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T . Uvod 1

T UVOD

%ROML RGDELU YRGHUHJ NDQGLGDWD ]D SUHWNOLQLpPNL U
posljednjih godina. U tom su smislu rani, brzi i nepobitni rezultati koji nedvosmisleno rangiraju
spojeve prem@Q MLKRYLP AaHOMHQLP L Q HfakiiOnd tok3ikdogiunlvid-LPD VW
NRMD VH WHPHOML QD LVWUDALYDQMLPD QD VWDQLFDPD
ALYRWLQMD X WRNVLNRRRGENLPMIHVEYWUDPBRWD@HMD X NRMHP
HYDOXDFLMD VSRMHYD NRML VH WHPHOML QD VWDQLFDPD
RWURYDQMD YLVRNRWRNVLPpQLP RUJDQRIRVIRU®4IPUVSRMHY
poljopriviednoj X SRGUXpMX NRQWUROH AWHWRPLQ®HD ZhogX &LURI
neselektivnosti prema vrstama, namjerno ili nenamjerno trovanje ljudi postalo je velik
problen* 7DNRYHU 23 &4ALYpDQL ERMQL RWURYL VDULQ WD
PHYXQDURGQLP NRQYHQFLMDPD MR& XYLMHN SUHGVWDYO
WHURULVWLpPpNLP QDSDGLPD pHPX VPR QDADORVW LPDOL S
svijetu®?.

Oksimi su skupina spojeva koji mogu reaktivirati glavnu metu djelovanja OP spojeva,
enzim acetilkolinesteraz(AChE, EC 3.1.1.7)W D N RukdedfiRom supstitucijom uklanjaju
OP vezan zaN D W D O L WDhdpddhadsH Qrii¢ddihsku praksu uvedena svega tri oksima (HI
6,23%0 RELGRNVLP XVNRJ RSVHJD GMHORYDQMD 3RWUDJD
MRa4 XYLMHN WUDMH 'DQDV VH LVSLWXMX RNVL®&®&L UD]OLY
reaktivatof®® ORGHUOL NDQGLGDWio NR®IHWIFHNDAXILNDVQX L EU]:
AChE inhibiranu OHma, se odabiru za daljnja ispitivanja vivo QDMpR®URLAMLP L
AWDNRUVNLP?”P RGBDYERP EH] SULPDUQRJ SURYRVHMQMD LVS
stani@*%° Nakon preliminarnih dpitivanjain vivo YHULQD LK VH LVNOMXpXM
LVWUDQHYDVDMD]ERJ QHXPLOQNRYLWRVW L RRHIDRIH J| SHVMDOROHRAEN
utjecaja na organ®&?®. Naime, podadn vivo LVWUD&LYDQMD XND]XMX QD VLPSW
i neuropatije uz ostale simptome djelovanja-@protuotrova koji nisu izavno povezani uz
inhibiciju AChE'®®*?® WH MH YDAQR LVWUDALWL NRML VX PRJXuUL XplL
proteinima na razirstanice.

Cilj ove doktorske disertacijgio MH SULPLMHQLWL UDQL SURELU RNVL
WHVWRYLPD WH SRND]DWL PR&H OL VH WRNVLpPpQLMXpLQDN

Antonio Zandona Doktorska disertacija



T . Uvod 2

strukturnim elementima oksimél tu svrhuispitaje XpLQIMNUWHOLPpLWLK VWUXNW X
serja RNVLPD QD VHWX VW DRQIWDWWRN VM HQRGWH HDNDWLYDFLMI
VWDQLpPpQRJ ]GUDYOMD

,VWUDALX DXNOMXYWVYYPB®OpLMD MH UMNMPYMWLRDWL VNN K]
L VW JB%anekpd njih oblikovani sunovim pristupom u kojem se lipofilne funkcionalne
VNXSLQH XYRGH X RVQRYQX PROHNXOXpraazdkkvox R\Wi€t RYD ND
P R & G D Q X 8EBPUremveliethodataka iz literature, pretpostavlja se gspojevi koji su
lipofilniji i prelaze kvnoPRAaGDQX EDULMHUX PRJOL XWMHFDWL L QD
AChE i time imati potencijalnaegativneX p LY N'W) X JLP ULMHpPLPD QRYH PROHN
moguLPDWL R]JELOMQLMH QXVSRMDYH JERJ LQWHUDNFLMD V R
in vivo. Po dobivanjuezultata primijeri smo pristup analize strukture i aktivnosti kako bi
RGUHGLOL PRJIN UM /WMDUDNNHNDXUDONFLRQDOQH VNXSLQH LVSLW
RGUHYHQHSRBXOWHFLWRWRNVLPpQRVWL LQGXNFLMH UHDNYV
apoptoze, utjecaja na integritet membraneTitko sestrukturne] QDpDMNH PRJX PRGLILF
ranojfazL SREROMAaDQMD VWUXNWXUH YR @GHNitudd J7 R SI--M B PRRH X 8 UWR
XpLQNRYLWLMH SRYUDWQH LQIRUPDFLMH LVWUDALYDpLPD
GRSULQLMHWL L]DJRYQRP UD]J]YRMX GMHORWYR&PMaMH WHU
1DGDOMH WDNR GRELYHQH VPMHUQLFH PRJX VH NRULVWLW
ljekova, MHU VX XWYUVYHQL XpLQFL VSHFLILPQLK VWUXNW)
konstantri®2528

I TUDGD RYH GLVHU&DVFWNM B LN Qs@kstiiHL REBOB REG K K D (1 D
LVSLWLYDQMH GMHORYDQMD VWUXNWXUQR UD]JOLpLWLK VH
na setu odabranih ljudskih stanicADNRYHU X VNORS Xy HQW UD<a L YORNWD PRRG
mete djelovanja odabranih oksima usporedbom sa strukturama poznatog djelovanja iz
SRVWRMHULK MDYQLK EIDQIV S RGNDAMLVNMDR GDERIID QLK RNVLPD V
metama predstavljaju njihov novi terapijski potenciptn R MH QDJODVLWL GD VX X
NRULAWHQH LVNOMXpPpLYR OMXGVNH VWDQLFH aWR MH RG YF
XNOMXpXMX OMXGH

Antonio Zandona Doktorska disertacija



T . Uvod 3

Slika 1.1. Shematski prikaSUHGORAHQRJ LVWUDALYDQMD RYH GRNWRUVNH GLVHUYV

Antonio Zandona Doktorska disertacija



t . Literaturni pregled 4

T LITERATURNI PREGLED

2.1. Organofosforni spojevi
2.1.1. Klasifikacija organofosfornih spojeva

Organofosforni VSRMHYL 23 VX 'édtéfiR dhRitlddR NiVHajp@ehidi potpuno
supstituirane fosfatne, fosfonskiefosfinske kiseliné”£°, Osnovnu strukturu organofosfornih
VSRMHYD pLQH SHWHURYDOHQWQL VUHGLAQML DWRP IRVIF
koordinatneNRYDOHQWQRP YH]RP Wikh 3R ERRE@ R pRIWBGR b Q
alkil-, alkokst, alkiltio-, aril-, arilokst, mona ili dialkil -amino skupine, dok je izlazna skupina
QDMpHEUH [-Qok®R-Uli tiB-lsMIPr@PR Prema tomeQP spojevi su fosfati, fosfonati,
IRVILQDWL LOL RYLVQR RGUHYHQLP VXSVWLWXHQWLPD
fosfonotioati,  fosforoditioati,  fosforotritioati, = fosforoamidati, = fosforoamidotioati,
fosforofluoridati, fosfonofluoridati, itd. Takvi spogL QH SRVWRMH X SULURGL Y
SRULMHNOD 8 VXYUHPHQRP GUXaWYX |JDVWXSOMBEQL VX I
VUHGVWYD X LQGXVWULMDPD &L¥BDQL ERMQL RWURYL LOL
SRUDVWRP JOREDOQH SRSXODFLM hhowitbioénekyemimha, RP SR W
GUDVWLPpQR MH SRYHUDQ X]JRM DJULNXOWXUD WH QMLKRY
SULPMHQRP SHVWLFLGD 3UHNR RUJDQRIRVIRUGLK SHVW|
Prvi poznati OP pesticid je tetraetil pirofosfat (TEPP) sintetiziran 1850TEPRD VH SRpPHR
NRULVWLWL NDR LQVHNWLFLG D VNRUR VWRWLQX JRGLQD N
sintetiziran je cijeli niz novih pesticida (paration, malation, diklorvos, triklorfon i diazinon
slika 2.1)**. Zbog brze degraxtije u prirodj npr. malationV H U D ] Juwhiltagr X MdH7 dana
ovisno o vrsti t1&, pesticidi se moraju 6@ UHEOMDYDWL RSHWRYDQR NDNR
XpLQDBNR VH XSRWUHEOMDYDMX X NRQWUROL NRURYD L
YUVWDPD RWURYDQMH 23 VSRMHYLPD MH SULVXWQR L SUH
pesticidi pod strogom swktrolom, d VYDNH JRGLQH ]JDELOMHAL V¥ SUHNR
=ERJ QHVHOHNWLYQRVWL 23 SHVWLFLGD SUHPD YUVWDPD
LQKDODFLMRP LOL DY¥RUSFLMRP NUR] NR&Xx
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Slika 2.1.Kemijska struktura organofosfornih spojeva i najpoznatijih organofosfornifcigkes

9LVRND WRNVLPpQRVW SRMHGLQLK SHVWLFLGD QD OMXGH
NHPLMVNRJ RUXWMR WRHGV®D VLQWHWL]LUDQL SUYE*RUJIDQR
% 3UYL WDNDY 23 VSRM MH ELR WIB35XgQdin#. LLQKVEtkoW kokuUD Q X
QDNRQ WRJD VLQWHWL]LU BugRa RPMspdjRva t€Qdd Kaietnb N Rbvhen p Q L K
svrstani u tzv. GVHULMX QD]YDQX SUHPD VNUDUHQLFL ]D AQMHP
sintetizirali,engl. German. UG VHULMX VSDGDMX aLYpDQL ERMQL RWUR
klorosarin (GC), soman (GD)tilsarin (GE), ciklosarin (GF) i GV, a karakterizira ih iznimno
laka hlagjivost (slika 2.2)°24142 Tijekom +ODGQRJ UDWD UD]YRM a4LYpDQLK
IMHPDpPpNX RGYLMDR VH L X 9HOLNRM %334 WXBQA IM1p DERLY MR W
otrovi: VE, VG, VM, VP, VR, VS, VX @lika 2.2), koji su sintetizirani u tom periodu, spadaju
u tzv. V-seriju (englVenom- ARWURY 3Viclork- AGREMHGD?® 6SRMHYL X RYR
manjehlapljivi, no LTUD]LWR VX WIRN\WX VSN RKARRQW

Novichok ili A-serija (engINewcomernewbie-e ASULGRAOLFD® MH VLQWHWL
od 1980-ih do 1996ih u Sovjetskom saveZ® Novichoki su dizajnirani s ciliem razvoja
NnaMVPUWRQRVQLMHJ NHPLMVNRJ RU R&M PO MdERNeRY tEjhinE LOL QH
programorf®. 9HOLNL SUREK WP MWHH & NMMReGMljidizZNaMe aterapijtema
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t . Literaturni pregled 6

kemijskoj struktui ova serijaOP spojevavrstava se fosforoamidatekombinacijuspojeva
G-iV-serije 6lika2.2 aWR LK pLQL QDMWRNVLPQLMLP SBiataWLP RU
se da su neki spojevirA HULML VOXWIDNWRNVLpQL*ML RG QSU VRPDQD

Slika2.2. . HPLMVNH VWUXNWXUH RUJDQRIRVIRUQLK ALYpDQLK ERMQLK RWUR
u 3 serije: G, V- i A-serija.

OQRJH JHPOMH VX NUR] SRY havbdjneWotray®, Jixkliivineke iHik&Bnisul Y p D
koristile***2 2G SRpHWND UD]JYRMD 23 VSRMHYD NDR NHPLMVNRJ
XSRWUHED X UDWQH Wi hekdikdphtap@sebnOtijdkd o HapEkoWPH NRJI UDW D
(1980. +1988.), gdje et ELOR SUHNR WLVXiUX PUWYLKOHYXWLRWSRWI®
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X WHURULVWLpNLP QDSDGDLPD L GDOMH MH SULVXWQD 7DN
(1994.), Siriji (2013.42017), Maleziji (2017.¥°i Velikoj Britaniji (2018.Y".

Zbog izrazite R NV L p QoY ptkebe kontrole UD]YRMD ALYPDQLK ERMQLK
NHPLMVNRJ RUXaMD ]JIDEUDQMHQD MH SURL]JYRGQMD
RUX&A&MD PHYXQDURGQRP NRQYHQFU HMRPINRIYV20181XKQE A W B QWD C
SRV WeMadiaht] DOLKH D VYDNX XSRWU HBEXireOrhankatijp ad YDpNH
]JDEUDQX NHP L Mevidll Rihardatioa §bDthe Prohibition of Chemical Weapons
23&: ,SDN MR&a XYXWRAD REDYQYRVW RG VOXpDMQRJ LOL Q
JORXSRWUHEH 23 VSRMHY X]BARHURRIL WILHh SHRWYHEBR GH)
PHKDQL]PH QMLKRYD GMHORYDQMD QD OMXGVNL RUJDQL]I
RWURYDQMD NDNR EL aUWYH ELOH PLQLPDOQH

212. OHKDQL]DP WRNVLPpQRVWL RUJDQRIRVIDWD

Ulaskom u organizam, OGP stvaraju ireverzibilnekomplekse s proteinimaY D & Q k&P D
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 dpl@mm OP spojeva (NTE, engileuropathytarget
esteraseEC 3.1.1.5° 7DNRYHU PRJX DONLOLUDWL PROHNXOH '"1$ \
SRUHPHUDM SURYHVD UHSOLNDFLMH

ULPDUQL L SDWRIL]JLRORANL QDM]QDpDMQLML PHKD
ireverzibilna inhibicija aktivnosti AChE. AChE je enzimodesshLMDOQH YDAQRVWL ]D
IXQNFLRQLUDQMH RUJDQL]PD WM SULMHQRYV ALYpDQLK LP:
ALYPDQLK L PLALUQLK VWDQUEPDUQID]BGDWD RRIKY NP KLG L
SULMHQRVQLND DFHWLONROLQD $&K QMHQRJ IL]JLRORAN
ALYPDQRJ LPSXOVD X NROLQHUJLpNRP VXVWDYREBDPDYUJLMH
YHILNXOD X SUHGVLQDSWLpPpNRM VWDQLFL X VLQDSWLpPNX
PXVNDULQVNH DFHWLONROLQHVNH UHFHSWRUH YHIDQH QD
(slika 2.3). Vezanjem ACh na navedene recept® P R J X seXddljHji prijenos signala te je
QDNRQ SULMHQRVD VLJQDOD SRWUHEQD EUTP® UD]JJUDGQMD

OPi XWMHpX QD NROLQHUJLpPpNL VXVWDY WDNR &WR IRV
trijade u aktivnom mjestu AChEUHYHU]JLELOQR LQKLELUDMX QMH]LQX DN
QDOD]L X VLQDSWLpPNLP SXNRWLQDPD QMHQRPaDIRLELFLMF
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Ireverzibilnom inhibicijom AChE akumulira se ACh u sinapsama koji prekomjerno stimulira
nikotinske i muskarinske receptorslika 23 aWR SRVOMHGLPQR GRYRGL GR
receptora i niza simptoma poput, nekontroliranih kboAMFLMD VNHOHWOQLK PLAaL!
WUHPRUD 8] WR ]JERJ BIVNMDQOQH @/RODNRSOSRYPWVMHGBLPQR GR
neurotransmiterskih sustava kojpubde do zatajenja respiracijskegstava te smei®’. U
VOXpDMX SUHALYOMHQMD SRUHPHUDML QD VWDQLpPQRM UD
RUJDQL]DP SRSX\WhaudjadijgL WLK PLR

Slika2.3.3ULMHQRY VLIJQDOD X NROLQHUJLPpNRP VXVWDYX QRUPDODQ SULM
inhibicije AChE OPRspojem te prekomjerna stimulacija acetilkolinskih receptora.

Mehanizamvezanja OP spojeva u aktivno mjeA€hE analogarje mehanzmu vezanja
ILJLRORANRJ VXSDWR DAWRLIANMASRBR KLGUROL]L4pNMX UL VXS
defosfilacijaje neusporedivo sporiji proces odlfolize supstrata i zbog to@¥P-e ostaje vezan,
a aktivnost AChE inhibirana. Stoga potrebno uklonitiOP iz aktivhog mjesta i povratiti

aktivnost inhibirane AChE djelovanjem nekog drugog spoja odnizsnoeaktivator.

2.1.3. Terapija otrovanja organofosfatima

7HUDSLMD RWURYDQMD RUJDQRIRVIDWLPD VH ED]JLUD QD >
ALYPDQRJ BAAOHM H QrRpsantid® $&K QH PRAH SDVLYQR GLIXQGLU
sinapsa, negoglH SRWUHEQR XNORQLWL ghKidtdgliziladHz Qriaps&@ODL HQ]LF
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000 molekula po minutf®> VWRJD MH RG SUHVXGQH YDAQRVWL SRYU|
se snizila po LAHQD NR Q F H®@ \whabjiRprbkdmj&ré stimulacijaacetilkolinskh
receptoa.

U terapiji otrovanja OFfma u praksi sedanaskoriste antikolinergik atropin, koji
umanjuje senzibilizaciju muskarinskih simptoma vezanjem za muskarinske receptore, te
DQWLNRQYXO]JLYL EHQJRGLDMHKLQHFBSIRVRIMWN INDNR REQLQH W/
napadajf®.

Atropin (slika 2.4) je alkaloid, prvi put dobiven iz ekstrakata biljkéropa belladonna
koji se kroz povijest primjenjivao narodnojPHGLFLQL NDR DQDOJHWLN X OL
REROMHQMD YUXULFH HSLOHSVLMH NR&AQLK EROHVWL GF
NR]JPHWLpPpNH VYUKH %D 7ZHNUHWQHMH |MHRGIEQH ]DSRpHOR LVSL
ILILRORANRJ XWMHFDMLRLQD MEPROQRMVHWEBUWIQ S XM MH VLQWH!
njegovu upotrebu u klinitt ,VSLWLYDQMD ILJLROR&ANRJ XWMHFDMD DW
SRSXW VXKLK XVWD AQALURNLK |]MHQLFD NRQVWLSDFLMH X
upotrebljava kod pacijenata s glaukomdimkod trudnic&®®. AtropiQ VH GDQDV QDMp]|
SULPMHQMXMH X PHGLFLQVNH VYUKH SUL RSHUDFLMDPD
VDOLYDFLMD ]DWLP NDR PLALUQL UHODNVDWRU NDR RIWD
otrovanja organofosfornim spojevifii&®

Klordiazepoksid, komercijalnog naziv Librium, prvi je benzodiazepin predstavljen
javnosti 1955. gol QH L RGREUHQ ]D HNIi®2QL p NRU XSWWR WEHXSULOLNR|
od alkohola, anksioznosti i kao sed&tiBenzodiazepini su u kratkom vremu postali izrazito
popularni zbog niskeV RN Y¥elsp@JURNRYDOL PDQMX RYLVQRVW LOL QH:
lijekoval®. Godine1963sintetiziran je diazepam, komercijalnog naziva Valisitik& 2.4), koji
MH LPDR aLUL VSHNWDU G M H Oi&¥kaitaRoriRioxé¢ z2d Sedidaije\wrieU L V W L
RSHUDFLMH LOL SUL LQWHQ]JLYQRM QMH]L SDFLMHQDWD QD
HSLOHSVLMD WH SUL Pss6QKM>XS RNEDHORQYK BDANRMNLAWHQNM
PRAH XJURNRYDWL RYLVQRVW WH GD VWDULML SDFLMHQWL
QXVSRMDYH &dWR MH GR Yzd GiRoviG lpotezii. YPdtnaesigbdlia Dhekany H
otkrivanja potencijm benzodiazepina, znanstici su utvrdili njihov inhibicijski XpLQDN QD
gamaDPLQREMWLIAP UHFHSWRUH X VUHGLAQMHP ALYPDQRP V
niz novosintetiziranih benzodiazepina (lorazepam, klonazepam, alprazolam midazolam,
triazoODP LWG V GRGDWQLP NDU nssahiddhapadajadni®dS° SRSXW OL
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,DNR DWURSLQ L EH]JRGLD]HSLQL SRYHUDYDMX SUHALY(
otrovanja OP spojevima, imaju znatne nedostatke. Naime, atropin djeluje samo u prvoj
NROLRRINMJILDPL WRNVLPQRVWL GRN EH QfiReke Dé¢egudpdgo |[ERJI V
djelovanje pa se napadaji mogu ponovno pojavifisim toga, nijedan od tih lijekova ne djeluju
na izvor problema, fosfiliranu AChE, odnosno ne reaktivira njezinu aktivnost. Povratak
aktLYQRVWL $&K( RGQRVQR UHDNWLYDFLMD IRVILKkRB&WDQH $&
AWR VX RNV LEIKNLYY S RIgirtati aniomukleofilnim napadom na aktivni serin
u aktivnom mjestu AChE, reaktiviga X N O D FadfliriehX grupuz aktivhog mjesta enzima,
pLPH VH YUDUD DNWMDGPOWE VH@] UMW URALYDQMLPD SRND]
QDMXpPLQNRYLWLMD WHUDSLMD RWURYDQMD RUJDQRIRVIRU

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

Slika 2.4.Kemijska struktura antimuskarinika atropina, benZodiHSLQD NORUGLD]J]HSRNVLGD L GLD’
struktura oksimskih spojeva (RiFSUHGVWDYOMDMX UD]J]OLPpLWH NHPLMVNH VNXSLQH

2.2. Oksimi

2.2.1. Oksimi u medicinskoj praksi

Prvi reaktivator bioje pralidoksim (2PAM)’®, piridinijev oksim analogan po strukturi ACh
(slika 2.5. Sintetiziran je 1955. od kdabristi u medicinske svrhe kao protuotrov za otrovanja
OP spojevima. Nedugo zatjsintetizirani su prvi bispiridnijevi bisoksimi trimedoksim (TMB

L PHWRNVLP 00% NRML VX VH UD]JOLNRYDOL X GXOML
prstenaglika2.59® % XGXuL GD VX VH RYL RNVLPL SRND]DOd XpLQNH
AChE inhibirane sarinom i VXRP QD RVQRYX QMLKRYH VWUXNWXUH M
univerzalnije reaktivacije fosfilirane AChE sintetiziran cijeli niz novih bispiridinijevih oksima
X ODERUDWRULMX ,0VH +B)JadaBkIniB6),RIE L G RN \slika 2.5 48
HI- L /¢ RG VSRPHQXWLK ELVSLULGLQLMH YlkdaktRaeisklPD LPDC
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XpPLQNRYLWRVW IRVILOLUDQH $&K( X] IDQHPDULYX WRNVLDp

protuotrovi za terapiju otrovanja 2000'°.

