V�L�P�S�W�R�P�L���V�U�H�G�L�ã�Q�M�H�J���å�L�Y�þ�D�Q�R�J���V�X�V�W�D�Y�D���V�X���L���G�D�O�M�H���S�U�L�V�X�W�Q�L28. Uz 

to, zbog prisutnosti pozitivnog naboja u strukturi, oksimi ovog tipa se brzo metaboliziraju i 

biotransformiraju enzimskim sustavom CYP450 �W�H�� �]�D�W�L�P�� �H�O�L�P�L�Q�L�U�D�M�X�� �S�X�W�H�P�� �P�R�N�U�D�ü�H83�±85. K 

tome, piridinijevi oksimi ne prolaze krvno-�P�R�å�G�D�Q�X�� �E�D�U�L�M�H�U�X86,87 �W�H�� �Q�H�� �G�M�H�O�X�M�X�� �Q�D�� �V�L�Q�D�S�W�L�þ�N�X��
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AChE u mozgu. S obzirom da nisu aktivni �X���V�U�H�G�L�ã�Q�M�H�P���å�L�Y�þ�D�Q�R�P���V�X�V�W�D�Y�X���S�U�L�V�W�X�S�L�O�R��se sintezi 

modificiranih piridinijevih oksima i oksima nepiridinijeve strukture25,88,89.  

 

2.2.2. Modificirani piridinijevi i novosintetizirani nepiridinijevi oksimi 

U proteklih 40-ak godina sintetizirane su modificirane strukture HI-���� �L�� �+�O�|-7, s raz�O�L�þ�L�W�L�P��

�S�R�Y�H�]�Q�L�F�D�P�D�� �L�]�P�H�ÿ�X dva piridinijeva prstena (alkan, alken, ksilen, fenilen, itd.) i 

supstituentima na prstenu90. Piridinijev oksim K033, s butanskom poveznicom, pokazao se 

jednako djelotvornim u reaktivaciji kao HI-6, dok su ostali piridinijevi oksimi, K048 i K074 (s 

butanskom poveznicom), K203 i K075 (but-2-enskom poveznicom) i K127 (s oksapentenskom 

poveznicom) (slika 2.6.A���� �E�L�O�L�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�L�M�L�� �R�G�� �/�•�+-6 u reaktivaciji tabunom-inhibirane 

AChE91�±94.  

�6�� �F�L�O�M�H�P�� �S�R�E�R�O�M�ã�D�Q�M�D�� �D�I�L�Q�L�W�H�W�D�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �]�D�� �$�&�K�(���� �R�N�V�L�P�L��se dizajniraju �U�D�þ�X�Q�D�O�Qim 

metodama molekulskog modeliranja prema karakteristikama aktivnog mjesta AChE i 

konformacijskim promjenama u aktivnom mjestu AChE koje nastaju vezanjem OP-a21,88,95. 

�8�W�Y�U�ÿ�H�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �V�H�� �G�R�G�D�W�N�R�P�� �E�H�Q�]�K�L�G�U�L�O-piperidinskog perifernog liganda s etilenglikolskom 

poveznicom u strukturu piridinijevog oksima (1a, slika 2.6.B�����S�R�Y�H�ü�D�R���D�I�L�Q�L�W�H�W���W�H���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W��

spoja u reaktivaciji fosfilirane AChE95. Nadalje, oksimi s fenilhidroizokinolinskim motivom 

kao perifernim ligandom povezani na piridinijev prsten poveznicom unutar koje je triazolni 

prsten (oksim 1b, slika 2.6.B), rezultirali su visokim afinitetom AChE za takve spojeve, iako 

sa zanemarivom brzinom reaktivacije ciklosarinom-, sarinom- i VX-om inhibirane AChE 

usporedbi s 2-PAM-om i HI-688���� �.�� �W�R�P�H���� �G�H�W�D�O�M�Q�L�M�L�P�� �S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�H�P��dostupnih kristalnih 

struktura AChE, pokazalo se da je pored tzv. kolinskog i perifernog �Y�H�]�Q�R�J���P�M�H�V�W�D���P�R�J�X�ü�H���M�R�ã��

jedno mjesto vezanja oksima21 te su sintetizirani N-supstituirani 2-hidroksiiminoacetamidi 

(oksim 2, slika 2.6.B), �þ�L�M�L�� �O�L�J�D�Q�G�L�� �R�V�W�Y�D�U�X�M�X�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H�� �L�� �V�� �G�R�G�D�W�Q�R�P�� �G�R�P�H�Q�R�P�� �D�N�W�L�Y�Q�R�J��

mjesta21. S obzirom da su ovi spojevi neutralni, imaju potencijal biti centralno aktivni 

reaktivatori. 



�†����. Literaturni pregled  13 

Antonio Zandona Doktorska disertacija 

 
Slika 2.6. Kemijska struktura A) modificiranih piridinijevih struktura i B) oksima �G�L�]�D�M�Q�L�U�D�Q�L�K�� �U�D�þ�X�Q�D�O�Q�R�P��
metodom molekulskog modeliranja prema aktivnom mjestu AChE (1a �± oksim s benzhidril-piperidinskim, 1b- 
fenilhidroizokinolinskim perifernim ligandom i 2 - N-supstituirani 2-hidroksiiminoacetamid).  

 
�5�D�]�Y�R�M�� �R�N�V�L�P�D�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �M�H��usmjeren i na piridinijeve i nepiridinijeve oksime (slika 2.7) 

�S�R�E�R�O�M�ã�D�Q�L�K�� �V�Y�R�M�V�W�D�Y�D�� �U�D�G�L�� �Q�M�L�K�R�Y�R�J�� �S�U�R�O�D�V�N�D�� �N�U�R�]�� �N�U�Y�Q�R-�P�R�å�G�D�Q�X�� �E�D�U�L�M�H�U�X�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H��

�R�P�R�J�X�ü�L�O�D���U�H�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�D���L�Q�K�L�E�L�U�D�Q�H���$�&�K�(���X���V�U�H�G�L�ã�Q�M�H�P���å�L�Y�þ�D�Q�R�P���V�X�V�W�D�Y�X24,25,89. Takva svojstva 

�R�N�V�L�P�D���S�R�N�X�ã�D�Y�D�M�X���V�H���R�V�L�J�X�U�D�W�L���Q�D���Q�H�N�R�O�L�N�R���Q�D�þ�L�Q�D�����V�W�U�X�N�W�X�U�D�P�D���N�R�M�L���Q�H�P�D�M�X���N�Y�D�W�H�U�Q�L���G�X�ã�L�N�R�Y��

atom unutar piridinskog prstena23, glikozilacijom oksima96, zamjenom piridinijeva prstena 

imidazolijevim ili kinuklidinijevim25,89���� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�P�� �O�L�S�R�I�L�O�Q�R�V�W�L�� �P�R�O�H�N�X�O�D�� �U�H�D�N�W�L�Y�D�W�R�U�D��

�U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �V�X�S�V�W�L�W�X�H�Q�W�L�P�D24,97 i zwitterionskim strukturama koje istovremeno mogu imati oba 

ionska stanja u istoj molekuli98. Na primjer, glikozilirani oksimi (oksim 13c, slika 2.7) lak�ã�H��

prolaze kroz krvno-�P�R�å�G�D�Q�X���E�D�U�L�M�H�U�X���R�G���G�U�X�J�L�K���R�N�V�L�P�D���E�H�]���X�]�U�R�N�R�Y�D�Q�M�D���S�U�R�P�M�H�Q�H���P�R�U�I�R�O�R�J�L�M�H��

�å�L�Y�þ�D�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D�����Q�R���V���Q�L�V�N�R�P���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�ã�ü�X���U�H�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H���L�Q�K�L�E�L�U�D�Q�H���$�&�K�(96. Nadalje, promjena 

strukture prstena oksima, tj. zamjena piridinijskog prstena kinuklidinijevim ili 
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(benz)imidazolijevim (oksimi Q9 i XI, slika 2.7������ �V�P�D�Q�M�L�O�D�� �M�H�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�� �U�H�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H��

fosfilirane AChE u odnosu na HI-���� �L�� �/�•�+-6, ali je doprinijela interakciji s acetilkolinskim 

�U�H�F�H�S�W�R�U�L�P�D�����Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�L�P���H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P���I�D�N�W�R�U�L�P�D���U�D�V�W�D�����9�*�)�5�������E�R�O�M�R�M���R�U�D�O�Q�R�M���E�L�R�U�D�V�S�R�O�R�å�L�Y�R�V�W�L����

inhibiciji sinteze kolesterola i antibakterijskom djelovanju prema nizu �ã�W�H�W�Q�L�K�� �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�K��

kultura25,89,99,100. �7�D�N�R�ÿ�H�U���� �G�R�G�D�W�N�R�P�� �D�W�R�P�D�� �N�O�R�U�D�� �Q�D�� �S�L�U�L�G�L�Q�L�M�H�Y�� �S�U�V�W�H�Q�� �S�R�E�R�O�M�ã�D�O�D�� �V�H��

�X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W���U�H�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H���F�L�N�O�R�V�D�U�L�Q�R�P�����V�D�U�L�Q�R�P�����9�;-om i tabunom inhibirane AChE u odnosu 

na njihove piridinijeve analoge i HI-623. Dodatak klora �X�� �V�W�U�X�N�W�X�U�X�� �M�H�� �R�þ�H�N�L�Y�D�Q�R�� �V�Q�L�]�L�R�� �SKa 

�R�N�V�L�P�V�N�H�� �V�N�X�S�L�Q�H�� �S�U�L�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�R�P�� �S�+���� �Q�R�� �W�R�� �L�S�D�N�� �Q�L�M�H�� �G�R�S�U�L�Q�L�M�H�O�R�� �E�R�O�M�H�P�� �S�U�R�O�D�V�N�X�� �N�U�Y�Q�R-

�P�R�å�G�D�Q�H�� �E�D�U�L�M�H�U�H24. Sintezom neutralnih spojeva ili zwitterionske strukture (oksimi JR595 i 

RS194B, slika 2.7���� �S�U�L�P�L�M�H�ü�H�Q�� �M�H�� �H�I�L�N�D�V�Q�L�M�L prolazak kroz krvno-�P�R�å�G�D�Q�X�� �E�D�U�L�M�H�U�X��te 

reaktivacija fosfilirane AChE23���� �ã�W�R�� �M�H�� �U�H�]�X�O�W�L�U�D�O�R�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�M�H�P�� �M�H�G�Q�R�J�� �W�D�N�Y�R�J�� �V�S�R�M�D�� �X�� �I�D�]�X��

�N�O�L�Q�L�þ�N�L�K���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D����RS194B, slika 2.7)101�±103. 

 

 
Slika 2.7. Kemijska struktura reaktivatora fosfilirane AChE iz skupine piridinijevih (13c - glikozilirani, K868 - 
piridinijev s klorom i 4b �± piridinijev s fluorom) te ne-piridinijeve (Q9 - kinuklidinijev i XI - imidazolijev) i 
neutralnih (JR595 - bez naboja i RS194B - zwitterionski) oksima. 
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�,�D�N�R�� �V�H�� �G�R�� �G�D�Q�D�V�� �V�L�Q�W�H�W�L�]�L�U�D�O�R�� �Y�L�ã�H�� �V�W�R�W�L�Q�D�� �Q�R�Y�L�K�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�L�K�� �R�N�V�L�P�D�� �V�� �Q�R�Y�L�P�� �S�R�å�H�O�M�Q�L�P��

karak�W�H�U�L�V�W�L�N�D�P�D�����Q�L�M�H�G�D�Q���Q�L�M�H���S�R�N�D�]�D�R���X�Q�L�Y�H�U�]�D�O�Q�R�V�W���X���U�H�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�L���$�&�K�(���I�R�V�I�L�O�L�U�D�Q�H���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P��

�2�3���V�S�R�M�H�Y�L�P�D�����7�D�N�R�ÿ�H�U�����P�Q�R�J�L���Q�R�Y�L���R�N�V�L�P�L���]�E�R�J���Q�H�å�H�O�M�H�Q�L�K���X�þ�L�Q�D�N�D���Q�D���G�U�X�J�H���E�L�R�O�R�ã�N�H���V�X�V�W�D�Y�H��

ili enzime, ne zadovoljavaju kriterije sigurnosti i ne ulaze u daljnje faze razvoja protuotrova.  

2.3. Razvoj novih protuotrova  

2.3.1. Proces razvoja lijekova (protuotrova) 

�5�D�]�Y�R�M���Q�R�Y�L�K���O�L�M�H�N�R�Y�D���S�U�R�W�X�R�W�U�R�Y�D���M�H���]�D�K�W�M�H�Y�D�Q�����G�X�J�R�W�U�D�M�D�Q���L���V�N�X�S���S�U�R�F�H�V�����ã�W�R���Q�D�M�E�R�O�M�H���S�R�N�D�]�X�M�H��

�X�N�X�S�Q�D�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�� �W�U�R�ã�N�R�Y�D�� �U�D�]�Y�R�M�D�� �L�� �S�O�D�V�L�U�D�Q�M�D�� �Q�D�� �W�U�å�L�ã�W�H�� �M�H�G�Q�R�J�� �O�L�M�H�N�D��koja iznosi oko 2 

milijarde dolara104,105�����3�U�L�M�H���Q�H�J�R���V�H���O�L�M�H�N���S�O�D�V�L�U�D���Q�D���W�U�å�L�ã�W�H�����S�R�W�U�H�E�Q�R���M�H���L�V�S�X�Q�L�W�L���Q�L�]���N�U�L�W�H�U�L�M�D���R��

sig�X�U�Q�R�V�W�L�� �O�L�M�H�N�D�� �W�H�� �G�R�E�L�W�L�� �R�G�R�E�U�H�Q�M�H�� �Q�D�G�O�H�å�Q�R�J�� �U�H�J�X�O�D�W�R�U�Q�R�J�� �W�L�M�H�O�D�� �]�D�� �O�L�M�H�N�R�Y�H�� �L�� �P�H�G�L�F�L�Q�V�N�H��

�S�U�R�L�]�Y�R�G�H�� �]�D�� �Q�D�Y�H�G�H�Q�R�� �W�U�å�L�ã�W�H106. Cjelokupni proces prije odobrenja lijeka podijeljen je u 

�Q�H�N�R�O�L�N�R���I�D�]�D�����D���]�D�S�R�þ�L�Q�M�H���U�D�]�Y�R�M�H�P���X���O�D�E�R�U�D�W�R�U�L�M�X����slika 2.8).  

�)�D�]�D���R�W�N�U�L�ü�D���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R�J���O�L�M�H�N�D���R�E�X�K�Y�D�ü�D���L�G�H�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�X���P�H�W�H���� �S�U�L�N�X�S�O�M�D�Q�M�H���S�R�G�D�W�D�N�D��

�]�D�� �U�D�]�X�P�M�H�Y�D�Q�M�H�� �E�L�R�O�R�ã�N�R�J�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R�J�� �O�L�M�H�N�D���� �Y�D�O�L�G�D�F�Lju i razvoj metoda 

���G�H�W�H�N�F�L�M�D���� �N�Y�D�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�D���� �P�R�G�H�O�L�U�D�Q�M�H�� �L�W�G������ �W�H�� �R�G�D�E�L�U�� �Y�R�G�H�ü�L�K�� �V�S�R�M�H�Y�D�� �]�D�� �G�D�O�M�Q�M�D�� �W�H�V�W�L�U�D�Q�M�D����

�'�U�X�J�L�P�� �U�L�M�H�þ�L�P�D���� �V�S�R�M�H�Y�L�� �V�H�� �Q�D�� �R�V�Q�R�Y�X�� �E�L�R�O�R�ã�N�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �R�G�D�E�L�U�X�� �N�D�R�� �N�D�Q�G�L�G�D�W�L�� �S�R�å�H�O�M�Q�L�K��

�N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�D���]�D���U�D�]�Y�R�M���E�X�G�X�ü�H�J���O�L�M�H�N�D107.  

Prije testiranja na ljudima, potencijalni lijek �P�R�U�D���S�U�R�ü�L���W�R�N�V�L�N�R�O�R�ã�N�D���W�H�V�W�L�U�D�Q�M�D���X���I�D�]�L��

�S�U�H�W�N�O�L�Q�L�þ�N�R�J���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���N�R�M�H���M�H���U�H�O�D�W�L�Y�Q�R���N�U�D�W�N�R���������± 2 godine) u usporedbi s ostalim fazama 

razvoja lijeka (slika 2.8������ �7�L�M�H�N�R�P�� �S�U�H�W�N�O�L�Q�L�þ�N�R�J�� �U�D�]�Y�R�M�D���� �X�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �V�H�� �N�R�U�D�N�D�� �L�V�S�L�W�X�M�H��

�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�L�K�� �O�L�M�Hkova u in vitro ���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P���� �L��in vivo ���å�L�Y�R�W�L�Q�M�V�N�L�P���� �V�X�V�W�D�Y�L�P�D106. 

Provjerom ADMET (engl. Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion and Toxicity) 

testira se njihova apsorpcija, distribucija, metabolizam, eliminacija iz �R�U�J�D�Q�L�]�P�D���L���W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W����

�þ�L�P�H���V�H���X�W�Y�U�ÿ�X�M�H���X�]�U�R�N�X�M�H���O�L���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�L���O�L�M�H�N���Q�H�å�H�O�M�H�Q�H���X�þ�L�Q�N�H���L�O�L���Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�D���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D���Q�D��

�G�U�X�J�H�� �P�H�W�H�� �X�� �R�U�J�D�Q�L�]�P�X���� �3�U�H�W�N�O�L�Q�L�þ�N�D�� �W�H�V�W�L�U�D�Q�M�D�� �R�E�X�K�Y�D�ü�D�M�X�� �L�� �W�H�V�W�L�U�D�Q�M�D�� �Q�D�� �å�L�Y�R�W�L�Q�M�V�N�L�P��

�P�R�G�H�O�L�P�D���� �D���P�R�G�H�O���R�Y�L�V�L���R���V�O�L�þ�Q�R�V�W�L���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H��mete od interesa s ljudskim sustavom, ali i o 

�R�G�R�E�U�H�Q�M�X�� �(�W�L�þ�N�R�J�� �S�R�Y�M�H�U�H�Q�V�W�Y�D108. Spojevi �N�R�M�L�� �V�H�� �S�R�N�D�å�X�� �G�M�H�O�R�W�Y�R�U�Q�L�P�D�� �L�� �]�D�G�R�Y�R�O�M�D�Y�D�M�X�ü�L�K��

�N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�D���� �S�R�V�W�D�M�X�� �N�D�Q�G�L�G�D�W�L�� �]�D�� �N�O�L�Q�L�þ�N�X�� �I�D�]�X�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���� �X�� �N�R�M�R�M�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�F�L�� �V�X�G�M�H�O�X�M�X��

dobrovoljno106,109.  

�.�O�L�Q�L�þ�N�D���I�D�]�D���M�H���Q�D�M�G�X�J�R�W�U�D�M�Q�L�M�D���L���Q�D�M�V�N�X�S�O�M�D���I�D�]�D�����D���P�R�å�H���W�U�D�M�D�W�L���L���G�R�������J�R�G�L�Q�D�����3�R�G�M�H�O�R�P��

�N�O�L�Q�L�þ�N�H�� �I�D�]�H�� �Q�D��tri dijela (Fazu I, Fazu II i Fazu III; slika 2.8), osigurava se prikupljanje 
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dodatnih informacija o djelovanju potencijalnog lijeka, razvoju terapije, popratnim simptomima 

�L���Q�X�V�S�R�M�D�Y�D�P�D���W�H���X�W�M�H�F�D�M�X���Q�D���N�Y�D�O�L�W�H�W�X���å�L�Y�R�W�D���L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D110�����)�D�]�D���,���R�E�X�K�Y�D�ü�D���S�U�R�F�M�H�Q�X���W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L��

�S�U�L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P��dozama �Q�D�� �P�D�O�R�P�� �E�U�R�M�X�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D�� ���R�G�� ������ �G�R�� ���������� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �X�W�Y�U�G�L�O�D�� �W�R�þ�Q�D��

�I�D�U�P�D�N�R�N�L�Q�H�W�L�N�D�� �L�� �G�R�]�D�� �O�L�M�H�N�D�� �S�U�L�� �N�R�M�R�M�� �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L�� �W�M���� �S�U�R�Y�M�H�U�D�Y�D�� �V�H�� �D�S�V�R�U�S�F�L�M�D����

raspodjela u organizmu, putevi i brz�L�Q�D�� �L�]�O�X�þ�L�Y�D�Q�M�D�� ���H�O�L�P�L�Q�D�F�L�M�H���� �W�H�� �Q�D�M�E�R�O�M�L�� �Q�D�þ�L�Q�� �X�Q�R�V�D�� �X��

�R�U�J�D�Q�L�]�D�P�����X���Y�H�Q�X�����L�Q�W�U�D�Y�H�Q�V�N�L�������X���P�L�ã�L�ü�����L�Q�W�U�D�P�X�V�N�X�O�D�U�Q�R�����L�O�L���S�R�G���N�R�å�X����subkutano)111�±113. U 

Fazi II ispituje se djelovanje potencijalnog lijeka na ciljanu metu odnosno djelovanje na ciljni 

�S�R�U�H�P�H�ü�D�M���L�O�L���E�R�O�H�V�W���X�]�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���R�S�W�L�P�D�O�Q�H���G�R�]�H���]�D���å�H�O�M�H�Q�L���X�þ�L�Q�D�N���Q�D���V�N�X�S�L�Q�L���R�G���Q�H�N�R�O�L�N�R��

�V�W�R�W�L�Q�D�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D�� �U�D�G�L�� �O�L�M�H�þ�H�Q�M�D�� �L�O�L�� �S�U�H�Y�H�Q�F�L�M�H�� �F�L�O�M�Q�R�J�� �S�R�U�H�P�H�ü�D�M�D�� �L�O�L�� �E�R�O�H�V�W�L110. Faza III 

�S�U�R�F�M�H�Q�M�X�M�H���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�H���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R�J���O�L�M�H�N�D���Q�D���P�M�H�ã�R�Y�L�W�L�P���V�N�X�S�L�Q�D�P�D���R�G�����������G�R���������������L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D��

�X���Y�L�ã�H���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���N�O�L�Q�L�þ�N�L�K���F�H�Q�W�D�U�D�����N�D�N�R���E�L���V�H���S�R�W�Y�U�G�L�O�D���S�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�O�M�H�Q�D���W�H�U�D�S�L�M�D���W�H���H�I�L�N�D�V�Q�R�V�W���L��

�X�þ�L�Q�F�L���N�R�M�L���Q�L�V�X���S�U�L�Pi�M�H�ü�H�Q�L���X���U�D�Q�L�M�L�P���I�D�]�D�P�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D108�����8���R�Y�R�M���I�D�]�L���V�H���Q�R�Y�L���O�L�M�H�N���X�V�S�R�U�H�ÿ�X�M�H��

�V���Y�H�ü���R�G�R�E�U�H�Q�L�P���O�L�M�H�N�R�Y�L�P�D���W�H���V���S�O�D�F�H�E�R���O�L�M�H�N�R�P�����W�]�Y�����Ä�O�D�å�Q�L���O�L�M�H�N�³�����N�R�M�L���Q�H���V�D�G�U�å�L���I�D�U�P�D�N�R�O�R�ã�N�L��

aktivne komponente kao lijek106,110.  

�1�D�N�R�Q���ã�W�R���M�H���S�U�L�N�X�S�O�M�H�Q�R���G�R�Y�R�O�M�Q�R���G�R�N�D�]�D���L�]���V�Y�L�K���I�D�]�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���G�D���M�H���O�L�M�H�N���V�L�J�X�U�D�Q���L��

�X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�� �]�D�� �O�M�X�G�V�N�X�� �X�S�R�U�D�E�X���� �S�R�G�Q�R�V�L�� �V�H�� �]�D�K�W�M�H�Y�� �]�D�� �U�H�J�L�V�W�U�D�F�L�M�X�� �O�L�M�H�N�D�� �L�� �V�W�D�Y�O�M�D�Q�M�H���Q�D�� �W�U�å�L�ãte. 

�1�D�G�O�H�å�Q�R�� �U�H�J�X�O�D�W�R�U�Q�R�� �W�L�M�H�O�R�� �Q�D�� �R�V�Q�R�Y�X�� �S�R�G�Q�H�V�H�Q�L�K�� �S�R�G�D�W�N�D�� �G�R�Q�R�V�L�� �R�G�O�X�N�X�� �R�� �R�G�R�E�U�H�Q�M�X��

registracije novog lijeka114���� �3�U�R�F�H�G�X�U�D�� �R�G�� �S�R�þ�H�W�Q�R�J�� �U�D�]�Y�R�M�D�� �G�R�� �U�H�J�L�V�W�U�D�F�L�M�H�� �O�L�M�H�N�D�� �þ�H�V�W�R�� �P�R�å�H��

�W�U�D�M�D�W�L���L���G�R���������J�R�G�L�Q�D�����S�U�L���þ�H�P�X���R�G�����������������W�H�V�W�L�U�D�Q�L�K���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�L�K���O�L�M�H�N�R�Y�D���V�D�P�R�������G�R�ÿ�H���Q�D���W�U�å�L�ã�W�H��

kao pravi lijek106,115�����1�D�N�R�Q���U�H�J�L�V�W�U�D�F�L�M�H���L���V�W�D�Y�O�M�D�Q�M�D���Q�D���W�U�å�L�ã�W�H�����S�U�D�W�H���V�H���G�X�J�R�U�R�þ�Q�L���X�þ�L�Q�F�L���O�Ljeka 

(slika 2.8): djelotvornost i sigurnost novog lijeka kod velikog broja bolesnika uz naglasak na 

�R�G�U�H�ÿ�H�Q�H���V�N�X�S�L�Q�H���S�R�S�X�O�D�F�L�M�H�����W�U�X�G�Q�L�F�H�����G�M�H�F�D���L�W�G���������Q�X�V�S�R�M�D�Y�H���W�H���X�V�S�R�U�H�G�E�D���L���L�O�L���N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�D���V��

drugim dostupnim lijekovima116.  
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Slika 2.8. Vremenski okvir razvoja lijekova po fazama. Slika preuzeta iz reference106 �L���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�D��  
 
Prilikom razvoja oksima kao potencijalnih protuotrova za otrovanja OP-�L�P�D���� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �M�H��

�S�R�W�U�H�E�Q�R�� �]�D�G�R�Y�R�O�M�L�W�L�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R�� �Q�D�Y�H�G�H�Q�H�� �N�U�L�W�H�U�L�M�H�� �V�L�J�X�U�Q�R�V�W�L�� �L�� �Q�L�V�N�H�� �W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L���� �Q�R�� �]�E�R�J��

�N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�L�K�� �V�Y�R�M�V�W�D�Y�D�� �L�� �Q�D�þ�L�Q�D�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D�� �2�3-a i oksima, �Q�D�L�O�D�]�L�� �V�H�� �Q�D�� �Q�L�]�� �R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�M�D�� �L��

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �]�D�K�W�M�H�Y�D�� �X�� �U�D�Q�R�M�� �I�D�]�L�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D�� �W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L117���� �R�� �þ�H�P�X�� �ü�H�� �E�L�W�L�� �U�L�M�H�þ�� �X�� �V�O�M�H�G�H�ü�H�P��

poglavlju. 

 

2.3.2. �2�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�M�D���U�D�]�Y�R�M�D���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�L�K���U�H�D�N�W�L�Y�D�W�R�U�D 

�9�H�ü�L�Q�D�� �G�R�V�D�G�D�ã�Q�M�L�K�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D��oksima kao �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�L�K�� �U�H�D�N�W�L�Y�D�W�R�U�D�� �S�U�R�Y�R�G�L�� �V�H�� �N�L�Q�H�W�L�þ�N�L�P��

testovima in vitro �S�U�L�O�L�N�R�P�� �N�R�M�L�K�� �V�H�� �S�U�Y�H�Q�V�W�Y�H�Q�R�� �R�G�U�H�ÿ�X�M�H�� �D�I�L�Q�L�W�H�W�� �$�&�K�( za oksime tj. 

koncentracija koja inhibira aktivnost enzima23�±25,93,118,119 �L�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �N�R�M�D���M�H�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�D���X��

�U�H�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�L�� �$�&�K�(�� �L�Q�K�L�E�L�U�D�Q�H�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P��organofosfatima. Ove koncentracije predstavljaju 

relevantne koncentracije za primjenu u daljnjim eksperimentima evaluacije23,24,73,118,119. Nakon 

�R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D�� �N�L�Q�H�W�L�þ�N�L�K�� �S�D�U�D�P�H�W�D�U�D���� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�� �X�þ�L�Q�F�L��in vitro �Y�H�ü�L�Q�R�P�� �V�H�� �S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�X���� �R�G�Q�R�V�Q�R��

�Ä�Y�L�]�X�D�O�L�]�L�U�D�M�X�³�� �U�D�þ�X�Q�D�O�Q�L�P�� �P�H�W�R�G�D�P�D�� �P�R�O�H�N�X�O�V�N�R�J�� �P�R�G�H�O�L�U�D�Q�M�D�� �L�O�L�� �V�H�� �N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�R�P��

kompleksa enzim �± �R�N�V�L�P���S�R�N�X�ã�D�Y�D���S�R�W�Y�U�G�L�W�L���W�R�þ�Q�R���S�R�]�L�F�L�R�Q�L�U�D�Q�M�H���R�N�V�L�P�D���X���D�Ntivnom mjestu 
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fosfilirane AChE120���� �8�� �N�R�Q�D�þ�Q�L�F�L�� �V�H�� �Q�D�� �R�V�Q�R�Y�X�� �V�Y�L�K�� �W�L�K�� �S�D�U�D�P�H�W�D�U�D�� �R�G�D�E�L�U�X�� �N�D�Q�G�L�G�D�W�L�� �N�R�M�L��

zadovoljavaju kriterije za daljn�M�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� 

�1�D�N�R�Q�� �R�G�D�E�L�U�D���� �X�� �S�U�D�Y�L�O�X�� �V�H�� �Y�R�G�H�ü�L�� �N�D�Q�G�L�G�D�W�L�� �G�D�O�M�H�� �L�V�S�L�W�X�M�X��in vivo testiranjima na 

�å�L�Y�R�W�L�Q�M�V�N�L�P���P�R�G�H�O�L�P�D�����S�U�H�W�H�å�L�W�R���E�H�]���S�U�R�Y�H�G�E�H���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���W�H�V�W�R�Y�D���L���S�U�R�F�M�H�Q�H���W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L���Q�D���U�D�]�L�Q�L��

stanice13,14. Toks�L�þ�Q�L�� �X�W�M�H�F�D�M�� �R�N�V�L�P�D�� �Q�D�� �R�U�J�D�Q�H�� �X�W�Y�U�G�L�R�� �M�H�� �Y�H�ü�� ������������ �J�R�G�L�Q�H�� �$�V�N�H�Z���� �N�R�M�L�� �M�H��

�G�R�N�D�]�D�R�� �G�D�� �R�N�V�L�P�L�� �P�R�J�X�� �E�L�W�L�� �X�]�U�R�N�� �R�W�U�R�Y�D�Q�M�D�� �S�R�S�U�D�ü�H�Q�L�� �O�H�W�D�U�J�L�M�R�P���� �W�U�H�P�R�U�L�P�D�� �L�� �J�U�þ�H�Q�M�L�P�D��

�P�L�ã�L�ü�D���W�H���J�X�E�L�W�N�R�P���U�H�I�O�H�N�V�D���Q�D�N�R�Q���������P�L�Q�X�W�D���R�G���D�S�O�L�N�D�F�L�M�H121. Isto tako, prethodno spomenuti 

piridinijev oksim K033, koji je u in vitro �N�L�Q�H�W�L�þ�N�L�P�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�L�P�D�� �]�D�G�R�Y�R�O�M�L�R�� �S�D�U�D�P�H�W�U�H��

potencijalnog reaktivatora, u in vivo �W�H�V�W�L�U�D�Q�M�L�P�D���M�H���E�L�R���Q�D�M�W�R�N�V�L�þ�Q�L�M�L���W�H�V�W�L�U�D�Q�L���V�S�R�M���L�]���W�H�V�W�L�U�D�Q�H��

�S�L�U�L�G�L�Q�L�M�H�Y�H���V�H�U�L�M�H���L���L�]�R�V�W�D�Y�O�M�H�Q���M�H���L�]���G�D�O�M�Q�M�L�K���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D122�����'�H�W�D�O�M�Q�L�M�L�P���S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�H�P���D�N�X�W�Q�H���L��

�N�U�R�Q�L�þ�Q�H�� �W�R�N�V�L�þ�Q�R�Vti piridinijevih oksima 2-PAM i TMB-���� �]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q�H�� �V�X�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�H�� �V�P�H�W�Q�M�H��

�N�R�M�H���V�X���R�J�U�D�Q�L�þ�D�Y�D�O�H���N�R�O�L�þ�L�Q�X���L���W�L�S���R�N�V�L�P�D���N�R�M�L���V�H���P�R�å�H���S�U�L�P�L�M�H�Q�L�W�L123. Tako je primjena visokih 

doza 2-PAM uzrokovala blage probavne smetnje i glavobolje nekih ispitanika, dok je TMB-4, 

�X�]���S�U�R�E�D�Y�Q�H���V�P�H�W�Q�M�H�����X�]�U�R�N�R�Y�D�R���L���R�V�M�H�ü�D�M���Q�H�U�Y�R�]�H���L���Q�H�O�D�J�R�G�H�����R�V�L�S�����å�X�W�L�F�X���L���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���V�L�P�S�W�R�P�H��

�V�U�H�G�L�ã�Q�M�H�J���å�L�Y�þ�D�Q�R�J���V�X�V�W�D�Y�D�����ã�W�R���M�H���G�R�Y�H�O�R���G�R���Q�M�H�J�R�Y�H���R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�H���X�S�R�W�U�H�E�H123�����8�]���W�R�����-�D�þ�H�Y�L�ü���L��

�V�X�U�D�G�Q�L�F�L���V�X���������������X�N�D�]�D�O�L���Q�D���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�L���F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�L���X�þ�L�Q�D�N���R�N�V�L�P�D���Q�D���Y�O�D�N�Q�D���N�R�ã�W�D�Q�L�K���P�L�ã�L�ü�D����

�R�G�Q�R�V�Q�R���Q�D���Q�M�L�K�R�Y���G�R�S�U�L�Q�R�V���S�D�W�R�O�R�J�L�M�L���W�R�N�V�L�þ�Q�L�K���R�]�O�M�H�G�D���N�R�M�H���V�H���P�R�J�X���P�D�Q�L�I�H�V�W�L�U�D�W�L���N�D�R���Q�H�N�U�R�]�D��

i/ili upala18. 

Dodatan problem predstavlja i klasifikacija oksima, protuotrova otrovanja 

�R�U�J�D�Q�R�I�R�V�I�D�W�L�P�D���� �X�� �V�N�X�S�L�Q�X�� �W�D�N�R�]�Y�D�Q�L�K�� �Ä�R�U�S�K�D�Q�³�� �O�L�M�H�N�R�Y�D�� ��engl. �V�L�U�R�þ�H), farmaceutika za 

�O�L�M�H�þ�H�Q�M�H���]�G�U�D�Y�V�W�Y�H�Q�L�K���V�W�D�Q�M�D���N�R�M�D���V�X���W�R�O�L�N�R���U�L�M�H�W�N�D���G�D���L�K���E�H�]���S�R�W�S�R�U�H���G�U�å�D�Y�Q�H���Y�O�D�V�W�L���Q�H���E�L���E�L�O�R��

isplativo proizvoditi124�����8�V�O�L�M�H�G���W�R�J�D���V�X���þ�D�N���L���S�U�H�G�N�O�L�Q�L�þ�N�D���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D���Q�D���å�L�Y�R�W�L�Q�M�V�N�L�P���P�R�G�H�O�L�P�D��

�R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�D���]�E�R�J���Y�H�ü���V�S�R�P�H�Q�X�W�L�K���H�W�L�þ�N�L�K���S�L�W�D�Q�M�D���L�����5���N�R�Q�F�H�S�W�D���W�H���V�L�J�X�U�Q�R�V�Q�L�K���S�U�R�S�L�V�D���]�D���U�D�G�����D��

�]�E�R�J���L�V�W�L�K���U�H�J�X�O�D�W�L�Y�D�����Q�H�P�R�J�X�ü�H���M�H���W�H�V�W�L�U�D�W�L���R�N�V�L�P�H���Q�D���O�M�X�G�L�P�D�����R�V�L�P���X���V�O�X�þ�D�M�X���S�D�F�L�M�H�Q�D�Wa koji u 

kliniku pristignu otrovani organofosfatima 125,126.  

Stoga �V�W�D�Q�L�þ�Q�L��testovi �W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L��in vitro �R�P�R�J�X�ü�X�M�X���L�V�W�U�D�å�L�W�L izravne �X�þ�L�Q�Ne oksima na 

molekularnoj razini, a koji dovode do �S�D�W�R�I�L�]�L�R�O�R�ã�N�R�J�� �V�W�D�Q�M�D�� �R�U�J�D�Q�L�]�P�D�� �X�V�O�L�M�H�G�� �R�W�U�R�Y�D�Q�M�D��

organofosfatima, kao i podaci o djelovanju oksima izvan okvira prvotnih meta i mogu�ü�Q�R�V�W��

njihove primjene i u druge svrhe127,128.  
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2.3.3. �,�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D���W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L���V�S�R�M�H�Y�D 

�ýimbenici poput �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L�����R�G�J�R�Y�R�U�D���L���R�V�M�H�W�O�M�L�Y�R�V�W�L���R�U�J�D�Q�L�]�P�D���Q�D���W�R�N�V�L�þ�D�Q���V�S�R�M���R�G���L�Q�W�H�U�H�V�D����

�R�P�R�J�X�ü�X�M�X�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H njegove �W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P��parametrima koji osim doz�H�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X��

njegovu apsorpciju���� �L�]�O�X�þ�L�Y�D�Q�Me (eliminaciju), distribuciju i metabolizam (slika 2.9)129. U 

�R�U�J�D�Q�L�]�P�X���V�H���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W���R�G�U�H�ÿ�X�M�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�R�P���V�S�R�M�D���X���S�O�D�]�P�L���� �M�H�U���V�H���L�]���S�O�D�]�P�H���V�S�R�M���G�D�O�M�H��

distribuira u ostala tkiva i stanice129. Ovisno o mjestu distribucije, spojevi prolaze kroz proces 

�P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�H�� �U�D�]�J�U�D�G�Q�M�H���� �]�E�R�J�� �þ�H�J�D�� �V�D�P�� �P�H�W�D�E�R�O�L�]�D�P�� �P�R�å�H�� �E�L�W�L�� �X�]�U�R�N�� �W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L130. Naime, 

metaboliziranjem se mijenja struktura spoja, koji postaje reaktivan i stupa u interakcije s 

proteinima i nukleinskim kis�H�O�L�Q�D�P�D�� �U�H�]�X�O�W�L�U�D�M�X�ü�L�� �Q�D�V�W�D�Q�N�R�P�� �W�R�N�V�L�þ�Q�L�K�� �N�R�Q�M�X�J�D�W�D�� �L�O�L�� �D�G�X�N�D�W�D��

koji se mogu nagomilati i uzrokovati �W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W��130,131���� �%�L�R�O�R�ã�N�L�� �V�X�V�W�D�Y�L���P�R�J�X�� �L�P�D�W�L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H��

�E�L�R�N�H�P�L�M�V�N�H�����I�L�]�L�R�O�R�ã�N�H���L���S�D�W�R�O�R�ã�N�H���R�G�J�R�Y�R�U�H���Q�D���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W �W�R�N�V�L�þ�Q�R�P���V�S�R�M�X, a �Y�H�ü�L�Q�R�P��su to 

promjene strukture i funkcije proteina �S�R�S�X�W���L�Q�G�X�N�F�L�M�H���V�W�U�H�V�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D�����S�R�Y�H�ü�D�Qe ili smanjene 

aktivnosti �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K���H�Q�]�L�P�D. Odnos �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L spoju, osjetljivosti na spoj i odgovoru stanice 

ili organizma, �]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�L�� �þ�L�Q�H�� �P�R�G�H�O�� �W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L (slika 2.9). P�U�D�ü�H�Q�M�H���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K parametara 

�R�P�R�J�X�üuje �O�D�N�ã�H�� �S�R�Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�� �X�W�M�H�F�D�M�D���W�R�N�V�L�þ�Q�R�J�� �V�S�R�M�D�� �L�� �R�G�J�R�Y�R�U�D�� �E�L�R�O�R�ã�N�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D�� �Q�D 

djelovanja spoja132. 

 

 
Slika 2.9. �0�R�G�H�O���W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L���X�]���R�G�Q�R�V���S�D�U�D�P�H�W�D�U�D���L���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���þ�L�P�E�H�Q�L�N�D���W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L�����6�O�L�N�D���S�U�H�X�]�H�W�D���L�]���U�H�I�H�U�H�Q�F�H��132 
�L���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�D��  
 
 
�3�R�U�D�V�W���V�Y�L�M�H�V�W�L���R���X�S�R�W�U�H�E�L���å�L�Y�R�W�L�Q�M�D���X in vivo �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D�����S�U�H�X�V�P�M�H�U�Ll�R���M�H���W�H�V�W�L�U�D�Q�M�H���W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L��

na in vitro �V�X�V�W�D�Y�H�����7�U�H�Q�X�W�Q�R���Q�D�þ�H�O�R���]�D���H�W�L�þ�N�R���N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H���å�L�Y�R�W�L�Q�M�D���X���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�L�P�D���W�H�P�H�O�M�L���V�H���Q�D��

objedinjenom konceptu 3R: zamjena (engl. replacement), smanjenje (engl. reduction) i 

�S�R�E�R�O�M�ã�D�Q�M�H�����H�Q�J�O����refinement)133�����7�D�N�R�����D�N�R���M�H���P�R�J�X�ü�H�����å�L�Y�R�W�L�Q�M�H���W�U�H�E�D���]�D�P�M�H�Q�L�W�L���D�O�W�H�U�D�Q�W�L�Y�Q�L�P��
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modeli�P�D���S�R�S�X�W���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���O�L�Q�L�M�D�����Q�R���D�N�R���Q�L�M�H���P�R�J�X�ü�H�����P�M�H�U�H�Q�M�D���V�H���W�U�H�E�D�M�X���S�U�L�O�D�J�R�G�L�W�L���L���V�P�D�Q�M�L�W�L��

�E�U�R�M���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K���å�L�Y�R�W�L�Q�M�D134. K tome, in vitro sustavi �R�P�R�J�X�ü�X�M�X���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H �W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�Wi nekog 

�V�S�R�M�D�� �S�U�D�ü�H�Q�M�H�P�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �E�L�R�N�H�P�L�M�V�N�L�K�� �S�U�R�P�M�H�Q�D���� �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���� �Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�L����

�R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D���P�H�P�E�U�D�Q�H���L���V�L�Q�W�H�]�H���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D135�±137�����'�R�E�D�U���S�U�L�P�M�H�U���X�V�S�M�H�ã�Q�R�J��in 

vitro �V�X�V�W�D�Y�D�� �]�D�� �W�H�V�W�L�U�D�Q�M�H�� �J�H�Q�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L�� �V�S�R�M�H�Y�D�� �M�H�� �W�D�N�R�]�Y�D�Q�L�� �$�P�H�V�� �W�H�V�W�� �S�R�P�R�ü�X�� �E�D�N�W�H�U�L�M�H��

Salmonella typhimurium138 �L�O�L�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�� �O�M�X�G�V�N�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �O�L�P�I�R�F�L�W�D�� �]�D�� �G�H�W�H�N�F�L�M�X�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D��

kromosoma139 nakon �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L�� �Q�H�N�R�P�� �D�J�H�Q�V�X���� �,�D�N�R�� �V�H��in vitro i in vivo sustav mogu 

�U�D�]�O�L�N�R�Y�D�W�L�� �L�� �N�Y�D�Q�W�L�W�D�W�L�Y�Q�R�� �L�� �N�Y�D�O�L�W�D�W�L�Y�Q�R���� �L�V�F�U�S�Q�L�P�� �L�� �G�H�W�D�O�M�Q�L�P�� �W�H�V�W�R�Y�L�P�D�� �W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L in vitro, 

prema modelu prikazanim na slici 2.9 mogu se obuhvatiti svi aspekti djelovanja spoja na razini 

�V�W�D�Q�L�F�H�� �W�H�� �S�U�L�E�O�L�å�L�W�L�� �S�U�L�U�R�G�Q�R�P��in vivo modelnom sustavu132. Primjena testova baziranih na 

�V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �R�G�� �L�]�U�D�]�L�W�H�� �M�H�� �Y�D�å�Q�R�V�W�L�� �S�U�L�� �H�Y�D�O�X�D�F�L�M�L�� �V�Y�L�K�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�L�K�� �P�R�O�H�N�X�O�D�� �X�� �S�U�H�W�N�O�L�Q�L�þ�N�R�P��

procesu razvoja lijeka140,141. 

 

2.3.4. �3�U�L�P�M�H�Q�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�L���W�H�V�W�R�Y�D���X���U�D�]�Y�R�M�X���Q�R�Y�L�K���S�U�R�W�X�R�W�U�R�Y�D 

�2�V�L�P���ã�W�R���V�H �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P���W�H�V�W�R�Y�L�P�D���P�R�J�X���V�H���]�Q�D�W�Q�R���V�P�D�Q�M�L�W�L���W�U�R�ã�N�R�Y�L���S�U�L���U�D�]�Y�R�M�X��lijeka, prednost 

takvog pristupa evaluaciji �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�L�K���O�L�M�H�N�R�Y�D���M�H���G�R�V�W�X�S�Q�R�V�W���P�Q�R�J�R�E�U�R�M�Q�L�K���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���N�X�O�W�X�U�D��

�N�R�M�H���M�H���O�D�N�R���X�]�J�R�M�L�W�L���X���O�D�E�R�U�D�W�R�U�L�M�V�N�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D�����8�]�J�D�M�D�W�L���O�M�X�G�V�N�H���V�W�D�Q�L�F�H���M�H���S�R�V�W�D�O�R���P�R�J�X�ü�H���W�H�N��

�V�U�H�G�L�Q�R�P�� �������� �V�W�R�O�M�H�ü�D�� �]�D�K�Y�D�O�M�X�M�X�ü�L�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P�� �E�L�R�O�R�J�X�� �*�H�R�U�J�H�� �*�H�\�X�� �N�R�M�L�� �M�H�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R�� �L�]�R�O�L�U�D�R��

stanice adenokarcinoma iz uzorka biopsije pacijentice Henriette Lacks i probao ih uzgojiti u 

valjkastim bocama142���� �6�X�S�U�R�W�Q�R�� �G�R�W�D�G�D�ã�Q�M�L�P�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�P�D���� �R�Y�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �X�� �N�X�O�W�X�U�L�� �Q�R�U�P�D�O�Q�R�� �V�X��

rasle i tako postale prve ljudske stanice uzgojene u laboratorijskoj kulturi143. Razvojem 

�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �O�L�Q�L�M�D���R�P�R�J�X�ü�H�Qo je npr. �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�Me �U�L�M�H�W�N�L�K�� �E�R�O�H�V�W�L���� �S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�H�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K��

mehanizama, starenja i raznih drugih stanja144�±146. Uz to, �G�R�V�W�X�S�Q�R�ã�ü�X���S�R�V�H�E�Q�L�K���P�H�G�L�M�D���]�D���X�]�J�R�M��

�V�W�D�Q�L�F�D���X���N�X�O�W�X�U�L�����G�R�G�D�W�D�N�D���]�D���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�L�M�L���V�W�D�Q�L�þ�Q�L���U�D�V�W���L���D�G�H�N�Y�D�W�Q�H���R�S�U�H�P�H�����R�O�D�N�ã�D�Q���M�H���S�U�L�V�W�X�S���L��

�U�D�G�� �X�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P�� �O�D�E�R�U�D�W�R�U�L�M�X147���� �1�D�S�U�H�G�R�Y�D�Q�M�H�P�� �P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�H�� �L�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �E�L�R�O�R�J�L�M�H���� �G�D�Q�D�V�� �V�H��

primjenjuju i ko-�N�X�O�W�X�U�H�������'���N�X�O�W�X�U�H���L���R�U�J�D�Q�R�L�G�L���N�R�M�L���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X���M�R�ã���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�L�M�L in vitro sustav 

za procjenu utjecaja novih lijekova na organizam, ponajprije ljudski148�±150. Time su se stvorili 

uvjeti za dobivanje kl�M�X�þ�Q�L�K���S�R�Y�U�D�W�Q�L�K���L�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�D���R���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�X���Q�R�Y�L�K���P�R�O�H�N�X�O�D�����S�R�S�X�W��oksima, 

�Q�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M���L���P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�R�M���U�D�]�L�Q�L�� 

�'�R�V�D�G�D�ã�Q�M�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L��oksima �N�R�M�D�� �V�X�� �X�N�O�M�X�þ�L�Y�D�O�D�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �X�N�D�]�X�M�X�� �Q�D��

�S�R�Y�H�]�D�Q�R�V�W�� �Q�M�L�K�R�Y�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �L�� �F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L���� �1�D�L�P�H���� �V�H�U�L�M�H�� ���E�H�Qz)imidazolijevih spojeva 
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�S�R�N�D�]�D�O�H�� �V�X�� �R�E�H�ü�D�Y�D�M�X�ü�D�� �V�Y�R�M�V�W�Y�D�� �X�� �U�H�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�L�� �I�R�V�I�L�O�L�U�D�Q�H�� �$�&�K�( in vitro���� �L�S�D�N���� �Y�H�ü�L�Q�D��

�N�D�Q�G�L�G�D�W�D���� �R�G�D�E�U�D�Q�L�K�� �Q�D�� �W�H�P�H�O�M�X�� �N�L�Q�H�W�L�þ�N�L�K�� �S�D�U�D�P�H�W�D�U�D���� �X�]�U�R�N�R�Y�D�O�D�� �M�H�� �V�P�U�W�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �L�� �Y�H�ü�X��

�F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W���Q�H�J�R���P�H�G�L�F�L�Q�V�N�L���R�G�R�E�U�H�Q�L���R�N�V�L�P�L25�����8�R�þ�H�Q�R���M�H���G�D���F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W���R�Y�L�V�L���L���R���Y�U�V�W�L��

tretiranih stanica (HepG2 ili THP-�������N�D�R���L���R���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P���V�W�U�X�N�W�X�U�Q�L�P���P�R�W�L�Y�L�P�D���V�S�R�M�H�Y�D25. Tako 

je pokazano da se �Q�S�U�����F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W���E�L�V�S�L�U�L�G�Q�L�M�H�Y�L�K���R�N�V�L�P�V�N�L�K���U�H�D�N�W�L�Y�D�W�R�U�D���P�L�M�H�Q�M�D���R�Y�L�V�Q�R���R��

kemijskoj stru�N�W�X�U�L�� �S�R�Y�H�]�Q�L�F�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �G�Y�D�� �S�U�V�W�H�Q�D151. Spojevi s poveznicom duljine C1�±C2 

(MMB-4) ili dvostrukom vezom unutar poveznice (K075) bili su �Y�U�O�R���W�R�N�V�L�þ�Q�L. Ipak, �Y�D�å�Q�R je 

�Q�D�S�R�P�H�Q�X�W�L�� �G�D�� �M�H�� �F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�� �S�U�L�Pi�M�H�ü�H�Q�D�� �S�U�L�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �]�Q�D�W�Q�R�� �Y�L�ã�L�P�� �Q�H�J�R�� �ã�W�R�� �M�H��

�Q�M�L�K�R�Y�D���S�U�L�P�M�H�Q�D���X���W�H�U�D�S�L�M�L���R�W�U�R�Y�D�Q�M�D���R�U�J�D�Q�R�I�R�V�I�D�W�L�P�D�����ã�W�R���L�K���L���G�D�O�M�H���þ�L�Q�L���S�R�J�R�G�Q�Lma za razvoj 

kao lijeka odnosno protuotrova kod trovanja OP spojevima151,152. Dodatnim testovima provjere 

oksidacijskog �V�W�D�W�X�V�D�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �W�L�M�H�N�R�P�� �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L���S�L�U�L�G�L�Q�L�M�H�Y�L�P�� �R�N�V�L�P�L�P�D���� �S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �V�X��

bispiridinijevi oksimi s oksims�N�R�P���V�N�X�S�L�Q�R�P���Q�D���S�R�]�L�F�L�M�L�������Q�D���S�L�U�L�G�L�Q�L�M�H�Y�R�P���S�U�V�W�H�Q�X���S�R�G�O�R�å�Q�L�M�L��

�L�Q�G�X�N�F�L�M�L���U�H�D�N�W�L�Y�Q�L�K���N�L�V�L�N�R�Y�L�K���L���G�X�ã�L�N�R�Y�L�K���Y�U�V�W�D�����G�R�N���P�H�G�L�F�L�Q�V�N�L���R�G�R�E�U�H�Q�L���R�N�V�L�P�L����-PAM i HI-

6 nisu153���� �1�D�L�P�H���� �V�P�U�W�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �M�H�� �N�U�D�M�Q�M�L�� �L�V�K�R�G�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D�� �L�� �R�E�L�þ�Q�R�� �V�H�� �G�H�W�H�N�W�L�U�D�� �S�U�L�� �Y�L�ã�L�P��

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���V�S�R�M�D���N�R�M�H�P���V�H���V�W�D�Q�L�F�H���L�]�O�D�å�X���X�Q�X�W�D�U��������sata. Zbog toga je potrebno dodatnim 

�W�H�V�W�R�Y�L�P�D���G�H�W�D�O�M�Q�L�M�H���X�W�Y�U�G�L�W�L���X�þ�L�Q�N�H���R�N�V�L�P�D���Q�D���U�D�]�L�Q�L���V�W�D�Q�L�F�D���N�D�N�R���E�L���V�H���X�W�Y�U�G�L�R���W�R�þ�D�Q���P�H�K�D�Q�L�]�D�P��

�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L�� �S�U�L�M�H�� �S�U�R�E�L�U�D�� �R�Q�L�K�� �N�R�M�L�� �ü�H�� �V�H�� �R�G�D�E�U�D�W�L�� �]�D�� �G�D�O�M�Q�M�D��in vivo �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���� �3�U�D�ü�H�Q�M�H�P��

kombinacije mitohondrijskog stresa, metabolizma, vijabilnosti stanica i aktivacije apoptoze 

�X�R�þ�H�Q�D�� �M�H�� �S�R�X�]�G�D�Q�D�� �N�R�U�H�O�D�F�L�M�D�� �W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L��in vitro s u�þ�L�Q�F�L�P�D in vivo �ã�W�R�� �M�H�� �G�R�S�U�L�Q�L�M�H�O�R��

�S�R�W�Y�U�ÿ�L�Y�D�Q�M�X���M�H�G�Q�R�J���N�D�Q�G�L�G�D�W�D���]�D���V�L�J�X�U�D�Q���G�D�O�M�Q�M�L���U�D�]�Y�R�M���S�U�R�W�X�R�W�U�R�Y�D���R�U�J�D�Q�R�I�R�V�I�D�W�D154.  

Iako je n�H�P�R�J�X�ü�H���V�D���V�L�J�X�U�Q�R�ã�ü�X���S�U�L�M�H���N�O�L�Q�L�þ�N�L�K���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D���X�W�Y�U�G�L�W�L���K�R�ü�H���O�L���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�D�Q��

�O�L�M�H�N���L�O�L���S�U�R�W�X�R�W�U�R�Y���E�L�W�L���V�L�J�X�U�D�Q���]�D���X�S�R�W�U�H�E�X�����Y�D�å�Q�R���M�H���S�R�E�R�O�M�ã�D�W�L��in vitro �S�U�H�W�N�O�L�Q�L�þ�N�L���U�D�]�Y�R�M���N�D�N�R��

�E�L���V�H���V�P�D�Q�M�L�R���U�L�]�L�N���]�D���å�L�Y�R�W�L�Q�M�H���L�O�L���S�R�M�H�G�L�Q�F�H���N�R�M�L���V�X�G�M�H�O�X�M�X���X���N�D�V�Q�L�M�L�P���N�O�L�Q�L�þ�N�L�P���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�L�P�D����

�.�D�R���ã�W�R���M�H���Y�H�ü���V�S�R�P�H�Q�X�W�R�����S�U�R�Y�M�H�U�D���W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L���Q�D���U�D�]�L�Q�L���V�W�D�Q�L�F�D���X���S�U�H�W�N�O�L�Q�L�þ�N�R�M���I�D�]�L�����S�R�þ�H�W�Q�L���M�H��

�N�R�U�D�N�� �S�U�R�E�L�U�D�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�L�K�� �N�D�Q�G�L�G�D�W�D�� �]�D�� �G�D�O�M�Q�L�� �U�D�]�Y�R�M�� �S�U�R�W�X�R�W�U�R�Y�D���� �.�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�� �R�E�M�H�G�L�Q�M�H�Q�R�J��

�S�U�L�V�W�X�S�D�� �W�H�V�W�L�U�D�Q�M�D�� �F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L�� �X�� �N�R�P�E�Lnaciji s dodatnim tehnikama toksikologije in vitro 

�P�R�å�H���V�H���S�R�E�R�O�M�ã�D�W�L���S�U�H�G�Y�L�ÿ�D�Q�M�H���X�W�M�H�F�D�M�D���L���R�N�V�L�P�D���Q�D���V�X�V�W�D�Y���S�U�L�M�H��in vivo �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D154. Stoga se 

�V�Y�H���Y�L�ã�H���L�V�N�D�]�X�M�H���S�R�W�U�H�E�D���]�D���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�L�P���L���I�X�Q�N�F�L�R�Q�D�O�Q�L�P���S�R�Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�P���F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L��in vitro 

�V���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�P���W�R�þ�Q�R�J���P�H�K�D�Q�L�]�P�D���W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L���V���F�L�O�M�H�P���V�S�U�L�M�H�þ�D�Y�D�Q�M�D���Q�H�S�U�H�G�Y�L�ÿ�H�Q�L�K���W�R�N�V�L�þ�Q�L�K��

�X�þ�L�Q�D�N�D���X��in vivo ispitivnjima12,18,85,122,154. Shodno tome, na slici 2.10 prikazane su preporuke 

�N�D�N�R���X�V�S�M�H�ã�Q�R���R�G�U�H�G�L�W�L���W�R�N�V�L�þ�Q�L���S�U�R�I�L�O���V�S�R�M�D���R�G���L�Q�W�H�U�H�V�D�����6�S�R�M�H�Y�L���N�R�M�L���S�R�N�D�]�X�M�X���P�D�O�L���L�O�L���Q�L�N�D�N�D�Y��

utjecaj na metabolizam, mitohondrijsku fiziologiju i vijabilnost te zadovoljavaju parametre 
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�R�V�W�D�O�L�K�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �W�H�V�W�R�Y�D���� �W�U�H�Eali bi biti glavni kandidati za in vivo �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �W�M����

daljnji razvoj protuotrova trovanja organofosfatima154�����,�V�W�R���W�D�N�R�����V�S�R�M�H�Y�H���V�D���V�X�S�U�R�W�Q�L�P���X�þ�L�Q�F�L�P�D��

�R�G���S�R�å�H�O�M�Q�L�K���Q�D���U�D�]�L�Q�L���V�W�D�Q�L�F�H���S�R�W�U�H�E�Q�R���M�H���L�V�N�O�M�X�þ�L�W�L���L�]���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���U�D�]�Y�R�M�D���S�U�R�W�X�R�W�U�R�Y�D85,122,154. 

�.�D�R���ã�W�R���M�H���Y�H�ü���V�S�R�P�H�Q�X�W�R�����Q�D���R�Y�D�M���Q�D�þ�L�Q���P�R�å�H���V�H���V�P�D�Q�M�L�W�L���E�U�R�M���W�R�N�V�L�þ�Q�L�K���V�S�R�M�H�Y�D���X�N�O�M�X�þ�H�Q�L�K���X��

�S�U�H�W�N�O�L�Q�L�þ�N�D���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D���L���W�L�P�H���V�P�D�Q�M�L�W�L���W�U�R�ã�N�R�Y�H���L���E�U�R�M���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K���O�D�E�R�U�D�W�R�U�L�M�V�N�L�K���å�L�Y�R�W�L�Q�M�D�� 

 
 

 
Slika 2.10. �6�K�H�P�D�W�V�N�L���S�U�L�N�D�]���S�U�H�G�O�R�å�H�Q�L�K���N�R�U�D�N�D���S�U�L���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�X���W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L��in vitro na razini stanica. Slika preuzeta 
iz reference 154 �L���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�D��  

 
 
Ukratko, svaka �V�W�D�Q�L�þ�Qa metoda ima svoje doprinose evaluaciji oksima kao 

potencijalnih protuotrova, kao i nedostatke. M�H�ÿ�X�W�L�P���X�S�R�W�U�H�E�D���R�E�M�H�G�L�Q�M�H�Q�R�J���S�U�L�V�W�X�S�D���S�R�P�R�ü�X��

�Y�L�ã�H�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �W�H�V�W�R�Y�D���� �P�R�å�H�� �G�R�S�U�L�Q�L�M�H�W�L�� �E�R�O�M�R�M�� �S�U�R�F�M�H�Q�L��mehanizma �W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L����

odnosno nadomjestiti nedostatke i manjkavost informacija 140. Danas postoje razni �V�W�D�Q�L�þ�Qi 

testovi koje se odabiru �R�Y�L�V�Q�R�� �R�� �L�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�D�P�D�� �N�R�M�H���å�H�O�L�P�R�� �S�R�P�R�ü�X�� �Q�M�L�K�� �V�D�]�Q�D�W�L����Testovi se 

�E�D�]�L�U�D�M�X�� �Q�D�� �X�S�R�W�U�H�E�L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �U�H�D�J�H�Q�V�D�� �N�R�M�L�� �V�H�� �P�H�W�D�E�R�O�L�]�L�U�D�M�X�� �S�R�P�R�ü�X�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �H�Q�]�L�P�D��
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�V�W�D�Q�L�F�H�� ���S�U�L�V�X�W�Q�L�K�� �X�Q�X�W�D�U�� �L�O�L�� �L�]�Y�D�Q�� �V�W�D�Q�L�F�H���� �X�� �S�U�R�G�X�N�W�� �þ�L�M�D�� �V�H�� �S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�� �G�H�W�H�N�W�L�U�D��na osnovi 

�Q�M�H�J�R�Y�R�J�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�J�� �V�Y�R�M�V�W�Y�D�� �Q�S�U����absorbancije, fluorescencije ili luminiscencije���� �-�D�þ�L�Q�D��

signala proporcionalna je aktivnosti enzima ko�M�L�� �R�S�L�V�X�M�H�� �S�U�D�ü�H�Q�L�� �X�þ�L�Q�D�N�� �V�S�R�M�D�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�F�X����U 

tablici 2.1 nalazi se nekoliko metoda �N�R�U�L�ã�W�H�Qih prilikom izrade ove disertacije.  

 

Tablica 2.1. Popis odabranih s�W�D�Q�L�þ�Q�Lh testova i njihova upotreba.  

Metoda 
Reagens ili 
model 

�1�D�þ�L�Q���G�H�W�H�N�F�L�M�H 
produkta  

Upotreba Opis 

MTS test MTS absorbancija 

Vijabilnost 
stanica 
�&�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W��
spojeva 

�8�W�M�H�F�D�M�� �V�S�R�M�H�Y�D�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�X��
vijabilnost �S�U�D�ü�H�Q�M�H�P�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L��
mitohondrijske sukcinat 
�G�H�K�L�G�U�R�J�H�Q�D�]�H�� �X�� �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�L�P��
aktivnim stanicama  

LDH test resazurin fluorescencija 

Vijabilnost 
stanica 
Integritet 
membrane 

Uslijed pucanja membrane laktat 
�G�H�K�L�G�U�R�J�H�Q�D�]�D�����/�'�+�����L�V�S�X�ã�W�D���V�H���L�]��
stanice u okolni medij te se prati 
njena aktivnost izvan stanice koja 
je indikacija promjene integriteta 
membrane i �Q�H�U�H�J�X�O�L�U�D�Q�H�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H��
smrti 

ROS test DCFDA fluorescencija 

Indukcija 
reaktivnih 
kisikovih vrsta 
(ROS) 
Oksidacijski 
stres stanice 

Utjecaj spojeva na indukciju ROS-
�R�Y�D���X���V�W�D�Q�L�F�L���S�U�D�ü�H�Q�M�H�P���R�N�V�L�G�D�F�L�M�H��
reagensa H2DCF u njihovom 
prisustvu 

GSH test MCB fluorescencija 

Redukcija 
glutationa 
(GSH) 
Antioksidacijski 
status stanice 

�1�H�S�R�V�U�H�G�Q�R�� �S�U�D�ü�H�Q�M�H p�R�W�U�R�ã�Q�Me 
GSH koji se u obliku MCB-GSH 
adukta pumpa izvan stanice gdje se 
�R�G�U�H�ÿ�X�M�H�� �Q�M�H�J�R�Y�D�� �S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W���� �N�D�R 
�R�G�J�R�Y�R�U���Q�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�L���V�W�U�H�V 

Mitohondrijski 
test 

TMRE fluorescencija 

Mitohondrijski 
membranski 
potencijal 
Indikacija 
�R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D��
mitohondrija 

Uslijed promjene membranskog 
potencijala, �]�E�R�J�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D��
mitohodrija, mijenja se 
akumulacija reagensa TMRE i 
time �M�D�þ�L�Q�D���V�L�J�Q�D�O�D���N�R�M�L���V�H���G�H�W�H�N�W�L�Ua 

Apoptoza test 
Annexin V 
i 7-AAD 

fluorescencija 
Aktivacija 
procesa 
apoptoze  

Prati se indukcija markera 
apoptoze vezanjem s�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K��
protutijela koji ujedno ukazuju i  
na pojedinu fazu apoptoze  

Aktivnost 
kaspaza 

DEVD-
ProRed 
IETD-R110 
LEHD-
AMC 

fluorescencija 
Aktivacija 
�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K��
kaspaza 

Prati se aktivacija i aktivnost 
�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K���H�Q�]�L�P�D�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�L�K�� �X��
proces apoptoze (�R�G�U�H�ÿ�X�M�H�� �V�H�� �L��
�Q�D�þ�L�Q�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H��- vanjskim ili 
unutarnjim signalnim putom) 

�2�ã�W�H�ü�H�Q�M�H��
DNA 

ATM i 
H2A.X 

fluorescencija 

Indukcija 
�R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D��
molekula DNA 
Nastanak 
�G�Y�R�O�D�Q�þ�D�Q�L�K��
lomova 

�1�D�V�W�D�Q�D�N�� �G�Y�R�O�D�Q�þ�D�Q�L�K�� �O�R�P�R�Y�D��
prati se speci�I�L�þ�Qim protutijelim za 
aktivne oblike proteina ATM  i 
H2A.X kao ukupne mjere 
�R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D���P�R�O�H�N�X�O�H���'�1�$  
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Aktivacija 
signalnih 
putova 

NF-���%����
MAPK, 
STAT3, 
ERK1/2, 
ACC 

kemiluminiscencija 

Aktivacija 
�R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K��
signalnih 
putova 
fosforilacijom 
�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K��
proteina  

Metodom se prati promjena  
�I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�H�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �S�U�R�Weina 
�R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K�� �V�L�J�Q�D�O�Q�L�K�� �S�X�W�R�Y�D koji 
ukazuju na njihovu aktivaciju te 
prijenos signala u stanici, a temelji 
se �Q�D�� �Y�H�]�D�Q�M�X�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Qih 
protutijela na protein od interesa u 
uzorku  

Test 
permeablinosti 
membrane 

MDCKII -
MDR1 
stanice 

kromatografija 

Pasivni 
transporta kroz 
�E�L�R�O�R�ã�N�H��
membrane 

Prati se pasivni prolaska spojeva  
kroz membranu u vidu jednoslojne 
kulture MDCKII -MDR1-a te se 
�R�G�U�H�ÿ�X�M�H�� �L�� �S�R�V�U�H�G�X�Mu li P-
glikoprotein pumpe u njihovoj 
translokacija kroz istu. 
�.�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���V�S�R�M�D���N�R�M�L���M�H���S�U�R�ã�D�R��
�R�G�U�H�ÿ�X�M�H�� �V�H�� �M�H�G�Q�R�P�� �R�G��
kromatografskih metoda (npr. 
HPLC, LC-MS)  

Test 
m�H�W�D�E�R�O�L�þ�Ne 
stabilnosti 

mikrosomi kromatografija 
�0�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�D��
stabilnost 
spojeva 

�2�G�U�H�ÿ�X�M�H�� �V�H�� �U�D�]�J�U�D�G�Q�M�D�� �R�G�Q�R�V�Q�R��
metabolizam spojeva u prisutnosti 
�M�H�W�U�H�Q�L�K���P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�L�K���H�Q�]�L�P�D��te se 
testirani spoj i njegovi produkti 
kvantifikaciraju kromatografskim 
metodama kako bi se odredilo 
�S�R�O�X�Y�U�L�M�H�P�H�� �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�H��
razgradnje spoja 
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�†������ EKSPERIMENTALNI DIO  

3.1. Kemikalije, materijali i ostalo  

3.1.1. Kemikalije, otapala, otopine i reagensi 

�=�D���S�U�L�S�U�H�P�X���S�X�I�H�U�D���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L���V�X��abecednim redom navedeni: ��-merkaptoetanol (Sigma Aldrich, 

�1�M�H�P�D�þ�N�D�������E�U�R�P�I�H�Q�R�O���S�O�D�Y�R����Sigma Aldrich�����1�M�H�P�D�þ�N�D�������G�L�Q�D�W�U�L�M�H�Y���K�L�G�U�R�J�H�Q���I�R�V�I�D�W�����1�D2HPO4, 

Kemika, Zagreb), dinatrijeva sol etilendiamintetraoctene kiseline dihidrat (EDTA, Sigma 

Aldrich���� �1�M�H�P�D�þ�N�D������ �I�H�Q�L�O�P�H�W�D�Q�V�X�O�I�R�Q�L�O�� �I�O�X�R�U�L�G�� ���3�0�6�)����Sigma Aldrich���� �1�M�H�P�D�þ�N�D������ �J�O�L�F�L�Q��

(Sigma Aldrich�����1�M�H�P�D�þ�N�D�������N�D�O�F�L�M�H�Y���N�O�R�U�L�G�����&�D�&�O2, Kemika, Zagreb), kalijev dihidrogen fosfat 

(KH2PO4, Kemika, Zagreb), kalijev klorid (KCl, Kemika, Zagreb), natrijev dodecil sulfat (SDS, 

Sigma Aldrich�����1�M�H�P�D�þ�N�D�������Q�D�W�U�L�M�H�Y���I�O�X�R�U�L�G�����1�$�)����Sigma Aldrich�����1�M�H�P�D�þ�N�D�������Q�D�W�U�L�M�H�Y���N�O�R�U�L�G��

(NaCl, Kemika, Zagreb), natrijev ortovanadat (Na3VO4, Sigma Aldrich�����1�M�H�P�D�þ�N�D�������P�D�J�Q�H�]�L�M�H�Y��

klorid (MgCl2, Kemika, Za�J�U�H�E�������7�Z�H�H�Q�Š����������Sigma Aldrich�����1�M�H�P�D�þ�N�D�������7�U�L�]�P�D�Š���E�D�]�D�����7�U�L�V����

Sigma Aldrich�����1�M�H�P�D�þ�N�D�����L���7�U�R�S�L�[�Š���,-BLOCKTM (Thermo Fisher Scientific, SAD) 

�.�O�R�U�R�Y�R�G�L�þ�Q�D�� �N�L�V�H�O�L�Q�D��(36,5 % (v/v) HCl, Kemika���� �=�D�J�U�H�E���� �M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �]�D�� �S�U�L�S�U�H�P�X��

vodene otopine 1 mol dm-3, koja j�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q�D���]�D���S�R�G�H�ã�D�Y�D�Q�M�H���S�+���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���S�X�I�H�U�D�� 

Octena kiselina (99,5 % (v/v) HOAc, Kemika�����=�D�J�U�H�E�����M�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q�D���]�D���S�U�L�S�U�H�P�X��������-

tne vodene otopine (v/v)  �N�R�M�D�� �M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �]�D�� �S�U�L�S�U�H�P�X�� �3�R�Q�F�H�D�X�� �6�� �E�R�M�L�Oa i predinkubaciju 

membrana za western blot. 

Dimetil-sulfoksid (99 % (v/v) DMSO, Kemika�����=�D�J�U�H�E�����N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���]�D���S�U�L�S�U�H�P�X���R�W�R�S�L�Q�D��

�R�N�V�L�P�D�����.�R�Q�D�þ�Q�L���S�R�V�W�R�W�D�N���'�0�6�2-a u pokusima bio je od 0,001 do 0,8 % (v/v) i utjecaj na rast 

�V�W�D�Q�L�F�D���L���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�L�K���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���P�H�W�D���E�L�R���M�H���]�D�Q�H�P�D�U�L�Y�� 

Metanol (99,8 % (v/v)  MeOH, Kemika�����=�D�J�U�H�E�����N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H��za pripremu otopina oksima. 

�.�R�Q�D�þ�Q�L���S�R�V�W�R�W�D�N���0�H�2�+���X���S�R�N�X�V�L�P�D���E�L�R���M�H���R�G���������������G�R������������ (v/v) i utjecaj na rast stanica i 

�D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�L�K���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���P�H�W�D���E�L�R���M�H���]�D�Q�H�P�D�U�L�Y�� 

Glicerol (Sigma Aldrich�����1�M�H�P�D�þ�N�D�����N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���]�D���S�U�L�S�U�H�P�X����������-tne vodene otopine 

(v/v)�����N�R�M�D���M�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q�D���]�D���S�U�L�S�U�H�P�X���K�R�P�R�J�H�Q�L�]�D�F�L�M�V�N�R�J���S�X�I�H�U�D�� 

Triton X-100 (Sigma Aldrich�����1�M�H�P�D�þ�N�D�����N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���N�D�R���V�U�H�G�V�W�Y�R���]�D���S�H�U�P�H�D�E�L�O�L�]�D�F�L�M�X��

�V�W�D�Q�L�þ�Q�H���P�H�P�E�U�D�Q�H���X���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L���R�G�������������� (v/v) te za pripremu 20 %-tne vodene otopine 

(v/v), koja je kor�L�ã�W�H�Q�D���]�D���S�U�L�S�U�H�P�X���K�R�P�R�J�H�Q�L�]�D�F�L�M�V�N�R�J���S�X�I�H�U�D���� 
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Vodikov peroksid (30 % (v/v) H2O2, Kemika�����=�D�J�U�H�E�����N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���N�D�R���S�R�]�L�W�L�Y�Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�D��

�]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �L�Q�G�X�N�F�L�M�H�� �U�H�D�N�W�L�Y�Q�L�K�� �N�L�V�L�N�R�Y�L�K�� �Y�U�V�W�D�� �X�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D���� �2�W�R�S�L�Q�D koncentracije 100 

mmol dm-3 �S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�D���M�H���U�D�]�U�M�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�P���X���G�H�V�W�L�O�L�U�D�Q�R�M���Y�R�G�L���L���þ�X�Y�D�Q�D���Q�D�������ƒ�&�� 

Tert-butilvodikov peroksid (70 % (v/v) tBOOH, �$�&�5�2�6���2�U�J�D�Q�L�F�V�Œ�����6�$�'�����N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H��

�N�D�R���S�R�]�L�W�L�Y�Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�D���]�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H��antioksidacijskog statusa stanice. Otopina koncentracije 

100 mmol dm-3 pripremljena je razrj�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�P���X���G�H�V�W�L�O�L�U�D�Q�R�M���Y�R�G�L���L���þ�X�Y�D�Q�D���Q�D�������ƒ�&�� 

Paraformaldehid (4 % (v/v), Sigma Aldrich���� �1�M�H�P�D�þ�N�D���� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H�� �N�D�R�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�D��

�N�R�Q�W�U�R�O�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H���S�U�R�F�H�V�D���U�H�J�X�O�L�U�D�Q�H���V�P�U�W�L���V�W�D�Q�L�F�H���� 

Natrijev dodecil�V�X�O�I�D�W�� ���6�'�6���� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H��kao 10 %-tne vodene otopine, za pripremu 

transfer pufera.  

Atrakurijev besilat (98 % AB, Sigma-Aldrich�����1�M�H�P�D�þ�N�D�����N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���N�D�R���N�R�Q�W�U�R�O�Q�L���V�S�R�M��

�S�R�]�Q�D�W�R�J���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D���S�U�L���W�H�V�W�L�U�D�Q�M�X���F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L���X��24 h. Izvorna otopina koncentracije 10 mmol 

dm-3 pripremljena je otapanjem u de�V�W�L�O�L�U�D�Q�R�M���Y�R�G�L���L���þ�X�Y�D�Q�D���Q�D�������ƒ�&�� 

Atropin (At, Sigma-Aldrich���� �1�M�H�P�D�þ�N�D���� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H�� �N�D�R�� �N�R�Q�W�U�R�O�Q�L�� �V�S�R�M�� �S�R�]�Q�D�W�R�J��

�G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D���S�U�L���W�H�V�W�L�U�D�Q�M�X���F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L���X��24 sata. Izvorna otopina koncentracije 100 mmol dm-

3 pripremljena je otapanjem u destiliranoj vodi i �þ�X�Y�D�Q�D���Q�D�������ƒ�&�� 

Acetilkolin (99 % ACh, Sigma-Aldrich���� �1�M�H�P�D�þ�N�D���� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H�� �N�D�R�� �N�R�Q�W�U�R�O�Q�L�� �V�S�R�M��

�S�R�]�Q�D�W�R�J���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D���S�U�L���W�H�V�W�L�U�D�Q�M�X���F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L���X��24 h. Izvorna otopina koncentracije 10 mmol 

dm-3 pripremljena je otapanjem u destiliranoj vodi neposredno prije eksperimenta. 

Staurosporin (otopina 1 mmol dm-3 u DMSO SS, Abcam, Ujedinjeno Kraljevstvo) 

�N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H�� �N�D�R�� �N�R�Q�W�U�R�O�Q�L�� �V�S�R�M�� �S�R�]�Q�D�W�R�J�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D�� �S�U�L�� �W�H�V�W�L�U�D�Q�M�X�� �F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L���� �D�S�R�S�W�R�]�H�� �L��

�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K���N�D�V�S�D�]�D�����,�]�Y�R�U�Q�D���R�W�R�S�L�Q�D koncentracije 1 mmol dm-3 �X���'�0�6�2���þ�X�Y�D�Q�D je 

�Q�D�������ƒ�&�� 

Karbonilcijanid-3-klorofenilhidrazon (otopina 50 mmol dm-3 u DMSO CCCP, Cell 

Signaling Technology Europe���� �1�L�]�R�]�H�P�V�N�D���� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H�� �N�D�R�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�D�� �]�D��

�G�H�S�R�O�D�U�L�]�L�U�D�F�L�M�X�� �P�L�W�R�K�R�Q�G�U�L�M�V�N�R�J�� �P�H�P�E�U�D�Q�V�N�R�J�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�D�� ���û��m) stanica. Izvorna otopina 

koncentracije 50 mmol dm-3 �X���'�0�6�2���þ�X�Y�D�Q�D��je na - �������ƒ�&�� 

Etopozid (98 %, Sigma Aldrich���� �1�M�H�P�D�þ�N�D���� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H�� �N�D�R�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�D�� �]�D��

�R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D���P�R�O�H�N�X�O�H���'�1�$�����,�]�Y�R�U�Q�D���R�W�R�S�L�Q�D koncentracije 1 mmol dm-3 pripremljena 

je u DMSO �L���þ�X�Y�D�Q�D���Q�D��-�������ƒ�&�� 
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Elacridar (98 %, International Laboratory���� �6�$�'���� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H�� �N�D�R�� �L�Q�K�L�E�L�W�R�U�� �3-

�J�O�L�N�R�S�U�R�W�H�L�Q�� �S�X�P�S�L�� �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�L�� �S�U�R�O�D�V�N�D�� �V�S�R�M�H�Y�D�� �N�U�R�]�� �E�L�R�O�R�ã�N�H�� �P�H�P�E�U�D�Q�H����

Izvorna otopina koncentracije 2 mg mL-1 u �'�0�6�2���þ�X�Y�D�Q�D��je �Q�D�������ƒ�&�� 

Amprenavir (98 %, AK Scientific Inc.���� �6�$�'���� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H�� �N�D�R�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�D�� �]�D��

�R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�L�� �S�U�R�O�D�V�N�D�� �V�S�R�M�H�Y�D�� �N�U�R�]�� �E�L�R�O�R�ã�N�H�� �P�H�P�E�U�D�Q�H���� �,�]�Y�R�U�Q�D�� �R�W�R�S�L�Q�D 

koncentracije 2 mg mL-1 �X���'�0�6�2���þ�X�Y�D�Q�D��je �Q�D�������ƒ�&�� 

Diklofenak (Sigma Aldrich���� �1�M�H�P�D�þ�N�D���� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H�� �N�D�R pozitivna kontrola za 

�R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�L�� �S�U�R�O�D�V�N�D�� �V�S�R�M�H�Y�D�� �N�U�R�]�� �E�L�R�O�R�ã�N�H�� �P�H�P�E�U�D�Q�H���� �,�]�Y�R�U�Q�D�� �R�W�R�S�L�Q�D 

koncentracije 20 mg mL-1 �X���'�0�6�2���þ�X�Y�D�Q�D��je �Q�D�������ƒ�&�� 

R�H�D�J�H�Q�V�� ���¶�����¶�±diklorofluorescein-diacetat (DCFDA, Sigma Aldrich���� �1�M�H�P�D�þ�N�D���� �M�H��

�N�R�U�L�ã�W�H�Q���]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H��indukcije reaktivnih kisikovih vrsta u stanicama. Izvorna otopina 10 

mmol dm-3 pripremljena je otapanjem u DMSO-�X�����L���þ�X�Y�D�Q�D���Q�D��- �������ƒ�&���]�D�ã�W�L�ü�H�Q�D���R�G���V�Y�M�H�W�O�D���� 

Otopina boje tripan plavo (0,4 % (v/v), Sigma Aldrich���� �1�M�H�P�D�þ�N�D) �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �M�H�� �]�D��

�R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���E�U�R�M�D �å�L�Y�L�K���L���E�U�R�M�D���P�U�W�Y�L�K���V�W�D�Q�L�F�D�� 

Reagens monoklorobiman (MCB, Sigma Aldrich�����1�M�H�P�D�þ�N�D�����N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���]�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H��

antioksidacijskog statusa stanice. Izvorna otopina koncentracije 5 mmol dm-3 pripremljena je 

otapanjem u DMSO-�X�����L���þ�X�Y�D�Q�D���Q�D��- �������ƒ�&���]�D�ã�W�L�ü�H�Q�D���Rd svjetla.  

Reagens etilni ester tetrametilrodamin perklorata (TMRE, Cell Signaling Technology, 

�1�L�]�R�]�H�P�V�N�D���� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H�� �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �P�L�W�R�K�R�Q�G�U�L�M�V�N�R�J�� �P�H�P�E�U�D�Q�V�N�R�J�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�D�� ���û��m) 

stanica. Izvorna otopina koncentracije 1 mmol dm-3 pripremljena je u DMSO i �þ�X�Y�D�Q�D���Q�D��-20 

�ƒ�&���]�D�ã�W�L�ü�H�Q�D���R�G���V�Y�M�H�W�O�D�� 

Reagens fenazin metosulfat (PMS, �$�&�5�2�6���2�U�J�D�Q�L�F�V�Œ�����6�$�'�����N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���]�D���S�U�L�S�U�H�P�X��

�R�W�R�S�L�Q�H�� �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�L�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �,�]�Y�R�U�Q�D�� �R�W�R�S�L�Q�D�� ���������� �P�J�� �G�P-3 pripremljena je u 

�I�R�V�I�D�W�Q�R�P�����3�%�6�����S�X�I�H�U�X���L���þ�X�Y�D�Q�D���Q�D��-�������ƒ�&���]�D�ã�W�L�ü�H�Q�D���R�G���V�Y�M�H�W�O�D�� 

Reagens 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-

tetrazolijeva sol (MTS, Promega���� �6�$�'���� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H�� �]�D�� �S�U�L�S�U�H�P�X�� �R�W�R�S�L�Q�H�� �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H��

vijabilnosti stanica. Izvorna otopina koncentracije 2 mg dm-3 pripremljena je u fosfatnom (PBS) 

�S�X�I�H�U�X���L���þ�X�Y�D�Q�D���Q�D��-�������ƒ�&���]�D�ã�W�L�ü�H�Q�D���R�G���V�Y�M�H�W�O�D�� 

Reagens Ponceau S (Sigma Aldrich�����1�M�H�P�D�þ�N�D�����S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q���M�H���R�W�D�S�D�Q�M�H�P���������������J���X��������

mL destilirane vode i 0,3 mL 5 %-tne octene kiseline (v/v)  �L���þ�X�Y�D�Q �Q�D�������ƒ�&���]�D�ã�W�L�ü�H�Q od svjetla. 

Oto�S�L�Q�D���M�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q�D���]�D���E�R�M�D�Q�M�H���S�U�R�W�H�L�Q�V�N�L�K���Y�U�S�F�L���Q�D���P�H�P�E�U�D�Q�D�P�D�� 
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�=�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���X�þ�L�Q�D�N�D���W�H�V�W�L�U�D�Q�L�K���V�S�R�M�H�Y�D���Q�D���U�D�]�L�Q�L���V�W�D�Q�L�F�D���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L���V�X���L���N�R�P�H�U�F�L�M�D�O�Q�R��

dostupni kitovi: �&�H�O�O�7�L�W�H�U�������Š���$�4�X�H�R�X�V���2�Q�H���6�R�O�X�W�L�R�Q���&�H�O�O���3�U�R�O�L�I�H�U�D�W�L�R�Q���$�V�V�D�\���.�L�W (Promega, 

�6�$�'�����]�D���R�G�U�H�ÿ�L�Yanje vijabilnosti stanica; CytoTox-�2�1�(�Œ���+�R�P�R�J�H�Q�H�R�X�V���0�H�P�E�U�D�Q�H���,�Q�W�H�J�U�L�W�\��

Assay Kit (Promega���� �6�$�'���� �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �L�Q�W�H�J�U�L�W�H�W�D�� �P�H�P�E�U�D�Q�H����Mitochondrial Membrane 

Potential Assay Kit (II) (Cell Signaling Technology Europe���� �1�L�]�R�]�H�P�V�N�D���� �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H��

mitohondrijsk�R�J���P�H�P�E�U�D�Q�V�N�R�J���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�D�����û��m) stanica; Annexin V Assay Kit (Merck KGaA, 

�1�M�H�P�D�þ�N�D���� �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H�� �S�U�R�F�H�V�D�� �U�H�J�X�O�L�U�D�Q�H�� �V�P�U�W�L�� �V�W�D�Q�L�F�H����Caspase-3, Caspase-8 

and Caspase-9 Multiplex Activity Assay Kit (Abcam�����8�M�H�G�L�Q�M�H�Q�R���.�U�D�O�M�H�Y�V�W�Y�R�����]�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H��

�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K���H�Q�]�L�P�D���N�D�V�S�D�]�D���L���0�X�V�H�Š���0�X�O�W�L-Color DNA Damage Kit (Merck KGaA, 

�1�M�H�P�D�þ�N�D�����]�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D���P�R�O�H�N�X�O�H���'�1�$�� 

Za razdvajanje proteina gel elektrofor�H�]�R�P���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L���V�X���N�R�P�H�U�F�L�M�D�O�Q�L���J�H�O�R�Y�L���&�U�L�W�H�U�L�R�Q�Œ��

XT Bis-Tris Protein Gels 4 �± 12 % Bis-Tris (BioRad, SAD). 

 

3.1.2. Reagensi za western blot analize 

�=�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �L�� �D�Q�D�O�L�]u �F�L�O�M�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �P�H�W�D��western blot �W�H�K�Q�L�N�R�P�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �V�X�� �S�U�L�P�D�U�Q�D��

�S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�� �S�U�R�L�]�Y�H�G�H�Q�D�� �X�� �N�X�Q�L�ü�X�� ��tablica 3.1), sekundarno koz�M�H�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�R�� �S�U�R�W�L�Y�� �N�X�Q�L�ü�M�H�J��

imunoglobulin�D���N�O�D�V�H���*�����,�J�*�����R�E�L�O�M�H�å�H�Q�R���H�Q�]�L�P�R�P���S�H�U�R�N�V�L�G�D�]�R�P���L�]���K�U�H�Q�D����Bio Rad, SAD) te 

�V�W�D�Q�G�D�U�G���S�U�R�W�H�L�Q�D���S�R�]�Q�D�W�H���Y�H�O�L�þ�L�Q�H���W�]�Y����marker  �$�P�H�U�V�K�D�P�Œ���(�&�/�Œ���5�D�L�Q�E�R�Z�Œ���0�D�U�N�H�U �± Full 

Range (Sigma Aldrich�����1�M�H�P�D�þ�N�D���� 

Tablica 3.1. �3�U�L�P�D�U�Q�D���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D���N�R�U�L�ã�W�H�Q�D���X���R�Y�R�P���U�D�G�X�� 
Protutijelo  Proizvedeno �5�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�H �3�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ 

anti-p-ACC  �.�X�Q�L�ü 1:1000 Cell Signaling Techonolgy Inc., SAD 

anti p-ERK  �.�X�Q�L�ü 1:10000 Cell Signaling Techonolgy Inc., SAD 

�D�Q�W�L���S�1�)���%���S���� �.�X�Q�L�ü���P�R�Q�R�N�O�R�Q�V�N�R 1:2000 Cell Signaling Techonolgy Inc., SAD 

anti p-p38 MAPK �.�X�Q�L�ü���P�R�Q�R�N�O�R�Q�V�N�R 1:1000 Cell Signaling Techonolgy Inc., SAD 

anti p-STAT3 �.�X�Q�L�ü���P�R�Q�R�N�O�R�Q�V�N�R 1:1000 Cell Signaling Techonolgy Inc., SAD 

 

3.1.3. Puferi 

�8���S�R�N�X�V�L�P�D���V�D���V�W�D�Q�L�F�D�P�D���N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���I�R�V�I�D�W�Q�L���S�X�I�H�U�����3�%�6�����S�+�������������N�R�M�L���M�H���S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q���N�D�R��deset 

�S�X�W�D�� �Y�H�ü�D koncentrirana otopina otapanjem 80,1 g NaCl, 2 g KCl, 14,4 g Na2HPO4 i 2,7 g 

KH2PO4 �X�� �������� �P�/�� �G�H�L�R�Q�L�]�L�U�D�Q�H�� �Y�R�G�H���� �S�+�� �M�H�� �S�R�G�H�ã�H�Q�� �Q�D�� �������� �R�W�R�S�L�Q�R�P�� �+�&�O�� ������ �P�R�O�� �G�P-3) te 
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�Q�D�G�R�S�X�Q�M�H�Q�R�� �G�R�� ���� �/���� �3�X�I�H�U�� �M�H�� �D�X�W�R�N�O�D�Y�L�U�D�Q�� �L�� �þ�X�Y�D�Q�� �X�� �V�W�H�U�L�O�Q�L�P�� �X�Y�M�H�W�L�P�D�� �G�R�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�D���� �3�U�L�M�H��

kor�L�ã�W�H�Q�Ma pripremljena je otopina PBS-a �U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�H�P���V�W�H�U�L�O�Q�R�P���G�H�L�R�Q�L�]�L�U�D�Q�R�P���Y�R�G�R�P�� 

 Tris pufer (TBS) pripremljen je kao koncentrirana otopina �G�Y�D�G�H�V�H�W�� �S�X�W�D�� �Y�H�ü�H��

koncentracije �R�W�D�S�D�Q�M�H�P�������������J���7�U�L�]�P�D�Š���E�D�]�H���L�����������J���1�D�&�O���X�����������P�/���G�H�V�W�L�O�L�U�D�Q�H���Y�R�G�H�����S�+���M�H��

�S�R�G�H�ã�Hn na 7,6 otopinom HCl (1 mol dm-3) te nadopunjeno do 1 L. 

 �7�%�6�7�� �S�X�I�H�U�� �S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�� �M�H�� �P�L�M�H�ã�D�Q�M�H�P�� �������� �P�/�� �7�%�6�� �S�X�I�H�U�D���G�Y�D�G�H�V�H�W�� �S�X�W�D�� �Y�H�ü�H��

koncentracije �L�����������—�/���7�Z�H�H�Q�Š���������X�������/���G�H�V�W�L�O�L�U�D�Q�H���Y�R�G�H�� 

 Tris glicinski transfer pufer pripremljen je kao koncentrirana otopina �G�H�V�H�W���S�X�W�D���Y�H�ü�H��

koncentracije �R�W�D�S�D�Q�M�H�P�������������J���7�U�L�]�P�D�Š���E�D�]�H���L���������������J���J�O�L�F�L�Q�D���X�������/���G�H�V�W�L�O�L�U�D�Q�H���Y�R�G�H���� 

 Transfer pufer pripremljen je �P�L�M�H�ã�D�Q�M�H�P�����������P�/���W�U�L�V���J�O�L�F�L�Q�V�N�R�J transfer pufera deset 

�S�X�W�D���Y�H�ü�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H, 1600 mL destilirane vode, 400 mL metanola i 2 mL 10 %-tne otopine 

SDS-�D�����3�X�I�H�U���M�H���S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q���Q�H�S�R�V�U�H�G�Q�R���S�U�L�M�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�D���L���R�K�O�D�ÿ�H�Q���Q�D�������ƒ�&���� 

Laemmlijev pufer pripremljen je kao koncentrirana otopina �þ�H�W�L�U�L�� �S�X�W�D�� �Y�H�ü�H��

koncentracije �R�W�D�S�D�Q�M�H�P���������������P�J���7�U�L�]�P�D�Š���E�D�]�H�������������J���6�'�6-a, 4 g glicerola, 0,8 mg bromfenol 

�S�O�D�Y�R�J���������P�/����-merkaptoetanola u 6 mL destilirane vode, te je nadopunjeno do 10 mL. Pufer 

�M�H���U�D�V�S�R�G�L�M�H�O�M�H�Q���X���P�L�N�U�R�H�S�U�X�Y�H�W�H���L���þ�X�Y�D�Q���Q�D��-�������ƒ�&�� 

 �+�R�P�R�J�H�Q�L�]�D�F�L�M�V�N�L���S�X�I�H�U���S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q���M�H���P�L�M�H�ã�D�Q�M�H�P�������P�/�����������P�R�O���G�P-3 otopine NaCl, 

1,35 mL 200 mmol dm-3 otopine KCl, 0,5 mL 200 mmol dm-3 otopine MgCl2, 5 mL 20 %-tne 

otopine Tritona X-100, 13.4 mL 75 %-tne otopine glicerola, 2 mL otopine 1 mol dm-3 otopine 

�7�U�L�]�P�D�Š���E�D�]�H���S�+�����������������P�/�����������P�R�O���G�P-3 �R�W�R�S�L�Q�H���1�$�)�������������—�/�����������P�P�R�O���G�P-3 otopine EDTA 

u 100 mL �G�H�V�W�L�O�L�U�D�Q�H���Y�R�G�H�����1�H�S�R�V�U�H�G�Q�R���S�U�L�M�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�D���S�X�I�H�U�D���G�R�G�D�W�L�����������—�/�����������P�P�R�O���G�P-3 

otopine Na3VO4 �L�����������—�/�����������P�P�R�O���G�P-3 otopine PMSF-a. 