Slika 2.5.Kemijska struktura prvih piridinijevih oksima.

U praksi se danas koristi samo nekoliko oksisvapiridinijeve struktureovisno o dostupnosti
u pojedinoj zemlji: 2PAM (SAD i Francuska), HH .DQDGD +UYDWVND6 aYHGVI
IMHPDpND® yHMIWIDPVND XPpLQNRYLWRVW X UHDNWLYDFLML

strukturi samog oksima tako i o strukturi i fizikalkemijskim svojstvima vezane fosfilne

skupine OPa na aktivni serin. Tako je npr-RPAM relativno XpLQNRYLW X UHDNWLYDFL
AChE sarinom i VXRP DOL ORALML RG RVWDOLK RNXBRE NRML V
XPLQNRYLW X UHDNWLYDFLML $8ekgblnQri, s&indiD @Q¢in’2 BII-SHV W L F |
6 je djelotvoran u reaktivaciji ACE inhibirane ciklosarinom, sarinom, VRP L GMHORPLpPQ
somanom™®® 2YR SRND]XMH GD QLWL MHGDQ R koRitYdaktivathrV LPD Q'L
]JD VYH 23 7DNRYHU NROLQHUJLPNL VLPSWRPL VEHGLAQMH.
to, zbog prisutnosti pozitivnog naboja u struktwksimi ovog tipa se brzo metaboliziraju i

biotransformiraju enzimskim sustavo@¥P450 WH ]DWLP HOLPLQLU8H MK SXWHP
tome, piridinijevi oksimi neprolaze krvnePRaGD Q X *EDWHMBIH XGMHOXMX QD V
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AChE u mozgusS obzirom da nisu aktivnK VUHGLAQMHP ALY pD QsesinteZX VWD Y X
moadificiranih piridinijevin oksima i oksima nepiridinijeve struktemé?

2.2.2. Modificirani piridinijevi i novosintetizirani nepiridinijevi oksimi

U proteklih 40ak godina sintetizirane su modificirane strukture HIL +Q§ razZOLpLWLP
SRYH]QLFD P Ddvd. |piridigiipeva prstena (alkan, alken, ksilen, fenilen, itd.) i
supstituentima na prstetfu Fridinijev oksim K033, s butanskom poveznicom, pokazao se
jednako djelotvornim u reaktivaciji kao Hl, dok su ostali piridinijevi oksimi, K048 i KO74 (s
butanskom poveznicom), K203 i KO75 (Henskom poveznicom) i KIZ2(s oksapentenskom
poveznicom) glika 2.6,A ELOL XpLQNRLWredktlvadgi GablUnermhibirane
AChE*#®4,

6 FLOMHP SREROMADQMD DILQLWHWanirgju DO M DIDQ $ & K
metodama molekakog modeliranja prema karakteristikama aktivnog mjesta AChE i
konformacijskim promjenama u aktiom mjestu AChE koje nastaju vezanj&m-a1:8893
SWYUYHQR MH GD VH ®iReBdngkogmerifdno[dahda d edenglikolskom
poveznicom u strukturu piridinijevog oksima (stka 2.6.B SRYHUDR DILQLWHW WH .
spoja u reaktivaciji fosfilirane ACHE Nadalje, oksimi s fenilhidroizokinolinskim motivom
kao perifernim ligandom povezani na piridinijev prsten poveznicontar koje je triazolni
prsten (oksim 1bslika 2.6.B), rezultirali su visokim afinitetom AChE za takve spojeve, iako
sa zanemarivom brzinom reaktivacije ciklosarinpsarinom i VX-om inhibirane AChE
usporedbi s PAM-om i HI-68 . WRPH GHWDOMQ Ldestupnits kiAMDY D QM F
strukturaAChE, pokazalo se da je pored tzv. kolinskog i penidig YH]QRJ PMHVWD PRJXI
jedno mjesto vezanja oksimate su sintetizirani N-supstituirani zhidroksiiminoacetamidi
(oksim 2,slika 2.6.B, pLML OLJDQGL RVWYDUXMX LQWHUDNFLMH L
mjestd. S obzirom da su ovi spojevi neutralni, imaju potencijal biti centralno aktivni

reaktivdori.
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Slika 2.6. Kemijska struktura A) modificanih piridinijevih struktura iB) oksima GL]DMQLUDQLK UDpPpXQL
metodom molekulskog modeliranja prema aktivnhom mjestu AChEHdlsim s benkidril-piperidinskim, 1b
fenilhidroizokinolinskim perifernim fjandom i 2 N-supstituirani zhidroksiiminoacetamid).

5D]YRM RNVLP DusktVéd R \nll diridvhlieve i maridinijeve oksime glika 2.7)
SREROMADQLK VYRMVWDYD UDGL-PRMGIORXR E DSULROHDNN DN DNy
RPRJXULOD UHENWDQBFEMO( XQKWUH G L& QPR TAMvY VBB P V X VW
RNVLPD SRNXaDYDMX VH RVLJXUDWL QD QHNROLNR QDpLQD
atom unutar piridinskog prstefia glikozilacijom oksim&, zamjenom pirithijeva prstena
imidazolijevim ili kinuklidinijevim®®>®® SRYHUDQMHP OLSRILOQRVWL PRO
UD]OLPpLWLP VRS vilkteriwnskinQsitiuktBrBma koje istovremeno mogu imati oba

ionska stanja u istoj alekuli®®. Na primjer, glikozilirani oksimi (oksim 13slika 2.7) lak & H

prolaze krozkrvnoPRAGDQX EDULMHUX RG GUXJLK RNVLPD EH] X]JUR
ALYPDQLK VWDQLFD QR V QLVNRP XpL Q NRNadaljeRmdimeria H D N W L

strukture prstena oksima, tj. zamjena piridinijskogrstena kinuklidinijevim ili

Antonio Zandona Doktorska disertacija



T . Literaturni pregled 14

(benz)imidazolijeim (oksmi Q9 i Xl, slika 2.7 VPDQMLOD MH XpPpLQNRYLWR
fosfilirane AChE u odnosu na HI L /+6; ali je doprinijela interakciji s acetilkolinskim
UHFHSWRULPD YDVNXODUQLP HQGRWHOQLP IDNWRULPD UD
inhibiciji sinteze kolesteral i antibakterijskon djelovanp premanizu aWHWQLK EDNWHU
kulturg>89%9%100 7DNRYHBIRGDWNRP DWRPD NORUD QD SLULGLQLI
XPLOQNRYLWRVW UHDNWLY D F Lavh HtaBunNnifhibitadd ACREPuU odridddll Q R P
na njihove piridinijeve analoge i H8?3. Dodatak kloraX VWUXNWXUX MH KRpHNLYD
RNVLPVNH VNXSLQH SUL ILILRORANRP S+ QR WR LSDN QL
P R & G D Q H %E Sittdzdiriddutidinih spojeva ili zwitterionske strukture (oksimi JR595 i

RS1948, slika 27 SULPLMHUHQ pidthzad IkrdiDRWv@oPMRB GDQX HEDULMHU:
reaktivacija fosfilirane ACh® AWR MH UH]XOWLUDOR XNOMXpHQMHP N
NOLQLPNLK RSISR, Wika D)EWD

Slika 2.7.Kemijska struktura reaktivatora fosfilirane AChE iz skupine piridinijevih (18tkozilirani, K868 -
piridinijev s klorom i 4b +piridinijev s fluorom) te nepiridinijeve (Q9- kinuklidinijev i XI - imidazolijev) i
neutralnih(JR595- bez naboja i RS1®I1- zwitterionski) oksima.
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,DNR VH GR GDQDV VLQWHWL]JLUDOR YL&H VWRWLQD QRYL
karakWHULVWLNDPD QLMHGDQ QLMH SRND]DR XQLYHU]DOQRYV
23 VSRMHYLPD 7DNRYHU PQRJL QRYL RNVLPL JERJ QH&HOM

ili enzime, ne zadovoljavaju Kriterije sigurnosti i ne ulaze u daljnje fazvoja protuotrova.

2.3. Razvoj novih protuotrova
2.3.1. Proces razvoja lijekova (protuotrova)

5D]YRM QRYLK OLMHNRYD SURWXRWURYD MH |IDKWMHYDQ G
XNXSQD YULMHGQRVW WURANRYD UD]YR Mda iknoSi®@kpV2Z. UD QM D
milijarde dolard®*'® 3ULMH QHJR VH OLMHN SODVLUD QD WUALAWH
sigXUQRVWL OLMHND WH GRELWL RGREUHQMH QDGOHAaQRJ |
SURL]YRGH ]D QPDBY Qjack@r pwdes hjé vdbbrenja lijeka podijelien je u
QHNROLNR ID]JD D ]DSRpLQMshka2@B]YRMHP X ODERUDWRULMX

)DID RWNULUD SRWHQFLMDOQRJ OLMHND REXKYDUD LG
]D UD]XPMHYDQMH ELROR&NRJ GMHOR Y iQriazioj $Bivdad Q FL M D
GHWHNFLMD NYDQWLILNDFLMD PRGHOLUDQMH LWG W H
'UXJLP ULMSR®MEBYL VH QD RVQRYX ELRORANH DNWLYQRVW
NDUDNWHULVWLND JDUD]YRM EXGXiUiHJ OLMHND

Prije testiranja na ljudima, potencijalni jeRRUD SURUL WRNVLNRORAND V
SUHWNOLQLPNRJ LVWUDALY D @wbdidéRuiMispohddibi & ds@limfazayn@ R N U [
razvoja lijeka ¢lika 2.8 7LMHNRP SUHWNOLQLpPNRJ UD]JYRMD X QF
WRNVLPQRVW SIRW Hi oM I O/Q QK. icCRiMPHA LY RWLQMV NP VXV W
Provierom ADMET éngl. Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion anaxicity)
testira se njihova apsorpcija, distribucija, metabolizam, eliminaci@@2JDQL]PD L WRNVL}
pLPH VH XWYUyXMH XJURNXMH OL SRWHQFLMDOQL OLMHN Q
GUXJH PHWH X RUJDQL]PX 3UHWNOLQLpPpND WHVWLUDQMD
PRGHOLPD D PRGHO RYLVmetR oY Dterpsa R Yudskimvstdtavdan Lgh Q dH
RGREUHQMX (WLPpRRSpoRRNRMUHQHVBERPDAX GMHORWYRUQLPEL
NDUDNWHULVWLND SRVWDMX NDQGLGDWL ]D NOLQLpPpNX IC
dobrovoljnd?-19°

.OLQLpND ID]D MH QDMGXJRWUDMQLMD L QDMVNXSOMD
NOLQLpNHri dije]ad(F&D I, Fazu 1l i Fazu ljislika 2.8), osigurava se prikupljanje

Antonio Zandona Doktorska disertacija
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dodatnih informacija o djelovanjwgencijalnog lijeka, razvoju terapije, popratnim simptomima
L QXVSRMDYDPD WH XWMHFDMX QD] N Y OREXW M DAKEANS \WLRIRNRHVNA
SUL UD]dodapd YDPPDORP EURMX LVSLWDQLND RG GR N
IDUPDNRNLQHWLND L GR]D OLMHND SUL NRMRM GROD]L G
raspodjela u organizmu, putevi i D L]OXpLYDQMD HOLPLQDFLMH WH
RUJDQL]DP X YHQX LQWUDYHQVNL X Pduskutangt*@%vw DP XV N X
Fazi Il ispituje se djelovanje potencijalnog lijeka na ciljanu mebwosno djelovanje na ciljni
SRUHPHUDM LOL EROHVW X] RGUHYyLYDQMH RSWLPDOQH GR
VWRWLQD LVSLWDQLND UDGL OLMHpHQMD HHOFEFazE8UHYHQFL!
SURFMHQMXMH GMHORYDQMH SRWHQFLMDOQRJ OLMHND QD
X YLAH UD]J]OLPpLWLK NOLQLpNLK FHQWDUD NDNR EL VH SRW
XPLQFL NRMMHIHXLSUUP QLML PXDBDRYVRIWWUD &H QEMID OLMH
V YHiOI RGREUHQLP OLMHNRYLPD WH V SODFHER OLMHNRP W
aktivne komponente kao lijé#110

1IDNRQ aWR MH SULNXSOMHQR GRYROMQR GRND]D L] VY
XPLQNRYLW ]D OMXGVNX XSRUDEX SRGQRWQLMDH VEeK @ M HAYU }
1DGOHAQR UHJXODWRUQR WLMHOR QD RVQRYX SRGQHVHC
registracije novog lijekd#* 3URFHGXUD RG SRpHWQRJ UD]YRMD GR UH
WUDMDWL L GR JRGLQD SUL pHPX RG WHVWLUDQLK S
kao pravi lijek®®®* 1DNRQ UHJLVWUDFLMH L VWDYOMDQNeRa QD WU&
(slika 2.8): djelotvornost i sigurnost novog lijeka kod velikog broja bolesnika uz naglasak na
RGUHYHQH VNXSLQH SRSXODFLMH WUXGQLFH GMHFD LWG
drugim dostupnim lijekovimg®.

Antonio Zandona Doktorska disertacija
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Slika 2.8.Vremenski okvir razvoja lijekawpo fazama. Slika preuzeta iz referettftd. SULODJRYHQD

Prilikom razvoja oksima kao potencijalnih protuotrova zeowdanja OPLPD WDNRVYHU N
SRWUHEQR J]JDGRYROMLWL SUHWKRGQR QDYHGHQH NULWHL
NDUDNWH UMYWIDNYDL K DD L Gab osivhd QRYO QM DVRAM3QD QL] RJUEL
VSHFLILPQLK ]JDKWMHYD X UDQW®MRI K PIXV8HWLLWDIQ M D MM R NX

poglavlju.

232. 2JUDQLpHQMD UD]JYRMD SRWHQFLMDOQLK UHDNWLYDWETF

9HULQD GRVDGD aaksinhakkab 8 B MVWWHIQYFD.IMD QLK UHDNWLYDWRUD
testovimain vitro SULOLNRP NRMLK VH SUYHQVWYadQRMEGUHYXMF
koncentracija koja inhibira aktivnost enzifd& 3118119, NRQFHQWUDFLMD NRMD M
UHDNWLYDFLML $&K( L @dahdEdstating Gve kbriceritrhdijiredatavipju

relevantne koncentracije za primjenu u daljnjim eksperimentima evafigtijg*'81°Nakon

RGUHYLYDQMD NLQHWLpPNLK BIitidPHUWMIRP GHR ESLRW QU { X MXQ
AYL]XDOL]JLUDMX?® UDpXQDOQLP PHWRGDPD PROHNXOVNRJ
kompleksa enzimt RNVLP SRNXaADYD SRWYUGLWL WRp@RNBIRIJLFLRQL

Antonio Zandona Doktorska disertacija
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fosfilirane AChE?® 8 NRQDPQLFL VH QD RVQRYX VYLK WLK SDUDF
zadovoljavaju kriterije za dalj D LVWUDALYDQMD

1IDNRQ RGDELUD X SUDYLOX VH YiRwWhb iestirandr@ @ GDWL

ALYRWLQMVNLP PRGHOLPD SUHWHALWR EH] SURYHGEH VWD
stanicé®¥ ToksLpQL XWMHFDM RNVLPD QD RUJDQH XWYUGLR MH
GRND]DR GD RNVLPL PRJX ELWL X]JURN RWURYDQMD SRSUL
PLALUD WH JXELWNRP UHIOHNYV D2 BtoltRKD, pretRadi@é$pémeRiG DS O L
piridinijev oksim K033, koji je uin vitro NLQHWLpPpNLP LVSLWLYDQMLPD ]DC
potencijalnog reaktivatora,in vivo WHVWLUDQMLPD MH ELR QDMWRNVLpPpQL
SLULGLQLMHYH VHULMH L L]R V¥ D"HOWDHOQM @ HMLL]P GDUORKQ R Y B Q
N UR QL p Q Hti pirRliNijeviroaRdima 2PAM i TMB- ]DELOMHAHQH VX IL]JLROR:
NRMH VX RJUDQLpPpDYDOH NROLpPLQX ¥ MaksjeRivnjehdvisokiiR ML V H
doza 2PAM uzrokovala blage probavrsenetnje iglavobolje nekih ispitanikajok je TMB-4,
X] SUREDYQH VPHWQMH X]JURNRYDR L RVMHUDM QHUYR]H L
VUHGLAQMHJ 8LYPDQRJ VXVWDYD &dWR MI GRYWMB R-BGRHY MH
VXUDGQLFL VX XND]DOL QD SRWHQFLMDOQL FLWRWRNVL
RGQRVQR QD QMLKRY GRSULQRY SDWRORJLML WRNVLpPpQLK F
i/ili upala'®,

Dodatan problem predstavlja i Klasifikacija oksima, protuotrova otrovanja
RUJDQRIRVIDWLPD X VNXSLQX W BrglRYY DRbrkhaceRikaSz4@D Q3 OL
OLMHpPHQMH J]GUDYVWYHQLK VWDQMD NWRADD ¥ WRIEDL\WR QH N
isplativo proizvoditt** 8 VOLMHG WRJD VX pDN L SUHGNOLQLpPND LVSL
RJUDQLPpHQD JERJ YHU VSRPHQXWLK HWLpPpNLK SLWDQMD L &
]JERJ LVWLK UHJXODWLYD QHPRJXUH MH WHVWLAKOMWL RNVLF
kliniku pristignu otrovani organofosfatinta®*2¢

StogaV W D @4t@QA R N V LipvrR RWR J X U X M Xzrawa\X bIeksikha na
molekularnoj razini a koji dovode doSDWRIL]JLRORA&NRJ VWDQMD RUJDQL]
organofosfatimakao i podaci o djelovanju oksima izvan okvira prvotnih meta i moQuUR V W

njihove primjene i u druge svrké128

Antonio Zandona Doktorska disertacija
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233. ,VSLWLYDQMD WRNVLpQRVWL VSRMHYD

yimbenicipoput LI ORAHQRVWL RGJRYRUD L RVMHWOMLYRVWL RU]J
RPRJIXUXMX Rggedddey WRINGY MBI ROV gatamvdiriPnakoji osimdozH XNOM X p XM X
njegovu apsorpciu L] O X (e¥nbir@diju), distribuciju i metaboliam (slika 2.9%°. U
RUJDQL]PX VH LIORAHQRVW RGUHYyXMH NRQFHQWUDFLMRP \
distribuira u ostala tkiva i stanit® Ovisno o mjestuidtribucije, spojeviprolazekroz proces
PHWDEROLPNH UD]JJUDGQMH ]ERJ pHJD VDP PMHMAMMEROL]DP
metaboliziranjem se mijenja struktura spoja, Kmpistajereaktivan i stup u interakcije s

proteinima i nukleinskim KiIHOLQDPD UH]XOWLUDMXuL QDVWDQNRP WR
koji se mogunagomilatii uzrokovati WR NV Ep@RWWRORANL VXVWDYL PRJX L
ELRNHPLMVNH ILJLRORA&NH L SDWRRONRANM,RRE BISHRVER QD L]C
promjere strukture i funkcijeproteinaSRSXW LQGXNFLMH VWEiHsQrijde SURWHL
aktivnost RG U H Yy H Q L RdidQL] 1 ®Pa I4pjR wejtljivostina spoji odgovou stanice

ili organizma |DMHGQLPpNL pLQH @RKR&2H90 PW R NNBMIFR YhkaiRdidta
RPRUIIODNEH SRYH]LYWRMNNLEYMHNBSMMD L RGJRYRUD EL
djelovanjaspoja32

Slika2.9. 0RGHO WRNVLPpQRVWL X] RGKQ RVPEMN®DL PBDRDWND L6 ODNOLFEWX]HWD L
L SULODJRYHQD

SRUDVW VYLMHVWL iRVXSIRMMUDELL ¥ D QRMRE B M BVUKNXWE MBIQMH W
nainvitro VXVWDYH 7UHQXWQR QDpHOR ]D HWLpPNR NRUL&AWHQNM
objedinjenom konceptu 3R: zamjena dkenreplacemernt smanjenje (englreduction) i