�;�7���0�(�6���S�X�I�H�U���S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q���M�H���P�L�M�H�ã�D�Q�M�H�P���������P�/���N�R�P�H�U�F�L�M�D�O�Q�R���N�X�S�O�M�H�Q�H���;�7���0�(�6�������[��

koncentrirane otopine (BioRad, SAD) u 1 L destilirane vode. 

�3�X�I�H�U���]�D���E�O�R�N�L�U�D�Q�M�H���P�H�P�E�U�D�Q�H���S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q���M�H���R�W�D�S�D�Q�M�H�P�����������P�J���7�U�R�S�L�[�Š���,-BLOCKTM 

�X���7�%�6�����[���S�X�I�H�U�X���X�]���P�L�M�H�ã�D�Q�M�H���L���]�D�J�U�L�M�D�Y�D�Q�M�H���Q�D���P�D�J�Q�H�W�Q�R�M���P�L�M�H�ã�D�O�L�F�L�����3�X�I�H�U���N�R�U�L�ã�W�H�Q���Q�D�N�R�Q���ã�W�R��

se otopio i ohladio. 

 

3.1.4. Oksimi 

U ovoj doktorskoj disertaciji testirano je pet serija spojeva oksimske strukture: bispiridinijevi 

oksimi (tablica 3.2), imidazolijevi oksimi (tablica 3.3), kinuklidinijevi oksimi (tablica 3.4), 3-
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hidroksi-2-piridinski oksimi (tablica 3.5) i referentni oksimi koji se koriste u medicinskoj 

praksi ili je njihovo djelovanje poznato (tablica 3.6). 

Bispiridinijevi oksimi sintetizirani su u Department of Toxicology, Faculty of Military 

Health Sciences i �'�H�S�D�U�W�P�H�Q�W���R�I���&�K�H�P�L�V�W�U�\�����)�D�F�X�O�W�\���R�I���6�F�L�H�Q�F�H�����8�Q�L�Y�H�U�V�L�W�\���R�I���+�U�D�G�H�F���.�U�i�O�R�Y�p, 

�+�U�D�G�H�F�� �.�U�i�O�R�Y�p���� �ý�H�ã�N�D��Republika pod vodstvom dr. sc. Kamila Musileka i dr. sc. Kamila 

�.�X�þ�H24,82,93,122,155. Ishodne otopine oksima (10 ili 100 mmol dm-3�����S�U�L�U�H�ÿ�H�Q�H���V�X���X���G�H�V�W�L�O�L�U�D�Q�R�M��

�Y�R�G�L���L���þ�X�Y�D�Q�H���S�U�L�������ƒ�&�����G�R�N���V�X���G�D�O�M�Q�M�D���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D���R�N�V�L�P�D���S�U�L�S�U�D�Y�O�M�H�Q�D���Q�H�S�R�V�U�H�G�Q�R���S�U�L�M�H���S�R�N�X�V�D��

u destiliranoj vodi, PBS-u ili mediju za uzgoj stanica. Bispiridinijevi oksimi testirani su u 

rasponu koncentracija od 1,54 �± ���������—mol dm-3.  

 
Tablica 3.2. Oznake, strukturne formule i IUPAC imena bispiridinijevih oksima testiranih  u ovom radu. 
Oksimi Struktura  IUPAC kemijsko ime spoja 

K027 

 

4-karbamoil-1-(3-{4-

[(hidroksiimino)metil]piridinio}propil)  

piridinijev dibromid 

K865 

 

4-karbamoil-1-(3-{3-klor-4-

[(hidroksiimino)metil]piridinio}propil)  

piridinijev dibromid 

K868 

 

4-karbamoil-1-(3-{3,5-diklor-4-

[(hidroksiimino)metil]piridinio}propil)  

piridinijev dibromid 

TMB -4 

 

���(�>���K�L�G�U�R�N�V�L�L�P�L�Q���P�H�W�L�O�@�(���(�����(�^���(��

[(hidroksiimin)metil]piridinio}propil)  

piridinijeva dibromid 

K048 

 

4-karbamoil-1-(4-{4-

[hidroksiimino)metil]piridinio}butil)  

piridinijev dibromid 

K866 

 

4-karbamoil-1-(4-{3-klor-4-

[(hidroksiimino)metil]piridinio}butil)  

piridinijev dibromid 
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K869 

 

4-karbamoil-1-(4-{3,5-diklor-4-

[(hidroksiimino)metil]piridinio}butil)  

piridinijev dibromid 

K074 

 

1,1'-(butano)bis[4-

(hidroksiimino)metil]piridinijev dibromid 

K203 

 

4-karbamoil-1-(4-{4-

[(hidroksiimino)metil]piridinio}but-2-enil) 

piridinijev dibromid 

K867 

 

4-karbamoil-1-(4-{3-klor-4-

[(hidroksiimino)metil]piridinio}  

but-2-enil)piridinijev dibromid 

K870 

 

4-karbamoil-1-(4-{3,5-diklor-4-

[(hidroksiimino)metil]piridinio}but-2-

enil)piridinijev dibromid 

K075 

 

1,1'-(but-2-eno)bis[4-

(hidroksiimino)metil]piridinijev dibromid 

 
 
Imidazolijevi oksimi sintetizirani su na Kemijskom odsjeku, Prirodoslovno-�P�D�W�H�P�D�W�L�þ�N�R�J��

�I�D�N�X�O�W�H�W�D�����6�Y�H�X�þ�L�O�L�ã�W�D���X���=�D�J�U�H�E�X�����=�D�J�U�H�E�����+�U�Y�D�W�V�N�D�����S�R�G���Y�R�G�V�W�Y�R�P���S�U�R�I�����G�U�����V�F�����,�Q�H�V���3�U�L�P�R�å�L�þ25. 

Ishodne otopine oksima IV i VI (10 mmol dm-3) pripremljene su u destiliranoj vodi, dok su 

ishodne otopine oksima VII i X (100 mmol dm-3�����S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�H���X���'�0�6�2���L���R�W�R�S�L�Q�H���V�X���þ�X�Yane na 

�����ƒ�&�����'�D�O�M�Q�M�D���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D���R�N�V�L�P�D���S�U�L�S�U�D�Y�O�M�H�Q�D��su neposredno prije pokusa u destiliranoj vodi, 

PBS-u ili mediju za uzgoj stanica. Imidazolijevi oksimi testirani su u rasponu koncentracija od 

6,25 - ���������—�P�R�O���G�P-3. 
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Tablica 3.3. Oznake, strukturne formule i IUPAC imena imidazolijevih oksima testiranih u ovom radu. 
Oksimi Struktura  IUPAC kemijsko ime spoja 

IV  

 

1-butil-3-(4-klorbenzil)-2-

[(hidroksiimino)metil]imidazolijev bromid 

VI  

 

1-(but-3-en-1-il) -3-(4-klorbenzil)-2-

[(hidroksiimino)metil]imidazolijev bromid 

VII  

 

1,3-bis(4-klorbenzil)-2-

[(hidroksiimino)metil]imidazolijev bromid 

X 

 

3-(4-klorbenzil)-2-[(hidroksiimino)metil]-

1-(4-metilbenzil)imidazolijev bromid 

 
 

Kinuklidinijevi oksimi sintetizirani su na Kemijskom odsjeku, Prirodoslovno-�P�D�W�H�P�D�W�L�þ�N�R�J��

�I�D�N�X�O�W�H�W�D�����6�Y�H�X�þ�L�O�L�ã�W�D���X���=�D�J�U�H�E�X�����=�D�J�U�H�E�����+�U�Y�D�W�V�N�D�����S�R�G���Y�R�G�V�W�Y�R�P���S�U�R�I�����G�U�����V�F�����,�Q�H�V���3�U�L�P�R�å�L�þ156. 

Ishodne otopine oksima Q1 �± Q14 (10 mmol dm-3) pripremljene su u destiliranoj vodi, dok je 

ishodna otopina oksima Q5 (100 mmol dm-3�����S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�D���X���'�0�6�2�����2�W�R�S�L�Q�H���V�X���þ�X�Y�D�Q�H���Q�D������

�ƒ�&���� �'�D�O�M�Q�M�D�� �U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D�� �R�N�V�L�P�D�� �S�U�L�S�U�D�Y�O�M�H�Q�D�� �V�X�� �Q�H�S�R�V�U�H�G�Q�R�� �S�U�L�M�H�� �S�R�N�X�V�D�� �X�� �G�H�V�W�L�O�L�U�D�Q�R�M�� �Y�R�G�L����

PBS-u ili mediju za uzgoj stanica. Kinuklidinijevi oksimi testirani su u rasponu koncentracija 

od 6,25 - ���������—�P�R�O���G�P-3.  
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Tablica 3.4. Oznake, strukturne formule i IUPAC imena kinuklidinijevih oksima testiranih u ovom radu.  
Oksimi Struktura  IUPAC kemijsko ime spoja 

Q1 

 

Kinuklidin-3-on-oksim 

Q2 

 

3-(hidroksiimino)-1-metilkinuklidinijev 

jodid 

Q3 

 

1-alil-3-(hidroksiimino)kinuklidinijev 

bromid 

Q4 

 

1-(but-3-en-1-il )-3-

(hidroksiimino)kinuklidinijev bromid 

Q5 

 

1-dodecil-3-(hidroksiimino)kinuklidinijev 

bromid 

Q6 

 

1-benzil-3-(hidroksiimino)kinuklidinijev 

bromid 

Q7 

 

1-(3-brombenzil)-3-

(hidroksiimino)kinuklidinijev bromid 

Q8 

 

1-(4-brombenzil)-3-

(hidroksiimino)kinuklidinijev bromid 
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Q9 

 

1-(3-klorbenzil)-3-

(hidroksiimino)kinuklidinijev bromid 

Q10 

 

1-(4-klorbenzil)-3-

(hidroksiimino)kinuklidinijev bromid 

Q11 

 

3-(hidroksiimino)-1-(3-

metilbenzil)kinuklidinijev bromid 

Q12 

 

3-(hidroksiimino)-1-(4-

metilbenzil)kinuklidinijev bromid 

Q13 

 

3-(hidroksiimino)-1-(3-

nitrobenzil)kinuklidinijev bromid 

Q14 

 

3-(hidroksiimino)-1-(4-

nitrobenzil)kinuklidinijev bromid 
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3-hidroksi-2-piridinski oksimi sintetizirani su na Normandie �8�Q�L�Y�H�U�V�L�W�p���� �8�1�,�5�2�8�(�1���� �,�1�6�$��

Rouen, CNRS, COBRA (UMR 6014), Rouen, Francuska, pod vodstvom prof. dr. sc. Ludovica 

Jeana i prof. dr. sc. Pierre-Yvesa Renarda23,157. Ishodne otopine oksima JR585, JR595, RM048, 

GM113 i GM508 (100 mmol dm-3) pripremljene su u DMSO, dok je ishodna otopina oksima 

GM415 (50 mmol dm-3) pripremljena u metanolu ili u DMSO (100 mmol dm-3). Otopine su 

�þ�X�Y�D�Q�H�� �Q�D�� ���� �ƒ�&���� �'�D�O�M�Q�M�D�� �U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D���R�N�V�L�P�D�� �S�U�L�S�U�D�Y�O�M�H�Q�D�� �V�X�� �Q�H�S�R�V�U�H�G�Q�R�� �S�U�L�M�H�� �S�R�N�X�V�D�� �X�� �Y�R�G�L����

PBS-u ili mediju za uzgoj stanica. 3-hidroksi-2-piridinski oksimi testirani su u rasponu 

koncentracija od 2,34 - ���������—�P�R�O���G�P-3�����=�E�R�J���R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�H���Wopljivosti u vodenom mediju GM508 

�M�H���W�H�V�W�L�U�D�Q���X���U�D�V�S�R�Q�X���G�R���������� �—�P�R�O���G�P-3, dok su RM048 i GM415 testirani u rasponu do 500 

�—�P�R�O���G�P-3. 

 
 
Tablica 3.5. Oznake, strukturne formule i IUPAC imena 3-hidroksi-2-piridinskih oksima testiranih u ovom radu. 
Oksimi Struktura  IUPAC kemijsko ime spoja 

JR585 

 

2-[(hidroksiimino)metil]-6-[5-

(piperidin-1-il)pentil]piridin-3-ol 

JR595 

 

2-[(hidroksiimino)metil]-6-[4-

(morfolin-4-il)butil]piridin -3-ol 

RM048 

 

2-[(hidroksiimino)metil]-6-[5-

(morfolin-4-il)pentil]piridin-3-ol 

GM415 

 

6-[5-(6,7-dimetoksi-1,3,4-

trihidroizokinolin-2-il)pentil]-2- 

[(hidroksimino)metil]piridin-3-ol 

GM113 

 

6-[5-(6,7-dimetoksi-1-fenil-1,3,4- 

trihidroizokinolin-2-il)pentil]-3-

[(hidroksimino)metil]piridin-3-ol 
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GM508 

 

6-(5-{1-[4-(dimetilamino)fenil] -6,7-

dimethoksi-1,3,4- 

trihidroizokinolin-2-il}pentil) -2-

[(hidroksiimino)metil]piridin-3-ol 

 
Oksimi HI-�������/�•�+-�����L���+�O�|-7 sintetizirani su u Department of Toxicology, Faculty of Military 

Health Sciences, University of Defence�����+�U�D�G�H�F���.�U�i�O�R�Y�p�����ý�H�ã�N�D���5�H�S�X�E�O�L�N�D���S�R�G���Y�R�G�V�W�R�P���G�U�����V�F����

�.�D�P�L�O�D�� �.�X�þ�H90,155. 2-PAM, kupljen je od tvrtke Sigma-Aldrich���� �1�M�H�P�D�þ�N�D���� �,�]�Y�R�U�Q�H�� �R�W�R�S�L�Q�H��

referentnih oksima (100 mmol dm-3�������S�U�L�U�H�ÿ�H�Q�H���V�X���X���G�H�V�W�L�O�L�U�D�Q�R�M���Y�R�G�L���L���þ�X�Y�D�Q�H���S�U�L�������ƒ�&�����'�D�O�M�Q�M�D��

�U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D�� �R�N�V�L�P�D�� �S�U�L�S�U�D�Y�O�M�H�Q�D��su neposredno prije pokusa u destiliranoj vodi, PBS-u ili 

mediju za uzgoj stanica. Referentni oksimi testirani su u rasponu koncentracija od 6,25 �± 800 

�—�P�R�O���G�P-3. 

 
Tablica 3.6. Oznake, strukturne formule i IUPAC imena referentnih oksima testiranih u ovom radu. 
Oksimi Struktura  IUPAC kemijsko ime spoja 

2-PAM 

 

2-[(hidroksiimino)metil]-1-
metilpiridinijev klorid 

HI -6 

 

���(�N�D�U�E�D�P�R�L�O�(���(�>���^���(
[(hidroksiimino)metil]piridinio}metoksi)
metil]piridinijev diklorid 

�/�•�+-6 

 

���(�>���K�L�G�U�R�N�V�L�L�P�L�Q�R���P�H�W�L�O�@�(���(�>���^���(
[(hidroksiimino)metil]piridinio}metoksi)
metil]piridinijev diklorid 

�+�O�|-7 

 

2,4-di[(hidroksiimino)metil]-1-[({4 -
[(hidroksiimino)metil]piridinio}metoksi)
metil]piridinijev diklorid 
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3.2. �6�W�D�Q�L�þ�Q�H���N�X�O�W�X�U�H 

3.2.1. �8�]�J�R�M���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���N�X�O�W�X�U�D 

�=�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H���V�X���N�R�U�L�ã�W�H�Q�H���V�X���F�H�U�W�L�I�L�F�L�U�D�Q�H���N�X�O�W�X�U�H�����O�M�X�G�V�N�H���å�L�Y�þ�D�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���6�+-SY5Y (ECACC 

94030304; European Collection of Authenticated Cell Cultures, Engleska), ljudske stanice jetre 

HepG2 (ECACC 85011430; European Collection of Authenticated Cell Cultures, Engleska), 

ljudske embrionalne stanice bubrega HEK293 (ECACC 85120602; European Collection of 

Authenticated Cell Cultures, Engleska) i ljudske stanice bubrega odraslih HK-�������$�7�&�&�Š���&�5�/-

���������Œ����American Type Culture Collection, SAD). Nadalje, �N�R�U�L�ã�W�H�Q�H�� �V�X�� �L�� �S�U�L�P�D�U�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H��

�N�R�ã�W�D�Q�L�K�� �P�L�ã�L�ü�D, mioblasti i miotubuli. Primarne stanice izolirane su na Institutu za 

�S�D�W�R�I�L�]�L�R�O�R�J�L�M�X�����0�H�G�L�F�L�Q�V�N�L���I�D�N�X�O�W�H�W���6�Y�H�X�þ�L�O�L�ã�W�D���X���/�M�X�E�O�M�D�Q�L, pod vodstvom prof. dr. sc. Sergeja 

Pirkmajera u skladu s dozvolama �Q�D�G�O�H�å�Q�Rg �H�W�L�þ�N�R�J�� �S�R�Y�M�H�U�H�Q�V�W�Y�D���� �6�Y�L�� �H�N�V�S�H�U�Lmenti na 

primarnim kulturama �S�U�R�Y�H�G�H�Q�L���V�X���Q�D���,�Q�V�W�L�W�X�W�X���]�D���S�D�W�R�I�L�]�L�R�O�R�J�L�M�X�����X���/�M�X�E�O�M�D�Q�L�����R�G�R�E�U�H�Q�L���(�W�L�þ�N�L�P��

povjerenstvom Ministarstva zdravstva Republike Slovenije (#71/05/12 i #0120-698/2017/4). 

Sve stanice uzgajane su kao adherentne kulture pri kontroliranim uvjetima (5 % pCO2 i 

�W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L���������ƒ�&�����L���X���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�P���P�H�G�L�M�L�P�D���X�]���G�R�G�D�W�D�N�����������R�W�R�S�L�Q�H���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�N�D���S�H�Q�L�F�L�O�L�Q-

streptomicin (Pen-Strep, Sigma-Aldrich���� �1�M�H�P�D�þ�N�D������ �6�+-�6�<���<�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�D�� �O�L�Q�L�M�D�� �X�]�J�D�M�D�Q�D�� �M�H�� �X��

�'�X�O�E�H�F�F�R�¶�V���0�R�G�L�I�Led Eagle F12 mediju (DMEM F12, Sigma-Aldrich�����1�M�H�P�D�þ�N�D�����X�]���G�R�G�D�W�D�N��

�������������Y���Y�����I�H�W�D�O�Q�R�J���J�R�Y�H�ÿ�H�J���V�H�U�X�P�D�����)�%�6������Sigma-Aldrich�����1�M�H�P�D�þ�N�D�����������P�P�R�O���G�P-3 glutamina 

(Sigma-Aldrich���� �1�M�H�P�D�þ�N�D���� �L�� ���� ���� �Q�H�H�V�H�Q�F�L�M�D�O�Q�L�K�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D�� ��Sigma-Aldrich���� �1�M�H�P�D�þ�N�D������

HepG2 i HEK���������V�W�D�Q�L�þ�Q�H���O�L�Q�L�M�H���X�]�J�D�M�D�Q�H���V�X���X���(�D�J�O�H�¶�V���0�L�Q�L�P�X�P���(�V�V�H�Q�W�L�D�O mediju s Earlovim 

solima i natrijevim bikarbonatom bez L-glutamina (EMEM, Sigma-Aldrich���� �1�M�H�P�D�þ�N�D���� �X�]��

dodatak 2 mmol dm-3 glutamina, 10 % (v/v) FBS (Sigma-Aldrich���� �1�M�H�P�D�þ�N�D���� �L�� ���� ����

neesencijalnih aminokiselina. HK-���� �V�W�D�Q�L�þ�Q�D���O�L�Q�L�M�D���X�]�J�D�M�D�Q�D���M�H���X���'�X�O�E�H�F�F�R�¶�V���0�R�G�L�I�L�H�G���(�D�J�O�H 

mediju (DMEM, Capricorn Scientific���� �1�M�H�P�D�þ�N�D���� �X�]�� �G�R�G�D�W�D�N�� ������ ���� ���Y���Y���� �)�%�6�� ��Gibco, 

�8�M�H�G�L�Q�M�H�Q�R���.�U�D�O�M�H�Y�V�W�Y�R�������1�H�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�U�D�Q�H���P�L�ã�L�ü�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���P�L�R�E�O�D�V�W�L�����S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�H���L�]���P�L�ã�L�ü�Q�R�J��

tkiva ko�M�H���M�H���U�X�W�L�Q�V�N�L���R�G�E�D�þ�H�Q�R���]�D���Y�U�L�M�H�P�H���R�U�W�R�S�H�G�V�N�L�K���R�S�H�U�D�F�L�M�D158. Uzgajani su u Advanced 

Minimal Essential mediju (advMEM, Invitrogen, Ujedinjeno Kraljevstvo), uz dodatak 10 % 

(v/v) FBS (Invitrogen, Ujedinjeno Kraljevstvo), 0,3 % (v/v) fungizona (Invitrogen, Ujedinjeno 

Kraljevstvo), 0,15 % (v/v) gentamicina (Invitrogen, Ujedinjeno Kraljevstvo). Miotubuli, 

�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�U�D�Q�H���P�L�ã�L�ü�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���� �X�]�J�D�M�D�Q�L���V�X���X���$�G�Y�D�Q�F�H�G���0�L�Q�L�P�D�O���(�V�V�H�Q�W�L�D�O�� �P�H�G�L�M�X�����D�G�Y�0�(�0����

Invitrogen, Ujedinjeno Kraljevstvo), uz dodatak 2 % (v/v) FBS (Invitrogen, Ujedinjeno 
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Kraljevstvo), 0,3 % (v/v) fungizona (Invitrogen, Ujedinjeno Kraljevstvo), 0,15 % (v/ v) 

gentamicina (Invitrogen, Ujedinjeno Kraljevstvo). Donori primarnih stanica nisu imali 

�Q�H�X�U�R�P�X�V�N�X�O�D�U�Q�H���E�R�O�H�V�W�L���L���P�L�ã�L�ü�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���P�L�Q�L�P�D�O�Q�R���W�U�L���U�D�]�O�L�þ�L�W�D���G�R�Q�R�U�D���N�R�U�L�ã�W�H�Q�H���V�X���]�D���V�Y�D�N�R��

provedeno testiranje. 

Stanice su uzgajane u posudama za u�]�J�R�M�����D���]�D���R�G�Y�D�M�D�Q�M�H���V�W�D�Q�L�F�D���R�G���S�R�G�O�R�J�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q�D��

je otopina tripsina i EDTA (Sigma-Aldrich�����1�M�H�P�D�þ�N�D�������Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�X���V�W�D�Q�L�F�H���U�H�V�X�V�S�H�Q�G�L�U�D�Q�H��

�X���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�P���P�H�G�L�M�X�����X�]���S�U�L�V�X�V�W�Y�R���)�%�6-�D�����L���Q�D�V�D�ÿ�H�Q�H���X���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�P���E�U�R�M�X���Q�D���S�O�R�þ�L�F�H���]�D��

provedbu pokusa. 

 

3.2.2. �2�G�U�H�ÿ�Lvanje broja stanica u uzorku 

�%�U�R�M���å�L�Y�L�K���P�U�W�Y�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���X���X�]�R�U�N�X���R�G�U�H�ÿ�H�Q���M�H���S�R�P�R�ü�X���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R�J���E�R�M�D�Q�M�D���W�U�L�S�D�Q���S�O�D�Y�L�P����

Naime, ova boja ne ulazi �X���å�L�Y�H���V�W�D�Q�L�F�H���]�E�R�J���Q�H�J�D�W�L�Y�Q�R�J���Q�D�E�R�M�D���P�H�P�E�U�D�Q�H�����Y�H�ü���V�D�P�R���X���V�W�D�Q�L�F�H��

�V�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�R�P�� �P�H�P�E�U�D�Q�R�P�� ���P�U�W�Y�H�� �V�W�D�Q�L�F�H���� �J�G�M�H��boji jezgru ili citoplazmu159. Diferencijalno 

bojanje je provede�Q�R�� �S�U�H�P�D�� �S�U�R�W�R�N�R�O�X�� �S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D�� �X�U�H�ÿ�D�M�D�� �]�D�� �E�U�R�M�D�Q�M�H�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �7�&�����Œ���� �8��

�P�L�N�U�R�H�S�U�X�Y�H�W�L���M�H���S�R�P�L�M�H�ã�D�Q�R���������—�/���Q�H�U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�H���V�X�V�S�H�Q�]�L�M�H���V�W�D�Q�L�F�D�����G�R�E�L�Y�H�Q�H���Q�D�N�R�Q���R�G�Y�D�M�D�Q�M�D��

�V�W�D�Q�L�F�D�� �R�G�� �S�R�G�O�R�J�H���� �L�� ������ �—�/�� �R�W�R�S�L�Q�H�� �W�U�L�S�D�Q�� �S�O�D�Y�R���� �3�R�W�R�P���� �R�W�S�L�S�H�W�L�U�D�Q�R�� �M�H�� ������ �—�/�� �V�P�M�H�V�H�� �X��

komoric�X�� �S�O�R�þ�L�F�H�� �]�D�� �E�U�R�M�D�Q�M�H�� ��Cell Counting Slides, BioRad���� �6�$�'���� �L�� �S�R�V�W�D�Y�O�M�H�Q�R�� �X�� �X�U�H�ÿ�D�M����

�8�U�H�ÿ�D�M���D�X�W�R�P�D�W�V�N�L���E�U�R�M�L���V�W�D�Q�L�F�H���L���U�H�]�X�O�W�D�W���S�U�L�N�D�]�X�M�H���N�D�R���X�N�X�S�D�Q���E�U�R�M���V�W�D�Q�L�F�D���S�R���P�L�O�L�O�L�W�U�X�����N�D�R���L��

�S�R�V�W�R�W�D�N���å�L�Y�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���X���X�]�R�U�N�X�� 

3.3. �6�W�D�Q�L�þ�Q�L���W�H�V�W�R�Y�L in vitro 

3.3.1. �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H��citoto�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L �R�N�V�L�P�D���S�U�D�ü�H�Q�M�H�P���S�U�R�P�M�H�Q�H���Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�L���V�W�D�Q�L�F�D 

�9�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�K�� �W�H�V�W�L�U�D�Q�L�P�� �V�S�R�M�H�Y�L�P�D�� �S�U�D�ü�H�Q�D�� �M�H�� �W�]�Y���� �0�7�6�� �W�H�V�W�R�P���� �0�7�6�� ���L�O�L��

�2�Z�H�Q�R�Y���U�H�D�J�H�Q�V�����M�H���W�H�W�U�D�]�R�O�L�M�H�Y�D���V�R�O���å�X�W�H���E�R�M�H���N�R�M�D���V�H���X���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D���S�R�G���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�H�P��

�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �H�Q�]�L�P�D�� �U�H�G�X�F�L�U�D�� �X�� �R�E�R�M�D�Q�L�� �I�R�U�P�D�]�D�Q�V�N�L�� �S�U�R�G�X�N�W�� ���V�P�H�ÿ�H-�O�M�X�E�L�þ�D�V�W�H�� �E�R�M�H���� �W�R�S�O�M�L�Y�� �X��

mediju (slika 3.1). Sam proces je potaknut redukcijom/oksidacijom NADPH i/ili NADH 

�H�Q�]�L�P�L�P�D���G�H�K�L�G�U�R�J�H�Q�D�]�D�P�D���X���P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�L���D�N�W�L�Y�Q�L�P���V�W�D�Q�L�F�D�P�D���W�H��prijenosom �H�O�H�N�W�U�R�Q�D���S�R�P�R�ü�X��

reagensa za prijenos elektrona (PMS, fenazin metasulfata). Porast koncentracije formazanskog 

�S�U�R�G�X�N�W�D�����S�U�R�S�R�U�F�L�R�Q�D�O�D�Q���E�U�R�M�X���P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�L���D�N�W�L�Y�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D�����S�U�D�ü�H�Q���M�H���V�S�H�N�W�U�R�I�R�W�R�P�H�W�U�L�M�V�N�L���S�U�L��

�Y�D�O�Q�R�M�� �G�X�O�M�L�Q�L�� �R�G�� �������� �Q�P�� �Q�D�� �þ�L�W�D�þ�X�� �P�L�N�U�R�W�L�W�D�U�V�N�L�K�� �S�O�R�þ�L�F�D���� �3�U�H�P�D�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�P�� �Y�U�L�M�Hdnostima 

�L�]�U�D�þ�X�Q�D�W���M�H���S�R�V�W�R�W�D�N���S�U�R�P�M�H�Q�H���Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�L���V�W�D�Q�L�F�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�K���W�H�V�W�L�U�D�Q�L�P���V�S�R�M�H�Y�L�P�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D��
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�Q�H�W�U�H�W�L�U�D�Q�H�� �N�R�Q�W�U�R�O�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H���� �W�H�� �M�H�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �S�U�L�� �N�R�M�R�M�� �M�H�� ������ ���� �V�W�D�Q�L�F�D�� �å�L�Y�L�K����

odnosno, koncentracija testiranog spoja koja inhibira rast 50 % stanica, kratice IC50 (engl. 

inhibitory concentration) vrijednost.  

�3�U�H�P�D���G�R�E�L�Y�H�Q�L�P���U�H�]�X�O�W�D�W�L�P�D���X�W�M�H�F�D�M�D���R�W�D�S�D�O�D���Q�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���N�X�O�W�X�U�H���R�Y�L�V�Q�R���R���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L��

�R�W�D�S�D�O�D�� �L�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�R�M�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M�� �N�X�O�W�X�U�L�� koncentracije DMSO-a i metanola kao otapala za 

�R�G�U�H�ÿ�H�Q�H oksime u svim pokusima bila je ispod 0,8 % i 0,5 % kako bi se zanemario njihov 

�X�W�M�H�F�D�M���Q�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�H���S�D�U�D�P�H�W�U�H����slika 3.2). 

�8���S�U�Y�R�P���G�L�M�H�O�X���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���L�V�S�L�W�D�Q�D���M�H���W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W���V�S�R�M�H�Y�D���W�L�M�H�N�R�P���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L���V�W�D�Q�L�F�D u 

trajanju od 24 sata. Za testiranje je odabran raspon koncentracija spojeva koji prema 

�O�L�W�H�U�D�W�X�U�Q�L�P���S�R�G�D�F�L�P�D���R�G�J�R�Y�D�U�D���I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L���L���N�L�Q�H�W�L�þ�N�L���U�H�O�H�Y�D�Q�W�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D��

njihovog terapijskog potencijala23�±25,85,88,118,122,156. Koncentracijski raspon oksima i spojeva 

poznatog djelovanja (atrakurij besilat �± antagonist nikotinskih receptora, atropin �± antagonist 

muskarinskih receptora, acetilkolin �± �D�J�R�Q�V�W�� �D�F�H�W�L�O�N�R�O�L�Q�V�N�L�K�� �U�H�F�H�S�W�R�U�D���� �R�E�X�K�Y�D�ü�D�R�� �M�H��

koncentracije od 1 �± �������� ���P�R�O���G�P-3, izuzev tri 3-hidroksi-2-piridinskih oksima koji su zbog 

�R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�H���W�R�S�O�M�L�Y�R�V�W�L���W�H�V�W�L�U�D�Q�L���X���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���G�R�������������*�0���������L���*�0�����������L�O�L�������������P�R�O���G�P-

3 (RM048 i GM415) te poznatog induktora apoptoze, staurosporina u rasponu od 0,03 �± �������P�R�O��

dm-3.  

�=�D���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W���Q�D�V�D�ÿ�H�Q�R���M�H�����������������V�W�D�Q�L�F�D���S�R���M�D�å�L�F�L���Q�D���P�L�N�U�R�W�L�W�D�U�V�N�H���S�O�R�þ�L�F�H���V���������M�D�å�L�F�D����

�G�D�Q�� �S�U�L�M�H�� �H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D���� �'�U�X�J�L�� �G�D�Q���� �Q�D�N�R�Q�� �ã�W�R�� �M�H�� �D�V�S�L�U�L�U�D�Q�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�� �P�H�G�L�M���� �X�� �M�D�å�L�F�H�� �V�X�� �G�R�G�Dne 

�R�W�R�S�L�Q�H�� �V�S�R�M�H�Y�D�� �X�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P�� �P�H�G�L�M�X�� �X�� �R�G�D�E�U�D�Q�R�P�� �U�D�V�S�R�Q�X�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �X�N�X�S�Q�R�J�� �Y�R�O�X�P�H�Q�D��

�����������/���S�R���M�D�å�L�F�L�����6�S�R�M�H�Y�L���V�X���W�H�V�W�L�U�D�Q�L���X���V�H�U�L�M�V�N�R�P���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�X���S�R�������N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�����X���R�P�M�H�U�X��������������

Stanice su zatim inkubirane tijekom 24 sata pri kontroliranim uvjetima (5 % pCO2 i temperaturi 

�������ƒ�&�������1�D�N�R�Q���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�����V�W�D�Q�L�F�H���V�X���L�V�S�U�D�Q�H���3�%�6���S�X�I�H�U�R�P���N�D�N�R���E�L���V�H���X�N�O�R�Q�L�O�L���W�H�V�W�L�U�D�Q�L���V�S�R�M�H�Y�L��

�W�H���M�H���G�R�G�D�Q�R�������������/���þ�L�V�W�R�J���P�H�G�L�M�D���L�����������/���0�7�6���U�H�D�J�H�Q�V�D���W�H���V�X���Y�U�D�ü�H�Q�H���X���L�Q�N�X�E�D�W�R�U�����1�D�N�R�Q�������Å��

�����V�D�W�D�����R�Y�L�V�Q�R���R���U�D�]�Y�R�M�X���E�R�M�H�����R�þ�L�W�D�Q�D���M�H���Dpsorbancija pri 490 nm te su �U�D�þ�X�Q�V�N�L���R�G�U�H�ÿ�H�Q�H���,�&50 

vrijednosti.  
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Slika 3.1. A) Princip MTS metode �± �0�7�6�� ���å�X�W�H�� �E�R�M�H���� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�H�P�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �H�Q�]�L�P�D�� �U�H�G�X�F�L�U�D�� �V�H�� �X�� �I�R�U�P�D�]�D�Q��
���V�P�H�ÿ�H-�O�M�X�E�L�þ�D�V�W�H���E�R�M�H�����W�R�S�O�M�L�Y���X���P�H�G�L�M�X���X�]���U�H�G�X�N�F�L�M�X���R�N�V�L�G�D�F�L�M�X���1�$�'�3�+���L���L�O�L���1�$�'�+���H�Qzimima dehidrogenazama 
i prijenost �H�O�H�N�W�U�R�Q�D�� �S�R�P�R�ü�X�� �U�H�D�J�H�Q�V�D za prijenos elektorona ���3�0�6���� �X�� �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�L�� �D�N�W�L�Y�Q�L�P�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D���� �3�R�U�D�V�W��
�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���I�R�U�P�D�]�D�Q�D���S�U�R�S�R�U�F�L�R�Q�D�O�D�Q���M�H���E�U�R�M�X���P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�L���D�N�W�L�Y�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���L���%�����3�U�R�P�M�H�Q�D���E�R�M�H���U�H�D�J�H�Q�V�D���Q�D�N�R�Q��
inkubacije u p�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�L���å�L�Y�L�K���L���P�U�W�Y�L�K���V�W�D�Q�L�F�D����prema kitu �&�H�O�O�7�L�W�H�U�������Š���$�4�X�H�R�X�V���2�Q�H���6�R�O�X�W�L�R�Q���&�H�O�O���3�U�R�O�L�I�H�U�D�W�L�R�Q��
Assay Kit).  
 
�=�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�H�� �V�S�R�M�H�Y�H���� �N�R�M�L�� �V�X�� �V�H�� �S�R�N�D�]�D�O�L�� �W�R�N�V�L�þ�Q�L�� �X�Q�X�W�D�U�� ������ �V�D�W�D�� �S�U�L�� �W�H�V�W�L�U�D�Q�R�P�� �U�D�V�S�R�Q�X��

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�����L�V�S�L�W�D�Q�D���M�H���Q�D�G�D�O�M�H���W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W���X���Y�U�H�P�H�Qskoj i koncentracijskoj ovisnosti. Naime, 

�]�D�� �V�Y�D�N�L�� �S�R�M�H�G�L�Q�L�� �V�S�R�M�� �X�W�Y�U�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�� �X�� �G�R�G�D�W�Q�H�� �G�Y�L�M�H�� �Y�U�H�P�H�Q�V�N�H�� �W�R�þ�N�H���� ���� �L�� ���� �V�D�W�D���� �L��

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �V�S�R�M�D�� �N�R�G�� �N�R�M�H�� �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �S�R�M�D�Y�H�� �W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L���� �]�E�R�J�� �X�W�Y�U�ÿ�L�Y�D�Q�M�D�� �P�H�K�D�Q�L�]�P�D��

�R�G�J�R�Y�R�U�Q�R�J���]�D���X�þ�L�Q�N�H���V�S�R�M�H�Y�D���Q�D���V�W�Dnicama.  

Dodatno, da bi se procjenilo �X�]�U�R�N�X�M�X�� �O�L�� �W�H�V�W�L�U�D�Q�L�� �V�S�R�M�H�Y�L�� �D�G�L�W�L�Y�Q�L���� �V�L�Q�H�U�J�L�V�W�L�þ�N�L����

�S�R�W�H�Q�F�L�M�V�N�L���L�O�L���S�U�R�W�H�N�W�L�Y�Q�L���X�þ�L�Q�D�N���Q�D���U�D�]�L�Q�L���V�W�D�Q�L�F�D����S�W�D�Q�L�F�H���V�X���L�]�O�R�å�H�Q�H���N�U�R�]�������K���L���N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�L��

�W�R�N�V�L�þ�Q�L�K�� �V�S�R�M�H�Y�D���� �X�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L�� �V�Y�D�N�R�J�� �N�R�M�D�� �L�Q�K�L�E�L�U�D�� �G�R�� �������± 25 ���� �U�D�V�W�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�� ���§�� �,�&20) 

odnosno tzv. LOAEL dozi spoja (engl. Low Observed Adverse Effect Level).  
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Slika 3.2. �8�W�M�H�F�D�M�� �R�W�D�S�D�O�D�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�H�� �X�� �R�Y�R�P�� �U�D�G�X���± ovisnost inhibicije rasta stanica o postotku (v/v) 
�R�W�D�S�D�O�D�����9�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�����“���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���S�R�J�U�H�ã�N�D�����L�]���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�Q�R���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���L�Q�K�L�E�L�F�L�M�H���U�D�V�W�D���V�W�D�Q�L�F�D���X��������
sata MTS metodom. Parametri su evaluirani iz najmanje tri pokusa. 
 

3.3.2. �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���L�Q�W�H�J�U�L�W�H�W�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���P�H�P�E�U�D�Q�H 

�,�Q�W�H�J�U�L�W�H�W���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���P�H�P�E�U�D�Q�H���S�U�R�Y�M�H�U�H�Q���M�H���W�H�V�W�R�P���N�R�M�L���V�H���E�D�]�L�U�D���Q�D���P�M�H�Uenju aktivnosti enzima 

�O�D�N�W�D�W���G�H�K�L�G�U�R�J�H�Q�D�]�H�����/�'�+�����L�V�S�X�ã�W�H�Q�H���X���V�W�D�Q�L�þ�Q�L���P�H�G�L�M�����2�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H���/�'�+���M�H���L�Q�G�L�N�D�F�L�M�D���R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D��

�L�Q�W�H�J�U�L�W�H�W�D�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�� �L�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �M�H�� �S�R�Y�H�]�D�Q�R�� �V�� �S�X�F�D�Q�M�H�P�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �S�U�L�� �Q�H�U�H�J�X�O�L�U�D�Q�R�M�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M��

smrti, nekrozi160. Metoda je slikovno prikazana na slici 3.3�����1�D�L�P�H�����D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���/�'�+���R�G�U�H�ÿ�X�M�H���V�H��

�S�R�V�U�H�G�Q�R�� �S�R�P�R�ü�X�� �U�H�D�J�H�Q�V�D�� �U�H�V�D�]�X�U�L�Q�D�� �N�R�M�L�� �V�H�� �U�H�G�X�F�L�U�D�� �X�� �U�H�V�R�U�X�I�L�Q�� �S�R�W�D�N�Q�X�W�� �N�R�Q�Y�H�U�]�L�M�R�P��

NADH-�R�P�� �X�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P�� �P�H�G�L�M�X�� �Q�D�N�R�Q�� �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�D�� �/�'�+�� �L�]�� �V�W�D�Q�L�F�H�� ��slika 3.3). Porast signala, 
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proporcionalan aktivnosti LDH, �S�U�D�ü�H�Q���M�H���I�O�X�R�Uimetrijom pri valnoj duljini ekstinkcije od 560 

�Q�P���L���H�P�L�V�L�M�H���R�G�����������Q�P���Q�D���þ�L�W�D�þ�X���P�L�N�U�R�W�L�W�D�U�V�N�L�K���S�O�R�þ�L�F�D���� 

 
Slika 3.3. �3�U�L�Q�F�L�S�� �P�H�W�R�G�H�� �N�R�M�R�P�� �M�H�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q���L�Q�W�H�J�U�L�W�H�W�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�� �Q�D�N�R�Q���R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�D�� �/�'�+�� �L�]�� �V�W�D�Q�L�F�H�� ���S�U�H�P�D kitu 
CytoTox-�2�1�(�Œ���+�R�P�R�J�H�Q�H�R�X�V���0�H�P�E�U�D�Q�H���,�Q�W�H�J�U�L�W�\���$�V�V�D�\���.�L�W). 
 
�7�H�V�W���M�H���S�U�R�Y�H�G�H�Q���S�U�L���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L���V�W�D�Q�L�F�D���V�S�R�M�H�Y�L�P�D���X���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L���N�R�M�D���X�]�U�R�N�X�M�H���V�P�U�W���V�W�D�Q�L�F�H���X��

�����V�D�W�D�����D���N�R�M�H���V�X���R�G�U�H�ÿ�H�Q�H���S�U�H�W�K�R�G�Q�L�P���0�7�6���W�H�V�W�R�P�����.�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�V�N�L���U�D�V�S�R�Q���R�N�V�L�P�D���R�E�X�K�Y�D�ü�D�R��

je koncentrac�L�M�H�� �G�R�� �������� ���P�R�O�� �G�P-3, izuzev 3-hidroksi-2-piridinskih oksima koji su zbog 

�R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�H���W�R�S�O�M�L�Y�R�V�W�L���W�H�V�W�L�U�D�Q�L���X���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D �G�R�������������*�0���������L���*�0�����������L�O�L�������������P�R�O���G�P-

3 (GM415). 

�=�D���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W���Q�D�V�D�ÿ�H�Q�R���M�H�����������������V�W�D�Q�L�F�D���S�R���M�D�å�L�F�L���Q�D���F�U�Q�H���P�L�N�U�R�W�L�W�D�U�V�N�H���S�O�R�þ�L�F�H s 96 

�M�D�å�L�F�D�� �V�� �S�U�R�]�L�U�Q�L�P�� �G�Q�R�P���� �G�D�Q�� �S�U�L�M�H�� �H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D���� �'�U�X�J�L�� �G�D�Q���� �Q�D�N�R�Q�� �ã�W�R�� �M�H�� �D�V�S�L�U�L�U�D�Q�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L��

�P�H�G�L�M�����X���M�D�å�L�F�H���V�X���G�R�G�D�Q�H���R�W�R�S�L�Q�H���V�S�R�M�H�Y�D���X���V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P���P�H�G�L�M�X���X���þ�H�W�L�U�L���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�������X�N�X�S�Q�R�J��

�Y�R�O�X�P�H�Q�D�� �������� ���/�� �S�R�� �M�D�å�L�F�L���� �6�W�D�Q�L�F�H�� �V�X�� �L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�H�� �V�� �R�W�R�S�L�Q�D�P�D�� �R�N�Vima tijekom 3,5 sata pri 

kontroliranim uvjetima (5 % pCO2 �L���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L���������ƒ�&�������Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�X���L�]�Y�D�ÿ�H�Q�H���L�]���L�Q�N�X�E�D�W�R�U�D��

da se ekvilibriraju na sobnu temperaturu 30 minuta. Triton X-100 (Sigma-Aldrich�����1�M�H�P�D�þ�N�D) 

finalne koncentracije 0,18 % (v/v) (izvorna otopina 9 %-tna otopina u vodi) �M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �N�D�R��

pozitivina kontrola. Dodano je 2 ���/��������-tne otopine Tritona �X���S�U�H�G�Y�L�ÿ�H�Q�H���M�D�å�L�F�H�������P�L�Q�X�W�D���S�U�L�M�H��

dodatka reagensa. �8�� �V�Y�D�N�X�� �M�D�å�L�F�X�� �G�R�G�D�Q�R�� �M�H�� �M�R�ã�� �������� �—�/�� �U�H�D�J�H�Q�V�D���� �R�U�E�L�W�D�O�Q�R�� �S�U�R�W�U�H�V�H�Q�R�� ������

sekundi, 10 minuta inkubirano na sobnoj temperaturi u tami te je �V�L�J�Q�D�O���L�]�P�M�H�U�H�Q���S�R�P�R�ü�X���þ�L�W�D�þ�D��

�P�L�N�U�R�W�L�W�D�U�V�N�L�K�� �S�O�R�þ�L�F�D���� �5�H�]�X�O�W�D�W�� �M�H�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�� �N�D�R�� �S�R�V�W�R�W�D�N�� �R�W�S�X�ã�W�H�Q�R�J�� �/�'�+�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D��

�S�R�]�L�W�L�Y�Q�X���N�R�Q�W�U�R�O�X���W�M�����P�D�N�V�L�P�D�O�Q�R���R�W�S�X�ã�W�H�Q���/�'�+���L�]���V�W�D�Q�L�F�H�� 
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3.3.3. �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���L�Q�G�X�N�F�L�M�H���U�H�D�N�W�L�Y�Q�L�K���N�L�V�L�N�R�Y�L�K���Yrsta 

�,�Q�G�X�N�F�L�M�D���U�H�D�N�W�L�Y�Q�L�K���N�L�V�L�N�R�Y�L�K���Y�U�V�W�D�����5�2�6�����R�G�U�H�ÿ�H�Q�D���M�H���S�R�V�U�H�G�Q�R���N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P���V�S�H�F�L�I�L�þ�Qe boje 

���¶�����¶�±diklorofluorescein-diacetat (DCFDA) koja se prilikom prolaska (pasivno) kroz 

�P�H�P�E�U�D�Q�H�� �G�H�D�F�H�W�L�O�L�U�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P�� �H�V�W�H�U�D�]�D�P�D�� �X�� �Q�H-�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�L�� ���¶�����¶�± diklorofluorescein 

(H2DCF). H2DCF se oksidira u prisutnosti reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) u DCF (slika 3.4) 

�þ�L�M�L���V�H���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�L���V�L�J�Q�D�O �R�G�U�H�ÿ�X�M�H���S�U�L���Y�D�O�Q�R�M���G�X�O�M�L�Q�L���H�N�V�W�L�Q�N�F�L�M�H���R�G�����������Q�P���L���H�P�L�V�L�M�H���R�G����������

nm i proporcionalan je koncentraciji ROS-ova u stanici.  

 
Slika 3.4. �3�U�L�Q�F�L�S���P�H�W�R�G�H���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D���L�Q�G�X�N�F�L�M�H���U�H�D�N�W�L�Y�Q�L�K���N�L�V�L�N�R�Y�L�K���Y�U�V�W�D���S�R�P�R�ü�X���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�H���E�R�M�H��
DCFDA (prema referenci 161). 
 
�=�D���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W���Q�D�V�D�ÿ�H�Q�R���M�H�����������������V�W�D�Q�L�F�D���S�R���M�D�å�L�F�L���Q�D���F�U�Q�H���P�L�N�U�R�W�L�W�D�U�V�N�H���S�O�R�þ�L�F�H���V���������M�D�å�L�F�D���V��

�S�U�R�]�L�U�Q�L�P�� �G�Q�R�P���� �G�D�Q�� �S�U�L�M�H���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D���� �'�U�X�J�L�� �G�D�Q���� �Q�D�N�R�Q�� �ã�W�R�� �M�H�� �D�V�S�L�U�L�U�D�Q�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�� �P�H�G�L�M���� �X��

�M�D�å�L�F�H�� �V�X�� �G�R�G�D�Q�H�� �R�W�R�S�L�Q�H�� �V�S�R�M�H�Y�D�� �X�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P�� �P�H�G�L�M�X�� �X�� �/�2�$�(�/�� �N�R�Q�F�H�Q�W�Uacijama, ukupnog 

�Y�R�O�X�P�H�Q�D�� �������� ���/�� �S�R�� �M�D�å�L�F�L���� �6�W�D�Q�L�F�H�� �V�X�� �L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�H�� �V�� �R�W�R�S�L�Q�D�P�D�� �R�N�V�L�P�D�� �W�L�M�H�N�R�P�� ���� �V�D�W�D�� �S�U�L��

�N�R�Q�W�U�R�O�L�U�D�Q�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D�������������S�&�2�����L���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L���������ƒ�&�������1�D�N�R�Q���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�����V�W�D�Q�L�F�H���V�X���L�V�S�U�D�Q�H��

PBS puferom kako bi se uklonili testirani spojevi te je u sv�D�N�X���M�D�å�L�F�X���G�R�G�D�Q�R�����������—�/���'�&�)�'�$��

�E�R�M�H���I�L�Q�D�O�Q�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�����������P�R�O���G�P-3 te je nakon 30 minuta izmjeren porast fluorescencije 

�S�R�P�R�ü�X�� �þ�L�W�D�þ�D�� �P�L�N�U�R�W�L�W�D�U�V�N�L�K�� �S�O�R�þ�L�F�D���� �9�R�G�L�N�R�Y�� �S�H�U�R�N�V�L�G�� ���+2O2, Sigma-Aldrich���� �1�M�H�P�D�þ�N�D������

�I�L�Q�D�O�Q�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �������� �—�P�R�O�� �G�P-3 �M�H�� �N�R�U�L�ãten kao pozitivna kontrola. Rezultat je prikazan 

kao omjer izmjerenih vrijednosti tretiranih u odnosu na netretirane stanice. 

 

3.3.4. �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H��antioksidacijskog potencijala stanice 

Antioksidacijski �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O���V�W�D�Q�L�F�H���Q�D�N�R�Q���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���R�W�R�S�L�Q�D�P�D���R�N�V�L�P�D�����R�G�U�H�ÿ�H�Q���Me mjerenjem 

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �S�U�L�V�X�W�Q�R�J�� �J�O�X�W�D�W�L�R�Q�D�� ���*�6�+���� �S�R�V�U�H�G�Q�R�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �E�R�M�H��

monoklorobimana (MCB). Naime, monoklorobiman pasivno ulazi u stanicu gdje formira adukt 
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glutation�±monoklorobiman (GSH �± �0�&�%�����S�R�P�R�ü�X���H�Q�]�L�P�D���J�O�X�W�D�W�L�R�Q���6���W�U�D�Q�V�I�H�U�D�]�H�����*�6H-MCB 

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�D�� �P�H�P�E�U�D�Q�V�N�D�� �S�X�P�S�D�� �X�]�� �X�W�U�R�ã�D�N�� �H�Q�H�U�J�L�M�H�� �L�]�E�D�F�X�M�H��adukt van iz �V�W�D�Q�L�F�H�� �X�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L��

medij (slika 3.5�����W�H���V�H���S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W���L�V�W�R�J���R�G�U�H�ÿ�X�M�H���Q�D���R�V�Q�R�Y�L���Q�M�H�J�R�Y�R�J���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�J���V�L�J�Q�D�O�D���S�U�L��

�Y�D�O�Q�R�M���G�X�O�M�L�Q�L���H�N�V�W�L�Q�N�F�L�M�H���R�G�����������Q�P���L���H�P�L�V�L�M�H���R�G�����������Q�P���Q�D���þ�L�W�D�þ�X���P�L�N�U�R�W�L�W�D�U�V�N�L�K���S�O�R�þ�L�F�D�����6�L�J�Q�D�O��

�M�H���S�U�R�S�R�U�F�L�R�Q�D�O�D�Q���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L���X�W�U�R�ã�H�Q�R�J���*�6�+���X���V�W�D�Q�L�F�L���N�D�R���P�M�H�U�H���X�N�X�S�Q�R�J���D�Q�W�L�R�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�R�J��

kapaciteta. 

 
Slika 3.5. �3�U�L�Q�F�L�S���P�H�W�R�G�H���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D��antioksidacijski �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�D���V�W�D�Q�L�F�H���S�R�P�R�ü�X���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�H���E�R�M�H��
monoklorobimana (prema referenci 162). 
 
�=�D���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W���Q�D�V�D�ÿ�H�Q�R���M�H�����������������V�W�D�Q�L�F�D���S�R���M�D�å�L�F�L���Q�D���F�U�Q�H���P�L�N�U�R�W�L�W�D�U�V�N�H���S�O�R�þ�L�F�H���V���������M�D�å�L�F�D���V��

prozirnim dnom, dan �S�U�L�M�H���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D���� �'�U�X�J�L�� �G�D�Q���� �Q�D�N�R�Q�� �ã�W�R�� �M�H�� �D�V�S�L�U�L�U�D�Q�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�� �P�H�G�L�M���� �X��

�M�D�å�L�F�H�� �V�X�� �G�R�G�D�Q�H�� �R�W�R�S�L�Q�H�� �V�S�R�M�H�Y�D�� �X�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P�� �P�H�G�L�M�X�� �X�� �/�2�$�(�/�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���� �X�N�X�S�Q�R�J��

�Y�R�O�X�P�H�Q�D�� �������� ���/�� �S�R�� �M�D�å�L�F�L���� �6�W�D�Q�L�F�H�� �V�X�� �L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�H�� �V�� �R�W�R�S�L�Q�D�P�D�� �R�N�V�L�P�D�� �W�L�M�H�N�R�P�� ���� �V�D�W�D�� �S�U�L��

kontroliran�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D�������������S�&�2�����L���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L���������ƒ�&�������1�D�N�R�Q���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�����V�W�D�Q�L�F�H���V�X���L�V�S�U�D�Q�H��

�3�%�6�� �S�X�I�H�U�R�P�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �X�N�O�R�Q�L�O�L�� �W�H�V�W�L�U�D�Q�L�� �V�S�R�M�H�Y�L�� �W�H�� �M�H�� �X�� �V�Y�D�N�X�� �M�D�å�L�F�X�� �G�R�G�D�Q�R�� �������� �—�/��

�P�R�Q�R�N�O�R�U�R�E�L�P�D�Q�D���I�L�Q�D�O�Q�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�����������P�R�O���G�P-3 te je nakon 40 minuta izmjeren porast 

f�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H�� �S�R�P�R�ü�X�� �þ�L�W�D�þ�D�� �]�D�� �P�L�N�U�R�W�L�W�D�U�V�N�H�� �S�O�R�þ�L�F�H����Tert-butilvodikov peroksid (tBOOH, 

Sigma-Aldrich���� �1�M�H�P�D�þ�N�D������ �I�L�Q�D�O�Q�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �������� ���P�R�O�� �G�P-3 �M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �N�D�R�� �S�R�]�L�W�Y�L�Q�D��

kontrola. Rezultat je prikazan kao omjer izmjerenih vrijednosti tretiranih u odnosu na 

netretirane stanice. 

 

3.3.5. �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���P�L�W�R�K�R�Q�G�U�L�M�V�N�R�J���P�H�P�E�U�D�Q�V�N�R�J���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�D 

�3�U�R�P�M�H�Q�D�� �P�L�W�R�K�R�Q�G�U�L�M�V�N�R�J�� �P�H�P�E�U�D�Q�V�N�R�J�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�D�� ���û��m) nakon izlaganja otopinama 

�R�N�V�L�P�D�����R�G�U�H�ÿ�H�Q�D���M�H���P�M�H�U�H�Q�M�H�P���L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W�D���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H���N�R�P�H�U�F�L�M�D�O�Q�R���G�R�V�W�X�S�Q�R�J���H�W�L�Onog ester 

tetrametilrodaminperklorata (TMRE). Naime, TMRE je permeabilna boja koja se akumulira 

�X�Q�X�W�D�U���Q�H�R�ã�W�H�ü�H�Q�L�K���P�L�W�R�K�R�Q�G�U�L�M�D���]�G�U�D�Y�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���N�D�R���R�G�J�R�Y�R�U���Q�D���Y�L�V�R�N�L���P�H�P�E�U�D�Q�V�N�L���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O��
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i negativan naboj (slika 3.6). Koncentracija TMRE u mitohondriju mijenja se s membranskim 

potencijalom. Zbog toga, stanice koje su izgubile membranski potencijal ili aktivnost 

mitohondrija ne mogu akumulirati TMRE zbog depolariziracije mitohondrija i dolazi do 

smanjenja intenziteta fluorescencije. Promjena akumulacije TMRE unutar mitohondrija 

�R�G�U�H�ÿ�X�M�H���Q�D���R�V�Q�R�Y�L���Q�M�H�J�R�Y�R�J���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�J���V�L�J�Q�D�O�D���S�U�L���Y�D�O�Q�R�M���G�X�O�M�L�Q�L���H�N�V�W�L�Q�N�F�L�M�H���R�G�����������Q�P���L��

�H�P�L�V�L�M�H�� �R�G�� �������� �Q�P�� �Q�D�� �þ�L�W�D�þ�X�� �P�L�N�U�R�W�L�W�D�U�V�N�L�K�� �S�O�R�þ�L�F�D���� �6�L�J�Q�D�O�� �M�H�� �S�U�R�S�R�U�F�L�R�Q�D�O�D�Q�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L��

akumuliranog TMRE u stanici kao mjere ukupnog mitohondrijskog membranskog potencijala 

���û��m). 

 
Slika 3.6. �3�U�L�Q�F�L�S�� �P�H�W�R�G�H�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D�� �P�L�W�R�K�R�Q�G�U�L�M�V�N�R�J�� �P�H�P�E�U�D�Q�V�N�R�J�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�D�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �S�R�P�R�ü�X�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H��
�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�H���E�R�M�H���7�0�5�(�����$�����3�U�L�U�R�G�Q�R���S�R�O�D�U�L�]�L�U�D�Q�D���P�H�P�E�U�D�Q�D���V���X�U�D�Y�Q�R�W�H�å�H�Q�L�P�� �P�L�W�R�K�R�Q�G�U�L�M�V�N�L�P���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�R�P����
B) Smanjen mitohondrijski potencijal uslijed depolarizacije membrane uzrokovane vanjskim faktorima uz 
�S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Q�R���V�P�D�Q�M�H�Q�M�H���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H���L���&�����3�R�Y�H�ü�D�Q���P�L�W�R�K�R�Q�G�U�L�M�V�N�L���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O���X�V�O�L�M�H�G���K�L�S�H�U�S�R�O�D�U�L�]�D�F�L�M�H���P�H�P�E�U�D�Q�H��
�X�]�U�R�N�R�Y�D�Q�H�� �Y�D�Q�M�V�N�L�P�� �I�D�N�W�R�U�L�P�D�� �X�]�� �S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Q�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H fluorescencije (prema kitu Mitochondrial Membrane 
Potential Assay Kit (II)). 
 
�=�D���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W���Q�D�V�D�ÿ�H�Q�R���M�H�����������������V�W�D�Q�L�F�D���S�R���M�D�å�L�F�L���Q�D���F�U�Q�H���P�L�N�U�R�W�L�W�D�U�V�N�H���S�O�R�þ�L�F�H���V���������M�D�å�L�F�D���V��

�S�U�R�]�L�U�Q�L�P�� �G�Q�R�P���� �G�D�Q�� �S�U�L�M�H���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D���� �'�U�X�J�L�� �G�D�Q���� �Q�D�N�R�Q�� �ã�W�R�� �M�H�� �D�V�S�L�U�L�U�D�Q�� �V�W�D�Q�L�þ�Qi medij, u 

�M�D�å�L�F�H�� �V�X�� �G�R�G�D�Q�H�� �R�W�R�S�L�Q�H�� �V�S�R�M�H�Y�D�� �X�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P�� �P�H�G�L�M�X�� �X�� �/�2�$�(�/�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���� �X�N�X�S�Q�R�J��

�Y�R�O�X�P�H�Q�D�� �������� ���/�� �S�R�� �M�D�å�L�F�L���� �6�W�D�Q�L�F�H�� �V�X�� �L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�H�� �V�� �R�W�R�S�L�Q�D�P�D�� �R�N�V�L�P�D�� �W�L�M�H�N�R�P�� ���� �V�D�W�D�� �S�U�L��

�N�R�Q�W�U�R�O�L�U�D�Q�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D�������������S�&�2�����L���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L���������ƒ�&�������3�U�L�M�H���G�R�G�D�W�N�D���U�H�D�J�H�Q�V�D�����X���S�U�H�G�Y�L�ÿ�H�Q�H��

�N�R�Q�W�U�R�O�Q�H�� �M�D�å�L�F�H�� �G�R�G�D�Q�R�� �M�H�� ������ �—�/�� �������� �—�P�R�O�� �G�P-3 pozitivne kontrole CCCP 

(karbonilcijanidklorofenilhidrazon-perklorat, Cell Signaling Technology Europe, Nizozemska) 

�W�H���M�H���S�O�R�þ�L�F�D���Y�U�D�ü�H�Q�D���X���L�Q�N�X�E�D�W�R�U���Q�D�������� �P�L�Q�X�W�D�����=�D�W�L�P���M�H���X���V�Y�D�N�X���M�D�å�L�F�X�� �G�R�G�D�Q�R���M�R�ã�������� �—�/������

�—�P�R�O�� �G�P-3 reagensa TMRE, finalne koncentracije 200 nmol dm-3���� �3�O�R�þ�L�F�D�� �M�H�� �Y�U�D�ü�H�Q�D�� �X��

inkubator na 20 minuta. Medij je aspiriran i stanice su isprane tri puta s PBS-om te je potom 

�G�R�G�D�Q�R�� �������� �—�/�� �3�%�6-�D�� �X�� �V�Y�D�N�X�� �M�D�å�L�F�X���� �3�R�U�D�V�W�� �L�O�L�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�H�� �I�O�X�R�Uescencije nakon tretmana 

�R�G�U�H�ÿ�H�Q�� �M�H�� �S�R�P�R�ü�X�� �þ�L�W�D�þ�D�� �P�L�N�U�R�W�L�W�D�U�V�N�L�K�� �S�O�R�þ�L�F�D���� �5�H�]�X�O�W�D�W�� �M�H�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�� �N�D�R�� �R�P�M�H�U�� �L�]�P�M�H�U�H�Q�L�K��

vrijednosti tretiranih u odnosu na netretirane stanice. 
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3.3.6. �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���L�Q�G�X�N�F�L�M�H���S�U�R�F�H�V�D���D�S�R�S�W�R�]�H 

Indukcija pojedinih faza procesa apoptoze od�U�H�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P�� �N�R�P�H�U�F�L�M�D�O�Q�R�J�� �N�L�W�D�� �N�R�M�L��

�V�D�G�U�å�L�� �U�H�D�J�H�Q�V�H�� �$�Q�Q�H�[�L�Q�� �9�� �L�� ��-aminoaktinomicin D (7-AAD). Annexin V je fosfolipid�±

v�H�]�X�M�X�ü�L protein ovisan o kalciju �V���Y�L�V�R�N�L�P���D�I�L�Q�L�W�H�W�R�P���]�D���I�R�V�I�D�W�L�G�L�O�V�H�U�L�Q�����N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�X���V�W�D�Q�L�þ�Q�H��

membrane lokaliziranu na citoplazmatskoj strani u normalnim uvjetima. U ranoj apoptozi 

�P�R�O�H�N�X�O�H���I�R�V�I�D�W�L�G�L�O�V�H�U�L�Q�D���V�H���W�U�D�Q�V�O�R�F�L�U�D�M�X���Q�D���Y�D�Q�M�V�N�X���V�W�U�D�Q�X���P�H�P�E�U�D�Q�H���ã�W�R���S�R�W�R�P���R�P�R�J�X�ü�D�Y�D��

vezanje Annexina V i detekciju signala. Reagens 7-�$�$�'�� �X�O�D�]�L�� �X�� �V�W�D�Q�L�F�X�� �V�D�P�R�� �X�� �V�O�X�þ�D�M�X��

�R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D���P�H�P�E�U�D�Q�D���L���V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�R���V�H���Y�H�å�H���Q�D���*�&���U�H�J�L�M�H���X�Q�X�W�D�U���'�1�$���W�H���V�H���W�L�P�H���G�H�W�H�N�W�L�U�D���S�U�R�F�H�V��

kasne apoptoze ili smrti stanice (slika 3.7).  

 
Slika 3.7. �3�U�L�Q�F�L�S�� �P�H�W�R�G�H�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D�� �L�Q�G�X�N�F�L�M�H�� �S�U�R�F�H�V�D�� �U�D�Q�H�� �L�� �N�D�V�Q�H�� �D�S�R�S�W�R�]�H�� �S�R�P�R�ü�X�� �$�Q�Q�H�[�L�Q�D�� �9�� �L�� ��-AAD 
(prema kitu Annexin V Assay Kit). 
 
Za �H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W���Q�D�V�D�ÿ�H�Q�R���M�H�����������������V�W�D�Q�L�F�D���S�R���M�D�å�L�F�L���Q�D���S�U�R�]�L�U�Q�H���S�O�R�þ�L�F�H���V���������M�D�å�L�F�D���G�Y�D���G�D�Q�D��

�S�U�L�M�H���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�����7�U�H�ü�L���G�D�Q�����Q�D�N�R�Q���ã�W�R���M�H���D�V�S�L�U�L�U�D�Q���V�W�D�Q�L�þ�Q�L���P�H�G�L�M�����X���M�D�å�L�F�H���V�X���G�R�G�D�Q�H���R�W�R�S�L�Q�H��

�V�S�R�M�H�Y�D���X���V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P���P�H�G�L�M�X���X���/�2�$�(�/���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�����X�N�X�S�Q�R�J���Y�R�O�X�P�H�Q�D�������������/���S�R���M�D�å�L�F�L����

Stanice su inkubirane s otopinama oksima tijekom 4 sata pri kontroliranim uvjetima (5 % pCO2 

�L���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L�������� �ƒ�&������ �6�W�D�Q�L�F�H���V�X���S�R�W�R�P���Q�D���S�O�R�þ�L�F�L���L�V�S�U�D�Q�H���3�%�6-�R�P���L���W�U�L�S�V�L�Q�L�]�L�U�D�Q�H���V�D���������� ���/��

���������� ���� �R�W�R�S�L�Q�R�P�� �7�U�\�S�V�L�Q���(�'�7�$���� �8�� �V�Y�D�N�X�� �M�D�å�L�F�X�� �G�R�G�D�Q�R�� �M�H�� �������� �—�/�� �N�R�P�S�O�H�W�Q�R�J�� �P�H�G�L�M�D�� �V�D��

smanjenim udjelom seruma (DMEM + 5% FBS) kako bi se inaktiviralo djelovanje tripsina te 

�M�H�� �V�X�V�S�H�Q�]�L�M�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �S�U�H�E�D�þ�H�Q�D�� �X�� �P�L�N�U�Repruvete���� �3�U�H�P�D�� �S�U�H�S�R�U�X�F�L�� �S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �M�H��

koncentracija stanica �W�H�� �M�H�� �S�U�H�P�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�M�� �N�R�Q�F�Hntraciji stanica dodan reagens; ������ �—�/��

�V�X�V�S�H�Q�]�L�M�H���V�W�D�Q�L�F�H���S�U�H�E�D�þ�H�Q�R���M�H���X���Q�R�Y�X���P�L�N�U�Repruvetu �L���G�R�G�D�Q�R���M�H�����������—�/���U�H�D�J�H�Q�V�D���]�D���G�H�W�H�N�F�L�M�X��

te je smjesa 20 minuta inkubirana na sobnoj temperaturu u tami. Promjene na stanicama 

�G�H�W�H�N�W�L�U�D�Q�H�� �V�X�� �S�U�D�ü�H�Q�M�H�P�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�L�K�� �S�U�R�E�D�� �P�L�N�U�R�N�D�S�L�O�D�U�Q�R�P�� �F�L�W�R�P�H�W�U�L�M�R�P�� �Q�D�� �X�U�H�ÿ�D�M�X��

�*�X�D�Y�D�Š���0�X�V�H�Š���&�H�O�O���$�Q�D�O�\�]�H�U���� �0�L�Q�L�P�D�O�Q�R������������ �V�W�D�Q�L�Fa je analizirano po jednom mjerenju. 

�(�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W���M�H���S�U�R�Y�H�G�H�Q���W�U�L���L�O�L���þ�H�W�L�U�L���S�X�W�D�����V�Y�D�N�L�� �Q�D�M�P�D�Q�M�H���X���G�X�S�O�L�N�D�W�X������ �5�H�]�X�O�W�D�W���M�H���S�U�L�N�D�]�D�Q��

kao postotak stanica u poje�G�L�Q�L�P���I�D�]�D�P�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���V�P�U�W�L���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���Q�H�W�U�H�W�L�U�D�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H�� 
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3.3.7. �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K���H�Q�]�L�P�D���N�D�V�S�D�]�D 

�8���S�U�R�F�H�V���D�S�R�S�W�R�]�H���X�N�O�M�X�þ�H�Q�L���V�X���L���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L���H�Q�]�L�P�L���N�D�V�S�D�]�H�����F�L�V�W�H�L�Q-aspartat-ovisne c proteaze) 

koje imaju ili inicijatorsku ulogu ili egzekutors�N�X���L�]�Y�U�ã�Q�X���X�O�R�J�X���X���S�U�R�F�H�V�X���D�S�R�S�W�R�]�H�����=�E�R�J���W�R�J�D��

�M�H�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �G�Y�L�M�X�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �L�Q�L�F�L�M�D�W�R�U�V�N�L�K�� �N�D�V�S�D�]�D�� ���N�D�V�S�D�]�D�� ���� �L�� ������ �L�� �M�H�G�Q�H��

egzekutorske kaspaze (kaspaza 3). Kaspaza 8 ima ulogu u vanjskom/receptorom-

�S�R�V�U�H�G�R�Y�D�Q�R�P�� �D�S�R�S�W�R�W�L�þ�N�R�P���S�X�W�X���� �N�R�M�L���V�H���R�G�Y�L�M�D �S�U�H�N�R�� �U�H�F�H�S�W�R�U�D���V�P�U�W�L�����)�D�V�/���� �7�1�)�.���� �Q�D�N�R�Q��

�þ�H�J�D���R�Q�D���D�N�W�L�Y�L�U�D���H�J�]�H�N�X�W�R�U�V�N�H���N�D�V�S�D�]�H���������������������N�R�M�H���G�D�O�M�H���F�L�M�H�S�D�M�X���E�U�R�M�Q�H���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���S�U�R�W�H�L�Q�V�N�H��

supstrate, koji uzrokuju programiranu smrt stanice odnosno apoptozu. Za razliku od kaspaze 8, 

kaspaza 9 ima ulogu u unu�W�D�U�Q�M�H�P���P�L�W�R�K�R�Q�G�U�L�M�V�N�R�P�� �D�S�R�S�W�R�W�L�þ�N�R�P�� �S�X�W�X���� �L�Q�L�F�L�U�D�M�X�� �M�X�� �H�Q�]�L�P�L��

�F�L�W�R�N�U�R�P�L�� �F�� �R�W�S�X�ã�W�H�Q�L�� �X�� �F�L�W�R�S�O�D�]�P�X�� �Q�D�N�R�Q�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D�� �P�L�W�R�K�R�Q�G�U�L�M�D�� ��slika 3.8). Aktivnost 

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �H�Q�]�L�P�D�� �N�D�V�S�D�]�D�� �Q�D�N�R�Q�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �R�W�R�S�L�Q�D�P�D�� �R�N�V�L�P�D���� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �X�S�R�W�U�H�E�R�P��

komercijalno dostupnog kita mjerenjem intenziteta fluorescencije komercijalno dostupnog kita 

Caspase-3, Caspase-8 and Caspase-9 Multiplex Activity Assay Kit (Abcam, Ujedinjeno 

Kraljevstvo). U kitu su dostupni fluorogeni supstrati za mjerenje aktivnosti kaspaza: DEVD-

ProRedTM za kaspazu 3, IETD-R110 za kaspazu 8 i LEHD-AMC za kaspazu 9. Nakon tretmana 

odabranim spojevima od interesa���� �N�D�V�S�D�]�D�� �ü�H�� �X�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �K�L�G�U�R�O�L�]�L�U�D�W�L�� �S�U�L�S�D�G�D�M�X�ü�L��

�V�X�S�V�W�U�D�W�� �ã�W�R�� �ü�H�� �U�H�]�X�O�W�L�U�D�W�L�� �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H�P�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�K�� �I�O�X�R�U�R�I�R�U�D���� �3�U�R�5�H�GTM (crvena 

fluoresc�H�Q�F�L�M�D������ �5�������� ���]�H�O�H�Q�D�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�D���� �L�� �$�0�&�� ���S�O�D�Y�D�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H������ �2�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H��

�I�O�X�R�U�R�I�R�U�D���R�G�U�H�ÿ�X�M�H���V�H���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�R�P���S�U�L���Y�D�O�Q�L�P���G�X�O�M�L�Q�D�P�D���H�N�V�W�L�Q�N�F�L�M�H���L���H�P�L�V�L�M�H���R�G�����������Q�P���L��

490 nm (kaspaza 3), 490 nm i 525 nm (kaspaza 8) te 370 nm i 450 nm (kaspaza 9). Signal je 

�S�U�R�S�R�U�F�L�R�Q�D�O�D�Q�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �N�D�V�S�D�]�H���� �D�� �U�H�]�X�O�W�D�W�� �M�H�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�� �N�D�R�� �R�P�M�H�U�� �L�]�P�M�H�U�H�Q�L�K��

vrijednosti tretiranih u odnosu na netretirane stanice. 
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Slika 3.8. �3�U�L�Q�F�L�S�� �P�H�W�R�G�H�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �H�Q�]�L�P�D�� �N�D�V�S�D�]�D���� �L�]�Y�U�ã�Q�H�� �N�D�V�S�D�]�H�� ���� �L�� �L�Q�L�F�L�Matorskih 
kaspaza 8 i 9 (prema kitu Caspase-3, Caspase-8 and Caspase-9 Multiplex Activity Assay Kit). 
 
�=�D�� �H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�� �Q�D�V�D�ÿ�H�Q�R�� �M�H�� ������ �������� �V�W�D�Q�L�F�D�� �S�R�� �M�D�å�L�F�L���� �X�N�X�S�Q�R�J�� �Y�R�O�X�P�H�Q�D�� ������ ���/���� �Q�D�� �F�U�Q�H��

�P�L�N�U�R�W�L�W�D�U�V�N�H���S�O�R�þ�L�F�H���V���������M�D�å�L�F�D���G�D�Q���S�U�L�M�H���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�����'�U�X�J�L���G�D�Q�����X���M�D�å�L�F�H���M�H���G�R�G�D�Q�R��i ���������/��

deset puta koncentrirane otopine spojeva u PBS-u u LOAEL koncentracijama. Stanice su 

inkubirane s otopinama oksima tijekom 4 sata pri kontroliranim uvjetima (5 % pCO2 i 

�W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L�� ������ �ƒ�&������ �8�� �V�Y�D�N�X�� �M�D�å�L�F�X�� �G�R�G�D�Q�R�� �M�H�� �M�R�ã�� �������� �—�/�� �U�H�D�Jensa MultiPlex (Abcam, 

Ujedinjeno Kraljevstvo), 30 �± 60 minuta inkubirano na sobnoj temperaturi u tami te je promjena 

fluorescencije izmjerena �S�R�P�R�ü�X�� �þ�L�W�D�þ�D�� �P�L�N�U�R�W�L�W�D�U�V�N�L�K�� �S�O�R�þ�L�F�D���� �6�W�D�X�U�R�V�S�R�U�L�Q�� ��Abcam, 

�8�M�H�G�L�Q�M�H�Q�R���.�U�D�O�M�H�Y�V�W�Y�R�������I�L�Q�D�O�Q�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���������P�R�O��dm-3 �M�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q���N�D�R���S�R�]�L�W�Y�L�Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�D����

Rezultat je prikazan kao omjer izmjerenih vrijednosti tretiranih u odnosu na netretirane stanice. 

 

3.3.8. �2�ã�W�H�ü�H�Q�M�D���P�R�O�H�N�X�O�D���'�1�$ 

�6�W�D�Q�L�F�D�� �N�R�M�D�� �M�H�� �Q�D�N�X�S�L�O�D�� �Y�H�ü�X�� �N�R�O�L�þ�L�Q�X�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D�� �'�1�$�� �L�O�L�� �D�N�R�� �Y�L�ã�H�� �Q�H�� �S�R�S�U�D�Y�O�M�D�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R��

�R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D�� �X�� �'�1�$�� �P�R�å�H�� �X�ü�L�� �X�� �S�U�R�F�H�V�H�� �E�L�R�O�R�ã�N�R�J�� �V�W�D�U�H�Q�M�D���� �D�S�R�S�W�R�]�H�� �L�O�L�� �S�D�N�� �Q�H�N�R�Q�W�U�R�O�L�U�D�Q�H��

�V�W�D�Q�L�þ�Q�H���G�L�R�E�H�����2�ã�W�H�ü�H�Q�M�H���P�R�O�H�N�X�O�H���'�1�$���X���V�W�D�Q�L�F�L���R�G�U�H�ÿ�H�Q�R���M�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P���N�R�P�H�U�F�L�M�D�O�Q�R�J���N�L�W�D��

�N�R�M�L���V�D�G�U�å�L���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�D���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�����R�E�L�O�M�H�å�H�Q�D���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�L�P���E�R�M�D�P�D�����]�D���D�N�W�L�Y�Q�H���Rblike proteina 

ATM (Ataxia telangiectasia mutirana kinaza) i H2A.X (histon 2A.X). (slika 3.9). ATM kinaza 
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�D�N�W�L�Y�L�U�D�� �V�H�� �I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�R�P�� �N�D�R�� �R�G�J�R�Y�R�U�� �Q�D�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�H�� �'�1�$�� ���G�Y�R�O�D�Q�þ�D�Q�L�� �O�R�P���� �L�� �Q�L�]�Y�R�G�Q�R��

�I�R�V�I�R�U�L�O�L�U�D�� �L�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�� �K�L�V�W�R�Q�� �+���$�;���� �N�R�M�L�� �V�H�� �D�N�X�P�X�O�L�U�D�� �Q�D�� �P�M�H�V�W�X�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D�� �P�R�O�H�N�X�O�H�� �'�1�$����

Istodobnim mjerenjem promjene fluorescencije tj. fosforilacije kinaze ATM i histona H2A.X 

�R�E�L�O�M�H�å�H�Q�H�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�L�P�D���� �S�R�V�U�H�G�Q�R�� �V�H�� �R�G�U�H�ÿ�X�M�H�� �Q�D�V�W�D�Q�D�N�� �G�Y�R�O�D�Q�þ�D�Q�L�K�� �O�R�P�R�Y�D��

unutar molekule DNA. Signal je proporcionalan koncentraciji aktivne kinaze ATM i histona 

�+���$���;���X���V�W�D�Q�L�F�L���N�D�R���P�M�H�U�H���X�N�X�S�Q�R�J���R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D���P�R�O�H�N�X�O�D���'�1�$�� 

 
Slika 3.9. �3�U�L�Q�F�L�S�� �P�H�W�R�G�H�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D�� �P�R�O�H�N�X�O�D�� �'�1�$���� �$�7�0�� �N�L�Q�D�]�D�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�� �V�H�� �I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�R�P�� �N�D�R��
�R�G�J�R�Y�R�U���Q�D���R�ã�W�H�ü�H�Q�M�H���'�1�$�����G�Y�R�O�D�Q�þ�D�Q�L���O�R�P�����L���Q�L�]�Y�R�G�Q�R���I�R�V�I�R�U�Llira i aktivira histon H2AX, koji se akumulira na 
�P�M�H�V�W�X���R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D�����S�U�H�P�D��kitu �0�X�V�H�Š���0�X�O�W�L-Color DNA Damage Kit). 
 
�=�D���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W���Q�D�V�D�ÿ�H�Q�R���M�H�������������������V�W�D�Q�L�F�D���S�R���M�D�å�L�F�L���Q�D���S�U�R�]�L�U�Q�H���S�O�R�þ�L�F�H���V���������M�D�å�L�F�D���W�U�L���G�D�Q�D��

�S�U�L�M�H���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�����ý�H�W�Y�U�W�L���G�D�Q�����Q�D�N�R�Q���ã�W�R���M�H���D�V�S�L�U�L�U�D�Q���V�W�D�Q�L�þ�Q�L���P�H�G�L�M�����X���M�D�å�L�F�H���V�X���G�R�G�D�Q�H���R�W�R�S�L�Q�H��

�V�S�R�M�H�Y�D���X���V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P���P�H�G�L�M�X���X���/�2�$�(�/���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�����X�N�X�S�Q�R�J���Y�R�O�X�P�H�Q�D�������������/���S�R���M�D�å�L�F�L����

Stanice su inkubirane s otopinama oksima tijekom 4 sata pri kontroliranim uvjetima (5 % pCO2 

�L���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L�������� �ƒ�&������ �6�W�D�Q�L�F�H���V�X���S�R�W�R�P���Q�D���S�O�R�þ�L�F�L���L�V�S�U�D�Q�H���3�%�6-�R�P���L���W�U�L�S�V�L�Q�L�]�L�U�D�Q�H���V�D���������� ���/��

otopinom tri�S�V�L�Q���(�'�7�$�����8���V�Y�D�N�X���M�D�å�L�F�X���G�R�G�D�Q�R���M�H�����������—�/���N�R�P�S�O�H�W�Q�R�J���P�H�G�L�M�D���V�D���V�P�D�Q�M�H�Q�L�P��

udjelom seruma (DMEM + 5 % FBS) kako bi se inaktiviralo djelovanje tripsina te je suspenzija 

stanica p�U�H�E�D�þ�H�Q�D���X���Pikroepruvetu�����3�U�H�P�D���S�U�R�W�R�N�R�O�X���S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D���V�W�D�Q�L�F�H���V�X���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�H���W�H��

isprane puferom. Zatim su stanice fiksirane fiksacijskim puferom iz kita 10 min na ledu te 

sabijene u talog centrifugiranjem. Talog stanica ispran je puferom, stanice su permeabilizirane 

�R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�P�� �S�X�I�H�U�R�P�� ������ �P�L�Q�� �Q�D�� �O�H�G�X�� �W�H�� �S�R�Q�R�Y�Q�R�� �F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�H�� �L�� �L�V�S�U�D�Q�H���� �1�D�N�R�Q�� �W�R�J�D�� �M�H��

�V�W�D�Q�L�þ�Q�L���S�U�H�F�L�S�L�W�D�W���S�U�R�P�L�M�H�ã�D�Q���V���������X�/���S�X�I�H�U�D���W�H���M�H���V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M���V�X�V�S�H�Q�]�L�M�L���G�R�G�D�Q�R���������—�/���N�R�N�W�H�O�D��
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protutijela i 30 minuta inkubirano na sobnoj temperaturi u tami. Stanicama je potom dodano 

100 uL pufera �W�H���V�X���]�D�W�L�P���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�H�����6�W�D�Q�L�þ�Q�L���M�H���S�U�H�F�L�S�L�W�D�W���L�V�S�U�D�Q���L���U�H�V�X�V�S�H�Q�G�L�U�D�Q���X�����������—�/��

�S�X�I�H�U�D���� �2�ã�W�H�ü�H�Q�M�H�� �P�R�O�H�N�X�O�H�� �'�1�$�� �G�H�W�H�N�W�L�U�D�Q�R�� �M�H�� �S�U�D�ü�H�Q�M�H�P�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�L�K�� �S�U�R�E�D��

�P�L�N�U�R�N�D�S�L�O�D�U�Q�R�P�� �F�L�W�R�P�H�W�U�L�M�R�P�� �Q�D�� �X�U�H�ÿ�D�M�X�� �*�X�D�Y�D�Š�� �0�X�V�H�Š�� �&�H�O�O�� �$�Q�D�O�\�]�H�U���� �0�L�Q�L�P�D�O�Q�R�� ����������

stanica je analizirano po jednom mjerenju. Eksperiment je proveden tri puta (svaki najmanje u 

�G�X�S�O�L�N�D�W�X�������5�H�]�X�O�W�D�W���M�H���S�U�L�N�D�]�D�Q���N�D�R���S�R�V�W�R�W�D�N���X�N�X�S�Q�R�J���R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D���'�1�$���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���Q�H�W�U�H�W�L�U�D�Q�H��

stanice. 

 

3.3.9. Permeablinost membrane na mo�G�H�O�X���0�'�&�.���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���O�L�Q�L�M�H 

�(�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�L���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D��permeabilnosti �S�U�R�Y�H�G�H�Q�L���V�X���X���V�X�U�D�G�Q�M�L���V���3�H�W�U�R�P���0�L�ã�H�W�L�ü�����P�D�J�����F�K�H�P����

i dr. sc. Jasnom Padovan (Fidelta d.o.o., Zagreb, Hrvatska). MDCKII-MDR1 stanice su Madin-

�'�D�U�E�\���S�V�H�ü�H���H�S�L�W�H�O�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���E�X�E�U�H�J�D����slika 3.10B�������N�R�M�H���S�R�M�D�þ�D�Q�R���H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�M�X���O�M�X�G�V�N�L���J�H�Q���]�D��

�R�W�S�R�U�Q�R�V�W���Q�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���O�L�M�H�N�R�Y�H����engl. mutli-drug resistance MDR1), koji kodira P-glikoprotein 

(P-�J�S�������0�'�&�.���V�W�D�Q�L�F�H���V�X���R�S�ü�H�S�U�L�K�Y�D�ü�H�Q���P�R�G�H�O���]�D���E�U�]�L��in vitro test pasivnog prolaska spojeva 

kroz membrane. Za mjerenje brzine prolaska kroz membrane koristi se prolazak spoja kroz 

jednoslojnu kulturu MDCKII-�0�'�5�������L�]�U�D�å�H�Q���N�D�R���S�U�L�Y�L�G�Q�D���S�U�R�S�X�V�Q�R�V�W����Papp). Prati se prolazak 

u oba smjera (iz apikalnog na bazolateralnu stranu (A2B) i bazolateralnog na apikalnu stranu 

(B2A)) �]�D���L�]�U�D�þ�X�Q���H�I�O�X�N�V�D�����R�P�M�H�U�D���S�U�R�O�D�V�N�D�������.�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P���L�Q�K�L�E�L�W�R�U�D���3-�J�S���S�X�P�S�H�����S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�H���V�H��

posreduje li P-gp u transportu. P-gp pumpa je energetski ovisna pumpa koja smanjuje 

�X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�X���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�X���W�R�N�V�L�þ�Q�L�K���V�S�R�M�H�Y�D���X���V�W�D�Q�L�F�L���Q�M�L�K�R�Y�L�P���L�]�E�D�F�L�Y�D�Q�M�H���L�]���X�Q�X�W�U�D�ã�Q�R�V�W�L��

�S�U�H�P�D���Y�D�Q���X�]���X�W�U�R�ã�D�N���$�7�3-a (slika 3.10A).  

 
Slika 3.10. A) Princip metode djelovanja P-�J�S�� �S�X�P�S�L�� �X�� �V�W�D�Q�L�F�L�� �L�� �%���� �P�L�N�U�R�V�N�R�S�V�N�D�� �V�O�L�N�D�� �0�'�&�.�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �O�L�Q�L�M�H��
�N�R�U�L�ã�W�H�Q�H���]�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���S�H�U�P�H�D�E�L�O�Q�R�V�W�L���R�G�D�E�U�D�Q�L�K���V�S�R�M�H�Y�D�����S�U�H�P�D��referenci 163). 
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�=�D���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W���Q�D�V�D�ÿ�H�Q�R���M�H�����������������V�W�D�Q�L�F�D���S�R���M�D�å�L�F�L���Q�D���P�L�N�U�R�W�L�W�D�U�V�N�H���S�O�R�þ�L�F�H�����þ�H�W�L�U�L���G�D�Q�D���S�U�L�M�H��

eksperimenta. Na dan eksperimenta, stanice su isprane PBS-om (Sigma-Aldrich, SAD) te je 

dodana otopina 1 %-tnog DMSO (Sigma-Aldrich�����6�$�'�����X���3�%�6���S�X�I�H�U�X���L���S�O�R�þ�L�F�D���M�H���Y�U�D�ü�H�Q�D���X��

inkubator na 45 minuta sa i bez inhibitora Elik�U�L�G�D�U�D�����������P�R�O���G�P-3, International Laboratory, 

�6�$�'������ �2�N�V�L�P�L�� �������� ���P�R�O�� �G�P-3������ �D�P�S�U�H�Q�D�Y�L�U�� ���������� ���P�R�O�� �G�P-3, AK Scientific Inc., SAD) i 

�G�L�N�O�R�I�H�Q�D�N���������� ���P�R�O dm-3, Sigma-Aldrich, SAD) pripremljeni su u transportnom mediju koji 

�V�D�G�U�å�L���/�X�F�L�I�H�U���å�X�W�R����engl. Lucifer yellow, LY; EndoTherm�����1�M�H�P�D�þ�N�D�����X��1 %-tnom DMSO te 

�V�D�� �L�� �E�H�]�� �(�O�D�F�U�L�G�D�U�D���� �%�D�å�G�D�U�Q�D�� �N�U�L�Y�X�O�M�D�� �/�<�� �S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�D�� �M�H�� �V�H�U�L�M�V�N�L�P�� �U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�H�P��u rasponu 

koncentr�D�F�L�M�D���G�R�������������P�R�O���G�P-3 �L���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�L���V�L�J�Q�D�O���R�G�U�H�ÿ�X�M�H���V�H���S�U�L���Y�D�O�Q�R�M���G�X�O�M�L�Q�L���H�N�V�W�L�Q�N�F�L�M�H��

�R�G�� �������� �Q�P�� �L�� �H�P�L�V�L�M�H�� �R�G�� �������� �Q�P���� �3�R�þ�H�W�Q�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �R�N�V�L�P�D�� �X�� �S�U�L�P�D�U�Q�R�P�� �R�G�M�H�O�M�N�X�� ��C0) 

�X�]�R�U�N�R�Y�D�Q�D�� �M�H�� �Q�D�� �S�R�þ�H�W�N�X�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H���� �D�� �Q�D�� �D�S�L�N�D�O�Q�R�M�� �L�� �E�D�]�R�O�D�W�H�U�D�O�Q�R�M�� �V�W�U�D�Q�L�� �Q�D�� �N�Uaju 

eksperimenta. Uzorci su analizirani masenim spektrometrom API 4500 Triple Quadrupole (AB 

Sciex, Division of MDS Inc., Kanada) spojenim s Nexera X2 UHPLC (Shimadzu, Japan). 

�.�Y�D�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�D���M�H���L�]�Y�H�G�H�Q�D���P�H�W�R�G�R�P���S�U�D�ü�H�Q�M�D���M�H�G�Q�R�V�W�U�X�N�L�K���L�O�L���Y�L�ã�H�V�W�U�X�N�L�K���U�H�D�N�F�L�Ma (MRM, engl. 

multiple reaction monitoring), a koeficijent permeabilnosti (Papp������ �H�I�O�X�N�V���� �L�� �U�D�Y�Q�R�W�H�å�D�� �P�D�V�H����

�L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�L���V�X���S�U�H�P�D���S�U�R�W�R�N�R�O�X163.  

Koeficijent permeabilnosti (Papp�����L�]�U�D�þ�X�Q�D�W���M�H���S�R�P�R�ü�X���M�H�G�Q�D�G�å�E�H�� 

�2�Ô�ã�ã
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�¼�,
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     (1) 

gdje dQ/dT predstavlja brzinu prolaska spoja, C0 �M�H���S�R�þ�H�W�Q�D���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���R�N�V�L�P�D���L��A �M�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�D��

monosloja stanica (0,7 cm2). 