SREROMaD&ineientfQ JTONR DNR MH PRJXiUH &ALYRWLQMH WUH

Antonio Zandona Doktorska disertacija
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modeliPD SRSXW VWDQLpPpQLK OLQLMD QR DNR QLMH PRJIXUH F
EURM NRULA&aWHIQtbe,ilvirRstaQ RPR JI X 1 X M X R & BN WILYBEDGRN M/
VSRMD SUDUHQMHP VSHFLILPpQLK ELRNHPLMVNLK SURPMHC
RAWHUHQMD PHPEUDQH L VLQWH{H'R GRIEHy U BILK. /MHLD XP/BLIMKH
vitro VXVWDYD |D WHVWLUDQMH JHQRWRNVLPQRVWL VSRMHYI
Salmonella typhimuriu?® LOL NRUL&AWHQMH OMXGVNLK VWDQLFD OL!
kromosom&® nakon LJOR&AHQRVWL QHNR R MtdoHi Qrivvivo siBts\RmagH
UD]JOLNRYDWL L NYDQWLWDWLYQR L NYDOLWDWLW¥W6GQR LVFU
prema modelu prikazanim séici 2.9mogu se obuhvatiti svi aspekti djelovanja spoja na razini
VWDQLFH WH SU LiE 9o dnoti¢lhors Bustavi’GRERjéha tstova baziranih na
VWDQLFDPD RG LJUD]JLWH MH YDaQRVWL SUL HYDOXDFLML

procesu razvoja lijeR4*14:

234. 3ULPMHQD VWDQLpQL WHVWRYD X UD]JYRMX QRYLK SUR

2VLP aWWD/QILPQLP WHVWRYLPD PRJX VH ]Q DekaprRdhoBtD QML W L
takvog pristupa evaluaCis RWHQFLMDOQLK OLMHNRYD MH GRVWXSQRV
NRMH MH ODNR X]JRMLWL X ODERUDWRULMVNLP XYMHWLPD
VUHGLQRP VWROMHUD |DKYDOMXMXUL VWDQLpPpQRP ELRO
stanice adenokarcinoma iz uzorka biopsije pacijentice Henriette Lacks i probao ih uzgoijiti u
valikastim bocam4> 6XSURWQR GRWDGDaAQMLP UH]XOWDWLPD RY!
rasle i tako postale prve ljudske stanice uzgojene u laboratorijskoj kifitiRazvojem
VWD QLpQ LRP RIDjENMP. LVWUBALIYMWNLK EROHVWL SURXpEL
mehanizama, starenja i raznih drugih stfij#® Uzto, GRVW XSQRAUX SRVHEQLK PH«
VWDQLFD X NXOWXUL GRGDWDND |]D XpLQNRYLWLML VWDQL
UDG X VWDQLpPpQRP IOBERIGIRWBQMM®P PROHNXODUQH L VWDC(
primjenjuuiko N XOWXUH ' NXOWXUH L RUJRRPIRQISR Viir&edddvs UH G VW
za procjenu utjecaja novih lijekova na organizam, ponajprije ljtfSRP. Time su se stvorili
uvjeti za dobivanje kM Xp QLK SRYUDWQLK LQIRUPDFLMD RksMHORYDQ
QD VWDQLpPQRM L PROHNXODUQRM UD]JLQL

'RVDGD&EQMD LVWUDéKksviB @R BI DWRX VANDQRXYXWMLY DOD VWDC
SRYHIDQRVW QMLKRYH VWUXNWXUH k)irridaAoRemiR §pdjévaQ RV W L

Antonio Zandona Doktorska disertacija
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SRND]DOH VX REHUDYDMXUD VYRMVWYiDviXo UH®PDI\WLYBEL®D
NDQGLGDWD RGDEUDQLK QD WHPHOMX NLQHWLpPpNLK SDUL
FLWRWRNVLPQRVW QHIR PR GERhAYRLMRIGRE UIFH@IR WIRWIVR.Ib QF
tretiranih stanica (HepG2iliTHP NDR L R VSHFLILpQLP VWU XN#WXUQLP P
je pokazanodae QSU FLWRWRNVLPpQRVW ELVSLULGQLMHYLK RNVL
kemijskoj SUNWXUL SRYH]QLFH LY}P SphppkviG YdreSidomuljiiRed T2
(MMB-4) ili dvostrukom vezom unutar poveznice (K075) bili 3uU O R WIRaK, WLp&ELR
QDSRPHQXWL GD MH I MIHMIRQYRNSWLp (IRROQFHIMBDFLMDPD 1QD
QMLKRYD SULPMHQD X WHUDSLML RWURYDQ M®zRrazdi®d) QRIRV I
kao lijeka odnosno protuotrova kod trovanja OP spojetihta? Dodatnim testovima provjere
oksidaijskog VWDWXVD VWDQLFH WLMHNRP L]JORAHQRVWL SLULG
bispiridinijevi oksimi s oksim&N RP VNXSLQRP QD SR]JLFLML QD SLULGLQI
LQGXNFLML UHDNWLYQLK NLVLNRYLK L GXaL NRAKLKI-YUVWD
6 nisi>** 1DLPH VPUW VWDQLFH MH NUDMQML LVKRG GMHOR
NRQFHQWUDFLMDPD VSRMD N R gathZbygoga\e Pparédadidddp@ima X X Q >
WHVWRYLPD GHWDOMQLMH XWYUGLWL XpL @/NRH RN WVHXKD QD] D
WRNVLPpQRVWL SULMH SURELUD R@lvigo NRW U DiEH WIHQRGD BUD
kombinacije mitohondrijskog stresa, metabolizma, vijabilnosti stanica i aktivacije apoptoze
XRpHQD MH SRX]GDQD NiRUttbGipL K BibhWFONMLBQRMWARSULQL
SRWYUYLYDQMX MHGQRJ NDQGLGDWD ]D VLIXXYDQ GDOMQML
lakoje nHPRJXUH VD VLIJXUQR&UX SULMH NOLQLpPNLK LVSLW
OLMHN LOL SURWXRWURY ELWL VL hXitdQUHDWASRVQWU HE X UYDD %
EL VH VPDQMLR UL]JLN ]JD ALYRWLQMH LOAIQBERMIHGLYQFHWNR I
.DR @&WR MH YHUO VSRPHQXWR SURYMHUD WRNVLpQRVWL QD
NRUDN SURELUD SRWHQFLMDOQLK NDQGLGDWD ]D GDOMQL
SULVWXSD WHVWLUD Q MiacijF4 dodaiviiR deNikpr@eRaksikblogie NifRoP E L
PR4&H VH SREROMADWL SUHGYLYD Q lhkivX MMWHFIHMT0BaFNDY L P D
VYH YLaAaH LVND]XMH SRWUHED ]D XpLQNRYLWLP ibvittdeQNFLRQ
V RGUHYLYDQMHP WRpPQRJ PHKDQL]PD WRNVLPpQRVWL V FLO
X p L Q Dri\vido Xpitivnjimal?18:85122154 Shodnatome, naslici 2.10prikazane su preporuke
NDNR XVSMHAQR RGUHGLWL WRNVLPpQL SURILO VSRMD RG L

utjecaj na metabolizam, mitohondrijsku fiziologiju i vijabilnost te zadovoljavaju parametre

Antonio Zandona Doktorska disertacija
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RVWDOLK VSHFLILpQ L KalivoibD Qlavimikaridideti an Wi Y.y WM DBE EY D Q M D
daljnji razvoj protuotrova trovanja organofosfatitfa ,VWR WDNR VSRMHYH VD VXS
RG SRAHOMQLK QD UD]JLQL VWDQLFH SRWUHEQR> M. LVNOM X
.DR @&8WR MH YHU VSRPHQXWR QD RYDM QDpLQ PRAH VH VPD
SUHWNOLQLPpND LVSLWLYDQMD L WLPH VPDQMLWL WURA&ANRY

Slika2.10.6 KHPDWVNL SULND] SUHG OR& MQRINMNRD A2NKME hiStahlcal SliBalpvélz¥td Q M
iz referencé®* L SULODJRYHQD

Ukratko, svaka VW DaQrhdid@da ima svoje doprinose evaluaciji oksima kao
potencijalnih protuotrova, kao i nedostatkéH y X WK\ISIRWUHED REMHGLQMHQRJ S|
YLAH UD]JOLPLWLK VWDQLPQLK WHVWRM¥DnzRRWIRNVREQRY WM
odnosno nadomijestiti nedostatke i manjkavost informaéfjaDanas post@ razni VWD QLpP Q
testovikoje seodabiuRYLVQR R LQIRUPDFLMDPD NRMHTestdWdePR SRP/|
EDJLUDMX QD XSRWUHEL UD]OLpLWLRPRHIEIMQONBL NRKQL KV H (

Antonio Zandona Doktorska disertacija
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VWDQLFH SULVXWQLK XQXWDU LOL L]YDQ VW®@@hdvH X SU
QMHJRYRJ VSHFLILDp @isdrbandtRMArascerae § fubhiniscencie -DpLQD
signala proporcionalna je aktivnosti enzimaM@ RSLVXMH SUDUHQL XULQDN VS
tablici 2.1 nalaz senekolikometodh N R U IhjpwWikdQ izrade ove disertacije.

Tablica 2.1. Popisodabranirs W D @ tet@Qa.i njihova upotreba
Reagendli 1DpLQ GHW

Metoda model produkta Upotreba Opis
Viiabilnost 8WMHFDM VSRMHY
Sténica vijabilnost SUDGHQMH P
MTS test MTS absorbancija &LWRWRN mitohondrijske sukcinat
. GHKLGURJHQD]H X
spojeva . .
aktivnim stanicama
Uslijed pucanp membranelaktat
Vijabilnost GHKLGURJHQD]D /'+
: stanice u okolni medij te se pre
. i, stanica : . . ;
LDH test resazurin fluorescencija Intearite njena aktivnost izvan stanice ko
men%brane je indikacija promjene integritet
membrand QHUHJXOLUL
smrti
Indukcija
reaktivnih Utjecaj spojeva na indukciju RGOS
.. kisikovihvrsta RYD X VWDQLFL SUL
ROS test DCFDA fluorescencija (ROS) reagensa H,DCF U njihovom
Oksidacijski prisustvu
stres stanice
Redukcija 1IHSRVUHGQR pR WDhhk
glutationa GSH koji se u obliku MCBGSH
GSH test MCB fluorescencija (GSH adukta pumpa izvan stanice gdje
Antioksidacjski RGUHYXMH QMHJIRY
status stanice RGJRYRU QD VWDQL
Mitohondrijski . .
s Uslijed promjee membranskoc
membranski - =
. . . potencijala, ]JERJ R&W
Mitohondrijsk - potencijal X . L
TMRE fluorescencija o mitohodrija, mijenja se
test Indikacija .
RAWHUHQ! a}kumulacua reagensa TMRE
mitohondrija time MDpLQD VLJQDOaD
Aktivaciia Prai se indukcija markera
Annexin V o ) apoptoze vezanjemsSHFLII
Apoptozatest . fluorescencija procesa o N L
i 7-AAD protutijela koji ujedno ukazuju i
apoptoze "
napojedinu fazwapoptozr
DEVD- Prati se aktivacija i aktivnos
AKtivnost ProRed Aktivacija VSHFLIHEQLRD XNOI
kaspaza IETD-R110 fluorescencija VSHFLILPp( proces apoptoe (RGUHY XN
P LEHD- kaspaza QDpLQ D N-WMadBimL il
AMC unutarnjimsignalnimputom)
Indukcija 1IDVWDQDN GYROD
RaWHUHQ] rati sespecil L r(protutijelim za
2AWHUHQ ATMi . molekula DNA ~ Pral SEespec oty :
fluorescencija aktivne oblike proteina ATM i
DNA H2A.X Nastanak .
GYRODQp! H2A.X kao ukupne mjere
RAWHIUHQMD PROHN
lomova

Antonio Zandona
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Metodom se prati promjena

NE- % ARkt(';’?JCLayHQI IRVIRULODFLMH eihs
Aktivacija MAPK, signalnih u?(aGZLlJ.jJuH r¥aHn(jgihL()\lfu gf(bv‘;g?'g
signalnih STATS, kemiluminiscencija putova - : o .
putova ERK1/2, fosforilacijom prijenos signala u stanmtemglp
ACC VSHFELILp¢ S QD ~YHIDQMX ih
proteina protutijela na protein od interesa
uzorku
Prati sepasivn prolaskaspojeva
kroz membranu u vidjednoslojre
kulture MDCKII-MDR1-a te se
Pasivn RGUHYyXMH W ISRV
-[I)—grsr;eablinoét MBCR:T” kromatografija transporta kNroz glikoproteip pumpe u njihqvoj
membrane stanice ELRORA&NEF translokacija kra istu.
membrane .RQFHQWUDFLMD VE
RGUHYyXMH VH N
kromatografskin metoda (np
HPLC, LGMS)
2GUHYXMH VH UD]J
metabolizam spojeva u prisuttios
Test oHWDERO MHWUHQLK PHWDESR
mHW D ER O mikrosomi  kromatografija stabilnost It(eSt'r"’.“T" SPoj njegowproduk_n
stabilnosi spojeva vantifikaciraju kromatografskim

metodamakako bi se odredilc
SROXYULMHPH
razgradnje spoja
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T EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Kemikalije, materijali i ostalo
3.1.1. Kemikalije, otapala, otpine i reagensi

=D SULSUHPX S XI babddedNrR rddoinWadegénivietkaptoetanolSigma Aldrich
IMHPDpPpND E U R BigH&QARIOCchS OMM RDpND GLQDWUL MR KLGURJ
Kemika Zagreb), dinatrijeva soletilendiamintetraocteneideline dihidrat (EDTA, Sigma
Aldrich 1MHPDpPpND IHQLOPHWD Q \Sigoad RA@iicOd 1OXRPWDLLGID 308D LF
(Sigma Aldrich 1MHPDpPpND  NDO F4 lKéiikg ReQreb) kaBjev&iDidrayen fosfat
(KH2PQy, Kemika, Zagreb), kalgvklorid (KCI, Kemikg Zagreb), natrijev dodecil sulfat (SDS,
Sigma Aldrich 1IMHPDpPpND QDWW U LSigtHayAltecK RIM P DIBND QDWULMH
(NaCl,Kemika Zagreb), natrijev ortovanadat (N&D4, Sigma Aldrich 1MHPDpND PDJQH]L
klorid (MgClz, Kemika ZaJUHE 7 ZHSiga Aldrich 1MHPDpPND 7UL]PDS ED]I
Sigma Aldrich 1IMHPDpND IBLOCR™ (Th&rmo Fisher ScientifiSAD)
.ORURYRGL b @65 BolpM/HK0L Bé&mika =DIJUHE MH NRULAWHQD ]
vodene otopind mol dm?, kojajH NRULAWHQD ]D SRGHaADYDQMH S+ YULM
Octena kiseling99,5 %(v/v) HOAc, Kemika =DJUHE MH NRULAW-HQD ]D ¢
tne vodene otopinév/Yy NRMD MH NRULAWHQD ]D 8 WjhredihklbasijlBRQFHD
membrana zaestern blot
Dimetil-sulfoksid (99 %(v/v) DMSO,Kemika =DJUHE NRUL&WHQ MH ]D SU
RNVLPD .RQDpQL SRi\pWWRIWTb je@6d R,001 do 0,8%v) i utjecaj na rast
VWDQLFD L DNWLYQRVW RGUHYLYDQLK VWDQLPpQLK PHWD EL
Metanol (99,8 %v/v) MeOH,Kemika =DJUHE Nz prip@mMutdiQpivatdksima.
.RQDpQL SRVWRWDN OH2+ X SRNXVNRD ufdcl nisl tastB@nicai GR
DNWLYQRVW RGUHVYLYDQLK VWDQLpQLK PHWD ELR MH ]DQHPF
Glicerol Sigma Aldrich 1IMHPDpPND NRUL&W H Qtnél ¥odebe StapmS UH P X
(viv NRMD MH NRULAWHQD ]D SULSUHPX KRPRJHQL]DFLMVNR
Triton X-100 Sigma Aldrich 1MHPDpND NRULAWHQ MH NDR VUHGYV
VWDQLpQH PHPEUDQH X N{Q EHMPIENE R0/%NeR/Glene otopine
(VIv), kojaje kol AWHQD ]D SULSUHPX KRPRJHQL]DFLMVNRJ SXIHUL
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Vodikov peroksid (30 %v/v) H.02, Kemika =DJUHE NRUL&AWHQ MH NDR SF
]D RGUHYLYDQMH LQGXNFLMH UHDNWLY Q koticéhtraciehlORY LK Y U\
mmol dm® SULSUHPOMHQD MWHPDAUGHAMWWLOLUDQRM YRGL L pXYLC

Tertbutilvodikov peroksid (70 %v/v) tBOOH, $& 526 2UJDQ&FVERULEAWHQ N
NDR SR]JLWLYQD NR Q WnhtioRstol&ijskbyg Feaisa tahicé DARodikhncentracije
100 mmol dr? pripremljenajerazfHyLYDQMHP X GHVWLOLUDQRM YRGL L p

Paraformaldehid (4 %v/v), Sigma Aldrich 1MHPDpPpND NRULAWHQ MH N
NRQWUROD RGUHYyLYDQMH DNWLYDFLMH SURFHVD UHJXOLUL

Natrijev dodeciV XOIDW 6'6 Kae UOL%iveHvQdeleHopine, za pripremu
transfer pufera.

Atrakurijevbesilat 08 % AB, SigmaAldrich 1 MHPDpND NRULAWHQ MH NDI
SRIQDWRJ GMHORYDQMD S U24 Wzrora atepd&phcntrati RivhBIN VL p Q R
dm pripremljena je otapanjemu W LOLUDQRM YRGL L pXYDQD QD f&

Atropin (At, SigmaAldrich 1MHPDpND NRUL&WHQ MH NDR NRQV
GMHORYDQMD SUL W H \2Wdatd vQrivexotdplnibRoANRAGILOG QrRovVdm L X
3pripremljena je otapanjem u destiliranoj vodd X YDQD QD f &

Acetilkolin (99 % ACh, SigmaAldrich 1 MHPDpPpND NRULAWHQ MH NDR
SRIQDWRJ GMHORYDQMD S U24 MN2¢oMa atepddphcEntFaci@ TV NVLPp QR
dn pripremljena je otapanjem u destiliranoj vodi neposredije gksperimenta.

Staurosporin @topina 1mmol dm® u DMSO SS, Abcam Ujedinjeno Kraljevstvo)
NRULAWHQ MH NDR NRQWUROQL VSRM SR]QDWRJ GMHORYD
DNWLYDFLMH VSHFLILpQL KkohtEnv&i] bimd PviR ¥ QM6 R \W R YD Q D
QD f&

Karbonilijanid-3-klorofenilhidrazon ¢topina 50 mmol dii u DMSO CCCP, Cell
Signaling Technology Europe 1L]R]JHPVND NRULAWHQ MH NDR SR]L
GHSRODUL]JLUDFLMX PLWRKRQGULM WNsadcaP Hwihd o@gpviaNRJ SR\
koncentracijegsO mmol dm? X '062 pXYeD&D f &

Etopozid 08 %, Sigma Aldich 1MHPDpPpND NRULAWHQ MH NDR SR]
RGUHYLYDQMH RAWHIHQMD P Raneentradjé mmsl dyf prirrer@ienaRWR SL Q
jeuDMSOL pXYDQDf&D
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Elacridar 08 %, International Laboratory 6$%$' NRULAWHQ MH-NDR LQ
JOLNRSURWHLQ SXPSL |]D RGUHYLYDQMH PRJXUQRVWL SUR
Izvorna otopingoncentracij@ mgmLiu '062 p XY QD f&

Amprenair (98 %, AK Scientific Inc. 6$' NRUL&WHQ MH NDR SR]JLWL®
RGUHYLYDQMH PRJXUQRVWL SURODVND VSRMHYD NUR] E
koncentracii@ mgmL! X '062 pXYeD@D f&

Diklofenak Sigma Aldrich 1MHPDpPpND NR U pé@&itwHaQ koMrdla M R
RGUHYLYDQMH PRJIJXUQRVWL SURODVND VSRMHYD NUR] E
koncentracij20 mgmL! X '062 pXYeDQAD [ &

RHDJH Q \iikiroffioresceirdiacetat (DCFDA,Sigma Aldrich 1MHPDpND MH
NRULA&WHQ ]DinBuxcijeHdakibilQiidikbvih vrsta u stanicama. lzvorna otopina 10
mmol dm?pripremljena je otapanjem uDMS® L pXY-DQP&QDAWLUHQD RG VYM

Otopina boje tripan plavo (0,4 %/v), Sigma Aldrich 1MHPDVYPRWODLAWHQD MH
RGUHYLYD&MWHKURWRMD PUWYLK VWDQLFD

Reagens monoklorobiman (MCBigma Aldrich 1MHPDpPpND NRUL&AWHQ MH ]I
antioksid&ijskog statusa stanice. lzvorna otopikancentracijes mmol dm? pripremljena je
otapanjem u DMSOX L pXY-DQ Pp&Q]D & WiLsujetl®@ D R

Reagen<tilni estertetrametilrodamin perkloraf TMRE, Cell Signaling Technology
1L]R]JHPVND NRUL&AWHQ MH ]D RGUHYLYDQMH PLWRKRQGUL
stanica. Izvorna otopinkoncentracijel mmol dm? pripremljena je u DMSO b X YD QID QD
f& I1DAWLUHQD RG VYMHWOD

Reagens fenazin metosulfat (PM$&526 2UIJDQEFVA®E RULAWHQ MH ]D Sl
RWRSLQH ]D RGUHYLYDQMH YLMDELOQRVWripranieBaQe. #D ,]YR
IRVIDWQRP 3%6 SX{HUX MIEEXHQ@DRGDVYMHWOD

Reagens {4,5-dimetiltiazol2-il) -5-(3-karboksimetoksifenite-(4-sulfofenil-2H-
tetrazolijeva sol (MTSPromega 6%' NRULAWHQ MH ]D SULSUHPX RWR
vijabilnosti stanica. Izvorna otopik@ncentracij€ mg dm? pripremjena je u fosfatnom (PBS)
SXIHUX L pXYDP&Q PODRWLUHQD RG VYMHWOD

Reagens Ponceau Sigma Aldrich 1MHPDpND SULSUHPOMHQ MH RWD
mL destilirane vode i @ mL5 %-tne octene kiseline//v) L pXQDQ [ & |DddwjeétlaH Q
OtoSLQED MH NRULaAWHQD |]D ERMDQMH SURWHLQVNLK YUSFL (C
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=D RGUHYLYDQMH XpLQDND WHVWLUDQLK VSRMHYD QD
dostupni kitovi: S HOO7LWHU S $4XHRXV 2QH 6ROXW [PR@edaHOO 3UFR
6%’ ]D R Gbj¢vabyinosti stanicaCytoTox21(E +RPRJIJHQHRXV OHPEUDQH
Assay Kit(Promega 6%$' |]D RGUHYLYDQMH L QMitoehbhdrigh MambrarieH P E U D C
Potential Assay Kit (I)(Cell Signaling Technology Europe 1L]RJHPVND ]D RGUHYVL
mitohondrijskRJ PHPEUD QV NRJ SFsiant@AnhaMimd\OA3say K{Merck KGaA
IMHPDpND ]D RGUHYLYDQMH DNWLYDFChbpas8UCaEpda&D UHJIXO
and Caspas® Multiplex Activity Assay KfiAbcam 8 MHGLQMHQR .UDOMHYVWYR
DNWLYDFLMH VSHFLILPQVK $H @oADNA Davnade JKkMerck KGaA
IMHPDpND ]D RGUHYLYDQMH RaAWHUHQMD PROHNXOH '"1$%

Zarazdvajanje proteina gel elektrodf RP NRULaAWHQL MXORRK B RUWAMVHIUOLQ
XT Bis-Tris Protein Gels 4t12 %Bis-Tris (BioRad SAD).