 

�(�I�O�X�N�V�����(�5�����L�]�U�D�þ�X�Q�D�W���M�H���L�]��Papp vrijednosti sa i bez P-�J�S���L�Q�K�L�E�L�W�R�U�D���S�U�H�P�D���M�H�G�Q�D�G�å�E�L�� 
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�5�D�Y�Q�R�W�H�å�D���P�D�V�H�����0�%�����L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�D���M�H���S�R�P�R�ü�X���M�H�G�Q�D�G�å�E�H�� 
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L
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      (3) 

gdje su Md i Mr mase spojeva u primarnom i sekunardnom odjeljku u 60 min. M0 je masa spoja 

�X���S�U�L�P�D�U�Q�R�P���R�G�M�H�O�M�N�X���Q�D���S�R�þ�H�W�N�X���L�Q�K�X�E�D�F�L�M�H�����0�D�V�D���R�N�V�L�P�D���R�G�U�H�ÿ�H�Q�D���M�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�R�P ispod vrhova 

�J�U�D�I�D���S�R�P�Q�R�å�H�Qa s volumenom odjeljka. 
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3.3.10. �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�H���U�D�]�J�U�D�G�Q�M�H���R�N�V�L�P�D���X���P�L�ã�M�L�P���P�L�N�U�R�V�R�P�L�P�D 

�(�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�L�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D�� �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�H�� �V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W�L�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�L�� �V�X�� �X�� �V�X�U�D�G�Q�M�L�� �V�� �3�H�W�U�R�P�� �0�L�ã�H�W�L�ü����

mag. chem. i dr. sc. Jasnom Padovan (Fidelta d.o.o., Zagreb, Hrvatska). Oksimi finalne 

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�������—�P�R�O���G�P-3 u fosfatnom puferu (50 mmol dm-3, pH 7,4) inkubirani su 60 minuta 

�Q�D�� ������ �ƒ�&�� �]�D�M�H�G�Q�R�� �V�� �P�L�ã�M�L�P�� �M�Htrenim mikrosomima (Cat.No. 452701, Batch No. 7186001, 

Corning, SAD) u odsustvu i prisustvu smjese koja dovodi do nastanka NADPH, a koja se sastoji 

�R�G�� ��-nikotinamid-adenin-dinukleotidfosfat natrijeve soli, D-glukoza-6-fosfatne kalijeve soli, 

glukoza-6-fosfat dehidrogenaze iz kvasca S. cerevisiae i magnezijevog klorida heksahidrata 

(svi kupljeni od Sigma-Aldrich, SAD). �0�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �M�H�W�U�H�Q�L�K�� �P�L�N�U�R�V�R�P�D�� �M�H��

�Y�H�U�L�I�L�F�L�U�D�Q�D���S�R�P�R�ü�X���S�R�]�L�W�L�Y�Q�L�K���N�R�Q�W�U�R�O�D���W�H�V�W�R�V�W�H�U�R�Q�D����Steraloids, SAD) i propranolola (Sigma-

Aldrich, SAD) te negativne kontrole kofeina (Sigma-Aldrich, SAD)164. Koncentracija oksima i 

kontrolnih spojeva odre�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �V�S�H�N�W�U�R�P�H�W�U�L�M�R�P�� �P�D�V�D�� �Q�D�� �V�S�H�N�W�U�R�P�H�W�U�X��Uzorci su analizirani 

masenim spektrometrom API 4500 Triple Quadrupole (AB Sciex, Division of MDS Inc., Kanda) 

spojenim s Nexera X2 UHPLC (Shimadzu, Japan). �8�]�R�U�F�L�� �Y�R�O�X�P�H�Q�D�� ���� �—�/�� �L�Q�M�H�N�W�L�U�D�Q�L�� �V�X�� �Q�D��

HPLC kolonu Lun�D���2�P�H�J�D���3�R�O�D�U�����G�X�O�M�L�Q�H���������P�P�����X�Q�X�W�D�U�Q�M�H�J���S�U�R�P�M�H�U�D�����������P�P�����Y�H�O�L�þ�L�Q�H���þ�H�V�W�L�F�D��

�������� �P�P���� �3�K�H�Q�R�P�H�Q�H�[���� �7�R�U�U�D�Q�F�H���� �6�$�'���� �Q�D�� ������ �ƒ�&���� �=�D�� �G�H�W�H�N�F�L�M�X�� �P�D�V�H�Q�L�P�� �V�S�H�N�W�U�R�P�H�W�U�R�P��

�N�R�U�L�ã�W�H�Q�D���M�H���L�R�Q�L�]�D�F�L�M�D���H�O�H�N�W�U�R�U�D�V�S�U�ã�H�Q�M�H�P���X�]���S�U�L�P�M�H�Q�X���S�R�]�L�W�L�Y�Q�R�J���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�D���V���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�R�P��

izvora i�R�Q�D�� �R�G�� �������� �ƒ�&�� �W�H�� �Y�U�H�P�H�Q�R�P�� �S�U�D�ü�H�Q�M�D�� �L�R�Q�D�� �R�G�� ������ �P�V�� Kvantifikacija je izvedena 

�P�H�W�R�G�R�P�� �S�U�D�ü�H�Q�M�D�� �M�H�G�Q�R�V�W�U�X�N�L�K�� �L�O�L �Y�L�ã�H�V�W�U�X�N�L�K�� �U�H�D�N�F�L�M�D�� ���0�5�0���� �H�Q�J�O����multiple reaction 

monitoring), a p�R�O�X�Y�U�L�M�H�P�H���P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�H���U�D�]�J�U�D�G�Q�M�H���V�S�R�M�D����t1/2�����L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�R���M�H���L�]���Q�D�J�L�E�D���O�L�Q�H�D�U�Qe 

ovisnosti koncentracije ishodnog oblika oksima o vremenu inkubacije. Normalizacijom 

�Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���S�U�H�P�D���N�R�O�L�þ�L�Q�L���S�U�R�W�H�L�Q�D���X���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�V�N�R�M���V�P�M�H�V�L���L�]��t1/2 �M�H���R�G�U�H�ÿ�H�Q��in vitro �L�Q�W�U�L�Q�]�L�þ�Q�L��

klirens Clint �V�S�R�M�D���S�R�P�R�ü�X���M�H�G�Q�D�G�å�E�H�� 
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      (4) 

gdje je V predstavlja volumen krvi po inkubaciji u stvarnom sustavu, a m masu proteina po 

�L�Q�N�X�E�D�F�L�M�L�����,�Q�W�U�L�Q�]�L�þ�Q�L���N�O�L�U�H�Q�V���R�]�Q�D�þ�D�Y�D���N�R�O�L�þ�L�Q�X���N�U�Y�L���N�R�M�D���X���P�L�Q�X�W�L���S�U�R�ÿ�H���N�U�R�]���N�U�Y�R�å�L�O�Q�L���V�X�V�W�D�Y��

�M�H�W�U�H���J�G�M�H���V�H���V�S�R�M���P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�L���U�D�]�J�U�D�ÿ�X�M�H�����D���L�]�U�D�å�D�Y�D���V�H���X���—�/���P�L�Q-1 mg-1 �M�H�W�U�H�����1�D�G�D�O�M�H�����]�D���L�]�U�D�þ�X�Q��

�Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���S�U�H�G�Y�L�ÿ�H�Q�R�J���N�O�L�U�H�Q�V�D��Cl �N�R�U�L�V�W�L���V�H���M�H�G�Q�D�G�å�E�D�� 
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gdje je A omjer miligrama proteina po gramu jetre, B �R�]�Q�D�þ�D�Y�D���R�P�M�H�U���P�D�V�H���M�H�W�U�H���L���P�D�V�H���W�L�M�H�Oa i 

�V�S�H�F�L�I�L�þ�D�Q���M�H���]�D���Y�U�V�W�X�����D��C je protok krvi kroz jetru (mL min-1 kg-1 �����V�S�H�F�L�I�L�þ�D�Q���]�D���Y�U�V�W�X�����5�H�O�D�W�L�Y�Q�L��
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�K�H�S�D�W�L�þ�N�L���N�O�L�U�H�Q�V����LBF�����L�]�U�D�þ�X�Q�D�W���L�]���R�P�M�H�U�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L��Cl i C�����V�O�X�å�L�R���Me za svrstavanje spoja u 

jednu �R�G���W�U�L���N�D�W�H�U�J�R�U�L�M�H���K�H�S�D�W�L�þ�N�R�J���N�O�L�U�H�Q�V�D�����Q�L�V�N�L����LBF < 30 %), umjereni (LBF � ���������Å��������������

ili visoki (LBF �!���������������K�H�S�D�W�L�þ�N�L���N�O�L�U�H�Q�V�� 

 

3.4. �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���L���D�Q�D�O�L�]�D���F�L�O�M�Q�L�K���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���P�H�W�D��western blot tehnikom 

Western blot tehnikom �S�U�D�ü�H�Q�D�� �M�H�� �U�D�]�L�Q�D�� �I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�H (odnosno aktivacije ili inhibicije) 

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K���V�L�J�Q�D�O�Q�L�K���S�X�W�R�Y�D���Q�D�N�R�Q���W�U�H�W�P�D�Q�D���V�W�D�Q�L�F�D�����6�D�P���S�U�R�F�H�V���V�H���W�H�P�H�O�M�L��

�Q�D���Y�H�]�D�Q�M�X���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�J���S�U�L�P�D�U�Q�R�J���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D���Q�D���S�U�R�W�H�L�Q���R�G���L�Q�W�H�U�H�V�D���X���X�]�R�U�N�X���L���G�H�W�H�N�F�L�Mi istog 

�S�R�P�R�ü�X���V�H�N�X�Q�G�D�U�Q�R�J���R�E�L�O�M�H�å�H�Q�R�J���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D���� 

 �=�D���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W���Q�D�V�D�ÿ�H�Q�R���M�H�����������������V�W�D�Q�L�F�D���S�R���M�D�å�L�F�L���Q�D���S�U�R�]�L�U�Q�H���S�O�R�þ�L�F�H���V���������M�D�å�L�F�D���G�Y�D��

�G�D�Q�D���S�U�L�M�H���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�����'�U�X�J�L���G�D�Q�����Q�D�N�R�Q���ã�W�R���M�H���D�V�S�L�U�L�U�D�Q���V�W�D�Q�L�þ�Q�L���P�H�G�L�M�����V�W�D�Q�L�F�D�P�D���M�H���G�R�G�D�Q��

�P�H�G�L�M���E�H�]���V�H�U�X�P�D���L���I�D�N�W�R�U�D���U�D�V�W�D���N�D�N�R���E�L���S�U�R�ã�O�H���I�D�]�X���S�U�L�O�D�J�R�G�E�H���R�G������ h tj. gladovanja (engl. 

serum starvatation�������7�U�H�ü�L���G�D�Q�����Q�D�N�R�Q���ã�W�R���M�H���D�V�S�L�U�L�U�D�Q���V�W�D�Q�L�þ�Q�L���P�H�G�L�M�����X���M�D�å�L�F�H���V�X���G�R�G�D�Q�H���R�W�R�S�L�Q�H��

�V�S�R�M�H�Y�D���X���V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P���P�H�G�L�M�X���X���/�2�$�(�/���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���X�N�X�S�Q�R�J���Y�R�O�X�P�H�Q�D�������������/���S�R���M�D�å�L�F�L����

Stanice su inkubirane s otopinama oksima tijekom 60, 45, 30 ,15, 5 i 0 min pri kontroliranim 

uvjetima (5 % pCO2 �L���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L���������ƒ�&�������6�W�D�Q�L�F�H���V�X���S�R�W�R�P���Q�D���S�O�R�þ�L�F�L���L�V�S�U�D�Q�H���3�%�6-om te je na 

�V�W�D�Q�L�F�H���M�H���G�R�G�D�Q�R�����������/���/�H�D�P�P�O�L�M�H�Y�R�J���S�X�I�H�U�D���S�R���M�D�å�L�F�L�����6�Y�D�N�D���M�D�å�L�F�D���M�H���G�R�E�U�R���S�R�V�W�U�X�J�D�Q�D���V�D��

�V�L�O�L�R�Q�V�N�L�P���V�W�U�X�J�D�þ�H�P����engl. scrapper�����L���N�R�P�S�O�H�W�D�Q���X�]�R�U�D�N���M�H���S�U�H�E�D�þ�Hn u novu mikroepruvetu. 

Potom su uzorci sonicirani pri amplitudi od 50 % i ciklusu od 0,5 s te zatim denaturirani pri 54 

�ž�&���������P�L�Q���Q�D�����������U�S�P���W�H���V�X���S�R�K�U�D�Q�M�H�Q�L���Q�D��-20 �ƒ�&���G�R��analize.  

 �8�]�R�U�F�L���V�X���X�P�M�H�U�H�Q�L���Q�D���L�V�W�X���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�X���V�W�D�Q�L�F�D���N�R�M�D���M�H���Q�D�V�D�ÿ�H�Q�D���X���S�R�N�X�V�����ã�W�R���X�M�H�G�Q�R��

�]�Q�D�þ�L���L���M�H�G�Q�D�N�X���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�X���S�U�R�W�H�L�Q�D���X���X�]�R�U�N�X�����S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�R���E�R�M�D�Q�M�H�P���P�H�P�E�U�D�Q�D�P�D��Ponceau 

S-�R�P�������3�U�R�Y�M�H�U�H�Q�D���M�H���L���N�R�Q�D�þ�Q�D���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���X���V�Y�L�P���X�]�R�U�F�L�P�D��PierceTM BCA Protein 

Assay Kit-om (Thermo Fisher Scientific, SAD) prema uputama proizv�R�ÿ�D�þ�D��koja je iznosila 50 

�Q�J���—�/-1.  

Uzorci su naneseni na �W�Y�R�U�Q�L�þ�N�L�� �S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q �&�U�L�W�H�U�L�R�Q�Œ�� �;�7�� �%�L�V-Tris Protein gel za 

�S�U�R�Y�R�ÿ�H�Q�M�H���J�H�O���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�H �V�D�������������M�D�å�L�F�H���]�D���X�]�R�U�N�H. Svaka �M�D�å�L�Fa gela isprana je 2 puta s XT 

MES puferom �S�U�L�M�H���Q�D�Q�R�ã�H�Q�M�D���X�]�R�U�D�N�D. Na ge�O���X���S�U�Y�X���L���]�D�G�Q�M�X���M�D�å�L�F�X��naneseno 2,5 odnosno 4,5 

�—�/�� �P�D�U�N�H�U�D��Full Range RainbowTM���� �8�� �R�V�W�D�O�H�� �M�D�å�L�F�H�� �Q�D�Q�H�V�H�Q�R�� �M�H ������ �—�/�� �V�Y�D�N�R�J�� �X�]�R�U�N�D za 

analizu�����(�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���X���X�]�R�U�F�L�P�D���S�U�R�Y�R�ÿ�H�Q�D���M�H���S�U�L���V�W�D�O�Q�R�P���Q�D�S�R�Q�X���R�G�����������9���X���V�X�V�W�D�Y�X��
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za vertikalnu elektroforezu proteina Vertical midi-format Criterion Cell (BioRad, SAD). Nakon 

�ã�W�R���M�H���E�R�M�D���E�U�R�P�I�H�Q�Rl plava dosegla dno gela (oko 45 min), elektroforeza je zaustavljena. 

Prije prijenosa proteina s gela na membranu, pripremljena je polivinilidenfluoridna 

(PVDF) membrana aktivirana u 100 %-tnom metanolu (5 s), isprana u destiliranoj vodi i 

�Q�D�P�R�þ�H�Q�D���X���W�U�D�Q�V�I�H�U���S�X�I�H�U������ min). Prijenos proteina na membranu provodio se u transfer puferu 

pri stalnom naponu od 100 V tijekom 1,5 h u sustavu za transfer proteina Criterion Cell 

(BioRad�����6�$�'�������8�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W���S�U�L�M�H�Q�R�V�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���V���J�H�O�D���Q�D���P�H�P�E�U�D�Q�X���S�U�R�Y�Merena je inkubacijom 

membrane u otopini boje Ponceaus S (4 min). Zatim je membrana odbojana u TBST puferu i 

�G�H�V�W�L�O�L�U�D�Q�R�M���Y�R�G�L�����1�D�N�R�Q���ã�W�R���M�H���G�R�E�U�R���L�V�S�U�D�Q�D�����L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�D���M�H���X���S�X�I�H�U�X���]�D���E�O�R�N�L�U�D�Q�M�H���S�U�L���V�R�E�Q�R�M��

�W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L���������K�����X�]���V�W�D�O�Q�R���P�L�M�H�ã�D�Q�M�H���W�H���S�R�W�R�P���S�R�Q�R�Y�Qo isprana u TBST puferu. 

Postupak je nastavljen �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�R�P���P�H�P�E�U�D�Q�H���V���S�U�L�P�D�U�Q�L�P���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�L�P�D���]�D���S�1�)���%�����S-

p38-MAPK, pACC, pSTAT3 i pERK���������W�L�M�H�N�R�P���Q�R�ü�L���S�U�L�����ž�&���X�]���V�W�D�O�Q�R���P�L�M�H�ã�D�Qje; ispiranjem 

u TBST puferu na sobnoj temperaturi (3 x 10 min), te inkubacijom s �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�P��

sekundarnim kozjim protutijelo�P�� �S�U�R�W�L�Y�� �N�X�Q�L�ü�M�H�J���L�P�X�Q�R�J�O�R�E�X�O�L�Q�D�� �N�O�D�V�H�� �*�� ���,�J�*���� �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�R��

enzimom peroksidazom iz hrena tijekom 1 h na sobnoj te�P�S�H�U�D�W�X�U�L�� �X�]�� �V�W�D�O�Q�R�� �P�L�M�H�ã�D�Q�M�H����

�3�U�L�P�D�U�Q�D���L���V�H�N�X�Q�G�D�U�Q�D���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D���U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�D���V�X���X puferu za blokiranje. Uslijedilo je ispiranje 

membrane u TBST puferu (3 x 10 min) te inkubacija s otopinom ECL reagensa. Detekcija 

kemiluminiscentnog signala �L�P�X�Q�R�R�E�R�M�H�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�V�N�L�K���Y�U�S�F�L���]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q�D���M�H u tamnoj kutiji s 

kamerom visoke rezolucije Fusion FX System (Vilber, Francuska) te je denzitometrijski 

analizirano �V�X�þ�H�O�M�H�P Quantity 1-D Analysis Software (Bio Rad, SAD). Intenzitet individualnih 

proteinskih �Y�U�S�F�L�� �L�]�U�D�å�H�Q�� �M�H�� �N�D�R�� �D�U�E�L�W�U�D�U�Q�D�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�D jedinica na ukupni intenzitet svih 

proteinskih vrpci. 

 

3.5. In silico metode 

3.5.1. Procjena fizikalno kemijskih svojstava 

�2�G�U�H�ÿ�L�Yanjem fizikalno-kemijskih strukturnih karakteristika spoja in silico procijenjena je 

�V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W�� �S�U�R�O�D�V�N�D�� �W�H�V�W�L�U�D�Q�L�K�� �R�N�V�L�P�D�� �N�U�R�]�� �P�H�P�E�U�D�Q�H���� �-�D�Y�Q�R�� �G�R�V�W�X�S�Q�R�� �V�X�þ�H�O�M�H�� �&�K�H�P�L�F�D�O�L�]�H��

2018 (ChemAxon Ltd���� �+�X�Q�J�D�U�\���� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�R�� �M�H�� �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �V�O�M�H�G�H�ü�L�K�� �I�L�]�L�N�D�O�Q�R-kemijskih 

parametara: molekulske mase (engl. molecular weight, Mr������ �S�R�G�U�X�þ�M�D���S�R�O�D�U�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H����engl. 

topological polar surface area, TPSA), broja donora i akceptora vodikovih veza (engl. 

hydrogen bond donor, HBD i hydrogen bond aceptor, HBA), broja veza koje se rotiraju (engl. 
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rotatable bonds, RB), koeficijenta lipofilnosti (logP) te koeficijenta lipofilnosti pri pH 7,4 

(logD). Za sve ove parametre dane su preporuke navedene u tablici 3.7, a temeljene na 

�S�R�V�W�R�M�H�ü�L�P���O�L�M�H�N�R�Y�L�P�D165.  

Tablica 3.7. �0�D�N�V�L�P�D�O�Q�H�� �J�U�D�Q�L�þ�Q�H�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �I�L�]�L�N�D�O�Q�R-kemijskih svojstva na osnovu preporuka165 potrebne za 
�X�V�S�M�H�ã�D�Q���S�U�R�O�D�]�D�N��spoja kroz membrane, prvenstveno krvno-�P�R�å�G�D�Q�X���E�D�U�L�M�H�U�X�� 

Mr / g mol-1 TPSA / �c2 HBD HBA RB logP logD 
< 450 < 60-70 < 3 < 7 < 8 < 5 < 5 

 

3.5.2. �3�U�R�F�M�H�Q�D���L�Q�K�L�E�L�F�L�M�H���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K���H�Q�]�L�P�D���&�<�3���������V�X�V�W�D�Y�D���R�N�V�L�P�L�P�D 

�-�D�Y�Q�R�� �G�R�V�W�X�S�Q�L�P�� �V�X�þ�H�O�M�H�P�� �6�Z�L�V�V�$�'�0�(�� ��Swiss Institute of Bioinformatics, Swizerland)166 

procijenjeno je inhibiraju li testirani oksimi odabrane enzime citokrom P450 (CYP) sustava 

odgovornog za metabolizam ksenobiotika: CYP1A, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 i CYP3A4. 

Model je napr�D�Y�O�M�H�Q�� �Q�D�� �W�H�P�H�O�M�X�� �S�U�R�E�Q�R�J�� �V�H�W�D���R�G�� ���������� �G�R�� ���������� �V�S�R�M�H�Y�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�L�K��

�N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�D���L�]���M�D�Y�Q�R���G�R�V�W�X�S�Q�L�K���E�D�]�D�����R�G���N�R�M�L�K���M�H���]�D�������������G�R���������������P�R�G�H�O���W�H�V�W�L�U�D�Q���L���S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q����

�6�X�þ�H�O�M�H�� �Q�D�� �R�V�Q�R�Y�Q�X�� �X�V�S�R�U�H�G�E�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �V�S�R�M�D�� �R�G�� �L�Q�W�H�U�H�V�D�� �V�� �V�S�R�M�H�Y�L�P�D�� �S�R�]�Q�D�W�R�J�� �G�M�H�Oovanja i 

strukture, procjenjuje inhibiciju CYP enzima. 

3.5.3. �*�H�Q�H�U�L�U�D�Q�M�H���I�D�U�P�D�N�R�I�R�U�D���R�N�V�L�P�D���L���S�U�H�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�����'���E�D�]�D���S�R�G�D�W�D�N�D 

�8�� �V�Y�U�K�X�� �L�G�H�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�H�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �P�H�W�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�K�� �E�L�V�S�L�U�L�G�L�Q�L�M�H�Y�Lh, imidazolijevih, 

kinuklidinijevih, i 3-hidroksi-2-piridinskih oksima, generirani su farmakoforni modeli za svaku 

�V�H�U�L�M�X�����)�D�U�P�D�N�R�I�R�U�Q�L���P�R�G�H�O���R�E�M�D�ã�Q�M�D�Y�D���N�D�N�R���V�H���V�W�U�X�N�W�X�U�Q�R���U�D�]�O�L�þ�L�W�L���O�L�J�D�Q�G�L���P�R�J�X���Y�H�]�D�W�L���Q�D���L�V�W�R��

�P�M�H�V�W�R�� �Q�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�X�� �W�H�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�� �V�H�W�� �J�H�R�P�H�W�U�L�M�V�N�L�K�� �R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�M�D�� �����'���� �L�]�P�H�ÿ�X�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K��

funkcionalnih grupa �N�R�M�H���R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�M�X���P�R�O�H�N�X�O�L���E�L�R�O�R�ã�N�X���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�����8���D�Q�D�O�L�]�X���V�X���X�N�O�M�X�þ�H�Q�L���V�Y�L��

spojevi testirani po pojedinim serijama kroz nekoliko koraka (slika 3.11������ �.�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P��

Common Feature Pharmacophore Generation i 3D QSAR Pharmacophore Generation 

protokola implementiranih u softverskom paketu Biovia Discovery Studio (verzija 18.1, 

�'�D�V�V�D�X�O�W���6�\�V�W�q�P�H�V, Francuska) generirani su farmakoforni modeli na temelju seta molekula iz 

dane serije u kombinaciji s in vitro �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�P�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�P�D�� ���,�&50 vrijednosti na HepG2 

�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M�� �O�L�Q�L�M�L������ �1�D�� �R�V�Q�R�Y�X�� �P�R�G�H�O�L�U�D�Q�L�K�� �I�D�U�P�D�N�R�I�R�U�Q�L�K�� �P�R�G�H�O�D�� �S�U�H�W�U�D�å�H�Q�H�� �V�X��dostupne baze 

spojeva struktura poznatog djelovanja kako bi se usporedile s testiranim oksimima i time 

procijenile potencijalne mete djelovanja oksima odgovorne za njihov �W�R�N�V�L�þ�Q�L�� �P�H�K�D�Q�L�]�D�P��

djelovanja na razini stanice. 
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Slike 3.11. Tok prikupljana podataka i analize tijekom procjene potencijalnih novih meta djelovanja. 
 

3.6. �,�Q�V�W�U�X�P�H�Q�W�L���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L���]�D���S�R�W�U�H�E�Q�D���P�M�H�U�H�Q�M�D�� 

�6�S�H�N�W�U�R�I�R�W�R�P�H�W�U�L�M�V�N�D�� �L�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�V�N�D�� �P�M�H�U�H�Q�M�D�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�D�� �V�X�� �Q�D�� �þ�L�W�D�þ�L�P�D�� �P�L�N�U�Rtitarskih 

�S�O�R�þ�L�F�D�� �,�Q�I�L�Q�L�W�H�� �0�������3�5�2�� ��Tecan Group Ltd.���� �â�Y�L�F�D�U�V�N�D������ �9�L�F�W�R�U3 (PerkinElmer, SAD), 

�6�S�D�U�N�Š����Tecan Austria GmbH, Austrija) i SynergyMx (BioTek Instruments, SAD).  

�=�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H���S�U�R�J�U�D�P�L�U�D�Q�H���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���V�P�U�W�L���L���R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D���P�R�O�H�N�X�Oa 

�'�1�$�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H�� �*�X�D�Y�D�Š�� �0�X�V�H�Š�� �&�H�O�O�� �$�Q�D�O�\�]�H�U�� ��Luminex Corporation, SAD) baziran na 

�S�U�R�W�R�þ�Q�R�M���F�L�W�R�P�H�W�U�L�M�L�� 

�7�&�����Œ���$�X�W�R�P�D�W�H�G���&�H�O�O���&�R�X�Q�W�H�U����BioRad�����6�$�'�����N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���]�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���E�U�R�M�D���å�L�Y�L�K��

i mrtvih stanica u uzorku.  

�=�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �S�+�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �S�X�I�H�U�D���� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H�� �S�+-�P�H�W�D�U�� �6�H�Y�H�Q�(�D�V�\�� �S�+�� �V�� �,�Q�/�D�E�Š��

413 elektrodom (Mettler-Toledo GmbH�����â�Y�L�F�D�U�V�N�D������ 

�=�D���G�H�W�H�N�F�L�M�D���N�H�P�L�O�X�P�L�Q�L�V�F�H�Q�W�Q�R�J���V�L�J�Q�D�O�D���L�P�X�Q�R�R�E�R�M�H�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�V�N�L�K���Y�U�S�F�L���N�R�U�L�ã�W�H�Q�D���M�H��

tamna kutija s kamerom visoke rezolucije Fusion FX System (Vilber, Francuska)  

Z�D�� �G�H�Q�]�L�W�R�P�H�W�U�L�M�V�N�X�� �D�Q�D�O�L�]�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�L�K�� �Y�U�S�F�L�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H�� �4�X�D�Q�W�L�W�\�� ��-D Analysis 

Software (Bio Rad, SAD). 

Za in silico analize fizikalno �± kemijskih karakteristika oksima, procjene inhibicije CYP 

�H�Q�]�L�P�D�� �W�H�� �J�H�Q�H�U�L�U�D�Q�M�H�� �I�D�U�P�D�N�R�I�R�U�D�� �R�N�V�L�P�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�� �V�X�� �S�U�R�J�U�D�P�L Chemicalize (ChemAxon, 

�0�D�ÿ�D�U�V�N�D�������6�Z�L�V�V�$�'�0�(����Molecular Modeling Group of the Swiss Institute of Bioinformatics, 

�â�Y�L�F�D�U�V�N�D�����L���'�L�V�F�R�Y�H�U�\���6�W�X�G�L�R���&�O�L�H�Q�W�����Y�H�U�]�L�M�D�������������'�D�V�V�D�X�O�W���6�\�V�W�q�P�H�V, Francuska). 
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3.7. �6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�H���D�Q�D�O�L�]�H 

�6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�H�� �D�Q�D�O�L�]�H�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�H�� �V�X�� �X�� �S�U�R�J�U�Dmu Prism (verzija 8, GraphPad Software, SAD). 

�.�R�U�L�ã�W�H�Q�D���M�H���M�H�G�Q�R�V�P�M�H�U�Q�D���$�1�2�9�$���V���Y�L�ã�H�V�W�U�X�N�L�P���X�V�S�R�U�H�G�E�D�P�D�����.��� ���������������U�D�G�L���S�U�R�Y�M�H�U�H���U�D�]�O�L�N�H��

�P�H�ÿ�X�� �V�N�X�S�L�Q�D�P�D���� �%�R�Q�I�H�U�U�R�Q�L�M�H�Y�L�P�� �W�H�V�W�R�P�� ���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �L�Q�W�H�J�U�L�W�H�W�D�� �P�H�P�E�U�D�Q�H���� �Q�� � �� �����± 6), 

Dunettovim (aktivacija apoptoze , �Q�� � �� ������ �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D�� �P�R�O�H�N�X�O�D�� �'�1�$�� �Q�� � �� ���� �L�� �W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W��

kombinacijom spojeva , n = 6, �G�H�W�H�N�F�L�M�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D��western blot tehnikom, n = 4), 

Holm-�6�L�G�D�N�R�Y�L�P�����R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H���5�2�6-a, n = 6 i antioksidacijskog potencijala, n = 6), 

nekorigiranim Fishero�Y�L�P�� �/�6�'�� �W�H�V�W�R�P�� ���R�G�U�H�ÿ�L�Yanje aktivnosti kaspaza, n = 8)���� �6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�D��

�]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W���S�U�L�N�D�]�D�Q�D���M�H���Q�D���V�O�M�H�G�H�ü�L���Q�D�þ�L�Q�� & p < 0,05; # p < 0,001; $ p < 0,005; * p < 0,0001. 
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�†������ REZULTATI  

4.1. �&�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Qi �X�þ�L�Q�D�N���R�N�V�L�P�D���Q�D��odabrane stanice 

4.1.1. �7�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W odabranih oksima nakon �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L���V�W�D�Q�L�F�D���X���W�U�D�M�D�Q�M�X��od 24 sata  

Vrijednosti IC50 odabranih serija oksima, odnosno vrijednosti pri kojima se inhibira rast 50 % 

�V�W�D�Q�L�F�D���� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �V�X�� �S�U�D�ü�H�Q�M�H�P�� �Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�L�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �Q�D�N�R�Q���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L�� �X�� �W�U�D�M�D�Q�M�X�� �R�G��24 sata. 

�9�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �V�X�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H���L�]�� �N�U�L�Y�X�O�M�D�� �R�Y�L�V�Q�R�V�W�L�� �S�R�V�W�R�W�N�D�� �å�L�Y�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �R�� �O�R�J�D�U�L�W�P�X�� �W�H�V�W�L�U�D�Q�R�J��

koncentracijskog raspona oksima. Dobiveni rezultati sumirani su u tablici 4.1 �± 4.5 za svaku 

pojedinu skupinu testiranih oksima. Vrijednosti IC50 �]�D�� �S�R�M�H�G�L�Q�L�� �R�N�V�L�P�� �Q�L�V�X�� �V�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R��

razlikovale ovisno o vrsti i tipu stanica, uz par izuzetaka koji su navedeni kasnije u rezultatima. 

Testirani bispiridinijevi oksimi predstavljaju povezanu seriju struktura koja se razlikuje 

�X���G�X�O�M�L�Q�L���L���L�]�J�O�H�G�X���O�D�Q�F�D���L�]�P�H�ÿ�X���G�Y�D���S�U�V�W�H�Q�D���W�H���V�X�S�V�W�L�W�X�H�Q�W�L�P�D���Q�D���V�D�P�L�P���S�U�V�W�H�Q�R�Y�L�P�D�����9�H�ü�L�Q�D��

�W�H�V�W�L�U�D�Q�L�K���E�L�V�S�L�U�L�G�L�Q�L�M�H�Y�L�K���R�N�V�L�P�D���Q�L�M�H���E�L�O�D���F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�D���X���W�H�V�W�L�U�D�Q�R�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�V�N�R�P���U�D�V�S�R�Q�X��

�G�R�����������—�P�R�O���G�P-3�����8�R�þ�H�Q�D���M�H���F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W���M�H�G�L�Q�R���E�L�V�S�L�U�L�G�L�Q�L�M�H�Y�L�K���R�N�V�L�P�D���.���������L���.���������V���E�X�W-

2-enskom poveznicom i jednim odnosno dva atoma klorova supstituenta na jednom 

piridinijevom prstenu (tablica 4.1�������,�D�N�R���V�H���W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W���Q�L�M�H���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���U�D�]�O�L�N�R�Y�Dla ovisno o tipu 

�V�W�D�Q�L�F�H���� �å�L�Y�þ�D�Q�H�� �6�+-SY5Y su se pokazale najosjetljivijima na djelovanje oba navedena 

bispiridinijeva �R�N�V�L�P�D���� �1�D�G�D�O�M�H���� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�� �W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L�� �R�G�� �����± ������ �S�X�W�D�� �X�R�þ�H�Q�R�� �M�H��

�G�R�G�D�W�N�R�P���G�U�X�J�R�J���D�W�R�P�D���N�O�R�U�D���Q�D���S�L�U�L�G�L�Q�L�M�H�Y���S�U�V�W�H�Q���N�D�R���X���V�O�X�þ�D�M�X���V�S�R�M�D���.���������N�R�G���V�Y�L�K���W�L�S�R�Y�D��

stanica. 
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Tablica 4.1. IC50 �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�����—�P�R�O���G�P-3) bispiridinijevih oksima �Q�D�N�R�Q���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L���V�W�D�Q�L�F�D���X���W�U�D�M�D�Q�M�X od 24 sata. 
Vrijednosti su izra�åene kao srednja vrijednost eksperimentalno dobivenih vrijednosti ���“��standardna pogre�ãka). 
�3�D�U�D�P�H�W�U�L���V�X���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L���L�]���Q�D�M�P�D�Q�M�H���W�U�L���]�D�V�H�E�Q�D���S�R�N�X�V�D�� 

Oksim SH-SY5Y Mioblasti  Miotubuli  HepG2 HEK293 HK -2 

K027 �•���������� na na �•�������� na na 

K865 �•���������� na na �•�������� na na 

K868 �•���������� na na �•�������� na na 

TMB -4 �•���������� na na �•�������� na na 

K048 �•���������� �•�������� �•�������� �•�������� �•�������� �•�������� 

K866 �•���������� �•�������� �•�������� �•�������� �•�������� �•�������� 

K869 �•���������� �•�������� �•�������� �•�������� �•�������� �•�������� 

K074 �•���������� �•�������� �•�������� �•�������� �•�������� �•�������� 

K203 �•�������� �•�������� �•�������� �•�������� �•�������� �•�������� 

K867 ���������“���������� ���������“���������� ���������“���������� ���������“���������� ���������“���������� ���������“���������� 

K870 �����������“���������� �����������“���������� �����������“���������� �����������“���������� �������������“���������� �����������“���������� 

K075 �•�������� �•�������� �•�������� �•�������� �•�������� �•�������� 
a n �± vrijedno�V�W�L���N�R�M�H���Q�L�V�X���R�G�U�H�ÿ�H�Q�H; �•���± IC50 �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���]�D�S�L�V�D�Q�H���V�X���N�D�R���S�U�L�E�O�L�å�Q�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�����]�E�R�J���Q�H�S�R�V�W�L�]�D�Q�M�D��
maksimuma (platoa�����W�R�N�V�L�þ�Q�R�J���S�U�R�I�L�O�D���N�U�L�Y�X�O�M�H�����E�H�]���N�R�M�H�J���V�H���Q�H���P�R�å�H���R�G�U�H�G�L�W�L���W�R�þ�Q�D���E�U�R�M�þ�D�Q�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���L�Q�K�L�E�L�F�L�M�H����
Maksimum profila bi se postigao u tretma�Q�L�P�D���S�U�L���]�Q�D�W�Q�R���Y�H�ü�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���R�G���W�H�V�W�L�U�D�Q�L�K�����Y�H�ü�L�P�D���R�G����������
�—�P�R�O���G�P-3).  
 
�7�H�V�W�L�U�D�Q�L�� �L�P�L�G�D�]�R�O�L�M�H�Y�L�� �R�N�V�L�P�L�� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�R�� �V�X�� �V�H�� �U�D�]�O�L�N�R�Y�D�O�L�� �S�R�� �S�R�E�R�þ�Q�R�P�� �R�J�U�D�Q�N�X�� �Q�D��

imidazolijevom prstenu. Oksimi s butilnim (IV) i but-3-enilnim (VI) supstituentom nisu 

uzrok�R�Y�D�O�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�X���W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W���X���W�H�V�W�L�U�D�Q�R�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�V�N�R�P���U�D�V�S�R�Q�X�����G�R�����������—�P�R�O���G�P-3) na 

�Y�H�ü�L�Q�L���W�H�V�W�L�U�D�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���� �.�R�G���V�W�D�Q�L�F�D�� �J�G�M�H���M�H���X�R�þ�H�Q�R���W�R�N�V�L�þ�Q�R���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�H���� �+�H�S�*���� �L�� �+�(�.����������

IC50 �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���S�U�R�F�L�M�H�Q�M�H�Q�H���V�X���Q�D���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���R�N�R�����������—�P�R�O���G�P-3 �L�O�L���Y�L�ã�H�����ã�W�R���M�H���]�Q�D�W�Q�R���Y�L�ã�H��

od doza koje bi se primijenile u in vivo terapiji28,85���� �1�D�V�X�S�U�R�W�� �W�R�P�H���� �X�Y�R�ÿ�H�Q�M�H�� �D�U�R�P�D�W�V�N�R�J��

supstituenta u strukturu imidazolijevih oksima kao kod VII (4-klorbenzil supstituent) i X 

(metilbenzil supstituent�����S�R�Y�H�ü�D�O�R���M�H���Q�H�J�D�W�L�Y�Q�L���X�þ�L�Q�D�N���Q�D���V�W�D�Q�L�F�H�����2�Y�L���R�N�V�L�P�L���V�X���E�L�O�L���W�R�N�V�L�þ�Q�L���Q�D��

sve testirane tipove stanica, s IC50 vrijednostima u rasponu od 111 �± ���������—�P�R�O���G�P-3�����8���V�O�X�þ�D�M�X��

�R�Y�L�K���L�P�L�G�D�]�R�O�L�M�H�Y�L�K���R�N�V�L�P�D���Q�D�M�R�V�M�H�W�O�M�L�Y�L�M�L�P�D���V�X���V�H���S�R�N�D�]�D�O�H���P�L�ã�L�ü�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H�� 
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Tablica 4.2. IC50 �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�����—�P�R�O���G�P-3) imidazolijevih oksima �Q�D�N�R�Q���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L���V�W�D�Q�L�F�D���X���W�U�D�M�D�Q�M�X��od 24 sata. 
Vrijednosti su izra�åene kao srednja vrijednost eksperimentalno dobivenih vrijednosti ���“��standardna pogre�ãka). 
�3�D�U�D�P�H�W�U�L���V�X���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L���L�]���Q�D�M�P�D�Q�M�H���W�U�L���]�D�V�H�E�Q�D���S�R�N�X�V�D�� 

Oksim SH-SY5Y Mioblasti  Miotubuli  HepG2 HEK293 HK -2 

IV  �•�������� �•�������� �•�������� �•�������� ���������“���������� �” 800 

VI  �•�������� �•�������� �•�������� �•�������� ���������“���������� �”�������� 

VII  ���������“���������� ���������“���������� ���������“���������� ���������“���������� ���������“���������� ���������“���������� 

X ���������“���������� ���������“���������� ���������“���������� ���������“���������� ���������“���������� ���������“���������� 
�•���L�O�L���”���± IC50 �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���]�D�S�L�V�D�Q�H���V�X���N�D�R���S�U�L�E�O�L�å�Q�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W����zbog nepostizanja maksimuma (platoa�����W�R�N�V�L�þ�Q�R�J��
�S�U�R�I�L�O�D�� �N�U�L�Y�X�O�M�H���� �E�H�]�� �N�R�M�H�J�� �V�H�� �Q�H�� �P�R�å�H�� �R�G�U�H�G�L�W�L�� �W�R�þ�Q�D�� �E�U�R�M�þ�D�Q�D�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�� �L�Q�K�L�E�L�F�L�M�H���� �0�D�N�V�L�P�X�P�� �S�U�R�I�L�O�D�� �E�L�� �V�H��
�S�R�V�W�L�J�D�R���X���W�U�H�W�P�D�Q�L�P�D���S�U�L���]�Q�D�W�Q�R���Y�H�ü�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���R�G���W�H�V�W�L�U�D�Q�L�K�����Y�H�ü�L�P�D���R�G�������������������������������L�O�L�����������—�P�R�O���G�P-

3).  
 
Kinuklidinijeva serija oksima razlikovala se prema jednom supstituentu na kinuklidinijevoj 

�M�H�]�J�U�L�����2�G���R�Y�H���V�H�U�L�M�H���V�S�R�M�H�Y�D�����W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W���M�H���S�R�N�D�]�D�R���M�H�G�L�Q�R���4�����V���G�X�J�L�P���G�R�G�H�F�L�O-alkilnim lancem 

(C12) na svim testiranim stanicama (25,8 �± �������� �—�P�R�O�� �G�P-3), od kojih su SH-SY5Y bile 

�Q�D�M�P�D�Q�M�H�� �R�V�M�H�W�O�M�L�Y�H���� �6�S�R�M�H�Y�L�� �V�� �N�U�D�ü�L�P�� �O�D�Q�F�L�P�D�� ���&������ �&���� �L�� �&������ �L�O�L�� �V�� �S�U�L�V�X�W�Q�L�P�� �E�H�Q�]�L�O�Q�L�P��

�V�X�S�V�W�L�W�X�H�Q�W�R�P�����4�������Q�L�V�X���X�W�M�H�F�D�O�L���Q�D���F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W���N�D�R���Q�L�W�L���G�R�Gatak dodatnih supstituenata (Q7 

�± Q14) na benzil u meta ili para �S�R�O�R�å�D�M�X�����E�Uom, klor, metil ili nitro skupina). 

 
Tablica 4.3. IC50 vrijednosti (�—�P�R�O���G�P-3) kinuklidinijevih oksima �Q�D�N�R�Q���L�]�O�R�å�Hnosti stanica u trajanju od 24 sata. 
Vrijednosti su izra�åene kao srednja vrijednost eksperimentalno dobivenih vrijednosti ���“��standardna pogre�ãka). 
�3�D�U�D�P�H�W�U�L���V�X���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L���L�]���Q�D�M�P�D�Q�M�H���W�U�L���]�D�V�H�E�Q�D���S�R�N�X�V�D�� 

Oksim SH-SY5Y Mioblasti  Miotubuli  HepG2 HEK293 HK -2 

Q1 �•���������� �•�������� �•�������� �•���������� �•�������� �•�������� 

Q2 �•���������� �•�������� �•�������� �•���������� �•�������� �•�������� 

Q3 �•���������� - - �•���������� - - 

Q4 �•���������� �•�������� �•�������� �•���������� �•������0 �•�������� 

Q5 ���������“���������� �����������“���������� �����������“���������� �����������“���������� �����������“���������� �����������“���������� 

Q6 �•���������� �•�������� �•�������� �•���������� �•�������� �•�������� 

Q7 �•���������� na na �•���������� na na 

Q8 �•���������� na na �•���������� na na 

Q9 �•�������� na na �•�������� na na 

Q10 �•���������� na na �•���������� na na 

Q11 �•���������� na na �•���������� na na 

Q12 �•���������� na na �•���������� na na 

Q13 �•���������� na na �•���������� na na 

Q14 �•�������� na na �•�������� na na 
a n �± �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���N�R�M�H���Q�L�V�X���R�G�U�H�ÿ�H�Q�H; �•���± IC50 �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���]�D�S�L�V�D�Q�H���V�X���N�D�R���S�U�L�E�O�L�å�Q�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�����]�E�R�J���Q�H�S�R�V�W�L�]�D�Q�M�D��
maksimuma (platoa�����W�R�N�V�L�þ�Q�R�J���S�U�R�I�L�O�D���N�U�L�Y�X�O�M�H�����E�H�]���N�R�M�H�J���V�H���Q�H���P�R�å�H���R�G�U�H�G�L�W�L���W�R�þ�Q�D���E�U�R�M�þ�D�Q�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���L�Q�K�L�E�L�F�L�M�H����
�0�D�N�V�L�P�X�P���S�U�R�I�L�O�D���E�L���V�H���S�R�V�W�L�J�D�R���X���W�U�H�W�P�D�Q�L�P�D���S�U�L���]�Q�D�W�Q�R���Y�H�ü�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���R�G���W�H�V�W�L�U�D�Q�L�K�����Y�H�ü�L�P�D���R�G����������
�—�P�R�O���G�P-3).  
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�ý�H�W�Y�U�W�D���W�H�V�W�L�U�D�Q�D���V�H�U�L�M�D���R�N�V�L�P�D bila je 3-hidroksi-2-piridiniska, serija bez pozitivnog naboja u 

�V�W�U�X�N�W�X�U�L�� �W�M���� �V�� �W�H�U�F�L�M�D�U�Q�L�P�� �G�X�ã�L�N�R�Y�L�P�� �D�W�R�P�R�P�� �X�P�M�H�V�W�R�� �N�Y�D�W�H�U�Q�R�J���� �9�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �L�]��tablice 4.4 

�X�S�X�ü�X�M�X �G�D�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�X�� �F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�� �L�]�� �Q�D�Y�H�G�H�Q�H�� �V�H�U�L�M�H�� �Q�L�V�X�� �X�]�U�R�N�R�Y�D�O�L��oksimi jednostavnije 

strukture JR585, JR595 i RM048. Zna�þ�D�M�Q�D�� �W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�� �]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q�D�� �M�H kod oksima s 

�K�L�G�U�R�L�]�R�N�L�Q�R�O�L�Q�V�N�L�P�� �S�R�E�R�þ�Q�L�P�� �R�J�U�D�Q�N�R�P�� �W�M���� �*�0���������� �*�0�������� �L�� �*�0����������Vrijednosti koje se 

�L�V�W�L�þ�X���R�Y�L�V�Q�R���R���W�L�S�X���V�W�D�Q�L�F�D su: za GM113, na �N�R�M�H�J���V�X���Q�D�M�P�D�Q�M�H���R�V�M�H�W�O�M�L�Y�H���S�U�L�P�D�U�Q�H���P�L�ã�L�ü�Q�H��i 

HK-2 stanice; te za GM415, na kojeg su najosjetljiviji mioblasti. Iz ove serije oksima, oksim 

�*�0���������M�H���L�]�G�Y�R�M�H�Q���N�D�R���Q�D�M�W�R�N�V�L�þ�Q�L�M�L���Q�H�R�Y�L�V�Q�R���R���W�L�S�X���V�W�D�Q�L�F�D���� 

 
Tablica 4.4. IC50 vrijednosti (�—�P�R�O���G�P-3) 3-hidroksi-2-piridinskih oksima �Q�D�N�R�Q���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L���V�W�D�Q�L�F�D���X���W�U�D�M�D�Q�M�X od 
24 sata. Vrijednosti su izra�åene kao srednja vrijednost eksperimentalno dobivenih vrijednosti ���“��standardna 
pogre�ãka). �3�D�U�D�P�H�W�U�L���V�X���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L���L�]���Q�D�M�P�D�Q�M�H���W�U�L���]�D�V�H�E�Q�D���S�R�N�X�V�D�� 

Oksim SH-SY5Y Mioblasti  Miotubuli  HepG2 HEK293 HK -2 

JR585 ���������“���������� �•�������� �•�������� ���������“���������� ���������“���������� �•�������� 

JR595 �•�������� na na �•�������� na na 

RM048 �•�������� na na �•�������� na na 

GM415 ���������“���������� �����������“���������� ���������“���������� ���������“���������� ���������“���������� ���������“���������� 

GM113 �����������“���������� �•�������� �•�������� �����������“���������� �������������“���������� �•�������� 

GM508 �����������“�������� �����������“���������� �����������“���������� �����������“���������� �����������“�������� �����������“�������� 
a n �± �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���N�R�M�H���Q�L�V�X���R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�����•���± IC50 �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���]�D�S�L�V�D�Q�H���V�X���N�D�R���S�U�L�E�O�L�å�Q�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�����]�E�R�J���Q�H�S�R�V�W�L�]�D�Q�M�D��
maksimuma (platoa�����W�R�N�V�L�þ�Q�R�J���S�U�R�I�L�O�D���N�U�L�Y�X�O�M�H�����E�H�]���N�R�M�H�J���V�H���Q�H���P�R�å�H���R�G�U�H�G�L�W�L���W�R�þ�Q�D���E�U�R�M�þ�D�Q�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���L�Qhibicije. 
�0�D�N�V�L�P�X�P���S�U�R�I�L�O�D���E�L���V�H���S�R�V�W�L�J�D�R���X���W�U�H�W�P�D�Q�L�P�D���S�U�L���]�Q�D�W�Q�R���Y�H�ü�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���R�G���W�H�V�W�L�U�D�Q�L�K�����Y�H�ü�L�P�D���R�G�����������L�O�L��
���������—�P�R�O���G�P-3). 
 