3.1.2. Reagensi zavestern blot analize

=D RGUHYVLY GALI® M QL & DVOMRQdrp ot W HFFKHQL DN RP NRULAWHQD V
SURWXWLMHOD S U Rabljoar® Hsekdndérn KaRIlHi S URW XWLMHOR SUR\)

imunoglobulinD NODVH * ,J* RELOMHAHQR HQ]LBORRAJSA)YRNVLGD]I
VWDQGDUG SURWHLQMDarRR pPBIW M KYDHPAHE. { RQ@E SO YQERIZE ODUN
Range(Sigma Aldrich 1MHPDpPND

Tablica3.1.3ULPDUQD SURWXWLMHOD NRULEAWHQD X RYRP UDGX

Protutijelo Proizvedeno 5DJUMHYI 3URL]YRYDD

antip-ACC .XQLU 1:1000 Cell Signaling Techonolgy IncSAD

anti pERK .XQLU 1:100® Cell Signaling Techonolgy IncSAD

DQWL S1) % S .XQLU PRQRI 1:2000 Cell Signaling Techonolgy IncSAD

anti pp38MAPK .XQLU PRQRI 1:1000 Cell Signaling Techonolgy IncSAD

anti pSTAT3 .XQLU PRQRI 1:1000 Cell Signaling Techonolgy IncSAD
3.1.3. Puferi

8 SRNXVLPD VD VWDQLFDPD NRULAWHQ MH IRVIDMEgL SXIHU
S X' W D kahideinirana otopina otapanjem 80,1 g NaCl, 2 g KCI, 14,4 iR@; i 2,7 g
KH2POy X P/ GHLRQL]JLUDQH YRGH S+ MH SRGHa#®¥@ QD R
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QDGRSXQMHQR GR / 3XIHU MH DXWRNODYLUDQ L pXYDQ
kor L & \& pfifréMnljena je otopina PBESUD]JUMHYHQMHP VWHULOQRP GHLRQL]
Tris pufer (TBS) pripremljen je kadoncentrirana otopinaGYDGHVHW SXWD °
koncentracieRWDSDQMHP J 7UL]PDS ED]JH L J 1D&O X P/
S R Gn+ha R,6 otopinom HCI (1 mol d#ite nadopunjeno do 1 L.
7%67 SXIHU SULSUHPOMHQ MH PLM IGADGNHWVHW SRKRMW D%
koncentracijeL —/ 7ZHHQS X | GHVWLOLUDQH YRGH
Tris glicinski transfer pufer pripremljen je kakoncentrirana apina GHVHW SXWD YH
koncentracieRWDSDQMHP J 7UL]PDS ED]H L J JOLFLQD X
Transfer pufer pripremljen @ LMHAaADQMHP P/ Yhabstey puf@rddésetQ VN R J
SXWD YHUH N REQGF-HLQI¥étlirarelvdtie] 400 mL tarola i 2 mL 10 %ne otopine
sbsb 3XIHU MH SULSUHPOMHQ QHSRVUHGQR SULMH NRUL&a&W
Laemmlijev pufer pripremlijen je kaokoncentrirana otopinapHWLUL SXWD Yl
koncentracieRWDSDQMHP PJ 7UL]P-8 8 gglizéidlad,8 mg Bdfenol
SODYRJ -meRAptoetanola u 6 mL destilirane vode, te je nadopunjeno do 10 mL. Pufer
MH UDVSRGLMHOMHQ X PLNGRHSUXYHWH L pXYDQ QD
+RPRJHQL]DFLMVNL SXIHU SULSUHPOMHppMeHN&ILM H & D Q N
1,35 mL 200 mrol dm® otopine KCI, 0,5 mL 200 mmol drhotopine MgC#, 5 mL 20 %tne
otopine Tritona X100, 13.4 mL 75 %ne otopine glicerola, 2 mL otopine 1 mol dmtopine

7UL]PDS ED]H S+ PRWRBRQHGPS$) — /% otogmB ROOAG P
ulOOMLGHVWLOLUDQH YRGH 1HSRVUHGQR SULMH NRUL&AWHQ
otopine NaVOa L —/ P PR@pBePPMSHa.

;7 0(6 SXIHU SULSUHPOMHQ MH PLMHaADQMHP P/ NRPH
koncentrirane otopinédB{foRad SAD) u 1 Ldestilirane vode.

3XIHU ]|D EORNLUDQMH PHPEUDQH SULSUMHROMHQ MH RW
X 7%6 [ SXIHUX X] PLMHA&D QMMHHW QIR LPM.MHEQ KHFR R GBWR N

se otopo i ohladio.

3.1.4. Oksimi

U ovoj doktorskoj disertaciji tesino je pet serija spojeva oksimske struktbrepiridinijevi

oksimi (tablica 3.2), imidazolijevi oksimi {ablica 3.3), kinuklidinijevi oksimi {ablica 3.4), 3-
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hidrokst2-piridinski oksimi ¢ablica 3.5 i referentni oksimi koji se koriste u medicinskoj
preksi ili je njihovo djelovanje poznatdgblica 3.6).

Bispiridinijevi oksimi sintetizirani su Department of Toxicology, Faculty of Military
Health Sciences  HSDUWPHQW RI &KHPLVWU\ )DFXOW\ RI 6FLHQFH
+UDGHF .UiO RRe¢publigd@oN Bodstvom dr. sc. Kamila Musileka i dr. sc. Kamila
. X pPHP2:93.122155 Ishodne otopine oksima (10 ili 100 mmoldm SULUHYHQH VX X GHV'
YRGL L pXYDQH SUL f& GRN VX GDOMQMD UDJUMHYHQMD R
u destiliranoj vodi, PB& ili mediju za uzgoj stanica. Bispiridinijevi oksimi testirani su u

rasponu koncentracija od 1,54 mol dn,

Tablica 3.2.0znake, strukturne formule i IUPAC imena bispiridinijevih oksima testiranih u ovom radu.

Oksimi Struktura IUPAC kemijsko ime spoja
4-karbamoit1-(3-{4-

K027 [(hidroksiimino)metil]piridinio}propil)
piridinijev dibromid

4-karbamoit1-(3-{3-klor-4-
K865 [(hidroksiimino)metil]piridinio}propil)
piridinijev dibromid

4-karbamoit1-(3-{3,5-diklor-4-
K868 [(hidroksiimino)metil]piridinio}propil)

piridinijev dibromid

(> KLGURNVLLPLQ PHWL/
TMB -4 [(hidroksiimin)metil]piridinio}propil)

piridinijeva dibromid

4-karbamoit1-(4-{4-
K048 [hidroksiimino)metil]piridinio}bultil)

piridinijev dibromid

4-karbamoit1-(4-{3-klor-4-
K866 [(hidroksiimino)metil]piridinio}butil)
piridinijev dibromid
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4-karbamoit1-(4-{3,5-diklor-4-
K869 [(hidroksiimino)metil]piridinio}butil)
piridinijev dibromid

1,1*(butanobpis[4-

(hidroksiimino)metilpiridinijev dibromid

K074

4-karbamoit1-(4-{4-
K203 [(hidroksiimino)metil]piridinio}but-2-enil)

piridinijev dibromid

4-karbamoit1-(4-{3-klor-4-
K867 [(hidroksiimino)metil]piridinio}
but-2-enil)piridinijev dibromid

4-karbamoit1-(4-{3,5-diklor-4-
K870 [(hidroksiimino)metil]piridinio}but-2-

enil)piridinijev dibromid

1,1%(but-2-engbis[4-

(hidroksiimino)meti]piridinijev dibromid

K075

Imidazolijevi oksimi sintetizirani su na Kemijskom odsjeku, Prirodosle® ® WHPDWLpPpNRJ

IDNXOWHWD 6YHXpLOLAWD X =DJUHEX =DJUHE +UYDWVND

Ishodne otopine oksima IV i VI (10 mmol dinpripremljene su u destiliranoj vodi, dok su

ishodne otopine oksima VIl i X (100 mmoldn SULSUHPOMHQH X '0@2e haRWRSL(
f& 'DOMQMD UD]JUMHYVyHGQ@uwEpoRrdtd irife pBkusaSuldBstlicaivoHQAD

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

6,25- —PR® GP
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Tablica 3.3.0znake, strukturne famule i IUPAC imena imidazolijevih oksima testiranih u ovom radu.

Oksimi Struktura IUPAC kemijsko ime spoja

N 1-butil-3-(4-klorbenzil)}-2-
[(hidroksiimino)metillimidazoljev bromid

Vi 1-(but-3-ent1-il) -3-(4-klorbenzil)-2-
[(hidroksiimino)metilimidazolijev bromid

Vil 1,3-bis(4-klorbenzil}2-
[(hidroksiimino)metil]imidazolijev bromid

X 3-(4-klorbenzil}2-[(hidroksiimino)metil}
1-(4-metilbenziljmidazoljev bromid

Kinuklidinijevi oksimi sintetizirani su na Kemijskom odsjeku, Prirodoslolr®@ WHPDWLpPpNRJ
IDNXOWHWD 6YHXpLOLAWD X =DJUHEX =DJUHE +&%YDWVND
Ishodne otopine oksima QQ14 (10 mmol dri) pripremljene su u destiliranoj vodi, dok je

ishodna otopina oksima Q5 (100 mmoldmMSULSUHPOMHQD X '062 2WRSLQH
f& 'DOMQMD UDJUMHYHQMD RNVLPD SULSUDYOMHQD VX QF
PBSu ili mediju za uzgoj stanica. Kinuklidgevi oksimi testirani su u rasponu koncentracija

od 625- —PRQG GP
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Tablica 3.4.0znake, strukturne forate i IUPAC imena kinuklidinijevitoksima testiranih u ovom radu.

Q1 Kinuklidin-3-on-oksim
3-(hidroksiimino}1-metilkinuklidinijev
Q2 -
jodid
1-alil-3-(hidrokgimino)kinuklidinijev
Q3 :
bromid
o0 1-(but-3-en1-il)-3-
(hidroksiimino)kinuklidirijev bromid
1-dodecit3-(hidroksiiminokinuklidinijev
Q5 :
bromid
1-benzil3-(hidroksiiminokinuklidinijev
Q6 .
bromid
; 1-(3-bronbenzil)}-3-
Q (hidroksiiminokinuklidinijev bromid
g 1-(4-bronmbenzil)}-3-
Q (hidroksiiminoxinuklidinijev bromid
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Qo 1-(3-klorbenzil}-3-
(hidroksiiminoxinuklidinijev bromid
1-(4-klorbenzil)-3-

Q10 . Lo
(hidroksiiminoxinuklidinijev bromid
3-(hidroksiimino)1-(3-

Q11
metilbenzilkinuklidinijev bromid
3-(hidroksiimino)1-(4-

Q12
metilbenzilkinuklidinijev bromid
3-(hidroksiimino)}1-(3-

Q13 .
nitrobenzilkinuklidinijev bromid
3-(hidroksiimino)}1-(4-

Q14
nitrobenzilkinuklidinijev bromid
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3-hidrokst2-piridinski oksimi sintetizirani su ndlormandie8QLYHUVLWp 81,528(1 !
Rouen, CNRS, COBRA (UMR 601Rpuen, Francusk@odvodstvomprof. dr. sc. Ludovica

Jeana prof. dr. sc. PierreYvesa Renardd!®’ Ishodne otopine oksima JR585, JR595, RM048,

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

GM415 (50 mmol drd) pripremljena u metanolu ili u DMSQ00 mmad dm3). Otopine su
bXYDQH QD f& 'DOMQMD UDJUMHYHQMD RNVLPD SULSUDY
PBSu ili mediju za uzgoj stanica.-Ridroksi2-piridinski oksimi testirani su u rasponu
koncentracija od 2,34 —PR® GERJ RJUapivostiHi @adendm mediju GM508

MH WHVWLUDQ X UDVS®R 3 VW48 | GMARResti@r u rasponu do 500
—PRG.GP

Tablica 3.5.0znake, strukturne formule i IUPAC imendhRiroksi2-piridinskih oksima testiranih u ovom radu.
Oksimi Struktura IUPAC kemijsko ime spoja

2-[(hidroksiimino)metil}-6-[5-
(piperidin-1-il)pentil]piridin-3-ol

JR585

2-[(hidroksiimino)metil}6-[4-
(morfolin-4-il)butil]piridin -3-ol

JR595

2-[(hidroksiimino)metil}-6-[5-
(morfolin-4-il)pentil)piridin-3-ol

RMO048

6-[5-(6,7-dimetoksit1,3,4
GM415 trihidroizokinolin-2-il)pentil]-2-

[(hidroksimino)metil]piridin-3-ol

6-[5-(6,7-dimetokst1-fenil-1,3,4
GM113 trihidroizokinolin-2-il)pentil]-3-

[(hidroksimino)metil]piridin-3-ol
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6-(5-{1-[4-(dimetilamino)feiil] -6,7-
dimethoksil,3,4-
trihidroizokinolin-2-il}pentil) -2-

GM508

[(hidroksiimino)metil]piridin-3-ol

Oksimi HF  /++ L +Msntetizirani su Wepartment of Toxicology, Faculty of Military

Health Sciences, University of Defence UDGHF .UIORYp yH&ND 5HSXEOLND ¢
.DPLOD?®%Rp2PAM, kuplien je od tvrtkeSigmaAldrich 1MHPDpPND ,]JYRUQH R
referentnih oksima (100 mmoldn SULUHYHQH VX X GHVWLOLUDQRM YRG
UDJUMHYHQMD R N\sl RdposBddhoSauijp paudadd @ destiliranoj vodi, RBi

mediju za uzgoj stanica. Referentni oksimi testirani su u rasponu koncentracija o865
—PRC.GP

Tablica 3.6.0znake, strukturne formule i IUPAC imena referentnih oksima testiranih u caaum r
Oksimi Struktura IUPAC kemijsko ime spoja

2-[(hidroksiimino)metil}1-

2-PAM metilpiridinijev klorid

(NDUEDPRLO( (> " (
HI-6 [(hidroksiimino)metil]piridinio}metoksi)
metil]piridinijev diklorid

(> KLGURNVLLPLQR PH!
[+ +-6 [(hidroksiimino)metil]piridinio}metoksi)
metil]piridinijev diklorid

2,4-di[(hidroksiimino)metil}1-[({4 -
+ 0T [(hidroksiimino)retil] piridinio} metoksi)
metil]piridinijev diklorid
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32. 6WDQLPpQH NXOWXUH
321 8]JRM VWDQLpPQLK NXOWXUD

=D LVWUDALYDQMH VX NRULAWHQH VX FHUVWBNYSY ECACOQH NXOV
94030304 European Collection of Authenticated Cell Cultyriéagleska), ljudske stanice jetre

HepG2 (ECACC 8501143European Collection of Authenticated Cell Cultyresigleska),

ljudske embrionalne stanice bubrega HEK293 (ECACC 8512060&)pean Collection of
Authenticated Cell Culture€ngleska) i ljudske staniceltmega odraslihHK $7 & &S &5/

(E American Type Culture CollectipiBAD). Nadale NRULAWHQH VX L SULPDL
NRaWD Q L ,KmidblastL i Iniotubuli. Primarne stanice izolirane su na Institutu za
SDWRIL]JLRORJLMX OHGLFLQVNL,pbd\/EdStVsH pvof6dy. sSebde@a L AW D X
Pirkmajera u skladu s dozvolam@ DG @QHHAWRpNRJ SRYMHUHQeAWNaD 6YL
primarnim kulturamaSURYHGHQL VX QD ,QVWLWXWX |D SDWRIL]J]LROR.
povjerenstvom Ministarstva zdravstva Republike Slovenije (#71/05/12 i #842Q@017/4).

Sve stanice uzgajane su kadherentne kulture pri kontroliranim uvjetima (5 % pGO
WHPSHUDWXUL f& L X RGIRYDUDMXULP PHGLMLP-D X] GRC
streptomicin (PerStrep,SigmaAldrich 1MHPDpNX <6WWDQLPpQD OLQLMD X]J
'X O E HF F R feU BagleGA1 rhediju (DMEM F12,SigmaAldrich 1MHPDpND X] GRGD
Y Y IHWDOQRJ JRY HSjghaAdkct X PDH PHBHND SgRaRIz GP
(SigmaAldrich 1MHPDpPpND L QHHVHQFISYDe@IQiEK DMHERRNNDYHOL
HepG2 i HEK VWDQLpPpQH OLQLBHOX]PD M DQLHP MRdif\Vs\Eldr@wivii. D O
solima i natrijevim bikarbonatom bezdlutamina (EMEM,SigmaAldrich 1 MHPDpND X]
dodatak 2 mmol drd glutamina, 10 % (v/v) FBSSigmaAldrich 1MHPDpND L
neesencijalnih minokiselina. Hk VWDQLpPpQD OLQLMOEX]IEPRID/QORMHIXHG
mediju (DMEM, Capricorn Scientiic 1MHPDpPND X] GRGDWD N&ibcg, Y Y
8MHGLQMHQR . UDOMHYVWYR IHGLIHUHQFLUDQH PLALUQH
tkiva koMH MH UXWLQVNL RGEDpPHQR ]D%°8YUrgdian BUHARENER SHG V N |
Minimal Essentiaimediju (advMEM,Invitrogen Ujedinjeno Kraljevstvo), uz dodatak 10 %
(v/v) FBS (nvitrogen Ujedinjeno Kraljevstvo), 0,3 % (v/v) fungizoniayitrogen, Ujedinjeno
Kraljevstvo), 0,15 % (v/v) gentamicindnyitrogen Ujedinjeno Kraljevstvo).Miotubuli,
GLIHUHQFLUDQH PLaLUQH VWDQLFH X]JDMDQL VX X $GYDQ
Invitrogen Ujedinjeno Kraljevstvo), uz dodatak 2 % (v/v) FBBwjtrogen Ujedinjeno
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Kraljevstvo), 0,3 % (v/v) fungizonalr{vitrogen Ujedinjeno Kraljevsta), 0,15 % (v/ v)
gentamicina Ifivitrogen Ujedinjeno Kraljevstvo). Donori primarnih stanica nisu imali
QHXURPXVNXODUQH EROHVWL L PLALUQH VWDQLFH PLQLPDC
provedeno testiranje.

Stanice su uzgajane u posudama(dRM D |]D RGYDMDQMH VWDQLFD R
je otopina tripsina i EDTASigmaAldrich 1MHPDpPpND QDNRQ pHJD VX VWDQ
X RGIRYDUDMXUHP PHGEMXL RXDYDEWROWHWXYY RGIRBYDUDMXUHP |

provedbu pokusa.