�1�D�G�D�O�M�H���� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �L�� �Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�K�� �U�H�I�H�U�H�Q�W�Q�L�P�� �R�N�V�L�P�L�P�D�� �L�� �N�R�Q�W�U�R�O�Q�L�P��

spojevima poznatog djelovanja (tablica 4.5������ �&�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�L�� �X�þ�L�Q�D�N�� �U�H�I�H�U�H�Q�W�Q�L�K�� �R�N�V�L�P�D�� ���3�$�0����

HI-���� �L�� �/�•�+-���� �Q�L�M�H�� �X�R�þ�H�Q�� �Q�L�� �]�D�� �M�H�G�Q�X�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�X�� �O�L�Q�L�M�X�� �X�� �W�H�V�W�L�U�D�Q�R�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�V�N�R�P�� �U�D�V�S�R�Q�X����

�,�]�X�]�H�W�D�N���M�H���E�L�R���R�N�V�L�P���+�O�|-7 koji unutar strukture ima tri oksimske skupine78 i koji je pokazao 

�Q�H�J�D�W�L�Y�Q�R���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�H���Q�D���+�H�S�*�����L���+�(�.���������V�W�D�Q�L�F�H�����D�O�L���W�H�N���S�U�L���Y�L�ã�L�P���W�H�V�W�L�U�D�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���� 

�.�R�Q�W�U�R�O�Q�L�� �V�S�R�M�� �D�W�U�D�N�X�U�L�M�� �E�H�V�L�O�D�W�� ���$�%������ �Q�L�N�R�W�L�Q�V�N�L�� �D�Q�W�D�J�R�Q�L�V�W���� �S�R�N�D�]�D�R�� �M�H�� �W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�� �X��

�W�H�V�W�L�U�D�Q�R�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�V�N�R�P�� �U�D�V�S�R�Q�X���� �P�H�ÿ�X�W�L�P���� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �,�&50 �V�X�� �]�Q�D�W�Q�R�� �Y�L�ã�H�� �R�G�� �R�Q�L�K��

�N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K�� �X�� �P�H�G�L�F�L�Q�V�N�R�M�� �S�U�D�N�V�L167. Poznati induktor apoptoze, staurosporin (SS), prema 

�R�þ�H�N�L�Y�D�Q�M�X�� �E�L�R�� �M�H�� �Q�D�M�W�R�N�V�L�þ�Q�L�M�L�� �W�H�V�W�L�U�D�Q�L�� �N�R�Q�W�U�R�O�Q�L�� �V�S�R�M���� �L�� �W�R�� �X�� �Q�D�Q�R�P�R�O�D�U�Q�R�P�� �S�R�G�U�X�þ�M�X���� �G�R�N��

�å�L�Y�þ�D�Q�L�� �S�U�L�M�H�Q�R�V�Q�L�N�� �D�F�H�W�L�O�N�R�O�L�Q�� ���$�&�K), kao i odobreni alkaloidni lijek atropin (At), nisu bili 

�F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�L���X���W�H�V�W�L�U�D�Q�R�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�V�N�R�P���U�D�V�S�R�Q�X�� 
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Tablica 4.5. IC50 vrijednosti (�—�P�R�O�� �G�P-3) referentnih oksima i kontrolnih spojeva �Q�D�N�R�Q�� �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �X��
trajanju od 24 sata. Vrijednosti su izra�åene kao srednja vrijednost eksperimentalno dobivenih vrijednosti ���“��
standardna pogre�ãka). �3�D�U�D�P�H�W�U�L���V�X���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L���L�]���Q�D�M�P�D�Q�M�H���W�U�L���]�D�V�H�E�Q�D���S�R�N�X�V�D�� 

Spoj SH-SY5Y Mioblasti  Miotubuli  HepG2 HEK293 HK -2 

2-PAM �•���������� �•���������� �•���������� �•���������� �•���������� �•���������� 

HI -6 �•���������� �•���������� �•���������� �•���������� �•���������� �•���������� 

�/�•�+-6 �•���������� na na �•���������� �•�������� �•���������� 

�+�O�|-7 �•���������� na na ���������“���������� ���������“���������� �•���������� 

AB �����������“���������� ���������“���������� �����������“���������� ���������“���������� �����������“���������� ���������“���������� 

SS �����������“���������� �����������“���������� �����������“������������ > 2 0,02 �“������������ �”������������ 

At  �•�������� �•�������� �•�������� �•�������� �•�������� �•�������� 

ACh �•���������� �•�������� �•�������� �•�������� �•�������� �•�������� 
a n �± �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���N�R�M�H���Q�L�V�X���R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�����•���± IC50 �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���]�D�S�L�V�D�Q�H���V�X���N�D�R���S�U�L�E�O�L�å�Q�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�����]�E�R�J���Q�H�S�R�V�W�L�]�D�Q�M�D��
maksimuma (platoa�����W�R�N�V�L�þ�Q�R�J���S�U�R�I�L�O�D���N�U�L�Y�X�O�M�H�����E�H�]���N�R�M�H�J���V�H���Q�H���P�R�å�H���R�G�U�H�G�L�W�L���W�R�þ�Q�D���E�U�R�M�þ�D�Q�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���L�Q�K�L�E�L�F�L�M�H����
�0�D�N�V�L�P�X�P���S�U�R�I�L�O�D���E�L���V�H���S�R�V�W�L�J�D�R���X���W�U�H�W�P�D�Q�L�P�D���S�U�L���]�Q�D�W�Q�R���Y�H�ü�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���R�G���W�H�V�W�L�U�D�Q�L�K�����Y�H�ü�L�P�D���R�G��2 ili 
���������—�P�R�O���G�P-3). 
 

Analizom rezultata testiranih serija oksima izdvojeni su kandidati iz svake skupine oksima za 

�G�D�O�M�Q�M�D�� �W�H�V�W�L�U�D�Q�M�D�� �Q�D�� �W�H�P�H�O�M�X�� �Q�M�L�K�R�Y�H�� �F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L����K867 i K870 (bispiridinijevi); VII i X 

(imidazolijevi); Q5 (kinuklidinijev) i GM415, GM113 i GM508 (3-hidroksi-2-piridinski). 

 

4.1.2. �7�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W��odabranih oksima nakon izl�R�å�H�Q�R�V�W�L���V�W�D�Q�L�F�D���X���W�U�D�M�D�Q�M�X od 1 i 4 sata 

�,�V�S�L�W�D�Q�D���M�H���W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W���R�G�D�E�U�D�Q�L�K���R�N�V�L�P�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���Q�M�L�K�R�Y�X���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�X���L���Y�U�L�M�H�P�H���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L��

stanica (slika 4.1). U tablici 4.6 i tablici 4.7 prikazane su dobivene IC50 vrijednosti nakon 

�L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L���V�W�D�Q�L�F�D���X���W�Uajanju od 1 i 4 sata.  

�8�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�K�� �E�L�V�S�L�U�L�G�L�Q�L�M�H�Y�L�K�� �R�N�V�L�P�D���� �]�D�� �R�N�V�L�P�� �V���M�H�G�Q�L�P�� �D�W�R�P�R�P�� �N�O�R�U�D�� �.����������

�X�R�þ�H�Qa �M�H�� �Q�H�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W���X�� �W�H�V�W�L�U�D�Q�R�P�� �S�R�G�U�X�þ�M�X���� �N�R�G�� �V�Y�L�K�� �W�L�S�R�Y�D�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �,�V�W�L�� �X�þ�L�Q�D�N�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�D��

�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L�� �X�� �W�H�V�W�L�U�D�Q�R�P�� �S�R�G�U�X�þ�M�X�� �]�D�P�M�H�ü�H�Q�� �M�H�� �N�R�G�� �L�� �N�R�G�� ��-hidroksi-2-piridinskih oksima s 

�K�L�G�U�R�L�]�R�N�L�Q�R�O�L�Q�V�N�L�P���S�R�E�R�þ�Q�L�P���R�J�U�D�Q�N�R�P���L���W�R���N�D�N�R���V�O�L�M�H�G�L�� za GM415 i GM113 kod �å�L�Y�þ�D�Q�L�K����

�P�L�ã�L�ü�Q�L�K���� �M�H�W�U�H�Q�L�K���W�H���E�X�E�U�H�å�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���� �]�D�� �*�0�������� �N�R�G���P�L�ã�L�ü�Q�L�K���� �M�H�W�U�H�Q�L�K�� �L���E�X�E�U�H�å�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D��

odraslih HK-2 (tablica 4.1 i tablica 4.4). S druge strane, imidazolijevi i kinuklidinijevi oksimi 

�V�X���Y�H�ü �X�Q�X�W�D�U�������V�D�W�D���S�R�N�D�]�D�O�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�X���F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W���X���U�D�V�S�R�Q�X���R�G���������± ���������—�P�R�O���G�P-3. Kao 

�Q�D�M�W�R�N�V�L�þ�Q�L�M�L���R�N�V�L�P���X�������V�D�W�D��izdvaja se bispiridinijev oksim s dva klorova supstituenta, K870 

(tablica 4.6). 
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Tablica 4.6. IC50 vrijednosti (�—�P�R�O�� �G�P-3) odabranih oksima nakon �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �X�� �W�U�D�M�D�Q�M�X�� �R�G��4 sata.. 
Vrijednosti su izra�åene kao srednja vrijednost eksperimentalno dobivenih vrijednosti ���“��standardna pogre�ãka). 
�3�D�U�D�P�H�W�U�L���V�X���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L���L�]���Q�D�M�P�D�Q�M�H���W�U�L zasebna pokusa.  

Oksim SH-SY5Y Mioblasti  Miotubuli  HepG2 HEK293 HK -2 

K867 �•�������� �•�������� �•�������� �•�������� �•�������� �•�������� 

K870 �����������“���������� �����������“���������� �����������“���������� ���������“���������� �����������“���������� ���������“���������� 

VII  ���������“���������� ���������“���������� ���������“�������� ���������“���������� ���������“���������� ���������“��������0 

X ���������“���������� ���������“���������� ���������“���������� ���������“���������� ���������“���������� ���������“���������� 

Q5 ���������“���������� ���������“�������� ���������“���������� ���������“���������� �����������“���������� ���������“���������� 

GM415 �”�������� �•�������� ���������“���������� �•�������� ���������“���������� �•�������� 

GM113 �•�������� �•�������� �•�������� �•�������� �����������“���������� �•�������� 

GM508 �����������“ 1,29 �•�������� �•�������� �•�������� �����������“���������� �•�������� 
�•���L�O�L���”���± IC50 �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���]�D�S�L�V�D�Q�H���V�X���N�D�R���S�U�L�E�O�L�å�Q�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�����]�E�R�J���Q�H�S�R�V�W�L�]�D�Q�M�D���P�D�N�V�L�P�X�P�D����platoa�����W�R�N�V�L�þ�Q�R�J��
�S�U�R�I�L�O�D�� �N�U�L�Y�X�O�M�H���� �E�H�]�� �N�R�M�H�J�� �V�H�� �Q�H�� �P�R�å�H�� �R�G�U�H�G�L�W�L�� �W�R�þ�Q�D�� �E�U�R�M�þ�D�Q�D�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�� �L�Q�K�L�E�L�F�L�M�H���� �0�D�N�V�L�P�X�P�� �S�U�R�I�L�Oa bi se 
�S�R�V�W�L�J�D�R���X���W�U�H�W�P�D�Q�L�P�D���S�U�L���]�Q�D�W�Q�R���Y�H�ü�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���R�G���W�H�V�W�L�U�D�Q�L�K�����Y�H�ü�L�P�D���R�G���������������������L�O�L�����������—�P�R�O���G�P-3). 
 

Nakon �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �R�N�V�L�P�L�P�D�� �X�� �W�U�D�M�D�Q�M�X�� �R�G�� ���� �V�D�W�D, �R�þ�H�N�L�Y�D�Q�� �M�H�� �V�O�L�þ�D�Q�� �W�R�N�V�L�þ�Q�L��

�X�þ�L�Q�D�N�� �S�U�Y�H�Q�V�W�Y�H�Q�R bispiridinijevih i 3-hidroksi-2-piridinskih oksima (slika 4.1)���� �ã�W�R�� �M�H�� �L��

�S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�R�� �Q�D�� �Y�H�ü�L�Q�L�� �W�H�V�W�L�U�D�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� ��tablica 4.7.). Imidazolijevi i kinuklidinijevi oksimi, i 

�X�Q�X�W�D�U�������V�D�W�D���S�R�N�D�]�D�O�L���V�X���]�Q�D�þ�D�M�Q�X���F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W���X���U�D�V�S�R�Q�X���R�G�����������± ���������—�P�R�O���G�P-3 (tablica 

4.7.)�����.�D�R���Q�D�M�W�R�N�V�L�þ�Q�L�M�L���L�]�Gvaja se bispiridinijev oksim GM508.  

 
Tablica 4.7. IC50 vrijednosti (�—�P�R�O�� �G�P-3) odabranih oksima nakon i�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �X�� �W�U�D�M�D�Q�M�X�� �R�G�� �� sata.. 
Vrijednosti su izra�åene kao srednja vrijednost eksperimentalno dobivenih vrijednosti ���“��standardna pogre�ãka). 
�3�D�U�D�P�H�W�U�L���V�X���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L���L�]���Q�D�M�P�D�Q�M�H���W�U�L���]�D�V�H�E�Q�D���S�R�N�X�V�D�� 

Oksim SH-SY5Y Mioblasti  Miotubuli  HepG2 HEK293 HK -2 

K867 �•�������� �•�������� �•�������� �•�������� �•�������� �•�������� 

K870 ���������“���������� �•�������� �•�������� �”�������� ���������“���������� �•�������� 

VII  ���������“���������� ���������“���������� ���������“�������� ���������“���������� ���������“������66 ���������“���������� 

X ���������“���������� ���������“���������� ���������“���������� �”�������� ���������“���������� ���������“�������� 

Q5 ���������“���������� ���������“�������� ���������“���������� ���������“���������� ���������“���������� ���������“���������� 

GM415 �•�������� �•�������� �•�������� �•�������� ���������“���������� �•�������� 

GM113 �•�������� �•�������� �•�������� �•�������� �����������“���������� �•�������� 

GM508 83,87 �“�������� �•�������� �•�������� �•�������� �����������“���������� �•�������� 
�•���L�O�L���”���± IC50 �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���]�D�S�L�V�D�Q�H���V�X���N�D�R���S�U�L�E�O�L�å�Q�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�����]�E�R�J���Q�H�S�R�V�W�L�]�D�Q�M�D���P�D�N�V�L�P�X�P�D����platoa�����W�R�N�V�L�þ�Q�R�J��
�S�U�R�I�L�O�D�� �N�U�L�Y�X�O�M�H���� �E�H�]�� �N�R�M�H�J�� �V�H�� �Q�H�� �P�R�å�H�� �R�G�U�H�G�L�W�L�� �W�R�þ�Q�D�� �E�U�R�M�þ�D�Q�D�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�� �L�Q�K�L�E�L�F�L�M�H���� �0�D�N�V�L�P�X�P�� �S�U�R�I�L�Oa bi se 
�S�R�V�W�L�J�D�R���X���W�U�H�W�P�D�Q�L�P�D���S�U�L���]�Q�D�W�Q�R���Y�H�ü�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���R�G���W�H�V�W�L�U�D�Q�L�K�����Y�H�ü�L�P�D���R�G�����������L�O�L�����������—�P�R�O���G�P-3). 
 
Na slici 4.1 dan je prikaz rezultata inhibicije rasta SH-SY5Y stanica u ovisnosti o koncentraciji 

�R�G�D�E�U�D�Q�R�J���R�N�V�L�P�D���L���Y�U�H�P�H�Q�X���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L����Iz pr�L�N�D�]�D���V�H���P�R�å�H���S�U�L�P�M�H�W�L�W�L���V�O�L�þ�D�Q���F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�L���S�U�R�Iil 

imidazolijevih i kinuklidinijevih oksima koji ne ovisi o vremenu i koncentraciji. Nasuprot tome 

�F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W���E�L�V�S�L�U�L�G�L�Q�L�M�H�Y�L�K���L����-hidroksi-2-piridinskih oksima je vremenski i koncentracijski 

ovisna i po�N�D�]�X�M�H���G�Y�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�D���S�U�R�I�L�O�D�����M�H�G�D�Q���N�R�G���R�N�V�L�P�D���.�����������*�0���������L���*�0�����������D���G�U�X�J�L���N�R�G��
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oksima K870 i GM508. Prema ovim rezultatima za daljnje ispitivanje detaljnog mehanizma 

�F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L�����R�G�D�E�U�D�Q�H���V�X���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���R�N�V�L�P�D koje �ü�H���S�R�N�U�H�Q�X�W�L���P�H�K�D�Q�L�]�D�P���W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L i 

uzrokovati smrt stanice u 24 sata. �2�G�Q�R�V�Q�R�����]�D���G�D�O�M�Q�M�D���W�H�V�W�L�U�D�Q�M�D���R�G�D�E�U�D�Q�D���M�H���Y�U�H�P�H�Q�V�N�D���W�R�þ�N�D��

od 4 sata i koncentracija svakog oksima koja inhibira do 20 �± ������ ���� �U�D�V�W�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�� ���§�� �,�&20-25) 

odnosno tzv. LOAEL doza (engl. Low Observed Adverse Effect Level).  
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Slika 4.1. �,�Q�K�L�E�L�F�L�M�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J���U�D�V�W�D�����������å�L�Y�þ�D�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D�����6�+-SY5Y) uslijed vremenski- i koncentracijski-ovisnog 
�W�U�H�W�P�D�Q�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P�� �R�N�V�L�P�L�P�D���� �9�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� ���“�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D�� �S�R�J�U�H�ã�N�D���� �L�]�� �H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�Q�R�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�K�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L��
inhibicije rasta stanica u 1, 4 i �������V�D�W�D�����3�D�U�D�P�H�W�U�L���V�X���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L���L�]���Q�D�M�P�D�Q�M�H���W�U�L���]�D�V�H�E�Q�D���S�R�N�X�V�D���� 
  

 



�†����. Rezultati 66 

Antonio Zandona Doktorska disertacija 

4.1.3. Odgovor stanice na djelovanje kombinacije dva odabrana oksima 

�8�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W oksima u reaktivaciji AChE inhibirane �V���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���2�3-ima nije univerzalna te se 

razmatra kombinacija dva ili vi�ã�H�� �R�N�V�L�P�D u terapiji kod trovanja. Stoga i�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�� �V�W�D�Q�L�F�D��

�N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�L�� �G�Y�D�� �V�S�R�M�D�� �P�R�å�H�� �S�U�X�å�L�W�L�� �X�Y�L�G�� �X�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�L�� �P�H�K�D�Q�L�]�D�P�� �Q�M�L�K�R�Y�R�J�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D�� �L��

�X�N�D�]�D�W�L���Q�D���V�L�Q�H�U�J�L�V�W�L�þ�N�L�����S�R�W�H�Q�F�L�M�V�N�L�����D�G�L�W�L�Y�Q�L���L�O�L���D�Q�W�D�J�R�Q�L�V�W�L�þ�N�L132 �X�þ�L�Q�D�N����Tipovi djelovanja se 

�U�D�]�O�L�N�X�M�X���S�U�H�P�D���R�G�Q�R�V�X���X�N�X�S�Q�R�J���W�R�N�V�L�þ�Q�R�J���X�þ�L�Q�N�D���N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�H���V�S�R�M�D i njihovog individualnog 

djelovanja�����7�D�N�R���M�H���N�R�G���V�L�Q�H�U�J�L�V�W�L�þ�N�R�J���L���S�R�W�H�Q�F�L�M�V�N�R�J���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D���W�R�N�V�L�þ�Q�L���X�þ�L�Q�D�N���N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�H��

�V�S�R�M�H�Y�D���]�Q�D�W�Q�R���Y�H�ü�L�����N�R�G���D�G�L�F�L�M�V�N�R�J���M�H�G�Q�D�N�����D���N�R�G���D�Q�W�D�J�R�Q�L�V�W�L�þ�N�R�J���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D���]�Q�D�W�Q�R���P�D�Q�M�L���X��

�R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �R�þ�H�N�L�Y�D�Q�X�� �W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�X�� �S�U�H�P�D�� �D�U�L�W�P�H�W�L�þ�N�R�P�� �]�E�U�R�M�X�� �W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L�� �V�Y�D�N�R�J��

testiranog spoja zasebno. Za testiranje kombinacije oksima i procjenu tipa djelovanja, odabrane 

�V�X�� �å�L�Y�þ�D�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �6�+-�6�<���<�� �L�� �W�R�N�V�L�þ�Q�L�� �R�N�V�L�P�L�� K867 i K870 (bispiridinijevi); VII i X 

(imidazolijevi); Q5 (kinuklidinijev) te GM415, GM113 i GM508 (3-hidroksi-2-piridinski) u 

LOAEL koncentraciji. Dobiveni rezultati prikazani su na slici 4.2���� �.�D�R�� �ã�W�R�� �M�H�� �R�þ�H�N�L�Y�D�Q�R����

�S�U�R�F�L�M�H�Q�M�H�Q�R���M�H���G�D���Y�H�ü�L�Q�D���R�N�V�L�P�D���X���W�H�V�W�L�U�D�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���G�M�H�O�X�M�X���D�G�L�W�L�Y�Q�L�P���X�þ�L�Q�N�R�P (slika 

4.2). Rezultati ukazuju da bi imidazolijevi oksimi (VII u kombinaciji s X) i 3-hidroksi-2-

piridinski oksimi (GM415 u kombinaciji s GM508) (slika 4.2�������P�R�J�O�L���G�M�H�O�R�Y�D�W�L���V�L�Q�H�U�J�L�V�W�L�þ�N�L���X��

�E�L�R�O�R�ã�N�R�P���V�X�V�W�D�Y�X���]�E�R�J���]�Q�D�W�Q�R���Y�H�ü�H���V�X�P�D�U�Q�H���W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L���R�G���Q�M�L�K�R�Y�R�J���L�Q�G�L�Y�L�G�X�D�O�Q�R�J���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D����

Ostale kombinaci�M�H���R�N�V�L�P�D���S�U�H�P�D���U�H�]�X�O�W�D�W�L�P�D���L�P�D�M�X���P�R�J�X�ü�H���S�R�W�H�Q�F�L�M�V�N�R���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�H�����-�H�G�L�Q�R���X��

�V�O�X�þ�D�M�X�� �N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�H�� �L�P�L�G�D�]�R�O�L�M�H�Y�D�� �R�N�V�L�P�D�� �9�,�,�� �L�� �E�L�V�S�L�U�L�G�L�Q�L�M�H�Y�L�K�� �R�N�V�L�P�L�P�D�� �P�R�J�O�R�� �E�L�� �G�R�ü�L�� �G�R��

njihovog antagonizma.  
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Slika 4.2. �8�W�M�H�F�D�M���N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�H���R�N�V�L�P�D���Q�D���L�Q�K�L�E�L�F�L�M�X���V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J���U�D�V�W�D �å�L�Y�þ�D�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D�����6�+-SY5Y) nakon 4-satnog 
tretmana (% u odnosu na netretirane stanice): K870 ���������—�P�R�O���G�P-3), K867 �����������—�P�R�O���G�P-3), X �����������—�P�R�O���G�P-3), 
VII  �����������—�P�R�O���G�P-3), Q5 �����������—�P�R�O���G�P-3), GM415 �����������—�P�R�O���G�P-3), GM113 �����������—�P�R�O���G�P-3), GM508 ���������—�P�R�O��
dm-3). Procijenjeni tip djelovanja: ad (aditivan), an ���D�Q�W�D�J�R�Q�L�V�W�L�þ�N�L��, n ���E�H�]���P�H�ÿ�X�G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D������p (potencijski), i s 
���V�L�Q�H�U�J�L�V�W�L�þ�N�L�������3�D�U�D�P�H�W�U�L���V�X���H�Y�D�O�X�L�U�D�Q�L���L�]���Q�D�M�P�D�Q�M�H���W�U�L���S�R�N�X�V�D�� 
 

4.2. �,�Q�W�H�J�U�L�W�H�W���P�H�P�E�U�D�Q�H���V�W�D�Q�L�F�D���Q�D�N�R�Q���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L���R�N�V�L�P�L�P�D 

�8�W�M�H�F�D�M�� �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L�� �Vtanica odabranim oksimima u trajanju od 4 h na integritet membrane 

stanica, �S�U�D�ü�H�Q���M�H���Q�H�S�R�V�U�H�G�Q�R���S�R�P�R�ü�X���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���O�D�N�W�D�W���G�H�K�L�G�U�R�J�H�Q�D�]�H�����/�'�+�� koja je �L�V�S�X�ã�W�H�Qa 

iz stanice u medij. �2�G�D�E�U�D�Q�L���V�X���V�Y�L���W�L�S�R�Y�L���V�W�D�Q�L�F�D���]�D���N�R�M�H���M�H���X�W�Y�U�ÿ�H�Q�D���F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W���R�N�V�L�P�D���X��

visokoj koncentraciji, a dobiveni rezultati prikazani su na slici 4.3. �,�]���S�U�L�N�D�]�D���P�R�å�H���V�H���X�R�þ�L�W�L���G�D��

imidazolijevi oksimi VII i X te kinuklidinijev �4�����X�]�U�R�N�X�M�X���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H���/�'�+��

u medij odnosno pod njihovim djelovanjem mijenja se integritet �V�W�D�Q�L�þ�Q�H���P�H�P�E�U�D�Q�H�����1�D�V�X�S�U�R�W��

�W�R�P�H�����R�V�W�D�O�L���R�N�V�L�P�L���Q�H���X�W�M�H�þ�X���Q�D���L�Q�W�H�J�U�L�W�H�W���P�H�P�E�U�D�Q�H�����L�]�X�]�H�Y���Q�D�M�Y�L�ã�L�K���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���.���������Q�D��

HK-2 i GM415 na HEK293).  
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Slika 4.3�����3�R�V�W�R�W�D�N���L�V�S�X�ã�W�H�Q�R�J���/�'�+���X���P�H�G�L�M �R�G�D�E�U�D�Q�L�K���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���O�L�Q�L�M�D nakon tretmana u trajanju od 4 h odabranim 
oksimima (u odnosu na netretirane stanice) �X���V�H�U�L�M�V�N�R�P���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�X (stupci s lijeva na desno�����R�G���Q�D�M�Y�L�ã�H���G�R���Q�D�M�Q�L�å�H��
�Q�D�]�Q�D�þ�H�Q�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H): K870 (50 �± ���������—�P�R�O���G�P-3), K867 (100  �±  ���������—�P�R�O���G�P-3), X (100 �± ���������—�P�R�O���G�P-3), 
VII  (100 - ���������—�P�R�O���G�P-3), Q5 (100 �± ���������—�P�R�O���G�P-3), GM415 (62,5 �± ���������—�P�R�O���G�P-3), GM113 (37,5 �± ���������—�P�R�O��
dm-3), GM508 (37,5 �± ���������—�P�R�O���G�P-3) i Triton  (pozitivna kontrola, 0,18 %). Vrijednosti su prikazane kao srednja 
�Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�Q�R���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�����“���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���S�R�J�U�H�ã�N�D�������3�D�U�D�P�H�W�U�L���V�X���H�Y�D�O�X�L�U�D�Q�L���L�]���Q�D�M�P�D�Q�M�H���G�Y�D��
�S�R�N�X�V�D�����6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�D���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���Q�H�W�U�H�W�L�U�D�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H����&p < 0,05; $p < 0,001; *p < 0,0001. 
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4.3. Oksidacijski  stres u stanicama �L�]�O�R�å�H�Q�L�K���R�N�V�L�P�L�P�D 

4.3.1. Indukcija oksidacijskog stresa u stanicama 

Oksidacijski stres kao �M�H�G�D�Q���R�G���P�R�J�X�ü�L�K���X�]�U�R�þ�Q�L�N�D���W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L�����R�G�Q�R�V�Q�R���V�P�U�W�L���V�W�D�Q�L�F�H, opisan 

�M�H���S�U�D�ü�H�Q�M�H�P prisutnosti reaktivnih kisikovih vrsta (engl. reactive oxygen speceis, ROS) nakon 

�L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L���V�W�D�Q�L�F�D���6�+-SY5Y odabranim oksimima u trajanju od 4 h. Za testiranje �V�X���N�R�U�L�ã�W�H�Q�H��

�/�2�$�(�/���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���R�N�V�L�P�D���N�R�M�H���V�H���Q�L�V�X���S�R�N�D�]�D�O�H���W�R�N�V�L�þ�Q�L�P�D���X�������V�D�W�D, a rezultati su prikazani 

na slici 4.4�����2�N�V�L�P�L���.�����������9�,�,�����;�����*�0���������L���*�0���������X�]�U�R�N�R�Y�D�O�L���V�X���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�X���L�Q�G�X�N�F�L�M�X��

oksidacijskog stresa (slika 4.4������ �7�D�N�R�ÿ�H�U�����P�R�å�H�� �V�H���S�Uimjetiti da unutar skupine 3-hidroksi-2-

piridinskih oksima, GM508 nije inducirao oksidacijski stres. Uz to, dodatni drugi klorov 

supstituent na bispiridinijevom oksimu K870 smanjio je utjecaj na indukciju reaktivnih 

kisikovih vrsta u usporedbi s K867.  

 
Slika 4.4. Indukcija reaktivnih kisikovih vrsta nakon 4-�V�D�W�Q�R�J���W�U�H�W�P�D�Q�D���å�L�Y�þ�D�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D�����6�+-SY5Y) odabranim 
oksimima: K870 ���������—�P�R�O���G�P-3), K867 �����������—�P�R�O���G�P-3), X �����������—�P�R�O���G�P-3), VII  �����������—�P�R�O���G�P-3), Q5 �����������—�P�R�O��
dm-3), GM415 �����������—�P�R�O���G�P-3), GM113 �����������—�P�R�O���G�P-3), GM508 ���������—�P�R�O���G�P-3) i H2O2 �����������—�P�R�O���G�P-3). H2O2 
�M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �N�D�R�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�D. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost eksperimentalno dobivenih 
�Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�����“���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���S�R�J�U�H�ã�N�D�������3�D�U�D�P�H�W�U�L���V�X���H�Y�D�O�X�L�U�D�Q�L���L�]���Q�D�M�P�D�Q�M�H���W�U�L���S�R�N�X�V�D�����6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�D���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W���X odnosu 
na netretirane stanice: &p < 0,05; $p < 0,005; *p < 0,0001. 
 

4.3.2. Promjena razine glutationa u stanici 

�8���V�O�X�þ�D�M�X���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�D���U�H�D�N�W�L�Y�Q�L�K���N�L�V�L�N�R�Y�L�K���Y�U�V�W�D���V�W�D�Q�L�F�D���D�N�W�L�Y�L�U�D���D�Q�W�L�R�N�V�L�G�Dcijsku obranu kako bi 

�V�H�� �G�L�U�H�N�W�Q�R�� �L�O�L�� �L�Q�G�L�U�H�N�W�Q�R�� �V�S�U�L�M�H�þ�L�O�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�X�� �V�P�U�W���� �$�N�W�L�Y�D�F�L�M�D��antioksidacijskog potencijala 

�S�U�D�ü�H�Q�D�� �M�H�� �P�M�H�U�H�Q�M�H�P�� �S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�L�� �J�O�X�W�D�W�L�R�Q�D�� ���*�6�+���� �X�� �6�+-�6�<���<�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�P�D�� �L�V�W�L�P��

koncentracijama oksima kao i pri mjerenju indukcije oksidacijskog stresa. Pokazalo se da je 

�S�R�W�U�R�ã�Q�M�D���*�6�+���E�L�O�D��stat�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���L�Q�G�X�F�L�U�D�Q�D���Q�D�N�R�Q���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L���E�L�V�S�L�U�L�G�L�Q�L�M�H�Y�R�P���R�N�V�L�P�X��

K870 te imidazolijevim oksimima VII i X (slika 4.5)�����Q�R���E�L�R�O�R�ã�N�L���J�O�H�G�D�Q�R�����U�D�]�O�L�N�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D��
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netretirane stanice je samo 1,2 puta te bi to bilo potrebno dodatno ispitati. U prisutnosti 3-

hidroksi-2-piridinskih oksima, GM415 i GM113 (slika 4.5���� �S�U�L�P�L�M�H�ü�H�Q�D�� �M�H�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�D�� �U�D�]�L�Q�D��

�Q�H�U�H�G�X�F�L�U�D�Q�R�J���*�6�+���ã�W�R���E�L���P�R�J�O�R���]�Q�D�þ�L�W�L���G�D���V�W�D�Q�L�F�H���S�U�R�O�D�]�H���D�G�D�S�W�L�Y�Q�L���P�H�K�D�Q�L�]�D�P���L���P�R�J�X�ü�H���M�H��

�G�D���M�H���G�R�ã�O�R���G�R���S�R�M�D�þ�D�Q�H���V�L�Q�W�H�]�H���*�6�+���� 

 
Slika 4.5. Indukcija antioksidacijske obrane stanice nakon 4-�V�D�W�Q�R�J�� �W�U�H�W�P�D�Q�D�� �å�L�Y�þ�D�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� ���6�+-SY5Y) 
odabranim oksimima: K870 ���������—�P�R�O���G�P-3), K867 �����������—�P�R�O���G�P-3), X �����������—�P�R�O���G�P-3), VII  �����������—�P�R�O���G�P-3), 
Q5 �����������—�P�R�O���G�P-3), GM415 �����������—�P�R�O���G�P-3), GM113 �����������—�P�R�O���G�P-3), GM508 ���������—�P�R�O���G�P-3), tBOOH (100 
�—�P�R�O�� �G�P-3������ �W�%�2�2�+�� �M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �N�D�R�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�D. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost 
�H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�Q�R���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�����“���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���S�R�J�U�H�ã�N�D�������3�D�U�D�P�H�W�U�L�� �V�X���H�Y�D�O�X�L�U�D�Q�L���L�]���Q�D�M�P�D�Q�M�H���W�U�L���S�R�N�X�V�D����
�6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�D���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W���X���R�G�Q�Rsu na netretirane stanice: &p < 0,05; $p < 0,005; *p < 0,0001. 
 

4.4. �0�L�W�R�K�R�Q�G�U�L�M�V�N�L���P�H�P�E�U�D�Q�V�N�L���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�����û��m) 

�0�L�W�R�K�R�Q�G�U�L�M�V�N�L�� �P�H�P�E�U�D�Q�V�N�L�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�� ���û��m) je neophodna komponenta procesa stvaranja 

energije u stanici procesom oksidacijska �I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�H���� �3�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�� �L�O�L�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�H�� �û��m �P�R�å�H��

�X�]�U�R�N�R�Y�D�W�L���Q�H�å�H�O�M�H�Q�H���S�U�R�P�M�H�Q�H���X���V�W�D�Q�L�F�D�P�D���S�R�S�U�D�ü�H�Q�H���U�D�]�Q�L�P���S�D�W�R�O�R�J�L�M�D�P�D���]�E�R�J���V�Y�R�M�H���X�O�R�J�H���X��

�K�R�P�H�R�V�W�D�]�L�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �=�E�R�J�� �W�R�J�D�� �V�X�� �S�U�D�ü�H�Q�H�� �S�U�R�P�M�H�Q�H�� �P�H�P�E�U�D�Q�V�N�R�J�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�D�� �X�� �6�+-SY5Y 

�V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�P�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P�� �R�N�V�L�P�L�P�D�� �L�]�� �W�H�V�W�Q�L�K�� �V�N�X�S�L�Qa pri LOAEL koncentracijama. 

Dobiveni rezultati prikazani su na slici 4.6. Imidazolijevi oksimi VII i X te kinuklidinijev oksim 

Q5 uzrokovali su smanjenje membranskog potencijala, dok su 3-hidroksi-2-piridinski oksimi 

�*�0�����������*�0���������L���*�0���������S�R�W�D�N�Q�X�O�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H���P�H�P�E�U�D�Q�V�N�R�J���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�D�����.�O�R�U�L�U�D�Q�L��

bispiridinijevi oksimi K867 i K870 nisu uzrokovali promjene membranskog potencijala 

mitohondrija.  
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Slika 4.6. Mitohondrijski membranski potencijal nakon 4-�V�D�W�Q�R�J���W�U�H�W�P�D�Q�D���å�L�Y�þ�D�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D�����6�+-SY5Y) odabranim 
oksimima: K870 ���������—�P�R�O���G�P-3), K867 �����������—�P�R�O���G�P-3), X �����������—�P�R�O���G�P-3), VII  �����������—�P�R�O���G�P-3), Q5 �����������—�P�R�O��
dm-3), GM415 ���������� �—�P�R�O�� �G�P-3), GM113 ���������� �—�P�R�O�� �G�P-3), GM508 �������� �—�P�R�O�� �G�P-3) i CCCP �������� �—�P�R�O�� �G�P-3). 
�&�&�&�3�� �M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �N�D�R�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�D����Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost eksperimentalno 
�G�R�E�L�Y�H�Q�L�K�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� ���“�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D�� �S�R�J�U�H�ã�N�D������ �3�D�U�D�P�H�W�U�L�� �V�X�� �H�Y�D�O�X�L�U�D�Q�L�� �L�]�� �Q�D�M�P�D�Q�M�H�� �W�U�L�� �S�R�N�X�V�D���� �6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�D��
�]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���Q�H�W�U�H�W�L�U�D�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H����$p < 0,001; *p < 0,0001. 
 

4.5. Aktivacija programirane st �D�Q�L�þ�Q�H���V�P�U�W�L 

4.5.1. Aktivacija procesa apoptoze 

�$�N�W�L�Y�D�F�L�M�D���S�U�R�F�H�V�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���V�P�U�W�L���D�S�R�S�W�R�]�H���L���Q�M�H�]�L�Q�L�K���S�R�M�H�G�L�Q�L�K���I�D�]�D���R�G�U�H�ÿ�H�Q�D���M�H���Q�D���6�+-SY5Y 

stanicama. Na slici 4.7 prikazani su rezultati dobiveni nakon provedbe testa kao postotak stanica 

u ranoj apoptozi i ukupni�K�� �D�S�R�S�W�R�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� ���]�E�U�R�M�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �X�� �U�D�Q�R�M�� �L�� �N�D�V�Q�R�M�� �D�S�R�S�W�R�]�L���� �X��

�R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �X�N�X�S�D�Q�� �E�U�R�M�� �Q�H�W�U�H�W�L�U�D�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �X�� �P�M�H�U�H�Q�M�X���� �5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �W�H�V�W�D�� �X�S�X�ü�X�M�X�� �N�D�N�R��

bispiridnijevi (K867 i K870) i 3-hidroksi-2-piridinski oksimi (GM415, GM113 i GM508) 

�V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�R �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�M�X���E�U�R�M���V�W�D�Q�L�F�D���X���D�S�R�S�W�R�]�L�� 
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Slika 4.7. Postotak SH-�6�<���<�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �X�� �U�D�Q�R�M�� �D�S�R�S�W�R�]�L�� ���$���� �L�� �X�N�X�S�Q�H�� �D�S�R�S�W�R�W�L�þ�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� ���%���� ���X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D��
netretirane stanice) nakon 4-satnog tretmana odabranim oksimima: K870 ���������—�P�R�O���G�P-3), K867 �����������—�P�R�O���G�P-3), 
X (2�������—�P�R�O���G�P-3), VII  �����������—�P�R�O���G�P-3), Q5 �����������—�P�R�O���G�P-3), GM415 �����������—�P�R�O���G�P-3), GM113 �����������—�P�R�O���G�P-

3), GM508 ���������—�P�R�O���G�P-3). Paraformaldehid (0,�����������M�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q���N�D�R���S�R�]�L�W�L�Y�Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�D���V���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�P�D���������������L��
298 % za postotak stanica u ranoj apoptozi odnosn�R�� �]�D�� �X�N�X�S�Q�L�� �S�R�V�W�R�W�D�N�� �D�S�R�S�W�R�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� Vrijednosti su 
�S�U�L�N�D�]�D�Q�H�� �N�D�R�� �V�U�H�G�Q�M�D�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�� �H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�Q�R�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�K�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� ���“�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D�� �S�R�J�U�H�ã�N�D������ �3�D�U�D�P�H�W�U�L�� �V�X��
�H�Y�D�O�X�L�U�D�Q�L���L�]���Q�D�M�P�D�Q�M�H���W�U�L���S�R�N�X�V�D�����6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�D���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���Q�H�W�U�H�W�L�U�D�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H: &p < 0,05; #p < 0,001; 
*p < 0,0001. 
 

4.5.2. Aktivacija kaspaza odnosno cistein aspartat-�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K���S�U�R�Weaza 

�8���S�U�R�F�H�V���D�S�R�S�W�R�]�H���X�N�O�M�X�þ�H�Q�L���V�X���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L���H�Q�]�L�P�L���N�D�V�S�D�]�H�����F�L�V�W�H�L�Q-aspartat-ovisne c proteaze) 

�N�R�M�H�� �L�P�D�M�X�� �L�O�L�� �L�Q�L�F�L�M�D�W�R�U�V�N�X�� �X�O�R�J�X�� �L�O�L�� �H�J�]�H�N�X�W�R�U�V�N�X���L�]�Y�U�ã�Qu ulogu u procesu apoptoze. Stoga 

p�U�D�ü�H�Q�M�H�P���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �N�D�V�S�D�]�D�� �P�R�å�H�� �V�H�� �S�R�W�Y�U�G�L�W�L�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�D�� �S�U�R�F�H�V�D�� �U�H�J�X�O�L�U�D�Q�H��

�V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �V�P�U�W�L���� �D�S�R�S�W�R�]�H���� �'�R�E�L�Y�H�Q�L�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�L�� �V�X�� �Q�D��slici 4.8. Prema dobivenim 

�U�H�]�X�O�W�D�W�L�P�D�� �P�R�å�H�� �V�H�� �Y�L�G�M�H�W�L�� �G�D�� �E�L�V�S�L�U�L�G�L�Q�L�M�H�Yi oksimi K867 i K870 te 3-hidroksi-2-piridinski 

oksimi aktiviraju inicijatorsku kaspazu 9 i uzrokuju smrt stanice unutarnjim/mitohondrijskim 

�D�S�R�S�W�R�W�L�þ�N�L�P�� �S�X�W�Rm. Uz to, 3-hidroksi-2-piridinski oksim GM508 aktivira i kaspazu 8 koja 

sudjeluje u vanjskoj/receptorom-posredovanoj apoptozi. Ovu kaspazu aktivirao je i 

kinuklidinijev �R�N�V�L�P�� �4������ �7�D�N�R�ÿ�H�U���� ��-hidroksi-2-�S�L�U�L�G�L�Q�V�N�L�� �R�N�V�L�P�L�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�O�L�� �V�X�� �L�� �L�]�Y�U�ã�Q�X��

kaspazu-3 (slika 4.8). 
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Slika 4.8. �$�N�W�L�Y�Q�R�V�W���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K���N�D�V�S�D�]�D���Q�D�N�R�Q����-satnog tretmana SH-SY5Y stanica odabranim oksimima: K870 
���������—�P�R�O���G�P-3), K867 �����������—�P�R�O���G�P-3), X �����������—�P�R�O���G�P-3), VII  �����������—�P�R�O���G�P-3), Q5 �����������—�P�R�O���G�P-3), GM415 
���������� �—�P�R�O�� �G�P-3), GM113 ���������� �—�P�R�O�� �G�P-3), GM508 �������� �—�P�R�O�� �G�P-3). Vrijednosti su prikazane kao srednja 
vrijednost eksperimentalno dobive�Q�L�K���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�����“���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���S�R�J�U�H�ã�N�D�������3�D�U�D�P�H�W�U�L���V�X���H�Y�D�O�X�L�U�D�Q�L���L�]���Q�D�M�P�D�Q�M�H���W�U�L��
�S�R�N�X�V�D�����6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�D���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���Q�H�W�U�H�W�L�U�D�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H����&p < 0,05; #p < 0,001; $p < 0,005; *p < 0,0001. 
 

4.6. �2�ã�W�H�ü�H�Q�M�D���P�R�O�H�N�X�O�H���'�1�$���X�]�U�R�N�R�Y�D�Q�D���R�N�V�L�P�L�P�D 

�6�W�D�Q�L�þ�Q�L���R�G�J�R�Y�R�U���Q�D �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�H���'�1�$���R�Y�L�V�Q�R���R���R�S�V�H�J�X���L���Y�U�V�W�L���R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D��sastoji se od koordiniranih 

�V�L�J�Q�D�O�Q�L�K�� �S�X�W�R�Y�D�� �N�R�M�L�� �P�R�J�X�� �L�Q�L�F�L�U�D�W�L�� �]�D�X�V�W�D�Y�O�M�D�Q�M�H�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J�� �F�L�N�O�X�V�D�� �L�� �S�R�S�U�D�Y�D�N�� �L�O�L�� �L�Q�L�F�L�U�D�W�L��

apoptozu. Mjerenjem razine aktivacije (fosforilacije) kinaze ATM i histona H2A.X dobiveni su 

rezultati o�ã�W�H�ü�H�Q�Ma molekule DNA u SH-SY5Y stanicama �Q�D�N�R�Q�� �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L�� �R�N�V�L�P�L�P�D kao 

�S�R�V�W�R�W�D�N���X�N�X�S�Q�R�J�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D���P�R�O�H�N�X�O�H�� �'�1�$�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�Q�H�� �Q�H�W�U�H�W�L�U�D�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H (slika 

4.9)�����6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���R�ã�W�H�ü�H�Q�M�H���P�R�O�H�N�X�O�H���'�1�$���S�U�L�P�L�M�H�ü�H�Q�R���M�H���N�R�G���W�U�H�W�P�Dna oksimima K867 

�L���*�0�����������3�R�U�D�V�W���R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D���S�U�L�P�L�M�H�ü�H�Q���M�H���L���N�R�G���R�N�V�L�P�D���*�0�����������Q�R���Q�L�M�H���E�L�R���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�D�Q�� 
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Slika 4.9. �$�N�W�L�Y�D�F�L�M�D�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D�� �'�1�$ nakon 4-satnog tretmana SH-SY5Y stanica odabranim oksimima (% u 
odnosu na netretirane stanice): K870 ���������—�Pol dm-3), K867 �����������—�P�R�O���G�P-3), X �����������—�P�R�O���G�P-3), VII  �����������—�P�R�O��
dm-3), Q5 �����������—�P�R�O���G�P-3), GM415 �����������—�P�R�O���G�P-3), GM113 �����������—�P�R�O���G�P-3), GM508 ���������—�P�R�O���G�P-3). Etopozid 
(20 �—�P�R�O�� �G�P-3���� �M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �N�D�R�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�D�� �V�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �X�N�X�S�Q�R�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�L�K�� �P�R�O�H�N�Xla DNA od 824 % u 
odnosu na netretirane kontrolne stanice. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost eksperimentalno 
�G�R�E�L�Y�H�Q�L�K�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� ���“�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D�� �S�R�J�U�H�ã�N�D������ �3�D�U�D�P�H�W�U�L�� �V�X�� �H�Y�D�O�X�L�U�D�Q�L�� �L�]�� �Q�D�M�P�D�Q�M�H�� �W�U�L�� �S�R�N�X�V�D���� �6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�D��
�]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���Q�H�Wretirane stanice: *p < 0,0001. 
 