3.2.2. 2 G U\rjé broja stanica u uzorku

%URM &LYLK PUWYLK VWDQLFD X X]JRUNX RGUHYHQ MH SRPF
Naime,ova boja ne ulazX &LYH VWDQLFH JERJ QHIJDWLYQRJ QDERMD P
V REWHUHQRP PHPEUDQRP bop jeayry M choplazieX°F BiferehGijrid

bojanje je proved® R SUHPD SURWRNROX SURL]YRYyDpPD XUHYyDMD ]
PLNURHSUXYHWL MH SRPLMHADQR —/ QHUD]JULMHVHQH V X\
VWDQLFD RG SRGORJH L —/ RWRSLQH WULSDQ SODYR
komoricX SORPLFH ]DelECHRING SlMdsBioRad 6$' L SRVWDYOMHQR X
S8UHYyDM DXWRPDWVNL EURML VWDQLFH L UH]XOWDW SULND"
SRVWRWDN &LYLK VWDQLFD X X]JRUNX

33. 6WDQLpQIbWHVWRYL
331 2GUHY LcHdoIMHp RRWVWRD SUDUHQMHP SURPMHQH YLMDEL

OLMDELOQRVW VWDQLFD L]JORAHQLK WHVWLUDQLP VSRMHY
2ZHQRY UHDJHQV MH WHWUD]ROLMHYD VRO aXWH ERMH NR
VWDQLpPpQLKGMBIUPDXURERMDQL |IRUP BDOIMXEN p DSYUNRKG XENRW H V R
mediju Glika 3.1). Sam proces je potaknut redukcijom/oksidacijom NADPH i/ili NADH
HQ]JLPLPD GHKLGURJHQD]DPD X P HWpDjehRmiHd N H MDWNWR Y Q LPRVPV
reagensaa pijenos elektrongdPMS, fenazin metasulfata). Porast koncentracije formazanskog
SURGXNWD SURSRUFLRQDODQ EURMX PHWDEROLpPNL DNWLY
YDOQRM GXOMLQL RG QP QD pLWDpPpX PLNU BstiddaD UV NLK
LIlUDpXQDW MH SRVWRWDN SURPMHQH YLMDELOQRVWL VWD«
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QHWUHWLUDQH NRQWUROQH VWDQLFH WH MH RGUHYHQD
odnosno, koncentracija testiranog spoja koja inhibira $8s% stanica, kratice K (engl.
inhibitory concentratiohvrijednost.

SUHPD GRELYHQLP UH]XOWDWLPD XWMHFDMD RWDSDOD
RWDSDOD L NRUL&W H KoRdentrecily DNSIOeQi Rmdtamblé (k& Yotapala za
R G U HgKisiQeHu svim pokusima bila je ispod 0,8 % i 0,5 % kako bi se zanemario njihov
XWMHFDM QD RGUH¥¥2PQH SDUDPHWUH

8 SUYRP GLMHOX LVWUDALYDQMD LVSLWDQD MH WRNVL
trajanju od 24 sataZa testiranje je odahn raspon koncentracija spojeva koji prema
OLWHUDWXUQLP SRGDFLPD RGJRYDUD IL]JLRORANL L NLQHWI
njihovog terapijskog potencijai3z>8>88.118.122.16 K gncentracijski raspon oksima i spojeva
poznatog djelovanja (atrakurij besilatantagonist nikotiskih receptora, atropitantagonist
muskarinskih receptora, acetilkol + DJRQVW DFHWLONROLQVNLK UHFH S
koncentracije od 1+ P R O3,GzRzev tri 3hidroksi2-piridinskih oksima koji su zbog
RJUDQLpHQH WRSOMLYRVWL WHVWLUDQL X NRQFHQWUDFLM
3 (RM048 iGM415) te pznatog induktora apoptoze, staurosporina u rasponu odt0,03 R O
dns,

=D HNVSHULPHQW QDVDYHQR MH VWDQLFD SR MDaAL
GDQ SULMH HNVSHULPHQWD 'UXJL GDQ OQODNRQ awWeR MH D\
RWRSLQH VSRMHYD X VWDQLpQRP PHGLMX X RGDEUDQRP U

/| SR MDAaLFL 6SRMHYL VX WHVWLUDQL X VHULMVNRP UD]
Stanice su zatim inkubirane tijekom 24 sata pri kontroliranim uvgets®o pCQi temperaturi

fé& IDNRQ LOQNXEDFLMH VWDQLFH VX LVSUDQH 3%6 SXIH
WH MH GRGDQR /| pPLVWRJ PHGLMD L /| 076 UHDJHQVD W
VDWD RYLVQR R UD]YBokbanckaRphil490 ripte WD Q RR/NBHI DY HQH |, &

vrijednosti.
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Slika 3.1. A) Princip MTS metodet 076 a&aXWH ERMH GMHORYDQMHP VWDQLpPpQLK HQ]
VPHOQMXELpDVWH ERMH WRSOMLY X PHGLMX X] 4dihtin@&XehklolyeHaARMNay LGD FL M
i prijenost HOHNWURQD S RZARRiijetiot) éleRtdtdr@¥®6 X PHWDEROLpPpNL DNWLYQLP VW
NRQFHQWUDFLMH IRUPD]DQD SURSRUFLRQDODQ MH EURMX PHWDEROLD!
inkubacije upULVXWQRVWL &L Y prEma kRUEZWM ©IOK MWHDWD L SD$4XHRXV 2QH 6ROXWLRQ
Assay Ki}.

=D RGDEUDQH VSRMHYH NRML VX VH SRND]DOL WRNVLpPpQ
NRQFHQWUDFLMD LVSLW D Q DshotjH kéhEeGtac)ddoHowgmostiNap@R VW X
]D VYDNL SRMHGLQL VSRM XWYUyHQD MH WRNVLPQRVW X C
NRQFHQWUDFLMD VSRMD NRG NRMH GROD]JL GR SRMDYH \
RGIJRYRUQRJ ]D XpL@QitékhlaVSRMHYD QD VWD

Dodatno, da bi se procjenilcK] URNXMX OL WHVWLUDQL VSRMHYL
SRWHQFLMVNL LOL SURWHNWWDQIL Bp IMXD N] @Pa HQ H. QU R/]W DK
WRNVLPQLK VSRMHYD X NRQFHQW UWESF LMD VWAYD NVR\GE) QR MDD (8¢
odnosno tzv. LOAEL dozi spoj&figl.Low Observed Adverse Effect Lgvel
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Slika 3.2. SWMHFDM RWDSDOD QD VW Duidnest MRUiteinsta Qtahicd dRogsRoBxa D G X

RWDSDOD 9ULMHGQRWWD “LVWDQESHDWEHMWRIOWIR GRELYHQLK YULMHGQ
sata MTS metodom. Parametri su evaluirani iz najmanje tri pokusa.

332. 2GUHYyLYQWMHULWHWD VWDQLPpQH PHPEUDQH

J QWHJULWHW VWDQLpPpQH PHPEUDQH S U BijuMKkiuhésDendiaW HV W R
ODNWDW GHKLGURJHQD]H /'+ LVSXaWHQH X VWDQLPQL PHG
LOQWHJULWHWD PHPEUDQH L QDMpH&UH MH SRYH]DQR V SXI
smrti, nekrozi®®. Metoda je slikovno prikazana séici3.3 1DLPH DNWLYQRVW /'+ RG
SRVUHGQR SRPRUOUX UHDJHQVD UHVD]XULQD NRML VH UHG)>
NADH-RP X VWDQLpPpQRP PHGLMX QDNR GIiHR\&3 ParasDsghal /'+ L] °
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propacionalan aktivnosti LDH S U D U H Q irveHiijon®pfiRalnoj duljini ekstinkcije od 560
QP L HPLVLMH RG QP QD pLWDpX PLNURWLWDUVNLK SORQp

Slika 3.3. 3 ULQFLS PHWRGH NRMRP MH RGUHYHQ LQWHJULWHW RKMHPEUDQH
CytoTox21 (€& +RPRJHQHRXVY OHPEUDQH ,QWHJULW\ $VVD\ .LW

7HVW MH SURYHGHQ SUL LIORAHQRVWL VWDQLFD VSRMHYLP

vVDWD D NRMH VX RGUHYHQH SUHWKRGQLP 076 WHVWRP .
je koncentrat MH GR P Ru@evG3Ridroksi2-piridinskin oksima koji su zbog
RJUDQLpHQH WRSOMLYRVWIGR'HVWAOUDQL*BE NRRGHQW UDRFQ M
3 (GM415).

=D HNVSHULPHQW QDVDYHQR MH VWDQLEBDB6SR MDal

MDALFD V SUR]JLUQLP GQRP GDQ SULMH HNVSHULPHQWD
PHGLM X MDAaLFH VX GRGDQH RWRSLQH VSRMHYD X VWDQLE
YROXPHQD / SR MDALFL 6WDQLFHImaXijek@N\N36Eshtd priQH V R
kontroliranim uvjetima (5 % pCOL WHPSHUDWXUL f& QDNRQ pHJD VX
da se ekvilibriraju na sobnu temperaturu 30 minuta. TritdlOX SigmaAldrich 1 MHPDpPpND
finalne koncentracije 0,18 %/{) (izvorna otoma 9 %tna otopina u vod)MH NRUL&AWHQ N
pozitivina kontrola. Dodano je 2/ -tne otopine TritonaX SUHGYLYHQH MDALFH P
dodatka reagens88 VYDNX MDAaLFX GRGDQR MH MRa —/ UHDJHQ
sekundi, 10 minuta inkubiram@a sobnoj temperaturi u tamijeeVLIJQDO L]PMHUHQ SRPRI
PLNURWLWDUVNLK SORpLFD B5H]XOWDW MH SULND]DQ NDF
SRILWLYQX NRQWUROX WM PDNVLPDOQR RWSXaWHQ /'+ L] \
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333. 2GUHYLYDQMH LQGXNFLMWMsth UHDNWLYQLK NLVLNRYLK Y

,QGXNFLMD UHDNWLYQLK NLVLNRYLK YUVWD 526boRGUHYHQ
1 Hiklorofluoresceirdiacetat (DCFDA) koja seprilikom prolaska (pasivno) kroz
PHPEUDQH GHDFHWLOLUD VWDG®RNGIVF HQNddiu§dD X QH

(H2DCF). HDCF se oksidira u prisutnosti reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) u DGka(8.4)

pLML VH IOXRURGUH@WNWH SULQDIOQRM GXOMLQL HNVWLQNF

nm i proporcionalan je koncentraciji R&@Sa u stanici.

Slika3.4.3ULQFLS PHWRGH RGUHYLYDQMD LQGXNFLMH UHDNWLYQLK NLVLNT
DCFDA (premareferencit®?).

=D HNVSHULPHQW QDVDYHQR MH VWDQLFD SR MDALFL C
SURJLUQLP GQRP GDQ SULMH HNVSHULPHQWD 'UXJL GDQ
MDALFH VX GRGDQH RWRSLQH VSRMHYD aciaMap@upp@RP PHG

YROXPHQD / SR MDALFL 6WDQLFH VX LQNXELUDQH V R
NRQWUROLUDQLP XYMHWLPD S&2 L WHPSHUDWXUL f&
PBS puferom kako bi se uklonili testirani spojevite e DNX MDALFX GRGDQR —/

ERMH ILQDOQH NRQF H@\¢ddkénl3wl minuta itnife@n@drast fluorescencije
SRPRUX pLWDpD PLNURWLWDUVN LR, Signiapldficd DRBRNRNDSHU
ILQDOQH NRQFHQW VA NER khb eziPrfa RonBdPa. Rezultat je prikazan

kao omjer izmjerenih vrijednosti tretiranih u odnosu na netretirane stanice.

3.3.4. 2 G U Hy Lantibk3dactiskogpotencijala stanice

Antioksidacijski SRWHQFLMDO VWDQLFH QDNRQ L]OPmp@ri¥n RWRSL
NRQFHQWUDFLMH SULVXWQRJ JOXWDWLRQD *6 + SRVU

monoklorobimana (MCB). Naime, monoklorobiman pasivno ulazi u stanicu gdje formira adukt
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glutationanonoklorobiman (GSHt0& % SRPRUX HQ]JLPD JOXWDHMMCRQ 6 WUD
VSHFLILPQD PHPEUDQVND SXPSD XJuk«vahizR\AWY B GH.@ iH UX LW DIQ
medij slika3.5 WH VH SULVXWQRVW LVWRJ RGUHYyXMH QD RVQRY
YDOQRM GXOMLQL HNVWLQNFLMH RXG PLNYRWHWDVUIVMHKRGOR
MH SURSRUFLRQDODQ NRQFHQWUDFLML XWUR&AHQRJ *6+ X V
kapaciteta.

Slika 3.5.3ULQFLS PHWR Ghtiokst@&ljskf ERMHINGLMDOD VWDQLFH SRPRUX VSHFLILI
monoKorobimana (premaeferencit®?).

=D HNVSHULPHQW QDVDYHQR MH VWDQLFD SR MDALFL C
prozirnim dnom, danSULMH HNVSHULPHQWD 'UXJL GDQ QDNRQ &aWI
MDALFH VX GRGDQH RWRSLQH VSRMHYD X VWDQLPQRP PHG
YROXPHQD / SR MDALFL 6WDQLFH VX LQNXELUDQH V R
kontroliranLP XYMHWLPD S&2 L WHPSHUDWXUL f& 1DNRQ
3%6 SXIHURP NDNR EL VH XNORQLOL WHVWLUDQL VSRMHY
PRQRNORURELPDQD ILQDO Q HneReQnBKOQAY tiibufaLidieren pdPaRtO G P

fOXRUHVFHQFLMH SRPRUX pLW OerEbulibodikbWpgiRkaid WBDON, NH SO F
SigmaAldrich 1MHPDpND ILQDOQH NRQEWGWNREFLIMWHQ NPROSE
kontrola. Rezultat je prikazan kao omjer izmjerenih vrijednosti tretiranih nosad na

netretirane stanice.

335, 2GUHYyLYDQMH PLWRKRQGULMVNRJ PHPEUDQVNRJ SRWE

BURPMHQD PLWRKRQGULMVNRJ P makorD Q@aghirial otGpmakhe Q F L M D
RNVLPD RGUHYyHQD MH PMHUHQMHP LQWHQ]LWibye®den OXRUH )\
tetrametilrodamiperklorata (TMRE). Naime, TMRE je permeabilna boja koja se akumulira

XQXWDU QHR&AWHUIHQLK PLWRKRQGULMD JGUDYLK VWDQLFD
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I negativan nabojslika 3.6). Koncentracija TMRE u mitohondriju mijenja sen@mbranskim
potencijalom. Zbog toga, stanice koje su izgubile membranski potencijal ili aktivhost
mitohondrija ne mogu akumulirati TMRE zbog depolariziracije mitohondrija i dolazi do
smanjenja intenziteta fluorescencije. Promjena akumulacije TMRE unutahamdrija
RGUHYyXMH QD RVQRYL QMHJRYRJ IOXRUHVFHQWQRJ VLJIQDC
HPLVLMH RG QP QD pLWDpX PLNURWLWDUVNLK SORpPLFED
akumuliranog TMRE u stanici kao mjere ukupnog mitohondsijsinembranskog potencijala

A

0 m).

Slika 3.6. 3ULQFLS PHWRGH RGUHYLYDQMD PLWRKRQGULMVNRJ PHPEUDQWV?!
IOXRUHVFHQWQH ERMH 705( $ 3ULURGQR SRODUL]LUDQD PHPEUDQD V
B) Smanjenmitohondrijski potencijal uslijed depolarizacije membrane uzrokovane vanjskim faktorima uz
SRVOMHGLpQR VPDQMHQMH IOXRUHVFHQFLMH L & 3RYHUDQ PLWRKRQG
XJURNRYDQH YDQMVNLP IDNWR U HiRscehci Rpvebitt Bitoph@rRirid® RiynkbiaDeQ M H
Potential Assay Kit (I])

=D HNVSHULPHQW QDVDYHQR MH VWDQLFD SR MDALFL C
SURJLUQLP GQRP GDQ SULMH HNVSHULPHQWDmeédljxwuL GDQ
MDALFH VX GRGDQH RWRSLQH VSRMHYD X VWDQLPQRP PHG
YROXPHQD / SR MDALFL 6WDQLFH VX LQNXELUDQH V R
NRQWUROLUDQLP XYMHWLPD S&2 L WHRYBDU XWSXUH.G Y Lfy&
NRQWUROQH MDALFH GRGDQR M Hpozitvne—HKontrole GEBRO GP
(karbonilcijanicklorofenilhidrazonperklorat,Cell Signaling Technology Europlizozemska)

WH MH SORpLFD YUDUHQD X LQNXEDWRU @D QRPMRAWD—#D\
— PR O® @dgensa TMRE, finalne koncentracije 200 nmol®*dm3ORpLFD MH YUDIF
inkubator na 20 minuta. Medij je aspiriran i stanice su isprane tri puta ©PB8 je potom
GRGDQR -B/X3%BDNX MDALFX 3R U Bseancije GakorV/treBr@atdH Q M H
RGUHYHQ MH SRPRUX pLWDpD PLNURWLWDUVNLK SORpPLFD

vrijednosti tretiranih u odnosu na netretirane stanice.
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336. 2GUHYyLYDQMH LQGXNFLMH SURFHVD DSRSWRI]H

Indukcija pojedinih faza procesa apoptozelbHyHQD MH NRULAWHQMHP NRPHL
VDGUAL UHDJHQV Han®#aRthdmidin © (ZAAD). Annexin V je fosfolipid+

v H] X Mpieinovisan o kalcjuV YLVRNLP DILQLWHWRP |]D IRVIDWLGLOV
membrane lokaliziranu na citoplaatskoj strani u normalnim uvjetima. U ranoj apoptozi
PROHNXOH IRVIDWLGLOVHULQD VH WUDQVORFLUDMX QD YD
vezanje Annexina V i detekciju signala. Reagen$$' XOD]L X VWDQLFX VDPR
RAWHUHQMD PHREQBQLHLYWEAB HNN*& UHJLMH XQXWDU '1$ Wt

kasne apoptoze ili smrti stanicgika 3.7).

Slika 3.7. 3ULQFLS PHWRGH RGUHYLYDQMD LQGXNFLMH SURFHMBDUDQH L NI
(premakitu Annexin V Assay Kit

Za HNVSHULPHQW QDVDYHQR MH VWDQLFD SR MDALFL Q
SULMH HNVSHULPHQWD 7UHUL GDQ QDNRQ aWR MH DVSLUL
VSRMHYD X VWDQLpPQRP PHGLMX X /2%$(/ NRQFH@GWUNDF&IMALPLC
Stanice su inkubirane s otopinama oksima tijekom 4 sata pri kontroliranim uvjetima (526 pCO
L WHPSHUDWXUL f& 6WDQLFH VRPFSRWRPL VL Q ORWIDFQHL \
RWRSLQRP 7U\SVLQ ('7$ 8 VH DN X—M INRLFFXO G RV&IRQ RP M C
smanjenim udjelom seruma (DMEM + 5% FBS) kako bi se inaktiviralo djelovanje tripsina te
MH VXVSHQ]LMD VWD QépFubets IBRIEHPIDH QD HS PPUXKBEIR SURL]YRYDY
koncentracija stanc WH MH SUHPD R@rldiiysthQida ModdR @dgehs —/
VXVSHQ]LMH VWDQLFH S bprudbu HQRRGD I X MR Y X PUNJIHDIHQVD
te je smjesa 20 minuta inkubirana na sobnoj temperaturu u tami. Promjene na stanicama
GHWHNWLUDQH VX SURUSHOQOREIP ROXBRNVSEHQMOUQQARP FLWRPI
*XDYDS 0OXVHS &HOO $QDO\]HU ajé btalizRdd @D fednom nujatebj@ L F
(NVSHULPHQW MH SURYHGHQ WUL LOL pHWLUL SXWD VYDN
kao postotak stanicau pdLQLP ID]DPD VWDQLpQH VPUWL X RGQRVX Q
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337. 2GUHYLYDQMH DNWLYQRVWL VSHFLILPpQLK HQ]JLPD NDV S

8 SURFHV DSRSWR]H XNOMXpHQL VX daspaBabkisnd dypoteaAded |LPL N
koje imaju ili inicijatorsku ulogu ili egzekutold X L]YUAQX XORJX X SURFHVX DSR
MH RGUHYHQD DNWLYQRVW GYLMX VSHFLILPpQLK LQLFLMD
egzekutorske kaspaze (kaspaza 3). Kaspaza 8 ima ulogu u vanjskom/receptorom
SRVUHGRYDQRP DSRSWRWL [SNURIMN B XM HS /MU IV / RGW LMD V
pHIJD RQD DNWLYLUD HJJHNXWRUVNH NDVSD]H NRMH
supstrate, koji uzrokuju programiranu smrt stanice odnosno apoptozu. Za razliku od kaspaze 8,
kaspaza 9 ima ulogu u UWWDUQMHP PLWRKRQGULMVNRP DSRSWRWLPN
FLWRNURPL F RWSXaWHQL X FLWRSOD{IRX3.8.DAKtR@stRaWHOH
VSHFLILPQLK HQ]LPD NDVSD]ID QDNRQ L]ODJDQMD RWRSLC
komercijalno dostupnokjta mjerenjem intenziteta fluorescencije komercijalno dostupnog kita
Caspase3, Caspasé3 and Caspas® Multiplex Activity Assay Kit{Abcam Ujedinjeno
Kraljevstvo). U kitu su dostupni fluorogeni supstrati za mjerenje aktivnosti kaspaza: DEVD
ProRed" zakaspazu 3, IETER110 za kaspazu 8 i LEHBMC za kaspazu 9. Nakon tretmana
odabranim spojevima od interesaNDVSD]D UH X VOXpDMX DNWLYQRVWL
VXSVWUDW &WR UH UH]XOWLUDWL RWSXaAWDQEMdH® RGJIR’
fluorescHQFLMD 5 JHOHQD IOXRUHVFHQFLMD L $0& SOD
IOXRURIRUD RGUHYyXMH VH IOXRUHVFHQFLMRP SUL YDOQLP
490 nm (kaspaza 3), 490 nm i 525 nm (kas@®z& 370 nm i 450 nm (kaspa@a Sigal je
SURSRUFLRQDODQ DNWLYQRVWL RGUHYHQH NDVSD]H D U]

vrijednosti tretiranih u odnosu na netretirane stanice.
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Slika3.8.3ULQFLS PHWRGH RGUHYLYDQMD DNWLYQRVWL VSHEBtbrskibQLK HQ]L
kaspaza 8 i 9 (preniatu Caspase3, Caspase and Caspas® Multiplex Activity Assay Kt