4.7. �)�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K���V�L�J�Q�D�O�Q�L�K���S�X�W�R�Y�D���X���V�W�D�Q�L�F�L 

�8�þ�L�Q�D�N�� �R�N�V�L�P�D�� �Q�D�� �V�L�J�Q�D�O�Q�H�� �S�X�W�R�Y�H�� �X�� �6�+-�6�<���<�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�� �M�H�� �Q�D�N�R�Q�� �����± 60 min 

�L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L�� �R�N�V�L�P�L�P�D���� �3�U�D�ü�H�Q�D�� �M�H�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�D�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �P�H�W�D�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�L�K�� �X���Q�D�M�Y�D�å�Q�H�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H��

procese. Dobiveni rezultati ukazuju kako fosforilacija NF-���%���� �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�R�J�� �N�R�P�S�O�H�N�V�D�� �N�R�M�L��

�N�R�Q�W�U�R�O�L�U�D���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�X���'�1�$�����S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�X���F�L�W�R�N�L�Q�D���L���S�U�H�å�L�Y�O�M�D�Y�D�Q�M�H���V�W�D�Q�L�F�D�����Q�L�M�H���E�L�O�D���S�R�Y�H�ü�D�Q�D��

�Q�L�W�L���X���M�H�G�Q�R�P���V�O�X�þ�D�M�X���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L���R�G�D�E�U�D�Q�L�P���R�N�V�L�P�L�P�D��(slika 4.10).  
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Slika 4.10. Fosforilacija NF-���%���Q�D�N�R�Q�������± 60 min tretmana SH-SY5Y stanica odabranim oksimima: K870 (15 
�—�P�R�O���G�P-3), K867 �����������—�P�R�O���G�P-3), X �����������—�P�R�O���G�P-3), VII  �����������—�P�R�O���G�P-3), Q5 �����������—�P�R�O���G�P-3), GM415 (350 
�—�P�R�O���G�P-3), GM113 �����������—�P�R�O���G�P-3), GM508 ���������—�P�R�O���G�P-3). Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost 
�H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�Q�R���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�����“���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���S�R�J�U�H�ã�N�D�������3�D�U�D�P�H�W�U�L���V�X���H�Y�D�O�X�L�U�D�Q�L���L�]���Q�D�M�P�D�Q�M�H���þ�H�W�L�U�L���S�R�N�X�V�D�� 
 
 
�6�X�S�U�R�W�Q�R�� �W�R�P�H���� �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W���Y�H�ü�L�Q�L�� �R�N�V�L�P�D�� ���R�V�L�P�� �4���� �L�� �*�0���������� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R �M�H�� �S�R�Y�H�ü�D�O�D u nekim 

�Y�U�H�P�H�Q�V�N�L�P���W�R�þ�N�D�P�D fosforilaciju kinaze p38 MAPK (slika 4.11������ �N�R�M�D���U�H�D�J�L�U�D���Q�D���S�R�G�U�D�å�D�M�H��

�V�W�U�H�V�D�� �S�R�S�X�W�� �F�L�W�R�N�L�Q�D���� �]�U�D�þ�H�Q�M�D���� �W�R�S�O�L�Q�V�N�R�J�� �L�� �R�V�P�R�W�V�N�R�J�� �ã�R�N�D���� �D�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�D�� �M�H�� �X�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�X��

diferencijaciju, apoptozu i autofagiju. 
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Slika 4.11. Fosforilacija p38 MAPK nakon 5 �± 60 min tretmana SH-SY5Y stanica odabranim oksimima: K870 
���������—�P�R�O���G�P-3), K867 �����������—�P�R�O���G�P-3), X �����������—�P�R�O���G�P-3), VII  �����������—�P�R�O���G�P-3), Q5 �����������—�P�R�O���G�P-3), GM415 
���������� �—�P�R�O�� �G�P-3), GM113 ���������� �—�P�R�O�� �G�P-3), GM508 �������� �—�P�R�O�� �G�P-3). Vrij ednosti su prikazane kao srednja 
�Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�� �H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�Q�R�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�K�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� ���“�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D�� �S�R�J�U�H�ã�N�D������ �3�D�U�D�P�H�W�U�L�� �V�X�� �H�Y�D�O�X�L�U�D�Q�L�� �L�]�� �Q�D�M�P�D�Q�M�H 
�þ�H�W�L�U�L���S�R�N�X�V�D�����6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�D���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���Q�H�W�U�H�W�L�U�D�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H����&p < 0,05; #p < 0,001; *p < 0,0001. 
 
 
�3�U�D�ü�H�Q�D�� �M�H�� �L�� �I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�D�� �6�7�$�7������ �M�H�G�Q�R�J�� �R�G�� �Y�D�å�Q�L�K�� �W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�L�K�� �I�D�N�W�R�U�D���� �N�R�M�H�J�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X��

citokini (slika 4.12�������1�D�N�R�Q���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L���R�N�V�L�P�L�P�D���4�� i GM113 5 min, fosforilacija STAT3 bila 

�M�H�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�D���� �G�R�N�� �M�H�� �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�� �R�N�V�L�P�L�P�D�� �.���������� �*�0���������� �*�0�������� �L�� �*�0�������� �V�P�D�Q�M�L�O�D��

fosforilaciju STAT3 u ovisnosti o vremenu. �6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���V�P�D�Q�M�H�Q�M�H���]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q�R���M�H���Q�D�N�R�Q��

�L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L 45 i 60 min.  
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Slika 4.12. Fosforilacija STAT3 nakon 5 �± 60 min tretmana SH-SY5Y stanica odabranim oksimima: K870 (15 
�—�P�R�O���G�P-3), K867 �����������—�P�R�O���G�P-3), X �����������—�P�R�O���G�P-3), VII  �����������—�P�R�O���G�P-3), Q5 �����������—�P�R�O���G�P-3), GM415 (350 
�—�P�R�O���G�P-3), GM113 �����������—�P�R�O���G�P-3), GM508 ���������—�P�R�O���G�P-3). Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost 
�H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�Q�R���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�����“���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���S�R�J�U�H�ã�N�D�������3�D�U�D�P�H�W�U�L���V�X���H�Y�D�O�X�L�U�D�Q�L���L�]���Q�D�M�P�D�Q�M�H���þ�H�W�L�U�L���S�R�N�X�V�D����
�6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�D���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���Q�H�W�U�H�W�L�U�D�Q�H stanice: &p < 0,05; #p < 0,001. 
 
 
�3�U�D�ü�H�Q�M�H�P�� �I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�H�� �L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�� �U�H�J�X�O�L�U�D�Q�H�� �N�L�Q�D�]�H�� �(�5�.���������� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�H�� �X�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�X��

�P�H�M�R�]�H�����P�L�W�R�]�H���L���S�R�V�W�P�L�W�R�W�L�þ�N�H���I�X�Q�N�F�L�M�H�����]�D�S�D�å�H�Q�D���M�H���V�P�D�Q�M�H�Q�D���I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�D���Q�D�N�R�Q���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L��

imidazolijevim oksimima, VII u vremenu od 15 �± 60 min i X u vremenu od 45 �± 60 min. 

�1�D�V�X�S�U�R�W���W�R�P�H���� �I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�D���(�5�.�������� �E�L�O�D���M�H���S�R�Y�H�ü�D�Q�D���Q�D�N�R�Q���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L���R�N�V�L�P�X���*�0�������� �X������

min, te GM113 u 30 min (slika 4.13). 
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Slika 4.13. Fosforilacija ERK1/2 nakon 5 �± 60 min tretmana SH-SY5Y stanica odabranim oksimima: K870 (15 
�—�P�R�O���G�P-3), K867 �����������—�P�R�O���G�P-3), X �����������—�P�R�O���G�P-3), VII  �����������—�P�R�O���G�P-3), Q5 �����������—�P�R�O���G�P-3), GM415 (350 
�—�P�R�O���G�P-3), GM113 �����������—�P�R�O���Gm-3), GM508 ���������—�P�R�O���G�P-3). Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost 
�H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�Q�R���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�����“���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���S�R�J�U�H�ã�N�D�������3�D�U�D�P�H�W�U�L���V�X���H�Y�D�O�X�L�U�D�Q�L���L�]���Q�D�M�P�D�Q�M�H���þ�H�W�L�U�L���S�R�N�X�V�D����
�6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�D���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���Q�H�W�U�H�W�L�U�D�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H����&p < 0,05; #p < 0,001; $p < 0,005. 
 
 
�=�E�R�J�� �X�þ�L�Q�N�D�� ��-hidroksi-2-piridinskih oksima, GM415, GM113 i GM508 na membranski 

mitohondrijski potencijal (slika 4.6�������S�U�D�ü�H�Q�D���M�H���L���I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�Ma acetil-CoA karboksilaze (ACC), 

�N�R�M�D�� �M�H�� �M�H�G�D�Q�� �R�G�� �N�O�M�X�þ�Q�L�K�� �U�H�J�X�O�D�W�R�U�D�� �R�N�V�L�G�D�F�L�M�H�� �P�D�V�Q�L�K�� �N�L�V�H�O�L�Q�D�� �X�� �P�L�W�R�K�R�Q�G�U�L�Mu (slika 4.14). 

�7�U�H�W�P�D�Q���*�0�����������*�0���������L���*�0���������S�R�Y�H�ü�D�R���M�H���I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�X���$�&�&���Y�H�ü���Q�D�N�R�Q�������R�G�Q�R�V�Q�R���������P�L�Q����

�ã�W�R���M�H���L���X���V�N�O�D�G�X���V���Q�M�L�K�R�Y�L�P���X�þ�L�Q�F�L�P�D���Q�D���P�L�W�R�K�R�Q�G�U�L�M�V�N�L���P�H�P�E�U�D�Q�V�N�L���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O����slika 4.6). Kod 

�R�V�W�D�O�L�K���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�L�K���R�N�V�L�P�D�����V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H���I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�H���$�&�&���]�D�P�M�H�ü�H�Q�R���M�H���M�H�G�L�Q�R��

�N�R�G���L�P�L�G�D�]�R�O�L�M�H�Y�R�J���R�N�V�L�P�D���;���Q�D�N�R�Q���������P�L�Q���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L���V�W�D�Q�L�F�D�� 
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Slika 4.14. Fosforilacija ACC nakon 5 �± 60 min tretmana SH-SY5Y stanica odabranim oksimima: K870 ���������—�P�R�O��
dm-3), K867 �����������—�P�R�O���G�P-3), X �����������—�P�R�O���G�P-3), VII  �����������—�P�R�O���G�P-3), Q5 �����������—�P�R�O���G�P-3), GM415 �����������—�P�R�O��
dm-3), GM113 ���������� �—�P�R�O�� �G�P-3), GM508 �������� �—�P�R�O�� �G�P-3). Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost 
�H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�Q�R���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�����“���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���S�R�J�U�H�ã�N�D�������3�D�U�D�P�H�W�U�L���V�X���H�Y�D�O�X�L�U�D�Q�L���L�]���Q�D�M�P�D�Q�M�H �þ�H�W�L�U�L���S�R�N�X�V�D����
�6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�D���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���Q�H�W�U�H�W�L�U�D�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H����&p < 0,05; #p < 0,001; $p < 0,005; *p < 0,0001. 
 

4.8. �3�D�V�L�Y�Q�L���S�U�R�O�D�]�D�N���R�N�V�L�P�D���N�U�R�]���V�W�D�Q�L�þ�Q�X���P�H�P�E�U�D�Q�X���S�U�D�ü�H�Q���Q�D���P�R�G�H�O�X��
MDCKII -MDR1 stanica 

�0�R�J�X�ü�Q�R�V�W�� �S�D�V�L�Y�Q�R�J�� �S�U�R�O�D�V�N�D�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�K�� �R�N�V�L�P�D�� �S�U�D�ü�H�Q�D�� �M�H�� �Q�D�� �0�'�&�.�,�,-MDR1 

stanicama odnosno odredilo se vezanje oksima kao supstrata efluks P-glikoproteinskih pumpi 

(P-gp) prisutnih na membranama stanica i njihova translokacija kroz istu. Dobiveni rezultati 

prikazani u tablici 4.8 ukazuju kako testirani oksimi pripadaju kategoriji spojeva niske ili 

�X�P�M�H�U�H�Q�H���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�L���S�D�V�L�Y�Q�R�J���S�U�R�O�D�V�N�D���N�U�R�]���P�H�P�E�U�D�Q�H. D�R�E�L�Y�H�Q�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���X�S�X�ü�X�M�X���G�D���V�X��

�R�N�V�L�P�L���W�D�N�R�ÿ�H�U���3-�J�S���V�X�S�V�W�U�D�W�L�����R�G�Q�R�V�Q�R���G�D���ü�H���S�R���S�U�R�O�D�V�N�X���P�H�P�E�U�D�Q�H���E�L�W�L���L�]�E�D�þ�H�Q�L���Y�D�Q���X�N�R�O�L�N�R��

su prisutni ovi transportni proteini.  

 



�†����. Rezultati 80 

Antonio Zandona Doktorska disertacija 

Tablica 4.8. Pasivni prolazak in vitro odabranih oksima i procjena kao potencijalnih supstrata za P-gp pumpe na 
�0�'�&�.���V�W�D�Q�L�F�D�P�D�����3�U�R�O�D�]�D�N���R�N�V�L�P�D���M�H���S�U�D�ü�H�Q���V���D�S�L�N�D�O�Q�H���G�R���E�D�]�R�O�D�W�H�U�D�O�Q�H�����$���%�������N�D�R���V���E�D�]�R�O�D�W�H�U�D�O�Q�H���G�R���D�S�L�N�D�O�Q�H��
strane (B2A). Vrijednosti permeabilnosti membrane (Papp���� �X�� �R�E�D�� �V�P�M�H�U�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �V�X�� �X�]�� �L�� �E�H�]�� �S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�L��
�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�J���L�Q�K�L�E�L�W�R�U�D���3-gp pumpi (Elikridara). 

Oksim 
Prisutnost 
inhibitora  

Papp 

(A2B) 

�5�D�Y�Q�R�W�H�å�D��
mase 
(A2B) 

Papp 

(B2A) 

�5�D�Y�Q�R�W�H�å�D��
mase 
(B2A) 

Efluks 
(omjer) 
ili Pe

a 

�0�R�J�X�ü�Q�R�V�W��
pasivnog 
prolaska 

kroz 
membrane 

P-gp 
supstrat 

K867a - nb nb nb nb 
�����������“��
0.22a Niska nb 

 - nb nb nb nb    

K870a - nb nb nb nb 
�����������“��
0.32a Niska nb 

 - nb nb nb nb    

VII  - 0,3 66 3,6 70 11,8 Niska Da 

 + 1,9 76 2,3 76 1,2   

X - 0,3 65 3,5 72 20,7 Niska Da 

 + 0,7 76 1,7 70 2,6   

Q5 - 0,1 60 12,0 69 178,4 Niska Da 

 + 0,3 60 2,1 74 7,4   

GM415 - 4,6 90 40,9 92 9,5 Umjerena Da 

 + 21,3 88 25,3 97 1,2   

GM113 - 0,4 54 10,5 65 21,2 Umjerena Da 

 + 4,8 50 7,0 75 1,7   

GM508 - 0,8 63 16,1 74 23,2 Niska Da 

 + 3,9 50 3,6 84 0,9   
a vrijednosti penetrabilnosti (Pe ���������í�� cm s�í�������R�N�V�L�P�D���R�G�U�H�ÿ�H�Q�H���P�H�W�R�G�R�P���S�H�U�P�H�D�E�L�O�Q�R�V�W�L���X�P�M�H�W�Q�H���P�H�P�E�U�D�Q�H�����H�Q�J�O����
parallel artificial membrane permeation assay, PAMPA)24; b n �± �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���N�R�M�H���Q�L�V�X���R�G�U�H�ÿ�H�Q�H 
 

4.9. �0�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�D���V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W���R�G�D�E�U�D�Q�L�K���R�N�V�L�P�D 

�6�W�D�E�L�O�Q�R�V�W���R�N�V�L�P�D���X���E�L�R�O�R�ã�N�R�P���V�X�V�W�D�Y�X���M�H���E�L�W�D�Q���I�D�N�W�R�U���]�D���Q�M�L�K�R�Y�X���S�U�L�P�M�H�Q�X���N�D�R���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�L�K��

lijekova, odnosno, protuotrova inhibiranih kolinesteraza. Kako bismo procijenili metaboliziraju 

li se odabrani �R�N�V�L�P�L�� �X�� �E�L�R�O�R�ã�N�R�P�� �V�X�V�W�D�Y�X���� �W�H�V�W�L�U�D�Q�D�� �M�H�� �Q�M�L�K�R�Y�D�� �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�D�� �V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W�� �X��

mikrosomima (tablica 4.9). Pri odabranim uvjetima, stabilnost bispiridinijevih oksima nije se 

mogla odrediti. Oksimi Q5, X, GM113 i GM508 pokazali su nisku me�W�D�E�R�O�L�þ�N�X���V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W�� jer 

�V�H���Y�H�ü��nakon 30 minuta neki od njih potpuno metaboliziraju (slika 4.15). Zamjenom metilne 

skupine (VII), klorom (X) unutar strukture imidazolijevih oksima, dolazi do smanjenja 

�P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�H���V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W�L�����6�P�D�Q�M�H�Q�M�H���V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W�L���M�H���S�U�L�P�L�M�H�ü�H�Q�R���L���G�R�G�D�W�N�R�P���I�H�Q�L�O�Q�H�����*�0�����������L�O�L��

dimetilamino-skupine (GM508) na hidroizokinolinski ogranak kod 3-hidroksi-2-piridinskih 

oksima (slika 4.15).  
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Tablica 4.9. �0�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�D���V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W odabranih oksima uslijed inkubacije s mikrosomima: poluvrijeme razgradnje 
spoja (t1/2), vrijednosti unutarnjeg klirensa (Cl int) i in vivo �K�H�S�D�W�L�þ�N�R�J�� �N�O�L�U�H�Q�V�D�� ��LBF, engl. liver blood flow) 
�L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�H���M�H�G�Q�D�G�å�E�D�P�D��(4) i (5) �W�H���N�D�W�H�J�R�U�L�M�D���P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�H���V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W�L���N�R�M�R�M���S�U�L�S�D�G�D�M�X�� 

Oksim t1/2 (min) Clint ���—�/���P�L�Q-1 mg-1) Preostali % 
nakon 60min 

LBF / % 
Kategorija 
�P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�H��
stabilnosti 

K867 na na na na na 

K870 na na na na na 

VII  200 6,92 81,7 55 Umjerena 

X 4,55 306 0,00 98 Niska 

Q5 50,2 27,6 46,6 88 Niska 

GM415 139 10,2 75,0 39 Umjerena 

GM113 3,71 374 0,00 99 Niska 

GM508 7,6 182,2 0,00 92 Niska 
a n �± �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�H���V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W�L���]�D���E�L�V�S�L�U�L�G�L�Q�L�M�H�Y�H���R�N�V�L�P�H���Q�L�M�H���V�H���P�R�J�O�D���R�G�U�H�G�L�W�L���S�U�L�P�L�M�H�Q�M�H�Q�R�P���P�H�W�R�G�H���]�D��
detekciju spojeva u uzorku.  
 

 
Slika 4.15. �0�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�D�� �V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W�� �� �R�G�D�E�U�D�Q�L�K�� �R�N�V�L�P�D uslijed inkubacije s mikrosomima izr�D�å�H�Q�D�� �N�D�R�� �R�Y�L�V�Q�R�V�W��
pada koncentracije prisutnog oksima o vremenu inkubacije. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost 
eksperimentalno dobivenih vrije�G�Q�R�V�W�L�����“���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���S�R�J�U�H�ã�N�D����iz najmanje tri pokusa. 
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4.10. In silico �U�D�þ�X�Q�D�O�Q�D���D�Q�D�O�L�]�D���V�Y�R�M�V�W�D�Y�D���L���G�M�Hlovanja oksima 

4.10.1. Fizikalno kemijska svojstva 

Provedena je in silico analiza fizikalno �± kemijskih svojstava oksima �Y�D�å�Q�L�K za procjenu 

�S�D�V�L�Y�Q�R�J�� �S�U�R�O�D�V�N�D�� �N�U�R�]�� �P�H�P�E�U�D�Q�H���� �2�Y�H�� �D�Q�D�O�L�]�H�� �]�D�� �N�R�M�H�� �M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�R�� �V�X�þ�H�O�M�H��Chemicalize, 

uzimaju u obzir parametre poput relativne molekulske mase (Mr), broja donora i akceptora 

vodikovih veza (engl. hydrogen bond donor or acceptor�����+�%�'���L���+�%�$�������E�U�R�M�D���U�R�W�L�U�D�M�X�ü�L�K���Y�H�]�D��

(engl. rotatable bonds�����5�%�������W�H���S�R�O�D�U�Q�X���S�R�Y�U�ã�L�Q�X���V�S�R�M�D�����H�Q�J�O. topological polar surface area, 

TPSA). Prema dobivenim podacima prikazanim u tablici 4.10���� �S�U�R�O�D�]�D�N�� �N�U�R�]�� �E�L�R�O�R�ã�N�H��

�P�H�P�E�U�D�Q�H�� �S�U�H�G�Y�L�ÿ�H�Q�� �M�H�� �N�R�G�� �V�Y�L�K�� �R�N�V�L�P�D�� �R�V�L�P�� �]�D�� �*�0�������� �þ�L�M�L�� �S�D�U�D�P�H�W�U�L�� �L�]�O�D�]�H�� �L�]�� �V�Y�L�K�� �G�D�Q�L�K��

�R�N�Y�L�U�D���S�U�H�S�R�U�X�N�D�����8�]���W�R�����Q�H�J�D�W�L�Y�Q�H���O�R�J�3���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�����O�R�J�D�U�L�W�D�P���N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�D���U�D�V�S�R�G�M�H�O�H���L�]�P�H�ÿ�X��

vode i organskog otapala) mogle bi bispiridinijevim oksima K867 i K870 �R�W�H�å�D�W�L�� �S�D�V�L�Y�Q�L��

prolazak u stanicu.  

Tablica 4.10. In silico procijenjena fizikalno �± �N�H�P�L�M�V�N�D���V�Y�R�M�V�W�Y�D���R�N�V�L�P�D���S�R�P�R�ü�X���V�X�þ�H�O�M�D��Chemicalize: molarna 
masa (Mr�������S�R�G�U�X�þ�M�H���X�N�X�S�Q�H���S�R�O�D�U�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H�����7�3�6�$��, broj donora (HBD) i akceptora (HBA) vodikovih veza, te 
broj veza koje se rotiraju (RB). 

Oksim Mr / g mol-1 �7�3�6�$�������c2 HBD HBA RB logP log D 

K867 332,80 83,44 2 3 6 -6,84 -7,44 

K870 367,24 83,44 2 3 6 -6,24 -7,30 

VII  361,25 41,40 1 2 5 1,09 1,06 

X 340,83 41,40 1 2 5 1,00 0,99 

Q5 309,29 32,59 1 2 11 1,02 1,05 

GM415 399,49 87,41 2 7 9 3,09 2,78 

GM113 475,59 87,41 2 7 10 4,67 4,36 

GM508 518,66 90,65 2 8 11 4,77 4,46 
�3�U�H�S�R�U�X�þ�H�Q�H��
vrijednosti 165 

< 450 < 60 �± 70 < 3 < 7 < 8 < 5 < 5 

 

4.10.2. Utjecaj na enzime sustava citokrom P450 

In silico ana�O�L�]�R�P�� ���N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P�� �S�U�R�J�U�D�P�D��SwissADME) provjereno je inhibiraju li odabrani 

oksimi klj�X�þ�Q�H���H�Q�]�L�P�H sustava �F�L�W�R�N�U�R�P���3�����������&�<�3�����N�R�M�L���V�X���R�G�J�R�Y�R�U�Q�L���]�D���P�H�W�D�E�R�O�L�]�D�P���Y�H�ü�L�Q�H��

�N�V�H�Q�R�E�L�R�W�L�N�D���O�L�M�H�N�R�Y�D�� �X�� �E�L�R�O�R�ã�N�R�P�� �V�X�V�W�D�Y�X���� �,�]��tablice 4.11 �Y�L�G�O�M�L�Y�R�� �M�H�� �G�D�� �S�U�H�P�D�� �U�D�þ�X�Q�D�O�Q�R�M��

procjeni bispiridinijevi oksimi K867 i K870 ne inhibiraju testirane CYP-ove. Zanimljivo je 

primijetiti da svi ostali testirani oksimi inhibiraju CYP2D6, koji je dogovoran za dodatak ili 

uklanjanje pojedinih funkcionalnih grupa ksenobiotika hidroksilacijom, demetilacijom i 
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dealkilacijom168. Imidazolijev oksim VII, za razliku od oksima X, uz CYP2D6 inhibira i 

�&�<�3���&�������� �]�D�G�X�å�H�Q�� �]�D�� �K�L�G�U�R�N�V�L�O�D�F�L�M�X�� �L�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�H�� �H�S�R�N�V�L�G�D�� ���N�U�D�W�N�R�å�L�Y�X�ü�L�K�� �V�L�J�Q�D�O�Q�L�K��

molekula)169. 3-hidroksi-2-piridinska skupina oksima, uz CYP2D6 inhibira i CYP3A4, 

�R�G�J�R�Y�R�U�D�Q���]�D���R�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�H���S�U�R�F�H�V�H���þ�L�P�H���G�H�D�N�W�L�Y�L�U�D���L�O�L���E�L�R�D�N�W�L�Y�L�U�D���N�V�H�Q�R�E�L�R�W�L�N�H�����,�]���W�H���V�N�X�S�L�Q�H���V�H��

�P�R�å�H���L�]�G�Y�R�M�L�W�L���*�0�����������N�R�M�L���G�R�G�D�W�Q�R���L�Q�K�L�E�L�U�D���&�<�3���&���������N�D�R���L���R�N�V�L�P���9�,�,�� 

Tablica 4.11. In silico procijena odabranih oksima kao inhibitora �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K���H�Q�]�L�P�D���F�L�W�R�N�U�R�P���3���������H�Q�]�L�P�V�N�R�J��
sustava. 

Oksim CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4 

K867 - - - - - 

K870 - - - - - 

VII  - + - + - 

X - - - + - 

Q5 - - - + - 

GM415 - - - + + 

GM113 - - - + + 

GM508 - + - + + 
(-) spoj ne inhibira navedene CYP-ove; (+) spoj inhibira navedene CYP-ove 
 

4.10.3. Usporedba oksima s ligan�G�L�P�D���S�R�]�Q�D�W�R�J���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D���L�]���G�R�V�W�X�S�Q�L�K���E�D�]�D���S�R�P�R�ü�X��

farmakofornog modela 

�8�� �V�Y�U�K�X�� �L�G�H�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�H�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �P�H�W�D�� �N�R�M�H�� �L�Q�W�H�U�I�H�U�L�U�D�M�X�� �V�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P��

bispiridinijevim, kinuklidinijevim, imidazolijevim i 3-hidroksi-2-piridinskim oksimima, 

generirani su farmakoforni modeli na osnovu svih testiranih oksima pojedine serije. 

Farmakoforni model bispiridinijevih oksima temeljen je na strukturama 12 bispiridinijevih 

oksima (prikazano u tablici 3.1.) �]�D�M�H�G�Q�R�� �V�� �S�U�L�G�U�X�å�H�Q�L�P�� �,�&50 vrijednostima24,151. Odabrani 

farmakoforni model poravnat s najaktivnijim bispiridnijevim oksimom K870 prikazan je na 

slici 4.16. Najbolje ocijenjeni ligandi koji su najbolje poravnati s farmakofornim modelom 

�L�]�G�Y�R�M�H�Q�L�� �V�X�� �X�� �V�O�X�þ�D�Mu �S�R�V�W�R�M�D�Q�M�D�� �S�R�]�Q�D�W�H�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �P�H�W�H���� �8�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �I�D�U�P�D�N�R�I�R�U�Q�R�J�� �P�R�G�H�O�D��

generiranog na temelju bispiridinijevih oksima, identificiran je tobramicin (slika 4.16), 

aminoglikozidni antibiotik izveden iz Streptomyces tenebrarius�����þ�L�M�L���V�H���P�H�K�D�Q�L�]�D�P���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D��

�W�H�P�H�O�M�L���Q�D���L�U�H�Y�H�U�]�L�E�L�O�Q�R�P���Y�H�]�D�Q�M�X���Q�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L���D�P�L�Q�R�J�O�L�N�R�]�L�G�Q�L���U�H�F�H�S�W�R�U���Q�D�������6���U�L�E�R�V�R�P�V�N�R�M��

�S�R�G�M�H�G�L�Q�L�F�L���L���S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Q�R�P���E�O�R�N�L�U�D�Q�M�X���Q�D�V�W�D�M�D�Q�M�D���N�R�P�S�O�H�N�V�D���L�]�P�H�ÿ�X�������6���S�R�G�M�H�G�L�Q�L�F�H���L���J�O�D�V�Q�L�þ�N�H��

RNA170. 
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Slika 4.16. A) Bispiridinijev oksim K870 i B) tobramicin mapirani na farmakoforni model za bispiridinijeve 
�R�N�V�L�P�H�����&�U�Y�H�Q�R���R�]�Q�D�þ�D�Y�D���S�R�]�L�W�L�Y�D�Q���Q�D�E�R�M�����D���P�D�J�H�Q�W�D���G�R�Q�R�U�D���Y�R�G�L�N�R�Y�L�K���Y�H�]�D���� 
 
�8���V�O�X�þ�D�M�X���L�P�L�G�D�]�R�O�L�M�H�Y�L�K���R�N�V�L�P�D�����S�U�L�N�D�]�D�Q�L���X tablici 3.2) prilikom generiranja farmakofornog 

�P�R�G�H�O�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�H�� �V�X�� �L�� �G�R�G�D�W�Q�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �V�� �,�&50 �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�P�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�P�D�� �X�� �S�U�L�M�D�ã�Q�M�H�P��

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X���Q�D���+�H�S�*�����V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M���O�L�Q�L�M�L25�����1�D���W�H�P�H�O�M�X���R�G�D�E�U�D�Q�L�K���N�R�Q�D�þ�Q�L�K���I�D�U�P�D�N�R�U�Q�L�K���P�R�G�H�O�D��

�L�G�H�Q�W�L�I�L�F�L�U�D�Q���M�H���O�L�J�D�Q�G���L���Q�M�H�J�R�Y�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�D���P�H�W�D������-(etilamino)-N-[(2S,3R)-3-hidroksi-1-fenil-4-

[[3-(trifluorometil)fenil] metilamino]butan-2-il] -5-(2-oksopirolidin-1-il)benzamid i beta-

sekretaza 1 (BACE1) �± aspartatska proteaza (slika 4.17������ �X�N�O�M�X�þ�H�Q�D�� �X�� �Q�D�V�W�D�M�D�Q�M�H�� �P�L�M�H�O�L�Q�V�N�L�K��

�R�Y�R�M�Q�L�F�D���X���S�H�U�L�I�H�U�Q�L�P���å�L�Y�þ�D�Q�L�P���V�W�D�Q�L�F�D�P�D���L���V���Y�D�å�Q�R�P���X�O�R�J�R�P���X���Q�D�V�W�D�M�D�Q�M�X���D�P�L�O�R�L�G-��-peptida u 

�V�O�X�þ�D�M�X���$�O�]�K�H�L�P�H�U�R�Y�H���E�R�O�H�V�W�L171. 

 

 
Slika 4.17. A) Imidazolijev oksim X i B) 3-(etilamino)-N-[(2S,3R)-3-hidroksi-1-fenil-4-[[3-
(trifluorometil)fenil]metilamino]butan-2-il] -5-(2-oksopirolidin-1-il)benzamid mapirani na farmakoforni model za 
imidazolijeve oksime. Crveno �R�]�Q�D�þ�D�Y�D���S�R�]�L�W�L�Y�Q�R���L�R�Q�L�]�D�E�L�O�Q�X���V�N�X�S�L�Q�X�����P�D�J�H�Q�W�D���G�R�Q�R�U�D���Y�R�G�L�N�R�Y�L�K���Y�H�]�D�����D���S�O�D�Y�R��
aromatsku, odnosno alifatsku hidrofobnu skupinu. 
 
Za generiranje farmakofornih modela na temelju kinuklidinijevih (prikazani u tablici 3.3), 

odnosno 3-hidroksi-2-piridinskih (prikazani u tablica 3.4���� �R�N�V�L�P�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�H�� �V�X�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �,�&50 

�Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �Q�D�� �+�H�S�*���� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M�� �O�L�Q�L�M�L���� �3�U�H�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�P�� �E�D�]�D�� �V�S�R�M�H�Y�D�� �L�� �Q�M�L�K�R�Y�L�P��

mapiranjem na osnovu dobivenog farmakofornog modela identificirani su ligandi i njima 

�S�U�L�G�U�X�å�H�Q�H�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �P�H�W�H���� �X �V�O�X�þ�D�M�X�� �I�D�U�P�D�N�R�I�R�U�Q�R�J�� �P�R�G�H�O�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�J�� �]�D�� �N�L�Q�X�N�O�L�G�L�Q�L�M�H�Y�H 
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oksime identificiran je inhibitor aldehid dehidrogenaze A1 �± Etil 4-(3-{[4 -(2-

hidroksietil)fenil]amino}-2,5-diokso-1-pirolidinil)benzoat (slika 4.18������ �X�� �V�O�X�þ�D�M�X��

farmakofornog modela za 3-hidroksi-2-piridinske oksime identificiran je inhibitor citokrom 

P450cam �± (1R,3S,5R,7S)-N-[8-({[5 -(dimetilamino)naftalen-1-il]sulfonil}amino)oktil] -3 

hidroksitriciklo[3.3.1.1~3,7~]dekan-1-karboksamid (slika 4.19).  

 

 
Slika 4.18. A) Kinuklidinijev oksim Q5 i B) Etil 4-(3-{[4 -(2-hidroksietil)fenil]amino}-2,5-diokso-1-
�S�L�U�R�O�L�G�L�Q�L�O���E�H�Q�]�R�D�W�� �P�D�S�L�U�D�Q�L�� �Q�D�� �I�D�U�P�D�N�R�I�R�U�Q�L�� �P�R�G�H�O�� �]�D�� �N�L�Q�X�N�O�L�G�L�Q�L�M�H�Y�H�� �R�N�V�L�P�H���� �0�D�J�H�Q�W�D�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�� �G�R�Q�R�U�D��
vodikovih veza, a plavo hidrofobnu skupinu.  
 

 
Slika 4.19. A) 3-hidroksi-2-piridinijski oksim GM508 i B) (1R,3S,5R,7S)-N-[8-({[5 -(dimetilamino)naftalen-1-
il]sulfonil}amino)oktil] -3 hidroksitriciklo[3.3.1.1~3,7~]dekan-1-karboksamid  mapirani na farmakoforni model 
za 3-hidroksi-2-�S�L�U�L�G�L�Q�V�N�H���R�N�V�L�P�H�����0�D�J�H�Q�W�D���R�]�Q�D�þ�D�Y�D���G�R�Q�R�U�D���Y�R�G�L�N�R�Y�L�K���Y�H�]�D�����S�O�D�Y�R���K�L�G�U�R�I�R�E�Q�X���Vkupinu, a zeleno 
akceptora vodikovih veza. 
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�†������ RASPRAVA 

Cilj �R�Y�H���G�R�N�W�R�U�V�N�H���G�L�V�H�U�W�D�F�L�M�H���E�L�R���M�H���Q�D�þ�L�Q�L�W�L���U�D�Q�L���S�U�R�E�L�U���R�N�V�L�P�D���W�H�P�H�O�M�H�Q���Q�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P���W�H�V�W�R�Y�L�P�D��

i �S�R�N�D�]�D�W�L�� �S�R�Y�H�]�D�Q�R�V�W�� �X�þ�L�Q�D�N�D�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M�� �U�D�]�L�Q�L�� �V�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P�� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�L�P�� �H�O�H�P�H�Q�W�L�P�D��

oksima, koji nisu �Q�X�å�Q�R���X�N�O�M�X�þ�H�Q�L���X���Q�M�L�K�R�Y�R���S�U�L�P�D�U�Q�R���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�H���R�G�Q�R�V�Q�R���U�H�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X���$�&�K�(. 

Ovakav pristup �L�V�N�O�M�X�þ�Lo bi �R�N�V�L�P�H�� �Q�H�]�D�G�R�Y�R�O�M�D�Y�D�M�X�ü�L�K�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�D�� �L�]�� �G�D�O�M�Q�M�L�K�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D��

�Y�H�ü��u ranoj fazi razvoja novih protuotrova. �8���W�X���V�Y�U�K�X���L�V�S�L�W�D�Q�H���V�X���þ�H�W�L�U�L���V�H�U�L�M�H���R�N�V�L�P�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K��

�V�W�U�X�N�W�X�U�Q�L�K�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�D���� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K�� �X�� �U�D�]�Y�R�M�X�� �Q�R�Y�L�K�� �U�H�D�N�W�L�Y�D�W�R�U�D�� �$�&�K�(����

bispiridinijevi, imidazolijevi, kinuklidinijevi i 3-hidroksi-2-piridinski oksimi.  

 Za imidazolijeve oksime VII i X te kinuklidinijev �4�������S�R�N�D�]�D�Q�R���M�H���G�D���X�W�M�H�þ�X��na integritet 

�V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �P�H�P�E�U�D�Q�H���� �R�ã�W�H�ü�X�M�X�� �V�W�D�Q�L�F�X�� �L�� �X�]�U�R�N�X�M�X�� �W�U�H�Q�X�W�Q�X�� �V�P�U�W�� �V�W�D�Q�L�F�H���� �G�R�N�� �M�H�� �W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W��

bispiridinijevih i 3-hidroksi-2-�S�L�U�L�G�L�Q�V�N�L�K���R�N�V�L�P�D���S�R�V�O�M�H�G�L�F�D���G�U�X�J�R�J���P�H�K�D�Q�L�]�P�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���V�P�U�W�L��

�± �U�H�J�X�O�L�U�D�Q�H�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �V�P�U�W�L���� �D�S�R�S�W�R�]�H172���� �9�D�O�M�D�� �L�V�W�D�N�Q�X�W�L�� �L�� �N�D�N�R�� �V�H�� �F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�L�� �X�þ�L�Q�D�N�� �V�Y�L�K��

�R�N�V�L�P�D�� �Q�L�M�H�� �U�D�]�O�L�N�R�Y�D�R�� �R�Y�L�V�Q�R�� �R�� �W�L�S�X�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �ã�W�R�� �S�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�O�M�D�� �M�H�G�Q�D�N�� �P�H�K�D�Q�L�]�D�P�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J��

djelovanja.  

�,�D�N�R���S�U�R�Y�H�G�H�Q�R���G�H�W�D�O�M�Q�R���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H���Q�L�M�H���G�D�O�R���M�H�G�Q�R�]�Q�D�þ�D�Q���R�G�J�R�Y�R�U���ã�W�R���M�H���X�]�U�R�N�����D���ã�W�R��

posljedica djelovanja oksima, rezultati ipak izdvajaju oksidacijski stres kao jedan od �P�R�J�X�ü�L�K��

�R�N�L�G�D�þ�D �W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L. �,�]�Q�L�P�N�D���M�H���X�R�þ�H�Q�D���M�H�G�L�Q�R���N�R�G����-hidroksi-2-piridinskog oksima GM508 i 

kinuklidinijevog oksima Q5 �ã�W�R�� �X�S�X�ü�X�M�H�� �Q�D�� �þ�L�Q�M�H�Q�L�F�X�� �G�D��razlike u strukturi, poput dodatka 

dimetilaminofenilnog supstituenta na hidroizokinolinski �S�R�E�R�þ�Qi ogranak te kinuklidinijeva 

�M�H�]�J�U�D���V���D�O�N�L�O�Q�L�P���O�D�Q�F�H�P���� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R���X�W�M�H�þ�X���Q�D���P�H�K�D�Q�L�]�D�P���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D���Q�D���V�W�D�Q�L�F�H. Nadalje, kod 

�Y�H�ü�L�Q�H�� �R�N�V�L�P�D���� �X�]�� �L�]�Q�L�P�N�X�� �G�Y�D�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R�� �Q�D�Y�H�G�H�Q�D���� �]�D�P�L�M�H�ü�H�Q�D�� �M�H�� �L�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�D�� �M�H�G�Q�R�J��

�þ�L�P�E�H�Q�L�N�D���R�E�U�D�Q�H���R�G��oksidacijskog �V�W�U�H�V�D���R�G�Q�R�V�Q�R���R�N�V�L�G�D�F�L�M�D���X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J���W�L�R�O�D���J�O�X�W�D�W�L�R�Q�D��

(GSH) kao pokazatelja antioksidacijskog statusa173�����ã�W�R���E�L���G�R�G�D�W�Q�R���W�U�H�E�D�O�R���L�V�S�L�W�D�W�L�����7�D�N�R�ÿ�H�U������-

hidroksi-2-�S�L�U�L�G�L�Q�V�N�L�� �R�N�V�L�P�L���� �*�0�������� �L�� �*�0���������� �S�R�Y�H�ü�D�O�L�� �V�X�� �U�D�]�L�Q�X�� �*�6�+�� �ã�W�R�� �P�R�å�H�� �V�X�J�H�U�L�U�D�W�L��

�S�R�þ�H�W�D�N���V�L�Q�W�H�]�H���Q�R�Y�R�J���*�6�+132 �N�D�R���Q�D�þ�L�Q�D���D�G�D�S�W�D�F�L�M�H���Q�D���Q�R�Y�R�Q�D�V�W�D�O�H���X�Y�M�H�W�H����slika 4.1). Uz to, 

�S�R�Y�H�ü�D�Q�D�� �L�Q�G�X�N�F�L�M�D�� �5�2�6-�R�Y�D�� �S�R�Y�H�]�D�Q�D�� �M�H�� �V�D�� �]�D�P�L�M�H�ü�H�Q�L�P�� �V�Q�L�å�H�Q�M�H�P�� �L�O�L�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�P��

mitohondrijskog membranskog potencijala ���û��m)174 nakon tretmana oksimima. Takva 

�S�U�R�P�M�H�Q�D�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�D�� �X�]�U�R�N�X�M�H�� �G�L�V�I�X�Q�N�F�L�M�X�� �P�L�W�R�K�R�Q�G�U�L�M�D�� �L�� �S�R�U�H�P�H�ü�D�M�� �O�D�Q�F�D��oksidacijske 

fosforilacije174 �ã�W�R���M�H���X�M�H�G�Q�R���L���X�V�N�R���S�R�Y�H�]�D�Q�R���V���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P���S�D�W�R�O�R�J�L�M�D�P�D132�����3�R�U�H�P�H�ü�D�M��

oksidacijske �I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�H���R�G�U�D�å�D�Y�D���V�H���L���Q�D���U�D�]�L�Q�X���D�G�H�Q�R�]�L�Q���W�U�L�I�R�V�I�D�W�D�����$�7�3-a), energetske valute 
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�V�W�D�Q�L�F�H�����1�D�L�P�H�����X���V�O�X�þ�D�M�X���G�D���V�W�D�Q�L�F�D���Q�H�P�D���G�R�Y�R�O�M�Q�R���H�Q�H�U�J�L�M�H���]�D���S�R�N�U�H�W�D�Q�M�H���D�S�R�S�W�R�]�H�����P�H�K�D�Q�L�]�D�P��

�ü�H�� �V�H�� �R�N�U�H�Q�X�W�L�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M�� �V�P�U�W�L�� �Sutem nekroze160,175���� �ã�W�R�� �M�H�� �Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�R�� �E�L�R�� �X�þ�L�Q�D�N�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D��

�L�P�L�G�D�]�R�O�L�M�H�Y�L�K�� �R�N�V�L�P�D�� �9�,�,�� �L�� �;���� �1�D�V�X�S�U�R�W�� �W�R�P�H���� �D�S�R�S�W�R�]�D�� �M�H�� �]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q�D�� �Q�D�N�R�Q�� �W�U�H�W�P�D�Q�D��

bispiridinijevim i 3-hidroksi-2-piridinskim oksimima, aktivacijom enzima kaspaze 9, 

�R�G�J�R�Y�R�U�Q�H�� �]�D�� �S�R�N�U�H�W�D�Q�M�H�� �X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J����puta ovisnog o mitohondriju176. Zanimljivo je za 

primijetiti da kinuklidinijev oksim Q5 i 3-hidroksi-2-piridinski oksim GM508, kod kojih nije 

�]�D�P�L�M�H�ü�H�Q�D�� �L�Q�G�X�N�F�L�M�D�� �5�2�6-ova, aktiviraju kaspazu 8, odgovornu za pokretanje apoptoze 

�L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P����putom ovisnim o receptoru���� �0�R�J�X�ü�H�� �M�H�� �G�D�� �P�H�K�D�Q�L�]�D�P�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D�� �R�Y�D�� �G�Y�D��

�R�N�V�L�P�D���X�N�O�M�X�þ�X�M�H���Y�H�]�D�Qje na receptore smrti, posebno na one iz porodice receptora povezanih 

s faktorima nekroze tumora (TNF)177���� �7�D�N�R�ÿ�H�U���� �Sretpostavlja se da dugi alikilni  lanci na 

kinuklidinijevoj strukturi kao kod Q5 op�R�Q�D�ã�D�M�X�� �P�D�V�Q�H�� �N�L�V�H�O�L�Q�H i djeluju na promjene u 

�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M�� �P�H�P�E�U�D�Q�L178, potencijalno stvaraju micele179 �L�� �V�D�P�L�P�� �W�L�P�H�� �S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Q�R�� �G�R�Y�R�G�H�� �G�R��

smrti stanice. 

�'�U�X�J�L���P�R�J�X�ü�L���P�H�K�D�Q�L�]�D�P���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D��odabranih spojeva je djelovanje putem interakcije 

�V���D�F�H�W�L�O�N�R�O�L�Q�V�N�L�P�����Q�L�N�R�W�L�Q�V�N�L�P���L���P�X�V�N�D�U�L�Q�V�N�L�P�����L�O�L���G�U�X�J�L�P���U�H�F�H�S�W�R�U�L�P�D���S�U�L�V�X�W�Q�L�P���Q�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M��

�P�H�P�E�U�D�Q�L�� �þ�L�P�H�� �X�W�M�H�þ�X�� �Q�D�� �V�L�J�Q�D�O�Q�H�� �S�X�W�R�Y�H�� �X�� �V�W�D�Q�L�F�L���� �2�S�ü�H�Q�L�W�R���� �I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�R�P�� �L�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�R�P��

kinaza poput p38 MAPK, stanica odgovara na stres i prolazi procese diferencijacije, apoptoze 

ili autofagije. Ujedno, aktivacija p38 MAPK (slika 4.11) je povezana s indukcijom 

oksidacijskog stresa i aktivacijom kaspaza 8 i 9180���� �ã�W�R�� �M�H�� �S�U�L�P�L�M�H�ü�H�Q�R�� �L�� �X�� �R�Y�R�P�� �U�D�G�X�� �Q�D�N�R�Q��

izlaganja stanica imidazolijevim, bispiridinijevim i 3-hidroksi-2-piridinskim oksimima. 