=D HNVSHULPHQW QDVDYHQR MH VWDQLFD SR MDALF
PLNURWLWDUVNH SORpPLFH V MDALFR BD&LEHINHH GRS R
deset putakoncentrirane otopine spojeva u RBSu LOAEL koncentracijama. Stanice su
inkubirane s otopinama oksima tijekom 4 sata pri kontroliranim uvjetima (5 % pCO2 i
WHPSHUDWXUL f& 8 VYDNX MDAaLénka @tiBIExQMRcaM H MR &
Ujedinjeno Kraljevstvo), 3&60 minuta inkubirano na sobnoj temperaturi u tarje pgomjena
fluorescencije izmjerem SRPRUX pLWDpD PLNURWLWDUVAbtakh SORDPLF
S8MHGLQMHQR .UDOMHYVWYR dhi’QvDHO R R UNLR @/ FHHQQ WIUAD SIRMIIHW Y

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

3.38. 2aWHUHQMD PROHNXOD '1%

6WDQLFD NRMD MH QDNXSLOD YHUX NROLPpLQX RAWHUIHQMI
RawBwmD X '1$ PR&AH XiuL X SURFHVH ELRORANRJ VWDUHQM
VWDQLpQH GLREH 2aWHUHQMH PROHNXOH '"1$ X VWDQLFL R
NRML VDGUAL VSHFLILpQD SURWXWLMHOD Rdiike@rvtéitaHQD 10>
ATM (Ataxia telangiectasianutirana kinaza) i H2A.X (histon 2A.X)slfka 3.9). ATM kinaza
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DNWLYLUD VH IRVIRULODFLMRP NDR RGJRYRU QD RaWHUOF
IRVIRULOLUD L DNWLYLUD KLVWRQ + $HNHRQNLDV AR DNXXPOOGHL
Istodobnim mjerenjem promjene fluorescencije tj. fosforilacije kinaze ATM i histona H2A.X
RELOMHAHQH VSHFLILPpQLP SURWXWLMHOLPD SRVUHGQR \
unutar molekule DNA. Signal je proporcionalan koncenfragtivne kinaze ATM i histona

+ $; X VWDQLFL NDR PMHUH XNXSQRJ RAWHUIHQMD PROHNXC

Slika 3.9. 3ULQFLS PHWRGH RGUHYLYDQMD RAWHUHQMD PROHNXOD '1$ $7¢
RGJRYRU QD RAWHIHQMH '1$ GY R Qi Q4kivigaLhistoR A2AK, Kpji & &@rQIRa h® V IR U L
PMHVWX R&W HituHQXN Bl S SIOMBRMINA Damage Kit

=D HNVSHULPHQW QDVDYHQR MH VWDQLFD SR MDALFL
SULMH HNVSHULPHQWD WBAYUWDRQGYW D Q DINERIQ PAFANGR. M HXDM D ¢
VSRMHYD X VWDQLpPQRP PHGLMX X /2%(/ NRQFHQWUDFLMDPL
Stanice su inkubirane s otopinama oksima tijekom 4 sata pri kontroliranim uvjetima (526 pCO

L WHPSHUDW®WQLLFH f&X SRWRP QD SRPRpLWU LSASLDLQHU DR E \
otopinomtriSVLQ ('7$ 8 VYDNX MDALFX GRGDQR MH —/ NRPSC
udjelom seruma (DMEM + % FBS) kako bi se inaktiviralo djelovanje tripsina te je suspenzija

stanica pJ H E D p HKpdeprdivebu 3UHPD SURWRNROX SURL]JYRYDpD VWDC
isprane puferom. Zatim su stanice fiksirane fiksacijskim puferom iz kita 10 min na ledu te
sabijene u talog centrifugiranjem. Talog stanica ispran je puferom, stanicargapgizirane
RGJRYDUDMXULP SXIHURP PLQ QD OHGX WH SRQRYQR FH
VWDQLpQL SUHFLSLWDW SURPLMH&ADQ V X/ SXIHUD WH MF

Antonio Zandona Doktorska disertacija



T . Eksperimentalni dio 50

protutijela i 30 minuta inkubirano na sobnoj temperatumit Stanicara je potom dodano

100 uL puferaWH VX |DWLP FHQWULIXJLUDQH 6WDQLPQL MH SUHF
SXIHUD 28WHUHQMH PROHNXOH '1$ GHWHNWLUDQR MH
PLNURNDSLODUQRP FLWRPHWULBRHQO XQB®DMX *BDYDRDQ
stanica je analizirano po jednom mjerenju. Eksperiment je proveden tri puta (svaki najmanje u
GXSOLNDWX 5HIXOWDW MH SULND]DQ NDR SRVWRWDN XNX

stanice.

3.3.9. Permeablinosmembranea moGHO X 0'&. VWDQLpPpQH OLQLMH

(NVSHULPHQW pemeabilAgstiSnDRMMHIG HQL VX X VXUDGQML V 3HWUR
i dr. sc. Jasnom Padovan (Fi@elto.o., Zagreb, Hrvatska). MDCKNIDR1 stanice su Madin

'DUE\ SVHUH HSLWHO §ilkh 3/20BD QM R M HE SRWHDID QR HNVSULPLUD
RWSRUQRVW QD Enyl utlpdrwy FHsthndeHMNDR MkHIi kodira Rglikoprotein

(P-JS 0'&. VWDQLFH VX RSUH S UnLviKrY esi pQiviioB @ dtaSka Epofetd] L

kroz membraneZa mjeenje brzine prolaska kroz membrane koristi se prolazak spoja kroz
jednoslojnu kulturu MDCKHO'5 L]JUDAHQ NDR SUL P4 Prai e grel&xk/ QRV W
u oba smjera (iz apikalnog na bazolateralnu stranu (A2B) i bazolateralnog na apikalnu stranu
(B2A)) ID L]JUDpXQ HIOXNVD RPMHUD SURO®\SXP SHR S RAWWYHIQY M I
posreduje li Rgp u transportu. p pumpa je energetski ovisna pumpa koja smanjuje
XQXWDUVWDQLpPpQX NRQFHQWUDFLMX WRNVLDpQLKDEAYRM WY.D
SUHPD YDQ X] XWikerBaDAN $73

Slika 3.10.A) Princip metode djelovanja-BS SXPSL X VWDQLFL L % PLNURVNRSVND VOL
NRULAWHQH |]D RGUHYLYDQMH SHUPHBf&rei®RVWL RGDEUDQLK VSRMHYD
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=D HNVSHULPHQW QDVDVyHQR MH VWDQLFD SR MDALFL ¢
eksperimenta. Na dan eksperimenta, stanice su ispran®@mBESigmaAldrich, SAD) te je

dodana otopina %-tnog DMSO SigmaAldrich  6$' X 3%6 SXIHUX L SORpPLFD N\
inkubator na 45 minuta sa i bez inhibitorakBliLGDUD 3 miRr@atiGrial Laboratory

6% 2NVLPL SPROPGRHQDYLU 3 AK SdeifilGIR; SAD) i
GLNORIHQDNm3, SigRaA@rich, SAD) pripremljeni su u transportnom mediju koji
VDGUAL /X FdngHUcifeXyallBw, LY; EndoTherm 1 MH P D p B6inonXDMSO te

VD L EH] (ODFULGDUD %DaGDUQD NULYXOMD urs@®iLSUHPO
koncent'tDFLMD GR 2 LPIPRXRBWPHVFHQWQL VLIQDO RGUHYXMH VH
RG QP L HPLVLMH RG QP 3RpHWQD NRQFH@WUDFLMEC
X]JRUNRYDQD MH QD SRpHWNX LQNXEDFLMH D @O DSLND
eksperimenta. Uzorci su analizirani masenim spektrometrom API 4500 Triple QuadAole (

Sciex, Division of MDS IncKarneda) spojenim s Nexera X2 UHPLGHimadzy Japan).
.YDQWLILNDFLMD MH L]YHGHQD PHWRGRP SdMRM@EWD MHGQF
multiple reaction monitoring a koeficijent permeabilnostifgpy HIOXNV L UDYQRWH?Z
LIUDpXQDWL VX B3UHPD SURWRNROX

Koeficijent permeabilnostiRegppy L]JUDPpXQDW MH SRPRUX MHGQDGAEH

xE 5
paal = & & (1)

gdjedQ/dTpredstavlja brzinu prolaska spofa, MH SRpHWQD NRQRPHOWERYU MDQBI

monosloja stanica (0,7 &n

(IOXNV (5 L]U BgpXrieBriostidedzPJS LQKLELWRUD SUHPD MHGQTE

t4 LDo2n )
Bop°»;
5DYQRWHAD PDVH 0% L]JUDpXQDWD MH SRPRiX MHGQDGAEF
/$ LEZE 3)

gdje suMq i M mase spojeva u primarnom i sekunardnom odjeljku u 80vhije masa spoja
X SULPDUQRP RGMHOMNX QDVIRRNWNXDLR® X HsptiQidondH SRY U
JUDID S Ra3@duénkenmm odjeljka.
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33.10. 2GUHYyLYDQMH PHWDEROLpPNH UD]JJUDGQMH RNVLPD X P

(NVSHULPHQWL RGUHYLYOQRDWRHSWDREYRHOAHQA H WXVREVLXUDGQ

mag. chem. i dr. sc. Jasnom Padovan (Fidelta d.o.0., Zagreb, Hrvatska). Oksimi finalne

N R Q FHQ W U D F £ iifésfatnenPdRiféru@® mmol dinpH 7,4) inkubirani su 60 minuta

QD f& ]DMHG Q Renilm Rikidsomithadtd.No. 452701, Batch No. 7186001,

Corning SAD) u odsustvu i prisustvu smjese kd@avodi do nastanka NADPH, a k@ga sastoji

R G-nikotinamidadenindinukleotidfosfat natrijeve solD-glukoza-6-fosfatne kalijeve soli,

glukoza6-fosfat dehidrogenaze iz kvas& cerevisia@ magnezijevog klorida heksahidrata

(svi kuplieni od SigmaAldrich, SAD). OHWDEROLPND DNWLYQRVW MHWU

YHULILFLUDQD SRPRUX SR]LWStsrqdids SNBR QvopyaRaolx figiday W R VW H

Aldrich, SAD) te negativne kontrole kofein&igmaAldrich, SAD)¢4 Koncentracija oksima i

kontrolnih spojeva odrgHQD MH VSHNWURPHWUL MRdciBDan8lizieabh VSHNW

masenim spektrometrom API 4500 Triple Quadrupak Eciex, Division of MDS Indanda)

spojenim s Nexera X2 UHPLGShimadzuJapan).8]RUFL YROXPHQD —/ LQMHN

HPLC kolonu LunD 2PHJD 3RODU GXOMLQH PP XQXWDUQMHJ SUF
PP 3KHQRPHQH[ 7RUUDQFH 6%$' QD f& =D GHWHNF

NRUL&AWHQD MH LRQL]J]DFLMD HOHNWURUDVSU&GHQMHP X] SUI

izvora iIRQD RG f& WH YUHPHQRP S W@itiflkadijcDje liiveddha R G P

PHWRGRP SUDUHQMDY MEHHV/YWRUINWW XN UK DINDRWID redrddh HQJO

monitoring, apROXYULMHPH PHWDER Otlzp NHUDDXQDW R MHIeLs RMDJ L |

ovisnosti koncentracije ishodnog oblika oksima o vremenu inkubacije. Normalizacijom

YULMHGQRVWL SUHPD NROLPLQL SURM HRIGREHFEHIIOW X EQ JFLLPND\.

klirensClin VSRMD SRPRUX MHGQDGAEH

YL @ (4)

gdje jeV predstavlja volumen krvi po inkubaciji stvarnom sustaywa m masu proteina po
LOQNXEDFLML ,QWULQ]LpQL NOLUHQV R]QDpDYD NROLPLQX N
MHWUH JGMH VH VSRM PHW D¥R XLbhNgUDHIWWDH X MIHG MOLM H D i

YULMHGQRVWL SUE GRLYIHARL WD MHEIMDG AED

0 VB UR® @,
% H Yo YaB @@l (5)

gdje jeA omjer miligrama proteina po gramu jetBB R]QDpDYD RPMHU PDYH MHWU
VSHFLILpDQ WMije ptdokk/iki2{etr@(mL mitkg? VSHFLILpDQ J]D YUVWX
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KHSDWLpPNBFNQLWHQM DW L] REMEU N ONeithNRHIBrRje/3pdja u
jednuURG WUL NDWHUJRULMH KUBSD3Y%h NjeleNIBEUHQAD QLVNL
ili visoki (LBF ! KHSDWLPNL NOLUHQV

34 2GUHYLYDQMH L DQDOL]D westerMaptteknMoMD QLPp QLK

Western blottehnikom SUDUHQD MH U D] LK&diosridr aktiRadijle GliDihibidi}e)
VSHFLILMWHIKQOURGUHYHQLK VLIQDOQLK SXWRYD QDNRQ WU
QD YHIDQMX VSHFLILPQRJ SULPDUQRJ SURWXWLIMt@®D QD S
SRPRUX VHNXQGDUQRJ RELOMHAHQRJ SURWXWLMHOD

=D HNVSHULPHQW QDD/@WYHIM BRVMDALFLV@D SURJLUQH SO
GDQED SULMH HNVSHULPHQWD 'UXJL GDQ QDNRQ @4WR MH D
PHGLM EH] VHUXPD L IDNWRUD UDVWD Ntp dl&lothjagigyRaOH D]
serum starvatatin  7UHUL GDQ QDNRQ 4WR MH DVSLULUDQ VWDQLP
VSRMHYD X VWDQLpQRP PHGLMX X /2%(/ NRQFHQWUDFLMDPL
Stanice su inkubirane s otopinama oksima tijekom 60, 45, 30 ,15, 5 i O min pri kanirolir
uvjetma (5% pCQL WHPSHUDWXUL f& 6WDQLFH WhXtSRWARP QD ¢
VWDQLFH MH GRGDQR /| IHDPPOLMHYRJ SXIHUD SR MDALF
VLOLRQVNL Peng\étsappdd pHMNRPSOHWDQ X R hoDuNmiktéepBiteiE D b H
Potom su uzorci sonicirani pri amplitudi od ®0i ciklusu od 0,5 te zatim denaturirani pri 54
Z& PLQ QD USP WH-20X &SSRBRIz®OEQMHQL QD

8]RUFL VX XPMHUHQL QD LVWX NRQFHQW U BWIRV X MH/GOI®R
]ODpL L MHGQDNX NRQFHQWUDFLMX SURWHLQDPOKCe JRUN X ¢
SRP 3URYMHUHQD MH L NRQDpPpQD NR QIFi¢tcg TWIBDA Brbtéin SUR W H
Assay Kitom (Thermo Fisher ScientifiSAD) prema uputama proi& y Dipj@ jeiznosila 50
QJ L/

Uzorci su naneseni n& YRUQLpPpNL & ULWUBRHR A KIEProtebdelza
SURYRYHQMH JHW®DH O H MWD A R IF RISV ] MRayeNEidpranaje 2 puta s XT
MES puferomSULMH QD QR aNMb@edDX X3 R ¥ K N.D] DaB&eh0X, 5Mdd@shé 45
—/ P D UMIHRaDgeRainbow® 8 RVWDOH MDALFH-QDYBEMRE@R]RYND
analizu (OHNWURIRUH]D SURWHLQD X X]JRUFLPD SURYRYHQD MFE
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za vertikalnu elektroforezproteinavertical midiformat Criterion Cel(BioRad SAD). Nakon
aAaWR MH ER MDAv&dosehaldri@ Bela (oko Abn), elektroforeza je zaustavljena.

Prije prijenosa proteina s gela na membranu, pripremljena je polivinilidenfluoridna
(PVDF) membranaktivirana u 100 %nom metanolu (5 s), isprana u destiliranoj ivod
QDPRpPHQD X W Unn). Prijends Brteiddna membranu provodio se u transfer puferu
pri stalnom naponu od 100 V tijekom 1,5 h u sustavu za transfer prdieitegion Cell
(BioRad 6%$' 8VSMHAQRVW SULMHQRVD SU &#iddje QnbatiiogiiOD QD
membrane u otopini bojeonceaus $4 min). Zatim je membrana odbojana u TBST puferu i
GHVWLOLUDQRM YRGL 1DNRQ aWR MH GREUR LVSUDQD LQ
WHPSHUDWXUL K X] VWD O QRspdnMHBE Daufetuw H SRWRP SRQ

Postupak je nastavilehQNXEDFLMRP PHPEUDQH V SULPDUQLP SUI
p38MAPK, pACC, pSTAT3 i pEK WLMHNRP QRUL SUL j& &pahid®WWDOQR
u TBST puferu na sobnoj temperaturi (3 x 10 min),intkubacijon s RGJRYDUDMXULF
sekundarnim kozn protutijeloP SURWLY INPOQQARMHREXOLQD NODVH * [J*
enzimom peroksidazom iz hrena tijekom 1 h na sobngfSeHUDW XUL X] VWDOQR
BULPDUQD L VHNXQGDUQD Spuferivzd Wakikéunjel £ijedilb Jeddpivaries HQ D V X
membrane u TBSPpuferu (3 x 10 min) tenkubacija sotopinomECL reagensaDetekcija
kemiluminiscentnog signala PXQRRERMHQLK SURWHL QVahhd{ ki SFL ]DEL
kamerom visoke rezolucij€usion FX $stem (Vilber, Francuskp te je denzitometrijski
analiziramo V X p H Qudrtiity 2D Analysis Softwar@io Rad SAD). Intenzitet individualnih
proteinskih YUSFL LJUDA&HQ MH N D RjedhidsE havwukiupnid @enzlte VW LY Q D

proteinskih vrpci.

3.5. In silico metode
3.5.1. Procjenafizikalno kemijskitsvojstava

2 G U H[njjeny fizikalnekemijskih strukturnih karakteristika spoja silico procijenjena je
VSRVREQRVW SURODVND WHVWLUDQLK RNVLPD NUR] PHPEL
2018 ChemAxon Ltd +XQJDU\ NRUL&AWHQR MH ]D RGHKeMigtihiy DQMH \
parametara: molekulske mase (emgblecular weightMy SRGUXpMD SRE@M@UQH SRY
topological polar surface areaTPSA), broja donora i akceptora vodikovih vezmd|.

hydrogen bond donpHBD i hydrogen bond aceptpHBA), broja veza koje setiraju (engl
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rotatable bondsRB), koeficijenta lipofilnosti (logP) te koeficijenta lipofilnosti pri pH 7,4
(logD). Za sve ove parametre dane su preporuke navedeablic 3.7, a temeljene na
SRVWRMHULEB>OLMHNRYLPD

Tablica 3.7.0DNVLPDOQH JUD QL p Q H-kanijskiv IsMGj QA YiaAbsnduu] r&pDriiie@&rebne za
XV S M H a D (spgdkrDOrbehibhine, prvenstveno kvl dRAGD QX EDULMHUX

M:/gmolt  TPSA/c? HBD HBA RB logP logD
< 450 <6070 <3 <7 <8 <5 <5

352. 3URFMHQD LQKLELFLMH VSHFLILPpQLK HQ]JLPD &<3 V X\

-DYQR GRVWXSQLP VXpBwidd thtitudeZ of \Biblifdatics Swizerlandf-©®

procijenjeno je inhibiraju li testirani oksimi odabrane enzime citokrom P450 (CYP) sustava
odgovornog za metabolizam ksenobiotika: CYP1A, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 i CYP3A4.

Model je napDYOMHQ QD WHPHOMX SUREQRJ VHWD RG GR
NDUDNWHULVWLND L] MDYQR GRVWXSQLK ED]J]D RG NRMLK ©M
6XpHOMH QD RVQRYQX XVSRUHGEH VWUXNWXU®blvanj®&RMD RG

strukture, procjenjuje inhibiciju CYP enzima.
353 *HQHULUDQMH IDUPDNRIRUD RNVLPD L SUHWUDALYDQM

8 VYUKX LGHQWLILNDFLMH VSHFLILpQLK ¥MWhidazoljepih, K PHWD
kinuklidinijevih, i 3-hidroksk2-piridinskih oksima, generirani su farmakoforni modeli za svaku
VHULMX )DUPDNRIRUQL PRGHO REMDaQMDYD NDNR VH VWU
PMHVWR QD SURWHLQX WH SUHGVWDYOMD VHW JHRPHWU
funkcionalnihgruppNRMH RPRJXUDYDMX PROHNXOL ELRORANX DNWL"
spojevi testirani po pojedim serijama kroz nekoliko korakaslika 3.11 .RULAWHQMHP
Common Feature Pharmacophore GeneratioBD QSAR Pharmacophore Generation

protokola implementanih u softverskom paketBiovia Discovery Studiqverzija 18.1,
'DVVDXOW, Brancusidy geverirani su farmakoforni modeli na temelju seta molekula iz

dane serije u kombinaciji ;1 vitro RGUHYHQLP D N WlLvMj€RogtWhia —HepG2 &
VWDQLIRQQMM O1D RVQRYX PRGHOLUDQLK |IDd®timpm&aUQLK PI
spojeva struktura poznatog djelovanja kako bi spotedile s testiranim oksimimatime

procijenile potencijalne mete djelovanja oksima odgovornenjiov WRNVLPpQL PHKDQL

dielovanja na razini stanice
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Slike 3.11.Tok prikupljana podataka i analize tijekom procjene potencijalnih novih meta djelovanja.

36. ,QVWUXPHQWL NRULAWHQL ]D SRWUHEQD PMHUFE

6SHNWURIRWRPHWULMVND L IOXRUHVFHQFLMViNdskiRMHUHQ N
SORPLFD ,QILQLYVWeétan0Gro51ad. aY L F DUV NOPerkhEIRaf FSAD),
6 S D UTe&an Austria GmbHAustrija) i SynergyMx BioTek Instrumen{sSAD).

=D VSHFLILPQR RGUHYLYDQMH DNWLYDFLMH SURJUDPLL
'1$ NRULAWHQ MH *XDYDS 0Xuningx €soidatiop QADPhatrah na
SURWRPQRM FLWRPHWULML

7& E $XWRPDWHG BidRadO 68R XIQRMVHBWWHQ MH ]D RGUHYLYI
i mrtvih stanica u uzorku.

=D RGUHYLYDQMH S+ YULHEW B QPRNNDL+SSHHUHQ (DNVR S+ V i
413 elektrodomNlettler-Toledo GmbH AYLFDUVND

=D GHWHNFLMD NHPLOXPLQLVFHQWQRJ VLJQDOD LPXQR
tamna kutija s kamerom visoke rezoludiasion FX SysteniVilber, Francuska)

ZD GHQ]JLWRPHWULMVNX DQDOL]X SURWBLAANEK YUSF
Software Bio Rad SAD).

Zain silicoanalize fizikalnotkemijskih karakteristika oksima, procjene inhibicije CYP
HQ]JLPD WH JHQHULUDQMH IDUPDNRIRUdnidalide/ChemAXdiR UL a8 W H ¢
ODYyDUVND 6 zZMdac#adModeling Group of the Swiss Institute of Bioinformatics
AYLFDUVND L 'LVFRYHU\ 6 WHDELVAD X O WHBRMANSYRH WYL M D
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37. 6WDWLVWLpPpNH DQDOL]H

6WDWLVWLpPpNH DQD O L ]HnuSRiistY (MeBztih@BraghPaX SeiwadIAD).
.RULAWHQD MH MHGQRVPMHUQD $129% V YLAHVWUXNLP XVSF
PHyX VNXSLQDPD %RQIHUURQLMHYLP WHVWRP H£LUHYLYD
Dunettovim (aktivacija apoptoze QQ RAWHIUIHQMD PROHNXOD '1%$ Q
kombinacijom spojeva , n =6GHWHNFLMD V S Hwestelrrp ioltehniRdasR M=), Q D
Hom-6LGDNRYLP RGUHYLY BaQriite iantoWsichipkogpdtehchadst n = 6),
nekorigiranim Fisherd LP /6' WHV W RaRje &ktivhbdstiydadpaza, n = )6 WDWLVWLPN
]1QDpDMARNDWDR® D MH Q & v<ONFH0+K0,000 Hp40.0Q05; * p <0,0001.
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T REZULTATI

41. &LWRW RNV DIPYN R NoddbPabe Qdbice

4.1.1. 7RNV Lgo@dravivoksima nakoh JOR&HQRVWL V\WR4satED X WUDMD Q

Vrijednosti 1Go odabranih serija oksima, odnosno vrijednosti pri kojima se inhibira rast 50 %
VWDQLFD RGUHYHQH VX SUDUHQMBRAHQROVEW D ZAXRMW D M/DNIM
QULMHGQRVWLLVXN RGXOMIHRYLVQRVWL SRVWRWND aLYLK
koncentracijskog raspona oksima. Dobiveni rezultati sumiranitablici 4.1 +4.5za svaku
pojedinu skupinu testiranih oksima. VrijednostisiClD SRMHGLQL RNVLP QLVX \
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 GXOMLQL L L]JJOHGX ODQFD L]JPHYX GYBUSWWRMHRXNL PADH Y&
WHVWLUDQLK ELVSLULGLQLMHYLK RNVLPD QLMH ELOD FLWR
GR —PR®BBPHQD MH FLWRWRNVLPQRVW MHGLQR ELVSLUL
2-enskom poveznicom i jednim odnosno dva atoklarova supstituentana jednom
piridinijevom prstenutéblica 4.1 ,DNR VH WRNVLpPpQRYV Wla@uidddb gD p DM QR
VWDQLFH asYby B st [gokazale najosjetljivija na djelovanje obanavedena
bispiridinjeva RNVLPD 1DGDOMH 0 P@DVpHD MURRN \ERpYQSRAWWOL XRRPHQR M
GRGDWNRP GUXJRJ DWRPD NORUD QD SLULGLQLMHY SUVWH

stanica.
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Tablica 4.1.1Cs0 Y UL M H G Q R ViispiridifjBvd cBRsMaQDNRQ L]JORAHQRVWoH2¢ ®t® QLFD X W
Vrijednosti su izra &ne kao srednjavrijednosteksperimentalnaobivenihvrijednosti  “standardngogrea).
3DUDPHWUL VX RGUHYHQL L] QDMPDQMH WUL ]DVHEQD SRNXVD

Oksim SH-SY5Y Mioblasti Miotubuli HepG2 HEK293 HK -2
K027 . n2 n2 . n2 n#
K865 . n2 n2 . n2 n#
K868 . né né . nd nd

TMB -4 . n? n? . n? né
K048 . . . . . .
K866 . . . . . .
K869 . . . . . .
K074 . . . . . .
K203 ° . . . . .
K867 “ “ “ “ “

K870
K075 . . . ° ° .

an #vrijednoVWL NRMH QLVHCRGUHMHQGBRVWL |[DSLVDQH VX NDR SULEOLAQD
maksimumajglatoa WRNVLPQRJ SURILOD NULYXOMH EH] NRMHJ VH QH PR&H RG
Maksimum profila bi se postigao u tret@. PD SUL J]QDWQR YHULP NRQFHQWUDFLMDPD R!
—PROG).GP

THVWLUDQL LPLGD]JROLMHYL RNVLPL VWUXNWXUQR VX VF
imidazolijevom prstenu. Oksimi s butilnim (V) i b@tenilnim (VI) supstituentomnisu
uzrokRYDOL ]QDpDMQX WRNVLPQRVW X WHVWLUDQRPNNRQFHQ!
YHOLQL WHVWLUDQLK VWDQLFD .RG VWDQLFD JGMH MH XR
ICso YULMHGQRVWL SURFLMHQMHQH VX QOLNWRURFM @&WQ D WIQWRH Y
od doza koje bi se primijenile i vivo terapijf®® 1DVXSURW WRPH XYRYHQME
supstituentau strukturu imidazolijevih oksima kao kod VII 4dorbenzil supstituent i X
(metilbenzilsupstituent SRYHUDOR MH QHJDWLYQL XpLQDN QD VWDQL|
sve testirane tipove stanicaGo vrijednostima u rasponu od 114 —PR® BPVOXpDMX
RYLK LPLGD]ROLMHYLK RNVLPD QDMRVMHWOMLYLMLPD VX V
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Tablica 4.2.1Cso Y ULMH G Q R V¥iidazoHévi® oksiMaQDNRQ LJORAHQRVWId 24WaRQLFD X W
Vrijednosti su izra &ne kao srednjavrijednosteksperimentalnaobivenihvrijednosti  “standardngogrea).
3DUDPHWUL VX RGUHYHQL L] QDMPDQMH WUL ]DVHEQD SRNXVD

Oksim SH-SY5Y Mioblasti Miotubuli HepG2 HEK293 HK -2
v . . . . “ "800
VI . . . . “ "

Vil “ “ “ “ “ “

« LOHC% YULMHGQRVWL |DSLVDQH VZKogeposibhjisen@ksin@Daiatda L WHRGIY' R Y @R J
SURILOD NULYXOMH EH] NRMHJ VH QH PR&H RGUHGLWL WRpPQD EURMp
SRVWLJDR X WUHWPDQLPD SUL ]QDWQR YHiULP NRQFHQWUBFPR®DE® RG V

3).
Kinuklidinijeva serija oksima razlikovala se prema jednsupstituentu na kinuklidinijey

MH]JJUL 2G RYH VHULMH VSRMHYD WRNYVLp&kitimlangerh SRND]D
(C12) na svim testiranim stanicama (2548 — P R @), 6dPkojih su SHSY5Y bile
OQbMPDQMH RVMHWOMLYH 6SRMHYL V NUDULP ODQFLPD ¢
VXSVWLWXHQWRP 4 QLVX XWMH Ralkodod&rin supsiteWsRNVLPp QR V
+Q14) na benzil umetaili para S R O R & @éniikor, Eéltil ili nitro skupia).

Tablica 4.3.1Cs vrijednosti (— P R &) KnRklidinijevih oksima Q D N R Q nagtiGRrdida u trajanju od 24 sata
Vrijednosti su izra &ne kao srednjavrijednosteksperimentalnaobivenihvrijednosti  “standardnaogre&a).
3DUDPHWUL VX RGUHYHQL L] QDMPDQMH WUL [DVHEQD SRNXVD

Oksim SH-SY5Y Mioblasti Miotubuli HepG2 HEK293 HK -2
Q1 . . . . . .
Q2 . . . . . .
Q3 . - - . - -
Q4 . . . . ) .
Q5
Q6 . . . . . .
Q7 . n? n@ . n? nd
Q8 . n? n@ . né n?
Q9 . n? n@ . né n?

Q10 . n? n@ . né n?
Q11 . n? n@ . né n?
Q12 . né né . né n?
Q13 . né né . nd né
Q14 . né né . né n?

an *YULMHGQRVWL NRMQLYXMRIGWHRMQIH]DSLVDQH VX NDR SULEOL&QD °
maksimumayglatoa WRNVIUIRIROS NULYXOMH EH] NRMHJ VH QH PR4H RGUHGLWL
ODNVLPXP SURILOD EL VH SRVWLJDR X WUHWPDQLPD SUL ]QDWQR YHuL
—PRO).GP
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YyHWYUWD WHVW LRld&QFEnidrdksva-puidiniBkE, \&érifalbez pozitivnog naboja u

VWUXNWXUL WM V WHUFLMDUQLP GXALNRYLRDbIRANRIPRP XPN
XSXUBMX]QDpDMQX FLWRWRNVLPQRVW Lok jedhGtadife VHUL M
strukture JR585, JR595 i REM8. ZngpDM QD WRNVLPpQRWK deibh GMHAHQI
KLGURL]JRNLQROLQVNLP SRERpPQLP RJUD @Ndifostvidiese 0 *0
LVWLpPpX RYLVQRuRaGBMIEXNZ/NRIMHFV X QDMPDQMH RVMHWOMLY

*0 MH LIGYRMHQ NDR QDMWRNVLPpQLML QHRYLVQR R WLSX

Tablica 4.4.1Csp vrijednosti (— P R &) &Hidroksi-2-piridinskih oksimaQDNRQ LJ]OR&AHQRVWH VWDQLFELC
24 sata Vrijednosti su izra &ne kao srednjavrijednost eksperimentalnalobivenih vrijednosti  “ standardna
pogre&a). 3SDUDPHWUL VX RGUHYHQL L] QDMPDQMH WUL ]DVHEQD SRNXVD

Oksim SH-SY5Y Mioblasti Miotubuli HepG2 HEK293 HK -2
JR585 “ . . “ “ .
JR595 . n? n? . n? n?
RM048 . n? n? . n? n?
GM415 “
GM113 “ . . “ “ .

GM508
an tYULMHGQRVWL NRMKEQLWXMRIGQRWMWIH]DSLVDQH VX NDR SULEOLA&QD °
maksimumagglatoa WRNVLPQRJI SURILOD NULYXOMH EH] NRMHJ ViibiQe PRAH RG
ODNVLPXP SURILOD EL VH SRVWLJDR X WUHWPDQLPD SUL JQDWQR YHULF

—PR®.GP

1I1DGDOMH RGUHYHQD MH L YLMDELOQRVW VWDQLFD L]JOR
spojevima poznatog djelovanjtallica 4.5 &LWRWRNVLPpQL XpLQDN UHIHUHC
HI- L /«+ QLMH XRpHQ QL ]D MHGQX VWDQLpPpQX OLQLMX X W|
, IJXJHWDN MH ET RjiRmNMLIruki@e ima tri oksimske skupfhiekoji je pokazao
QHIJDWLYQR GMHORYDQMH QD +HS* L +(. VWDQLFH DOL W
.RQWUROQL VSRM DWUDNXULM EHVLODW $% QLNRWL
WHVWLUDQRP NRQFHQWUDFLMVNRP5UDXY JROW QRHY X 8WH. PR GY
NRULAWHQLK X P H% IPBangtiVihtRKibr Sgomdee/ Lstaurosporin (SS), prema
RpHNLYDQMX ELR MH QDMWRNVLpQLML WHVWLUDQL NRQWL
ALYpDQL SULMHQRYV Q Lkab iDoddbkari akdiBidni ik Br&pn (At), nisu bili
FLWRWRNVLpQL X WHVWLUDQRP NRQFHQWUDFLMVNRP UDVS
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Tablica 4.5. ICsp vrijednosti (— P R &) eferentnih oksima i kontrolnih spojeV@ DNRQ L]JOR&AHQRVWL VW
trajanju od 24 sata Vrijednosti su izra&ne kao srednjavrijednost eksperimentalnalobivenih vrijednosti
standardnpogre&a). 3SaDUDPHWUL VX RGUHYHQL L] QDMPDQMH WUL ]DVHEQD SRN>

Spoj SH-SY5Y Mioblasti Miotubuli HepG2 HEK293 HK -2
2-PAM . . . . . .

HI-6 . . . . . .
/o +-6 . ne 2 . . .

+ 07 . n2 n? “ “ .

AB

SS “ “ “ >2 0,02 “

At . . ° . . .
ACh . . . . . .

an tYULMHGQRVWL NRMEQLWXMRIGQRWMWIH]DSLVDQH VX NDR SULEOLA&AQD °

maksimumayglatoa WRNVLPpQRJI SMRILEH] NBMYX VH QH PR&H RGUHGLWL WRpQD

ODNVLPXP SURILOD EL VH SRVWLJDR X WUHWPDQLPD SUL J@IWQR YHiL
—PR®.GP

Analizom rezultatdestiranih serija oksimadvojeni sukandidati iz svake skupine oksima za
GDOMQMD WHVWLUDQMD QD W36P HKBRO XbispikdinkeRiY Ml FKW RW R N
(imidazolijevi); Q5 (kinuklidinijey i GM415, GM113 i GM508 (Jidroksk2-piridinski).

4.1.2. 7RNV Ldo@dRaviioksima nakon iRAaHQRVWL VW DQLiRBatXx WUDMDQM:

,VSLWDQD MH WRNVLp QRG/ORR S MIUQ LK RNV NRDKHQWUDFLI
stanica(slika 4.1). U tablici 4.6 i tablici 4.7 prikazane su dobivene dEvrijednosti nakon
LIORAHQRVWianuwdl@Q4.safa X WU

8 VOXpDMX RGDEUDQLK ELVSLULGLQLMHYLK RNVLPD ]L
XRaHMH QHWRNVLPpQRVW X WHVWLUDQRP SRGUXpMX NRG V
WRNVLPQRVWL X WHVWLUDQRP S RiGrokxip-pindinskite dksiniad Q MH N
KLGURL]RNLQROLQVNLP SRERpQ z&GR415 DN B Roda MY DIQINKR  V (
PLALUQLK MHWUHQLK WH*BXE WHRE PKALWQRIOK FMHWUHQLK L
odraslihHK-2 (tablica 4.1i tablica 4.4). S druge stnae, imidazolijevi i kinuklidinijevioksimi
VX YHUXWDU VDWD SRND]DOL J]QDpDMQ@X FLVPRW.RAN LPp QR V\
QDMWRNVLp QL MizdveaNséhidpiridinijew dx$WDs dvlorova supstituentak870
(tablica 4.6).
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Tablica 4.6. ICso vrijednosti (— P R 0% Gdabranih oksimanakon L]ORAHQRVWL VWD®Q4akD X WUDM
Vrijednosti su izra &ne kao srednjavrijednosteksperimentalnaobivenihvrijednosti  “standardngogrea).
3DUDPHWUL VX RGU Hideloha ppjua2DMPDQMH WUL

Oksim SH-SYb5Y Mioblasti Miotubuli HepG2 HEK293 HK -2
K867 . . . . . .
K870 “ * “ *
I “ “ “ “ “ “ 0
Q5
GM415 ” . “ . ! .
GM113 . . . . “ .
GM508 1,29 . . . C .

« LOHCs YULMHGQRVWL |DSLVDQH VX NDR SULEOL&Q DplafdaL WHRGIQY R V@R J ER
SURILOD NULYXOMH EH] NRMHJ VH QH PR&H RGUHGLWL WE[®D EURMYPD
SRVWLJDR X WUHWPDQLPD SUL ]QDWQR YHULP NRQFHQWUD®LMDPD RG V

Nakon L]ORAHQRVWL VWDQLFD RNYRPHRND YO ® WIHV D QMO ® |
XpLQDN S U Yisp@idinevilH QFhidroksi2-piridinskih oksima(slika 4.) &aWR MH L
SRWYUYHQR QD YHUL Qablica/ B %) WrhidhPojevKi RinkIRIiQijew Bksimi, i
XQXWDU VDWD SRND]DOL VX |]QDpDMBX FLRRROWMBMRY LPQRVW
47) .DR QDMW R&ja/se piQplridinijels plsineM508
Tablica 4.7. 1Cs vrijednosti (— P R 0% Gdabranih oksimarakon ifORAHQRVWL VWDQIs&® X WUDMI

Vrijednosti suizra &nekao srednjavrijednosteksperimentalnalobivenihvrijednosti  “standardnagogre&a).
3DUDPHWUL VX RGUHYHQL L] QDMPDQMH WUL [DVHEQD SRNXVD

Oksim SH-SY5Y Mioblasti Miotubuli HepG2 HEK293 HK -2
K867 . . . . . .
K870 “ . . ” “ .

VI “ “ “ “ “ 66
X
Q5

GM415 . . . . “ .

GM 113 . . . . “ .

GM508 83,87 " . . . “ .

e LO4Cso YULMHGQRVWL |DSLVDQH VX NDR SULEOLAQ DplatdaL WHRGIQR V@R J ER
SURILOD NULYXOMH EH] NRMHJ VH QH PR&H RGUHGLWL WBPBQD EURMp
SRVWLIJDR X WUHWPDQLPD SUL ]QDWQR YHULP NRQFHQWE€.DFLMDPD RG V

Naslici 4.1dan je prikazezultatanhibicije rasta SHSY5Y stanica u ovisnosti o koncentraciji
RGDEUDQRJ RNVLPD L MprHRB X \LHOFRRRAHQ BVWAMHW LWL VOLp
imidazolijevih i kinuklidinijevh oksima koji ne ovisi o vremenu i koncentraciji. Nasuprot tome
FLWRWRNVLp QR V Whitrakgr2-piddinSkih@ksih jé kiémienski i koncentracijski
ovisnaipoND]XMH GYD UD]OLpPpLWD SURILOD MHGDQ NRG RNVLPI
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oksima K870 i GM508Premaovim rezultatima zadaljnje ispitivanje detaljnognehanizma
FLWRWRNVLPQRVWL RGDEUKD@HH 3 RNRUHPPQWUPHRKEB B LRD K L\
uzrokovati smrt stanice u 24 saGQRVQR ]D GDOMQMD WHVWLUDQMD RC
od 4 sata i koncentracija svakog oksima koja inhibira dat20 UDVWD VWDPLFD 8§
odnosno tzv. LOAEL doza (endlow Observed Adverse Effect Lgvel
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Slika4.1.,QKLELFLMD VWDQLpQRJ U DBVD) uslijedl Mrémdneki konseWrBeskitviznog +
WUHWPDQD RGDEUDQLP RNVLPLPD 9ULMHGQRVWL *“ VWDQGDUGQD SR
inhibicije rasta stanical, 4i VDWD 3DUDPHWUL VX RGUHYHQL L] QDMPDQMH WUL ]
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4.1.3. Odgovor stanice na djelovanje kombinacije dva odabrana oksima

8 p L Q N RoksimaRIéaktivacij AChE inhibirare V. U D] O L prhavijeRun®/8rzalnde se

razmatra kombinacijava ili vidH R N¥ teRapiji kod trovanja. Stoggf ORAHQRVW VWDC
NRPELQDFLML GYD VSRMD PR&H SUXAaLWL XYLG X SRWHQF
XND]DWL QD VLQHUJLVWLPNL SR WH RFIL@IRMNldjelovenjaid Y QL L C
UD]JOLNXMX SUHPD RGQRVX XNXSQRJ Wiihovogim@viddakdgL QN D NF
djelovana 7DNR MH NRG VLQHUJLVWLpPpNRJI L SRWHQFLMVNRJ G|
VSRMHYD |QDWQR YHUL NRG DGLFLMVNRJ MHGQDN D NRG
RGQRVX QD RpHNLYDQX WRNVLPpQRVW REUMRNYXpSBMWDL B
testiranog spoja zasebrta testiranje kombinacije oksima i progjgipa djelovanja, odabrane

VX AaLYPDQH -VWRQL FWRMNV L pKBE7 RKBVQ Fbispiridinijevi); VIl i X
(imidazolijevi); Q5 (kinuklidinijey te GM415, GM113 GM508 (3hidrokst2-piridinski) u

LOAEL koncentraciji. Dobiveni rezultati prikazani su nglici 42 .DR d8WR MH RpHNL®
SURFLMHQMHQR MH GD YHULQD RNVLPD X WHKYWQNIRBLP NRQ
4.2). Rezultati ukazuju da bi imidalijevi oksimi (VII u kombinaciji s X) i 3hidroksi2-

piridinski oksimi (GM415 u kombinaciji s GM508%lka4.2 PRJOL GMHORYDWL VLQ
ELRORANRP VXVWDYX ]JERJ |]QDWQR YHUH VXPDUQH WRNVLpPQ
Ostale kombinad H RNVLPD SUHPD UH]XOWDWLPD LPDMX PRJXUH ¢
VOXpDMX NRPELQDFLMH LPLGD]J]ROLMHYD RNVLPD 9,, L ELV!
njihovog antagonizma.
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Slika 4.2. 8WMHFDM NRPELQDFLMH RNVLPGLYDDQKK BABVENY kEk@WE®dgh QRJ UDV
tretmana (% u odnosu na netretirane stankey.0 — PR, K867 —PR®,XGP —PR?, GP

Vil —PR® @GP —PR® @RS — PR, @H13 —PR® @08 —PRO

dnv®). Procijenjeni tip djelovanjaad (aditivan),an DQWDJRQLEW]LPNE X G M pl (PdReMdilsRiMiD
VLQHUJLVWLpPNL 3DUDPHWUL VX HYDOXLUDQL L] QDMPDQMH WUL SRNX

42. QWHJULWHW PHPEUDQH VWDQLFD QDNRQ L]ORE

SWMHFDM LthGidaddodaDriarnihvwdksiMima u trajanju od 4 h ngegritet membrane

stanica SUDUHQ MH QHSRVUHGQR SRPRUX DNWbj¥ @ RYWSVGA QB RQW D
iz stanice u medij2GDEUDQL VX VYL WLSRYL VWDQLFD ]D NRMH MH
visokoj koncentraciji, aabiveni rezultati prikazani su sdici4.3.,] SULND]D PRaH VH XR|
imidazolijevioksimi VIl i X te kinuklidinijev 4 XJURNXMX VWDWLVWLPNL ]QDpDI
u medij odnosno pod njihovim djelovanjem mijenja se integM&/ DQLPpQH PHPEUDQH 1
WRPH RVWDOL RNVLPL QH XWMHpPpX QD LQWHJULWHW PHPE!
HK-2 i GM415 na HEK293).