�1�D�G�D�O�M�H�����]�Q�D�þ�D�M�Q�R���V�P�D�Q�M�H�Q�D���I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�D���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�R�J���I�D�N�W�R�U�D��STAT3, koja je pokazana kod 

�R�N�V�L�P�D���.�����������*�0�����������*�0���������L���*�0�����������X�W�M�H�þe na smanjenu transkripciju proteina neophodnih 

�]�D���R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H���K�R�P�H�R�V�W�D�]�H���V�W�D�Q�L�F�H�����D���P�R�å�H���E�L�W�L���S�R�Y�H�]�D�Q�D���V���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�H�P���Q�D���U�H�F�H�S�W�R�U�H��citokina i 

epidermalnih faktora rasta (engl. epidermal growth factor, EGF)181. Teoretski, oksimi mogu 

inhibirati i receptore faktora rasta (engl. growth factor receptors, GFR)182,183���� �ã�W�R���E�L���G�R�G�D�W�Q�R��

objasnilo npr. aktivaciju apoptoze mitohondrijskim puto�P�����E�X�G�X�ü�L���G�D���L�Q�K�L�E�L�F�L�M�D���*�)�5���Q�H���G�R�Y�R�G�L��

do aktivacije anti-�D�S�R�S�W�R�W�L�þ�Q�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �%�Fl-2184,185. Nadalje, aktivacijom kinaze ERK1/2 

stanica sudjeluje u regulaciji �P�H�M�R�]�H���� �P�L�W�R�]�H���L���S�R�V�W�P�L�W�R�W�L�þ�N�H���I�X�Q�N�F�L�M�H186���� �]�D���þ�L�M�X���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X���M�H��

potreban ATP187�����ã�W�R���V�H���S�R�N�D�]�D�O�R���W�R�þ�Q�L�P���X���V�O�X�þ�D�M�X���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L���R�N�V�L�P�L�P�D���*�0415 i GM113. S 

�G�U�X�J�H���V�W�U�D�Q�H�����L�P�L�G�D�]�R�O�L�M�H�Y�L���R�N�V�L�P�L�����X�W�M�H�þ�X���Q�D���V�P�D�Q�M�X�M�X���I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�X���(�5�.����������slika 4.13). Kod 

3-hidroksi-2-piridinskih oksima i �L�P�L�G�D�]�R�O�L�M�H�Y�R�J�� �R�N�V�L�P�D�� �;���� �]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q�D�� �M�H�� �L�� �S�R�M�D�þ�D�Q�D��
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fosforilacija acetil-�&�R�$�� �N�D�U�E�R�N�V�L�O�D�]�H�� ���$�&�&������ �,�Q�D�þ�H���� �I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�D�� �L�Q�K�L�E�L�U�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �$�&�&�� �L��

�X�]�U�R�N�X�M�H���S�R�Y�H�ü�D�Q�X���R�N�V�L�G�D�F�L�M�X���L���V�P�D�Q�M�H�Q�X���V�L�Q�W�H�]�X���P�D�V�Q�L�K���N�L�V�H�O�L�Q�D188.  

 Pretpostavljeni mehanizam djelovanja oksima �R�Y�L�V�L�� �L�� �R�� �Q�M�L�K�R�Y�R�M�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�L�� �X�O�D�V�N�D�� �X��

stanicu, bilo pasivnim, primarnim aktivnim ili sekundarnim aktivnim prijenosom189,190. Uspiju 

li oksimi �S�D�V�L�Y�Q�R���S�U�R�ü�L���E�L�R�O�R�ã�N�H���P�H�P�E�U�D�Q�H�����Q�D�L�ü�L���ü�H���Q�D���S�U�H�S�U�H�N�X�����3-glikoprotein (P-gp) pumpe 

�þ�L�M�D���M�H���]�D�G�D�ü�D���L�]�E�D�F�L�W�L���V�S�R�M�H�Y�H���Q�D�W�U�D�J���N�D�N�R���E�L���R�G�U�å�D�O�L���K�R�P�H�R�V�W�D�]�X���V�W�D�Q�L�F�H���L���X�N�O�R�Q�L�O�L���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R��

�W�R�N�V�L�þ�Q�H���V�Sojeve191. �,�]���O�L�W�H�U�D�W�X�U�H���M�H���Y�H�ü���S�R�]nato da bispiridinijevi oksimi K867 i K870 pokazuju 

�Q�L�V�N�X�� �G�R�� �X�P�M�H�U�H�Q�X�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W prolaska kroz membrane24. �2�S�ü�H�Q�L�W�R���� �]�D�� �S�U�R�O�D�]�D�N�� �P�R�O�H�N�X�O�H��

pasivnim prijenosom bitna su �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D���I�L�]�L�N�D�O�Q�R���± kemijska svojstva poput �Y�H�O�L�þine molekule, 

lipofilnosti, polarnosti te fleksibilnosti. Prema eksperimentalno dobivenim rezultatima, 

�P�R�å�H�P�R���]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L���N�D�N�R���V�X���Q�H�R�Y�L�V�Q�R���R���V�W�U�X�N�Wuri, svi testirani oksimi P-gp supstrati, relativno 

�Q�L�V�N�R�J�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�D�� �]�D�� �S�D�V�L�Y�Q�L�� �S�U�R�O�D�]�D�N�� �X�� �V�W�D�Q�L�F�X���� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �P�R�å�H�� �V�H�� �S�U�L�P�M�H�W�L�W�L�� �G�D�� �G�R�G�D�W�D�N��

dimetilamino-skupina na hidroizokinolinskom supstituentu kod 3-hidroksi-2-piridinskih 

oksima �]�Q�D�þ�D�M�Q�R��smanjuje mogu�ü�Q�R�V�W���S�D�V�L�Y�Q�R�J���S�U�R�O�D�V�N�D���N�U�R�]���P�H�P�E�U�D�Q�H���X���X�V�S�R�U�H�G�E�L���V��drugim 

oksimima iz te skupine, GM415 i GM113. �7�D�N�R�ÿ�H�U�����L��in silico analizom procijenjen je nizak 

�S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�� �S�U�R�O�D�V�N�D�� �R�N�V�L�P�D���� �]�E�R�J�� �P�D�Q�M�N�D�Y�L�K�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�D�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �S�U�H�Y�H�O�L�N�D�� �P�R�O�H�N�X�O�V�N�D��

masa (Mr�������S�R�G�U�X�þ�M�H���S�R�O�D�U�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H�����7�3�6�$������broja veza koje se rotiraju (RB) ili nizak logP165. 

�1�R�����W�R���Q�H���]�Q�D�þ�L���G�D���R�N�V�L�P�L���Q�H�ü�H���X�ü�L���X���V�W�D�Q�L�F�X���Q�H�N�L�P���G�U�X�J�L�P���Q�D�þ�L�Q�R�P�����Q�S�U�����D�N�W�L�Y�Q�L�P���S�U�L�M�H�Q�R�V�R�P��

putem nekog od transportera. 

 Potencijalne mete djelovanja odabranih �R�N�V�L�P�D�� �N�R�M�H�� �E�L�� �E�L�O�H�� �X�]�U�R�N�R�P�� �]�D�P�L�M�H�ü�H�Q�L�K��

�W�R�N�V�L�þ�Q�L�K�� �X�þ�L�Q�D�N�D���� �S�U�R�F�L�M�H�Q�M�H�Q�H�� �V�X�� �L��in silico metoda�P�D���� �,�D�N�R�� �X�� �Q�D�ã�H�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L��

�U�H�]�X�O�W�D�W�L���Q�H���X�S�X�ü�X�M�X���Q�D���N�R�Q�N�U�H�W�Q�H���]�D�N�O�M�X�þ�N�H�����G�R�E�L�Y�H�Q�D���M�H���ã�L�U�D���V�O�L�N�D���P�R�J�X�ü�L�K���P�H�W�D���R�N�V�L�P�D���N�D�R��

�S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�� �]�D�� �G�D�O�M�Q�M�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���� �3�U�Y�H�Q�V�W�Y�H�Q�R���� �N�D�R�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�H�� �P�H�W�H�� �L�]�G�Y�R�M�H�Q�L�� �V�X�� �H�Q�]�L�P�L  

sustava citokroma P450 (CYP2D6, CYP3A4) koji su i odgovorni za metabolizam 

ksenobiotika/lijekova. Za ovdje testirane oksime, koji su svrstani u skupinu umjerene ili niske 

�P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�H���V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W�����R�Y�D�N�D�Y���U�H�]�X�O�W�D�W���P�R�å�H���L�P�D�W�L���]�Q�D�þ�D�M���N�R�G���H�Y�H�Q�W�X�D�O�Q�H���S�U�L�P�M�H�Q�H��in vivo kada 

bi npr. inhibicijom ovih enzima direktno smanjili �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���P�H�W�D�E�R�O�L�]�L�U�D�Q�M�D���V�S�R�M�H�Y�D���L���S�R�Y�H�ü�D�O�L��

�Q�M�L�K�R�Y�X�� �W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W���� �8�]�� �W�R���� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�D�� �I�D�U�P�D�N�R�O�R�ã�N�D�� �P�H�W�D�� ��-hidroksi-2-piridinskih oksima, 

�S�U�H�G�Y�L�ÿ�H�Q�D��molekulskim modeliranjem farmakofora, je i CYP101 iz bakterije Pseudomonas 

putida192�����ã�W�R �V�X�J�H�U�L�U�D���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���L�Q�K�L�E�L�F�L�M�H���L���R�V�W�D�O�L�K���F�L�W�R�N�U�R�P�D���3������ �]�E�R�J���V�O�L�þ�Q�R�V�W�L���V�W�U�X�N�W�X�U�D193. 

�1�D�V�X�S�U�R�W�� �W�R�P�H���� �S�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�O�M�H�Q�D�� �I�D�U�P�D�N�R�O�R�ã�N�D�� �P�H�W�D�� �N�L�Q�X�N�O�L�G�L�Q�L�M�H�Y�R�J�� �R�N�V�L�P�� �4���� �M�H�� �D�O�G�H�K�L�G��

dehidrogenaza A1 (ALDH1A1), detoksifikacijski �H�Q�]�L�P���O�R�N�D�O�L�]�L�U�D�Q���S�U�L�P�D�U�Q�R���X���M�H�W�U�L���Q�X�å�D�Q���]�D��
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�]�D�ã�W�L�W�X���R�U�J�D�Q�L�]�P�D���R�G���ã�W�H�W�Q�L�K���V�S�R�M�H�Y�D194. Tako je, 1,5 �± �����S�X�W�D���Q�L�å�D���,�&50 �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q�D��

na jetrenim stanicama HepG2 koje eksprimiraju ALDH1195, nakon tretmana oksimom Q5, u 

�X�V�S�R�U�H�G�E�L���V���R�V�W�D�O�L�P���W�L�S�R�Y�L�P�D���V�W�D�Q�L�F�D�����8�]���W�R�����P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���L�Q�K�L�E�L�F�L�M�H���$�/�'�+�����P�R�å�H���V�H���X�V�P�M�H�U�L�W�L���X��

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �L�Q�K�L�E�Ltora koji se koriste za blokiranje napretka proliferacije stanica 

raka jajnika196. �8���V�O�X�þ�D�M�X���I�D�U�P�D�N�R�I�R�U�Q�R�J���P�R�G�H�O�D���J�H�Q�H�U�L�U�D�Q�R�J���Q�D���W�H�P�H�O�M�X���E�L�V�S�L�U�L�G�L�Q�L�M�H�Y�L�K���R�N�V�L�P�D��

identificiran je tobramicin, aminoglikozidni antibiotik izveden iz Streptomyces tenebrarius, 

�N�R�U�L�ã�W�H�Q���S�U�Y�H�Q�V�W�Y�H�Q�R���]�D���W�U�H�W�L�U�D�Q�M�H���J�U�D�P-negativnih bakterijskih infekcija197 �þ�L�M�L���V�H���P�H�K�D�Q�L�]�D�P��

�G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D�� �W�H�P�H�O�M�L�� �Q�D�� �L�U�H�Y�H�U�]�L�E�L�O�Q�R�P�� �Y�H�]�D�Q�M�X�� �Q�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�� �D�P�L�Q�R�J�O�L�N�R�]�L�G�Q�L�� �U�H�F�H�S�W�R�U�� �Q�D�� �����6��

�U�L�E�R�V�R�P�V�N�R�M�� �S�R�G�M�H�G�L�Q�L�F�L�� �L�� �S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Q�R�P�� �E�O�R�N�L�U�D�Q�M�X�� �Q�D�V�W�D�M�D�Q�M�D�� �N�R�P�S�O�H�N�V�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �����6��

�S�R�G�M�H�G�L�Q�L�F�H�� �L�� �J�O�D�V�Q�L�þ�N�H�� �5�1�$170. Zbog toga, bispiridinijevi oksimi K867 i K870 bi se mogli 

�S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R�� �X�N�O�M�X�þ�L�W�L�� �X�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �U�D�]�Y�R�M�D�� �Q�R�Y�L�K�� �D�Q�W�L�E�L�R�W�L�N�D�� �L�� �D�Q�W�L�E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�K�� �D�J�H�Q�D�V�D����

�3�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�D�� �I�D�U�P�D�N�R�O�R�ã�N�D�� �P�H�W�D��djelovanja imidazolijevih oksima, VII i X, prema 

farmokofornom modelu je beta-sekretaza 1 (BACE1). Zanimljivo je da ta aspartatska proteaza 

�X�N�O�M�X�þ�H�Q�D�� �X�� �Q�D�V�W�D�M�D�Q�M�H�� �P�L�M�H�O�L�Q�V�N�L�K�� �R�Y�R�M�Q�L�F�D�� �X�� �S�H�U�L�I�H�U�Q�L�P�� �å�L�Y�þ�D�Q�L�P�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �L�� �V�� �Y�D�å�Q�R�P��

ulogom u nastajanju amiloid-��-�S�H�S�W�L�G�D���X���V�O�X�þ�D�M�X���$�O�]�K�H�L�P�H�U�R�Y�H���E�R�O�H�V�W�L171�����ã�W�R���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D���Q�R�Y�L��

�V�P�M�H�U���]�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D���R�Y�L�K���R�N�V�L�P�D�� 

 �1�D�U�D�Y�Q�R���� �W�U�H�E�D���L�P�D�W�L���X���Y�L�G�X���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R���G�U�X�J�D�þ�L�M�L���R�G�J�R�Y�R�U���S�U�L���W�H�V�W�L�U�D�Q�M�X�� �R�N�V�L�P�D���X��in 

vivo �V�X�V�W�D�Y�X�� �]�E�R�J�� �P�H�ÿ�X�G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D�� �V�Y�L�K�� �N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�Q�L�� �E�L�R�O�R�ã�N�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D�� �L�� �S�U�R�F�H�V�D�� �S�R�S�X�W��

apsorpcije, distribucije i eliminacije spoja iz organizma132���� �1�D�G�D�O�M�H���� �]�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �M�H 

�L�Q�G�L�N�D�W�L�Y�Q�R�� �G�H�I�L�Q�L�U�D�W�L�� �L�� �P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�H�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H�� �V�S�R�M�H�Y�D��koje doprinose utjecaju �Q�D�� �E�L�R�O�R�ã�N�L��

sustav �N�D�N�R���E�L���V�H���L�]�E�M�H�J�O�H���Q�H�Q�D�P�M�H�U�Q�H���S�R�V�O�M�H�G�L�F�H���Q�D���O�M�X�G�H���L�O�L���S�U�R�Q�D�ã�O�D���S�R�å�H�O�M�Q�D���U�M�H�ã�H�Q�M�D���]�D���E�R�O�H�V�W�L��

�L�O�L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �P�H�G�L�F�L�Q�V�N�H�� �W�H�U�D�S�L�M�H upotrebom kombinacije spojeva132. Tako, dva spoja u 

kombinaciji mogu imati nekoliko mehanizama djelovan�M�D�����D�G�L�W�L�Y�Q�L�����D�Q�W�D�J�R�Q�L�V�W�L�þ�N�L�����S�R�W�H�Q�F�L�M�V�N�L��

�L�O�L���V�L�Q�H�U�J�L�V�W�L�þ�N�L���X�þ�L�Q�D�N��u usporedbi s njihovim individualnim �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�H�P�����8���V�O�X�þ�D�M�X���W�H�V�W�L�U�D�Q�L�K��

oksima, npr. kombinacija imidazolijevih oksima VII i X, te 3-hidroksi-2-piridinskih GM415 i 

GM508 rezultirala je pojav�R�P���V�L�Q�H�U�J�L�V�W�L�þ�N�R�J���W�R�N�V�L�þ�Q�R�J���X�þ�L�Q�N�D�����,�V�W�R���W�D�N�R�����N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�D���R�N�V�L�P�D��

Q5 s K867, VII, X, GM415 i GM113; VII s 3-hidroksi-2-piridinskim oksimima te X s GM415 

�L�� �*�0�������� �U�H�]�X�O�W�L�U�D�O�D�� �M�H�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�V�N�L�P�� �W�R�N�V�L�þ�Q�L�P�� �X�þ�L�Q�N�R�P���� �1�D�L�P�H���� �V�L�Q�H�U�J�L�V�W�L�þ�N�L i potencijski 

�X�þ�L�Q�D�N je isti tip djelovanja, no razlikuju po tome jesu li u kombinaciji analogne strukture ili 

ne132. Dakle, prilikom eventualne primjene in vitro ili in vivo �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D���� �Q�L�N�D�N�R�� �Q�H�� �E�L��

trebalo koristiti navedene oksime u kombinaciji. 
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�8�]�L�P�D�M�X�ü�L�� �X�� �R�E�]�L�U�� �V�Y�H��ovdje prikazane �U�H�]�X�O�W�D�W�H�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �L��in silico 

�D�Q�D�O�L�]�H�����D�O�L���L���U�H�]�X�O�W�D�W�H���S�U�H�W�K�R�G�Q�L�K���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D���R�N�V�L�P�D���Q�D���S�U�L�P�D�U�Q�X���P�H�W�X���X���R�U�J�D�Qizmu 

tj. enzime AChE i BChE, �P�R�J�X���V�H���L�V�W�D�N�Q�X�W�L���R�S�üenite preporuke prikazane u tablici 5.1:   

 

Tablica 5.1. Kvalitativni prikaz djelovanja odabranih oksima na primarne mete i stanice.  

Oksimi Inhibicija 
AChE 

Inhibicija 
BChE 

Reaktivacija 
AChE 

Reaktivacija 
BChE 

�&�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W 

Bispiridinijevi   

K203 + - + - - 

K048 + - + - - 

K867 + - + - + 

K868 + - + - - 

K869 + - + - - 

K870 + - + - + 

Imidazolijevi   
IV - + - + - 

VI  - + - + - 

VII  - + - + + 
X - + - + + 

Kinuklidinijevi    
Q1 - - - - - 

Q2 - - - - - 

Q3 - - - - - 

Q4 - - - - - 

Q5 + + - - + 

Q6 - - - - - 

Q8 + + - + - 

3-hidroksi -2-piridinski     
JR585 + + - - - 

JR595 - - + + - 

GM415 + + + + + 

GM113 + + + - + 
GM508 + + - - + 

���������L�P�D���X�þ�L�Q�N�D���Q�D���S�U�L�P�D�U�Q�X���P�H�W�X���L�O�L���V�W�D�Q�L�F�H������-�����Q�H�P�D���X�þ�L�Q�N�D���Q�D���S�U�L�P�D�U�Q�X���P�H�Wu ili stanice 
 

Kod bispiridinijevih oksima u dizajnu novih protuotrova treba izbjegavati kombinaciju 

�G�Y�R�V�W�U�X�N�H���Y�H�]�H���X���S�R�Y�H�]�Q�L�F�L���L�]�P�H�ÿ�X���G�Y�D��piridinijeva prstena uz prisutnost klorovih atoma (K867 

�L�� �.������������ �1�D�L�P�H���� �X�Y�R�ÿ�H�Q�M�H�� �G�Y�R�V�W�U�X�N�H�� �Y�H�]�H�� �X�� �S�R�Y�H�]�Q�L�F�X�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �S�Lridinijevih prstenova, 

rezultiralo je boljom reaktivacijom acetilkolinesteraze inhibirane organofosfatom tabunom 

(K203 > K048) �L���Q�L�M�H���X�W�M�H�F�D�O�R���Q�D���W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W��94,122 (tablica 4.1 i 5.1). Dodatak klora u osnovnu 

�V�W�U�X�N�W�X�U�X���E�L�V�S�L�U�L�G�L�Q�L�M�H�Y�L�K���R�N�V�L�P�D���L�P�D�R���M�H���]�D���F�L�O�M���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H���O�L�S�R�I�L�O�Q�R�V�W�L���R�N�V�L�P�D kako bi oksim 

�O�D�N�ã�H�� �S�U�R�ã�D�R�� �N�U�R�]�� �P�H�P�E�U�D�Q�X24 i smanjenja pKa vrijednosti oksimske skupine. Prisustvo obje 
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strukturne karakteristike u jednoj molekuli �Q�L�M�H���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���G�R�S�U�L�Q�L�M�H�Oo afinitetu AChE i BChE za 

oksime, niti reaktivaciji fosfosfiliranih kolinesteraza kao primarnih meta, u odnosu na oksime 

kod kojih �M�H�� �S�U�L�V�X�W�Q�D�� �V�D�P�R�� �M�H�G�Q�D�� �R�G�� �R�Y�L�K�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�D�� ���.���������� �.���������� �.������������ �P�H�ÿ�X�W�L�P��

djelovanju na stanice jest. Ova serija oksima uzrokovala je pokretanje procesa apoptoze putom 

ovisnom o mitohondriju�����D�N�W�L�Y�D�F�L�M�R�P���H�Q�]�L�P�D���N�D�V�S�D�]�H���������%�X�G�X�ü�L���G�D��su prema in silico analizama 

�L���G�R�V�D�G�D�ã�Q�M�L�P���V�S�R�]�Q�D�M�D�P�D��bispiridinijevi oksimi okarakterizirani kao spojevi niskog potencijala 

�S�D�V�L�Y�Q�R�J�� �S�U�R�O�D�]�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �P�H�P�E�U�D�Q�H���� �Q�M�L�K�R�Y�� �X�þ�L�Q�D�N�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �Q�D�M�Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�L�M�H�� �M�H�� �S�R�V�O�M�H�G�L�F�D��

�L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H�� �V�� �Q�H�N�L�P�� �R�G�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �D�F�H�W�L�O�N�R�O�L�Q�V�N�L��

receptori99,198,199 ili receptori st�D�Q�L�þ�Q�R�J�� �U�D�V�W�D�� �L�O�L�� �S�R�V�O�M�H�G�L�F�D�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D�� �X�Q�X�W�D�U�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �Q�D�N�R�Q��

aktivnog prijenosa putem nekog od kationskih transportera.  

Kod imidazolijevih oksima u dizajnu novih protuotrova treba izbjegavati prisutnost dva 

supstituirana aromatska prstena na imidazolijevoj jezgri kao kod oksima VII i X. Promjene u 

strukturi �Q�L�V�X���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���X�W�M�H�F�D�O�H���Q�D���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�H���Q�D���S�U�L�P�D�U�Q�X���P�H�W�X (tablica 5.1)25, ali su utjecale 

na homeostazu stanica. Za razliku od piridinijevih oksima, imidazolijevi oksimi VII i X 

uzrokovali su nereguliranu smrt stan�L�F�H�� �S�X�F�D�Q�M�H�P�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�� �X�]��oksidacijski stres i 

�R�ã�W�H�ü�H�Q�M�H�� �P�L�W�R�K�R�Q�G�U�L�M�D���� �8�]�� �W�R, djelovanje imidazolijevih oksima na stanice bilo je i 

sin�H�U�J�L�V�W�L�þ�N�R���� �ã�W�R�� �]�Q�D�þ�L�� �G�D�� �M�H�� �M�H�G�Dn potencirao djelovanje drugog, dok se njihovo djelovanje 

�P�R�å�H���S�U�L�S�L�V�D�W�L���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�L���V�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P���P�H�P�E�U�D�Q�V�N�L�P���S�U�R�W�H�L�Q�L�P�D��  

Nadalje, u dizajnu novih protuotrova prema strukturi kinuklidinijevih oksima treba 

izbjegavati prisutnost dugih alkilnih lanac�D�����G�X�å�L�K���R�G���&�������Q�D���N�L�Q�X�N�O�L�G�L�Q�L�M�H�Y�R�M jezgri, kao kod 

oksima Q5. �3�U�R�G�X�O�M�H�Q�M�H���O�D�Q�F�D���G�R�S�U�L�Q�L�M�H�O�R���M�H���S�R�E�R�O�M�ã�D�Q�M�X���Y�H�]�D�Q�M�D���X���D�N�W�L�Y�Q�R���P�M�H�V�W�R���N�R�O�L�Q�H�V�W�H�U�D�]�D��

i utjecaju na homeostazu stanica, no nije utjecalo na reaktivaciju fosfiliranih kolinesteraza 

(tablica 5.1)156. Dodatakom fenilne skupine, afinitet vezanja se smanjuje, no �S�R�E�R�O�M�ã�Dva se 

reaktivacija fosfiliranih kolinesteraza te takvi oksimi nisu �W�R�N�V�L�þ�Qi (tablica 4.2, tablica 5.1). Za 

�U�D�]�O�L�N�X���R�G���S�L�U�L�G�L�Q�L�M�H�Y�L�K���R�N�V�L�P�D�����D���V�O�L�þ�Q�R���L�P�L�G�D�]�R�O�L�M�H�Y�L�P���R�N�V�L�P�L�P�D�����X�]�U�R�N�R�Y�D�O�L���V�X���Q�H�U�H�J�X�O�L�U�D�Q�X��

smrt stan�L�F�H�� �S�X�F�D�Q�M�H�P�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�� �X�]���R�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�L�� �V�W�U�H�V�� �L�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�H�� �P�L�W�R�K�R�Q�G�U�L�M�D����

aktivaciju enzima kaspaze 8, putom receptora smrti. �7�D�N�R�ÿ�H�U���L�� �N�L�Q�X�N�O�L�G�L�Q�L�M�H�Y�D�� �V�H�U�L�M�D�� �R�N�V�L�P�D��

okarakterizirana je kao skupina male vjerojatnosti pasiv�Q�R�J�� �S�U�R�O�D�V�N�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �P�H�P�E�U�D�Q�H����

�0�H�ÿ�X�W�L�P����njihovo djelovanje se pripisuje �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�L���V�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P���P�H�P�E�U�D�Q�V�N�L�P���S�U�R�W�H�L�Q�L�P�D 

�L�O�L���þ�D�N���S�R�U�H�P�H�ü�D�M�H�P���I�O�X�L�G�Q�R�V�W�L��i�O�L���S�U�R�S�X�V�Q�R�V�W�L���V�W�D�Q�L�þ�Q�H membrane179. 

Prilikom dizajna novih 3-hidroksi-2-piridinskih oksima treba izbjegavati dodatak 

hidroizokinolinskog supstituenta kao kod oksima GM415, GM113 i GM508. Naime, ova 
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skupina oksima posebno je dizajnirana kako bi se efikasnije vezali u aktivno mjesto 

kolinesteraza23. Prisutnost hidroi�]�R�N�L�Q�R�O�L�Q�V�N�R�J�� �S�R�E�R�þ�Q�R�J�� �R�J�U�D�Q�N�D���Q�L�M�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �G�R�S�U�L�Q�L�M�H�O�D��

�X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�L���X���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�X���Q�D���S�U�L�P�D�U�Q�H���P�H�W�H���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���R�N�V�L�P�H���N�R�G���N�R�M�L�K���Q�L�M�H���S�U�L�V�X�W�Q�D���R�Y�D��

�N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�D�����-�5���������L���-�5�������������P�H�ÿ�X�W�L�P��djelovanju na stanice jest (tablica 5.1). 3-hidroksi-2-

piridinskih oksimi uzrokovali su pokretanje procesa apoptoze djelovanjem putom ovisnom o 

mitohondriju, aktivacijom enzima kaspaze 9 i putom receptora smrti, aktivacijom enzima 

�N�D�V�S�D�]�H�������W�H���S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Q�R���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�R�P���L�]�Y�U�ã�Q�H���N�D�V�S�D�]�H�������L���R�ã�W�H�ü�H�Q�M�H�P���'�1�$�����,�D�N�R���M�H���R�Y�D���V�H�U�L�M�D��

oksima bez stalnog pozitivnog naboja sintetizirana i s ciljem visokog potencijala pasivnog 

�S�U�R�O�D�V�N�D�� �N�U�R�]�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �P�H�P�E�U�D�Q�H���� �S�U�H�P�D�� �S�U�H�G�Y�L�ÿ�D�Q�M�L�P�D�� �L�� �G�R�V�D�G�D�ã�Q�M�L�P�� �V�S�R�]�Q�D�M�D�P�D��nemaju 

�S�R�å�H�O�M�Q�H�� �N�D�U�Dkteristike za pasivan prolazak, a �Q�M�L�K�R�Y�� �X�þ�L�Q�D�N�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �Q�D�M�Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�L�M�H�� �M�H��

�S�R�V�O�M�H�G�L�F�D�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H�� �V�� �Q�H�N�L�P�� �R�G�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�� �L�O�L�� �S�R�V�O�M�H�G�L�F�D��

djelovanja unutar stanice nakon aktivnog prijenosa putem nekog od kationskih transportera. 

Na kraju, primjenom ovakvog detaljnog pristupa analizi baziranog �Q�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P��

�W�H�V�W�R�Y�L�P�D�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�� �M�H�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�� �S�U�R�E�L�U�� �V�S�R�M�H�Y�D�� �L�� �G�H�I�L�Q�L�U�D�O�H�� �V�X�� �V�H���V�P�M�H�U�Q�L�F�H�� �]�D�� �S�R�E�R�O�M�ã�D�Q�M�H��

strukture oksima u dizajnu novih protuotrova za reaktivaciju fosfiliranih kolinesteraza, bez 

�S�U�R�Y�R�ÿ�H�Q�M�D�� �V�W�X�G�L�M�D��in vivo. �'�U�X�J�L�P�� �U�L�M�H�þ�L�P�D����u ovoj disertaciji, �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P�� �W�H�V�W�R�Y�D��in vitro 

temeljenih na stanicama pokazalo se �G�D�� �S�R�V�W�R�M�L�� �S�R�Y�H�]�D�Q�R�V�W�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �L�� �W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L��oksima 

�X�W�Y�U�ÿ�L�Y�D�Q�M�Hm mehanizma odgovornog �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �S�D�W�R�O�R�J�L�M�H. Time su prikupljeni vrijedni 

podaci o �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�X���R�N�V�L�P�D���Q�D���P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�R�M���U�D�]�L�Q�L�����7�D�N�R�ÿ�H�U�����R�Y�D�N�D�Y���S�U�L�V�W�X�S���P�R�å�H���X ranoj fazi 

�L�V�N�O�M�X�þ�L�W�L potencijalno �W�R�N�V�L�þ�Q�H��oksime �þ�D�N���L���S�U�L�M�H���N�L�Q�H�W�L�þ�N�L�K���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�D�W�D in vitro�����ã�W�R���X�M�H�G�Q�R��

doprinosi smanjenju �W�U�R�ã�N�R�Y�D analiza. Uz to���� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H���V�H���X���E�X�G�X�ü�Q�R�V�W�L���P�R�å�H���S�U�R�ã�L�U�L�W�L���L���Q�D��

�Q�R�Y�H���I�D�U�P�D�N�R�O�R�ã�N�H���P�H�W�H���L�V�W�D�N�Q�X�W�H���N�D�R���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�H��mete djelovanja testiranih oksima.  
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�†������ Z�$�.�/�-�8�ý�$�.  

�x �8�þ�L�Q�F�L���R�N�V�L�P�D���Q�D���U�D�]�L�Q�L���V�W�D�Q�L�F�D���S�R�Y�H�]�D�Q�L���V�X���V�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P���H�O�H�P�H�Q�W�L�P�D���X���V�W�U�X�N�W�X�U�L���N�R�M�L��

�Q�L�V�X���Q�X�å�Q�L���]�D���Q�M�L�K�R�Yo primarno djelovanje, reaktivaciju fosfilirane acetilkolinesteraze te 

�V�X�� �G�H�I�L�Q�L�U�D�Q�H�� �V�P�M�H�U�Q�L�F�H�� �]�D�� �S�R�E�R�O�M�ã�D�Q�M�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �R�N�V�L�P�D�� �S�U�L�O�L�N�R�P�� �G�L�]�D�M�Q�D�� �Q�R�Y�L�K��

reaktivatora. 

�x Kod bispiridinijevih oksima negativan utjecaj na stanice imala je kombinacija dvostruke 

veze �X���S�R�Y�H�]�Q�L�F�L���L�]�P�H�ÿ�X���G�Y�D���S�U�V�W�H�Q�D���L���S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�L���N�O�R�U�R�Y�L�K��supstituenata. Oksimi s ovom 

�N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�R�P�� �X�� �V�W�U�X�N�W�X�U�L�� �X�]�U�R�N�X�M�X�� �S�R�N�U�H�W�D�Q�M�H�� �S�U�R�F�H�V�D�� �U�H�J�X�O�L�U�D�Q�H�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �V�P�U�W�L����

apoptoze, putom ovisnom o mitohondriju, aktivacijom enzima kaspaze 9 i MAPK 

kinaze te poslje�G�L�þ�Q�R�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�H�P�� �'�1�$���� �=�E�R�J�� �Q�L�V�N�R�J�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�D�� �S�D�V�L�Y�Q�R�J�� �S�U�R�O�D�V�N�D��

�V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �P�H�P�E�U�D�Q�H���� �X�þ�L�Q�D�N�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �S�R�V�O�M�H�G�L�F�D�� �M�H�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H�� �V�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P��

�S�U�R�W�H�L�Q�L�P�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�� ���Q�S�U���� �D�F�H�W�L�O�N�R�O�L�Q�V�N�L�� �U�H�F�H�S�W�R�U�L���� �L�O�L�� �S�R�V�O�M�H�G�L�F�D�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D��

unutar stanice nakon aktivnog prijenosa putem nekog od kationskih transportera. 

�x �8�Q�X�W�D�U���V�W�U�X�N�W�X�U�H���L�P�L�G�D�]�R�O�L�M�H�Y�L�K���R�N�V�L�P�D���S�U�L�O�L�N�R�P���G�L�]�D�M�Q�D���Q�R�Y�L�K���U�H�D�N�W�L�Y�D�W�R�U�D���S�U�H�G�O�D�å�H���V�H��

izbjegavanje prisutnosti dva supstituirana aromatska prstena na imidazolijevoj jezgri. 

Oksimi s ovom kombinacijom u strukturi uzrokuju nereguliranu smrt stanice, nekrozu, 

�S�X�F�D�Q�M�H�P�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�� �S�R�S�U�D�ü�H�Q�X�� �R�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�L�P�� �V�W�U�H�V�R�P���� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�H�P��

�P�L�W�R�K�R�Q�G�U�L�M�D�� �W�H�� �V�P�D�Q�M�H�Q�R�P�� �I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�R�P�� �L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�� �U�H�J�X�O�L�U�D�Q�L�K�� �N�L�Q�D�]�D�� �(�5�.����������

�X�N�O�M�X�þ�H�Q�L�K�� �X�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�X�� �G�L�R�E�H�� �V�W�D�Q�L�F�H���� �1�L�]�D�N�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�� �S�D�V�L�Y�Q�R�J�� �S�U�R�O�D�V�N�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H��

�P�H�P�E�U�D�Q�H�� �S�U�L�S�L�V�X�M�H�� �R�Y�H�� �X�þ�L�Q�N�H�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�L�� �V�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P�� �P�H�P�E�U�D�Q�V�N�L�P�� �S�U�R�W�H�L�Q�L�P�D����

�.�D�R�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�D�� �Q�R�Y�D�� �P�H�W�D�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D�� �R�Y�L�K�� �R�N�V�L�P�D���� �S�U�H�G�Y�L�ÿ�H�Q�D�� �P�R�O�H�N�X�O�V�N�L�P��

modeliranjem farmakofora, istaknuta je beta-sekretaza 1 (BACE1), s �Y�D�å�Q�R�P���X�O�R�J�R�P���X��

nastajanju amiloid-�����S�H�S�W�L�G�D���X���V�O�X�þ�D�M�X���$�O�]�K�H�L�P�H�U�R�Y�H���E�R�O�H�V�W�L���� 

�x Prilikom dizajna novih kinuklidinijevih �R�N�V�L�P�D�� �S�R�W�U�H�E�Q�R�� �M�H�� �L�]�E�M�H�ü�L�� �S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�� �G�X�J�L�K��

alkilnih lanaca ���G�X�å�L�K�� �R�G�� �&������ �Q�D�� �N�L�Q�X�N�O�L�G�L�Q�L�M�H�Y�R�M jezgri. Takvi oksimi uzrokuju 

nereguliranu �V�P�U�W�� �V�W�D�Q�L�F�H���� �Q�H�N�U�R�]�X���� �S�X�F�D�Q�M�H�P�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�� �S�R�S�U�D�ü�H�Q�X��

�R�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�L�P�� �V�W�U�H�V�R�P�� �L�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�H�P�� �P�L�W�R�K�R�Q�G�U�L�M�D���� �X�]�� �Dktivaciju enzima kaspaze 8, 

puto�P���U�H�F�H�S�W�R�U�D���V�P�U�W�L�����1�L�]�D�N���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O���S�D�V�L�Y�Q�R�J���S�U�R�O�D�V�N�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���P�H�P�E�U�D�Q�H���S�U�L�S�L�V�X�M�H��

�R�Y�H���X�þ�L�Q�N�H���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�L���V�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P���P�H�P�E�U�D�Q�V�N�L�P���S�U�R�W�H�L�Q�L�P�D���L���L�O�L���P�R�J�X�ü�R�M���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�L��

�W�D�N�Y�L�K���R�N�V�L�P�D���V���P�H�P�E�U�D�Q�V�N�L�P���O�L�S�L�G�L�P�D���þ�L�P�H���V�H���U�H�P�H�W�L���I�O�X�L�G�Q�R�V�W�L���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���P�H�P�E�U�D�Q�H����
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Molekulskim modeliranjem farmakofora izdvojena je nova potencijalna meta 

djelovanja ovih oksima �± aldehid dehidrogen�D�]�D�� �$���� ���$�/�'�+���$�������� �þ�L�M�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �L�P�D��

�X�O�R�J�X���X���3�D�U�N�L�Q�V�R�Q�R�Y�R�M���E�R�O�H�V�W�L���N�U�R�]���P�H�W�D�E�R�O�L�]�D�P���G�R�S�D�P�L�Q�D���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�P���U�D�]�L�Q�H���W�R�N�V�L�þ�Q�L�K��

aldehida.  

�x Na osnovu rezultata serije 3-hidroksi-2-piridinskih oksima, pri dizajnu novih 

reaktivator�D���S�U�H�G�O�D�å�H���V�H���X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�H��hidroizoki�Q�R�O�L�Q�V�N�R�J���S�R�E�R�þ�Q�R�J���R�J�U�D�Q�N�D�����3�U�L�V�X�W�Q�R�V�W��

�W�D�N�Y�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�H�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�H�� �X�]�U�R�N�X�M�H�� �S�R�N�U�H�W�D�Q�M�H�� �S�U�R�F�H�V�D�� �U�H�J�X�O�L�U�D�Q�H�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �V�P�U�W�L����

apoptoze, putom ovisnom o mitohondriju�����D�N�W�L�Y�D�F�L�M�R�P���H�Q�]�L�P�D���N�D�V�S�D�]�H�������W�H���S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Q�R��

�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�R�P���L�]�Y�U�ã�Q�H���N�D�V�S�D�]�H�������L���R�ã�W�H�ü�H�Q�M�H�P���'�1�$�����0�L�W�R�K�R�Q�G�U�L�M�L���L���V�W�D�Q�L�þ�Q�L���P�H�W�D�E�R�O�L�]�D�P��

masnih kiselina vjerojatna su meta 3-hidroksi-2-�S�L�U�L�G�L�Q�V�N�L�K�� �R�N�V�L�P�D���� �]�E�R�J�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�H��

fosforilacije acetil-CoA karboksilaze (ACC). Uz to, molekulskim modeliranjem 

�I�D�U�P�D�N�R�I�R�U�D�� �S�U�H�G�Y�L�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �L�Q�K�L�E�L�F�L�M�D�� �Q�R�Y�H�� �I�D�U�P�D�N�R�O�R�ã�N�H�� �P�H�W�H �± citokroma P450cam 

(CYP101) iz Pseudomonas putida�����ã�W�R���V�X�J�H�U�L�U�D���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���L�Q�K�L�E�L�F�L�M�H���L���R�V�W�D�O�L�K���F�L�W�R�N�U�R�P�D��

P450. 
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�†������ POPIS OZNAK�Æ, KRATIC �Æ I SIMBOL �Æ (prema 
potrebi) 

Kratica  �=�Q�D�þ�H�Q�M�H 

7-AAD 7-aminoaktinomicin D 

A-230 N-1-dietilaminoetilidenmetilfosfonoamijev fluorid 

A-232 metil-1-dietilaminoetilidenfosforoamidofluoridat 

A-234 etil-1-dietilaminoetilidefosforoamidofluoridat 

A2B prolazak spoja iz apikalnog na bazolateralnu stranu 

ACC acetil-CoA-karboksilaza 

ACh acetilkolin 

AChE acetilkolinesteraza 

ADMET engl. adsorption, distribution, metabolism, excretion, toxicology 

ALDH1A1 aldehid-dehidrogenaza A1 

ATM Ataxia telangiectasia mutirana kinaza 

B2A prolazak spoja na bazolateralne na apikalnu stranu 

BACE1 beta-sekretaza 1 

BChE butirilkolinesteraza 

CarbE karboksiesteraza 

CCCP karbonilcijanidklorfenilhidrazon-perklorat 

Clint in vitro �L�Q�W�U�L�Q�]�L�þ�Q�L���N�O�L�U�H�Q�V 

CYP101 citokrom P450cam iz Pseudomonas putide 

CYP1A  citokrom P450 1A 

CYP2C19 citokrom P450 2C19 

CYP2C9 citokrom P450 2C9 

CYP2D6 citokrom P450 2D6 

CYP3A4 citokrom P450 3A4 

CYP450 citokrom P450 

DCF fluorecentni 2',7'-diklorofluorescin 

DCFDA 2',7'�± diklorfluorescein-diacetat 
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DMEM engl. Dulbecco's Modified Eagle Medium  

DMEM F12 engl. Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12 

DMSO dimetil-sulfoksid 

DNA deoksiribonukleinska kiselina 

EDTA etilendiamintetraoctena kiselina 

EGF engl. epidermal growth factor 

EMEM engl. Minimum Essential Medium Eagle 

FasL transmembranski protein tipa II iz obitelji faktora tumorske nekroze 

FBS fetalni �J�R�Y�H�ÿ�L���V�H�U�X�P 

GA etil-dimetilaminocijanofosfonat 

GB izopropil-metilfosfonofluoridat 

GC izopropil-metilfosfonokloridat 

GD 3,3-dimetilbutan-2-il -metilfosfonofluoridat 

GE izopropil-etilfosfonofluoridat 

GF O-cikloheksil-metilfosfonofluoridat 

GSH reducirani oblik glutationa 

GV 2-(dimetilamino)etil-dimetilfosforamidofluoridat 

H2A.X histon 2A.X 

H2DCF nefluorecentni 2',7'-diklorofluorescin 

HOAc octena kiselina 

HBA broja akceptora vodikovih veza 

HBD broja donora vodikovih veza 

HEK293 adherentne ljudske embrionalne stanice bubrega 

HepG2 adherentne ljudske stanice jetre 

HK-2 adherentne ljudske stanice bubrega odraslih 

HS-6 
([{3 -karbamoilpiridinio}metoksi]metil)-2-

([hidroksiimino]metil)piridinijeva sol 

IgG imunoglobulina klase G 

LBF �U�H�O�D�W�L�Y�Q�L���K�H�S�D�W�L�þ�N�L klirens 

LDH laktat-dehidrogenaza 

LOAEL �Q�D�M�Q�L�å�D���G�R�]�D���S�U�L���N�R�M�R�M���M�H���X�R�þ�H�Q���ã�W�H�W�D�Q���X�þ�L�Q�D�N�� 
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logD koeficijenta lipofilnosti pri pH 7,4 

logP koeficijent lipofilnosti 

Mr molekulska masa 

MAPK MAP kinaza 

MCB monoklorobiman 

MDCK Madin-�'�D�U�E�\���S�V�H�ü�H���H�S�L�W�H�O�Q�H���V�W�Dnice bubrega 

MDCKII -

MDR1 

�0�'�&�.���V�W�D�Q�L�F�H���N�R�M�H���S�R�M�D�þ�D�Q�R���H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�M�X���O�M�X�G�V�N�L���J�H�Q���]�D���R�W�S�R�U�Q�R�V�W���Q�D��

�U�D�]�O�L�þ�L�W�H���O�L�M�H�N�R�Y�H 

MeOH metanol 

MMB-4 1,1'-metilenbis[4-(hidroksiimino)metil]piridinijeva sol 

MRM engl. multiple reaction monitoring 

MTS 
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-

tetrazolijeva sol 

NADH reducirani oblik nikotinamid adenin dinukleotida 

NADPH reducirani oblik nikotinamid adenin dinukleotid fosfata 

NAF natrijev fluorid 

NTE esteraza povezana s neuropatskim djelovanjem OP spojeva 

OP organofosforni spoj 

OPCW �2�U�J�D�Q�L�]�D�F�L�M�D���]�D���]�D�E�U�D�Q�X���N�H�P�L�M�V�N�R�J���R�U�X�å�M�D 

p-ACC fosforilirana acetil-CoA-karboksilaza 

Papp prividna propusnost membrane 

PBS fosfatni pufer 

p-ERK fosforilirana kinaza regulirana vanjskim signalom  

P-gp P-glikoprotein 

pKa kiselo-bazna konstanta disocijacije 

PMS fenazin-metosulfat 

PMSF fenilmetansulfonil-fluorid 

�S�1�)���%���S���� fosforilirani faktor nekroze kapa-B u kompleksu s proteinom p65 

p-p38 MAPK fosforilirana protein kinaza aktivirana mitogenom  

p-STAT3 fosforilirani prijenosnik signala i transkipcijski faktor 3 

RB broj veza koje se rotiraju 



�†����. �3�R�S�L�V���R�]�Q�D�N�k�����N�U�D�W�L�F�k���L���V�L�P�E�R�O�k 98 

Antonio Zandona Doktorska disertacija 

ROS reaktivne kisikove vrste 

RS194B N-2-(azepan-1-il)etil -2-(hidroksiimino)acetamid 

SDS natrijev dodecil sulfat 

SH-SY5Y adherentne ljudske stanice neuroblastoma 

SS staurosporin 

t1/2 �S�R�O�X�Y�U�L�M�H�P�H���P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�H���U�D�]�J�U�D�G�Q�M�H���V�S�R�M�D 

tBOOH tert-butilvodikov peroksid 

TBS Tris pufer 

TBST �7�U�L�V���S�X�I�H�U���V���7�Z�H�H�Q�Š������ 

TEPP tetraetil-pirofosfat 

THP-1 suspenzijske ljudska stanice monocita 

TMB-4 
���(�>���K�L�G�U�R�N�V�L�L�P�L�Q���P�H�W�L�O�@�(���(�����(�^���(�>���K�L�G�Uoksiimin)metil]piridinio}propil)  

piridinijev dibromid 

TMRE etilni ester tetrametilrodaminperklorata 

�7�1�)�. faktor nekroze tumora alfa 

TPSA �S�R�G�U�X�þ�M�H���S�R�O�D�U�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H 

VE S-2-dietilaminoetil-O-etil-etilfosfonotioat 

VG S-2-dietilaminoetil-O,O-dietil-fosforotioat 

VGFR vaskularni endotelni faktor rasta 

VM S-2-dietilaminoetil-O-etil-metilfosfonotioat 

VP piridin-3-il -(3,3,5-trimetilcikloheksil)-metilfosfonat 

VR S-2-dietilaminoetil-O-izobutil-metilfosfonotioat 

VS S-2-diizopropilaminoetil-O-etil-etilfosfonotioat 

VX S-2-diizopropilaminoetil-O-etil-metilfosfonotioat 

XI  
1-(3-klorobenzil)-2-[(hidroksiimino)metil]-3-(4-metilbenzil)imidazolijev 

bromid 

XT MES pufer s 2-(N-morfolino)etansulfonskom kiselinom 

�û��m mitohondrijski membranski potencijal 
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