Antonio Zandona Doktorska disertacija



T . Rezultati 68

Slika4.3 3RVWRWDN LVSXaAWGQRE WU D'@® DK P/MERb@Nreir@andtr&dnQ ad¥ibdabranim
oksimima (u odnosu na netretirane stanige)v HU L M V N R Rstudgi]sJijevd fiddd@soR G QDMYLEAH GR QDM

QD]QDpHQH NRKZFHED W U D-FIPVRI®), KB8B7 (100 + —PRO,6R00+ —PR®,GP
VIl (100- —PRO®,QR100+ —PRO®,GMM15(625+ —PR®, GWL13(375+ —PRO
dnv3), GM508 (37,5 + — P R®) iGrRon (pozitivha kontrolap,18 %. Vrijednosti su prikazane kao srednja

YULMHGQRVW HNVSHULPHQWDOQR GRIEIHEH®L K 3XDUWLIMPHHGAQLRLV WXL H'Y B B QUG
SRNXVD 6WDWLVWLpPND ]QDpDM Q R&PW 005R¥P @ RODX: *@D0,QOEW UHWLUDQH VWE
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4.3. Oksidacijski stres u stanicana L]ORAHQLK RNVLPLPD

4.3.1. Indukcijaoksidaijskogstresa u stanicama

Oksidecijski streskao MHGDQ RG PRJXULK XJURPQLND WR,MpidapQRV WL
M H S U DprisBL@dsiHeRktivnih kisikovih vrsta€ngl.reactive oxygen specelROS) nakon

L] OR aH QR VWRYsywdal@pdnDoksimima trajanju od 4 hZa testiranjegV X NRUL&AWHQ't
12$(/ NRQFHQWUDFLMH RNVLPD NRMH Vi €xutdtksuspRKHeZ20D OH W R
naslici4.4 2NVLPL . 9,, ; *O0 L *0 XJURNRYDOL VX VWDWL\
oksidaijskog stresa glika 4.4 7DNRyHU efitHdavuRut® Wkupine-Bidroksi2-

piridinskih oksima, GM508 nije induciraoksdacijski stres. Uz to, dodat drug klorov
supstituentna bispiridinijevom oksimu K870 smanjio je utjecaj na indukciju reaktivnih

kisikovih vrsta u usporedbi s K867.

Slika 4.4. Indukcija reaktivnih kisikovih vrsta nakon ¥ DWQRJ WUHWP D QD -8Y5Y) &d@draginy WD QL FD
oksimima:K870 —PR®), K367 —PR®,)XGP —PR¥® WGP — P R®), @GP —PRO

dn3), GM415 —PR®, &HRA13 — P R€), @08 —PR®iBD: —PR®). K6®

MH NRUL&AWHQ NDR. \&iReiihdstiLsv Qrikazdie Gat OrBdgj® vrijednost eksperimentalno dobivenih
YULMHGQRVWL “VWDQGDUGQD SRJUH&AND 3DUDPBWAQD p/DOMIERD/ANX XU D QL

na netretirane stanic&p < 0,05;$p < 0,06; *p < 0,0001.

4.3.2. Promjena razine glutationa u stanici

8 VOXpDMX SRYHUDQMD UHDNWLYQLK N LyskibBranu kakobiv WD VW
VH GLUHNWQR LOL L Q@®LYBNWPR WBIidReisijpragRhtbuBijAla
SUDUHQD MH PMHUHQMHP SULVX8&QRVWID Q DKMPIDW IL JFOQRE H €L
koncentracijama oksima kao i pri mjerenju indukajesidaijskog stresaPokazalo se da je
SRWURAQMBatt6/ WEpROD [QBEKPMQOQPRQD QDNRQ L]JORAHQRVWL EL
K870 te imidazolijevim oksimima VIl i Xglika4.5) QR ELROR&NL JOHGDQR UD]O

Antonio Zandona Doktorska disertacija



T . Rezultati 70

netretirane stanice je samo 1,2 puta te bi to bilo potrebno dodatno .idpifaisutnosti3-
hidroksi2-piridinskih oksima, GM415 i GM113s(ka 45 SULPLMHUHQD MH SRYHU
QHUHGXFLUDQRJ *6+ aWR EL PRJOR ]QDpLWL GD VWDQLFH ¢
GD MH GRaAaOR GR SRMDpDQH VLQWH]H *6+

Slika 4.5. Indukcija antioksida&ijske obrane stanice nakonr¥DWQRJ WUHWPDQD asYs¥)DQLK VWL
odabranim oksimimak870 —PR¥), K87 —PR®,GP —PR%®,\aIP —PR®, GP

Q5 —PR®, @15 —PR%, @A13 —PR%®, @08 — P R#), tBAOH (100

—PRO® GRNV% 22+ MH NRULAWHQ N D/RjedddsiiLsw pitk@rBne NkRoQ$hetni OvBjednost
HNVSHULPHQWDOQR GRELYHQLK YULMHGQRVWL “ VWDQGDUGQD SRJUH
6WDWLVWLDPpND ]sQ bgprizthtipare/dtaniR<OORSp < 0,005*p < 0,0001

44, OLWRKRQGULMVNL PHPEURQVNL SRWHQFLMDO

OLWRKRQGULMVNL PHP E k) DeQnédphod8R kbripQriehtd/ D deete@ranja
energije u stanici procesowksidaijska IRVIRULODFLIMH ORRYPDRBMOMH
XJURNRYDWL QHAHOMHQH SURPMHQH X VWDQLFDPD SRSUDU
KRPHRVWD]L VWDQLFD =ERJ WRJD VX SUDUHQHSYSYURPMHQF
VWDQLFDPD L]JORAHQLP RGDEUDQa& pri EDMELL Ibhdelratifpm& HVW Q L |
Dobiveni rezultati prikazani su rsici 4.6. Imidazolijev oksimi VIl i X te kinuklidinijev oksim

Q5 uzrokovali su smanjenje membranskog potencijala, dokhsdr8ksi2-piridinski oksimi

*0 *0 L *0 SRWDNQRK GIR YGID pOM® PHPEUDQVNRJ SRWH
bispiridinijevi oksimi K867 i K870 nisu uzrokovali promjene membranskog potencijala

mitohondrija.
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Slika 4.6.Mitohondrijski membranskpotencijalnakon4VDW QR J W UH W P D Q D -AY5Y pddaptakimv WD QL F D
oksimima:K870 — PR#), K367 —PR®,)GP —PR¥®,\GIP —PR®, @GP —PRO

dni3), GM415 —PR®, GW113 — PR ©®), GM508 —PR® iGeCP —PR®. GP

&& &3 MH NRUL&AWHQ N D R/riedhpetvgl Yripdrand Fk&pVerddrj@ Drijednost eksperimentalno
GRELYHQLK YULMHGQRVWL “ VWDQGDUGQD SRJUHAEAND 3DUDPHWUL \
]QDPDMQRVW X RGQRYV X$@D0,q@H,WwsaWQUDQH VWDQLFH

4.5. Aktivacija programiranest DQLpQH VPUWL

4.5.1. Aktivacija procesa apoptoze

SNWLYDFLMD SURFHVD VWDQLpPpQH VPUWL DSRSWHAH L QMH]
stanicama. Nalici 4.7 prikazani su rezultati dobiveni nakon provedbe testa kao postotak stanica

u ranoj apoptozi i ukupi{ DSRSWRWLpPpQLK VWDQLFD JEURM VWDQLFI
RGQRVX QD XNXSDQ EURM QHWUHWLUDQLK VWDQLFD X |
bispiridnijevi (K867 i K870) i 3hidrokst2-piridinski oksimi (GM415, GM113 i GM508)
VWDWLVWLERYHODYDMREURM VWDQLFD X DSRSWR]L
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Slika 4.7. Postotak SH6< < VWDQLFD X UDQRM DSRSWRI]JL $ L XNXSQH DSRSWI

netretirane stanice) nakorsétnog tretmana odabranim oksimirK&70 — PR, K367 —PR®), GP
X2 —PR®,@P —PR®), @GP —PR®), @15 —PR®, @&HA13 —PRO GP
%), GM508 — P R€). Bamformaldehido, MH NRULaAWHQ NDR SRIJLWLYQD NRQWUROI

298 % za postotak stanica u ranoj apoptozi odRoshiD XNXSQL SRVWRWDNVrpeESRSWRWLPpQLK
SULND]DQH NDR VUHGQMD YULMHGQRVW HNVSHULPHQWDOQR GRELYHQ
HYDOXLUDQL L] QDMPDQMH WUL SRNXVD 6WDWLRHNLGOSEp KODPDMQRVW X
*p < 0,0001.

4.5.2. Aktivacija kaspaza odnosno cistein aspattatSHFL I L [ef2da K SURW

8 SURFHVY DSRSWR]H XNOMXpHQL VX -asgardblishé Qproteb@e)L PL N D
NRMH LPDMX LOL LQLFLMDWR UWNXNgX®OmRat¥suLapdptda&tdehN X W R U V
PUDUH@MWMPLYDFLMH VSHFLILpQLK NDVSD]D PR&H VH SRWY!
VWDQLpQH VPUWL DSRSWR]H 'RELsNcHQ4 Pteidd Xiabieniktv L S UL N
UH]XOWDWLPD PRAH VH NVdk€nv K8§7Li KBID te INtisokspa-pBidiqskiM H Y
oksimi aktiviraju inicijatorsku kaspazuiQuzrokuju smrt stanice unutarnjimitwhondrijskim
DSRSWRW mp N4 tB, 3okt 2-piridinski oksim GM508 aktivira i kaspazu 8 koja

sudjeluje u vanjskoj/recégrom-posredovanoj apoptozi. Ovu kesu aktivirao je i
kinuklidinjev RNVLP 4 7 D-NdRokbt®) SLULGLQVNL RNVLPL DNWLYLU
kaspaztB (slika 4.9).
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Slika4.8. SNWLYQRVW VSHFLIL psathdg thener BEY5 Q4ENiEa@dalknim oksimimak870

— PR¥), K367 —PR®,GP —PR%,\GIP —PR¥), @GP —PR®, @R15

—PRO), G\?113 — PR O, G\#508 — PR ©O). Grifednosti su prikazane kao srednja
vrijednost eksperimentalno dobi@gLK YULMHGQRVWL “ VWDQGDUGQD SRJUH&GND 3DUI
SRNXVD 6WDWLVWLpPND ]QDpDMQR&PAH 005R4p @ RODX, $p B 0005 WHHMO0OL D QH VWL

46. 28WHUHQMD PROHNXOH '"1$ X]JURNRYDQD RNVLPL

6WDQLPpQL RENWMRHELRYIHE VIBR R RSV HJ Xsastdjide/od/koorRdanwaiiii H Q M D
VLIQDOQLK SXWRYD NRML PRJX LQLFLUDWL ]DXVWDYOMDAQ
apoptozuMjerenjem razine aktivacije (fosforilacije) kinaze ATM i histona H2Apbiveni su

rezultatio & W Halnkbl@kdle DNA u SHSY5Y stanicamaQDNRQ L]JORAHQRWWL RNV
SRVWRWDN XNXSQRJ RaAWHUIHQMD PROHNXOH "1$skaRGQRVX
49 6WDWLVWLpPNL ]QDpDMQR RAWH i HQMH nB 6k€irniMa867 '1$ S U
L *0 SRUDVW RaAWHUIHQMD SULPLMHUHQ MH L NRG RNVLPD
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Slika 4.9. SNWLYDFLMD R aakdn i#sh@odg Dretrhdha SBYSY stanica odabranim oksimima (% u

odnosu na netretirane stanickR70 —oPRdm®), K867 —PR®,XGP —PR%,\GIP —PRO

dnt3), Q5 —PR®, @&MR15 —PR® ®&A13 — P R€), &/B08 — P R€). E2dpozid

(20 —PRCG GNWPH NRUL&AWHQ NDR SRIJLWLYQD NRQWUR DN 0d@82AMHG QRVWL
odnosu na netretirane kontrolne stanisg&ijednosti su prikazane kao srednja vrijednost eksperimentalno
GRELYHQLK YULMHGQRVWL “ VWDQGDUGQD SRJUHAND 3DUDPHWUL \
]JQDPDMQRVW XreRah@Ravixe: GpB< @QOAON.

47. )RVIRULODFLMD VSHFLILPpQLK SURWHLQD RGUHY

8pLQDN RNVLPD QD VLJ®D®RQHWEXQWRIPIDXREGHU H§HMGIN MH QDN
LJORAHQRVWL RNVLPLPD 3UDUHQD MH D NVDIMWYCDRALQHD VQWHINGRL
procese. Dobiveni rezultati ukazuju kako fosforilacija-N%» SURWHLQVNRJ NRPSOI
NRQWUROLUD WUDQVNULSFLMX '1$ SURL]J]YRGQMX FLWRNLQ
QLWL X MHGQRP VOXpDMX L]ORIkaQIWMVWL RGDEUDQLP RNVLP
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Slika 4.10.Fosforilacija NF % Q D N£6Q min tretmana St$Y5Y stanica odabranim oksimime870 (15

— PR O), G387 —PR®,)GP —PR%®,\GIP —PR®, @GP —PR¥®, @R15(350

— PR ®),GM113 — PR%, @508 — PR 9. @ifdnosti su prikazane kao srednja vrijednost
HNVSHULPHQWDOQR GRELYHQLK YULMHGQRVWL “ VWDQGDUGQD SRJUH3Z

6XSURWQR WRPH L]JORAHQRVW YHULQL RNV BRNHE&OP 4 L

YUHPHQV N L PosWritapi RifaRe p38 MAPKglika 411 NRMD UHDJLUD QD SI

VWUHVD SRSXW FLWRNLQD ]JUDpHQMD WRSOLQVNRJ L RV
diferencijaciju, apoptozu i autofagiju.
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Slika 4.11.Fosbrilacija p38 MAPK nakon 560 min tretmana SBY5Y stanica odabranim oksimim&870

— PR¥), K367 —PR®,GP —PR%®,\GIP —PR#¥), @GP —PR®, @R15

—PRO), G\?113 — PR ), G\#508 — PR ©®). Gipednosti su prikazane kao srednja
YULMHGQRVW HNVSHULPHQWDOQR GRELYHQLK YULMHGQRVWL * VWDQC
PHWLUL SRNXVD 6WDWLVWLpPND ]QDp RNMDRY ¥ <0,B0G;ARA0X0QD QHWUHWLU

B3UDUHQD MH L IRVIRULODFLMD 67%7 MHGQRJ RG YDAaQLK \
citokini (slika4.12 1DNRQ L]ORaH Q RI\NGW113® M, fd=3foraRija# STAT3 bila

MH SRYHUDQD GRN MH L]J]ORAHQRVW RNVLPLPD . *0
fosforilaciju STAT3 uovisnosti o viemenu6 WDWLVWLPpNL |]QDpDMQR VPDQMHQI
L] O R & ¥%) BOMAL
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Slika 4.12.Fodorilacija STAT3 nakon 5+60 min tretmana S¥sY5Y stanica odabranim oksimimig870 (15
—PRO),&857

—PR®,)XGP —PR#®,\GIP —PR®, @P —PR%®, @R15(350
—PR®),GM113 —PR®), @08 — P R 9. @ifednosti su prikazane kao srednja vrijednost

HNVSHULPHQWDOQR GRELYHQLK NDLMIDADPHMWLU L* WXV B QB0 XIGUIDQ § RL] UHE
6WDWLVWLPND ]QDpDM Q RANCEE RCODR ¥p< QEIRIQHWUHWLUDQH

SUDUHQMHP IRVIRULODFLMH L]YDQVWDQLpPpQR UHJXOLUDQH

PHMR]H PLWR]H LX®RWVWMRHW RSN D MH VPDQMHQD IRVIR
imidazolijevim oksimima, VIl u vremenu od 1%60 min i X u vremenu od 4560 min.
I1DVXSURW WRPH IRVIRULODFLMD (5.

ELOD MH SRYHUDQTC
min, te GM113 u 30 mifslika 4.13.
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Slika 4.13.Fosforilacija ERK1/2 nakon 560 min tretmana S¥PY5Y stanica odabranim oksimimig870 (15

—PRO), &7 —PR€,)>GP —PR%,\GIP —PR®), @GP — P R®, @15 (350
—PR®),GM113 — P Ri6), @508 — P R 9. @ifdnosti su prikazane kao srednja vrijednost
HNVSHULPHQWDOQR GRELYHQLK YULMHGQRVWL “VWDQGDUGQD SRJUH3Z3
6WDWLVWLPND ]QDPpDMQRVW X RCPR ¥¥< QEDLBH WOL0BBW LUDQH VWDQLFH

=ERJ Xp th@gildksi2-piridinskih oksima, GM415, GM113 i GM508 na membranski
mitohondrijski potencijalglika 4.6 SUDUHQD M HatetilRoAl kabaksllarE (AZC),

NRMD MH MHGDQ RG NOMXpQLK UHJXODWRUBDBIIKRNYY . GDFLMH
7TUHWPDQ *0 *0 L *0 SRYHUDR MH IRVIRULODFLMX $&&
aWwR MH L X VNODGX V QMLKRYLP XpLQFLPD sikR4BLK8ARKRQ G U |

RVWDOLK LVSLWLYDQLK RNVLPDRVMDWQ D WL N L$ RED]DIPNVHRI K

NRG LPLGD]J]ROLMHYRJ RNVLPD ; QDNRQ PLQ LIORAHQRVWL
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Slika 4.14.Fosforilacija ACC nakon 560 min tretmana SKpY5Y stanica odabranim oksimint&870 —PRO
dnv3), K867 —PR®,GP —PR®),\GIP — P R¥€), @GP — PR¥€), @R15 —PRO
dnv3), GM113 — PRGOS, G508 — PR ). @riednosti su prikazane kao srednja vrijednost

HNVSHULPHQWDOQR GRELYHQLK YULMHGQRVWL “ VWDQEWULGQSBRIVHE 3
BWDWLVWLPND ]QDPpDMQRVW X&RCODR ¥p*< QEDLBH WOL0BBWh & MODGL. VWD Q L F H

48. 3DVLYQL SUROD]DN RNVLPD NUR] VWDQLpPQX PH
MDCKIlI -MDR1 stanica

ORIJXUQRVW SDVLYQRJ SURODVW®D GHRROQDNRMRIGIRE UD LK
stanicama odnosnadredilo sevezanje oksima kao supstrata eflukgliRoproteinskih pumpi

(P-gp) prisutninh na membranama stanica i njihova translokacija kroz istu. Dobiveni rezultati
prikazani utablici 4.8 ukazuju kako testami oksimi pripadaju kategoriji spojeva niske ili
XPMHUHQH PRIJXUQRVWL SDVLYQOREBYRQB WNL MG RV E UC
RNVLPL WDSIRYWSWWUDWL RGQRVQR GD UH SR SURODVNX PF

Su prisutni ovi transportmproteini.
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Tablica 4.8.Pasivni prolazakn vitro odabranih oksima i procjena kao potencijalnih supstratag@afumpe na
0'&. VWDQLFDPD 3UROD]DN RNVLPD MH SUDUHQ V DSLNDOQH GR ED]JROL
strane (B2A). Vrijednsti permeabilnosti membrane ) X RED VPMHUD RGUHYHQH VX X] L

VSHFLILpQRJ-gp@unpEEIiWieatsD 3

ORJXUQ
, : )
Oksim ::]rrfglttr;?;t (,f;"g) ° ?n;(sg A (BP;% ° Ian;\(s(eg i Eﬂnﬁ}ﬁ) E?SEQEE su'?gtrr’at
(A2B) (B2A) ili Pe? kroz
membrane
K8672 - n° n° n° n° 022 ' Niska n°
- nP n° n° n°
K870? - n° n° n° n° 0.32 ' Niska n°
_ nb nb nb nb
Vi - 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

ayrijednosti penetrabilnostPg ecms RNVLPD RGUHYHQH PHWRGRP SHUPHDELOQRVW
parallel artificial membrane permeation ass®AMPA)?* °n + YULMHGQRVWL NRMH QLVX RGUHYVHC

49. OHWDEROLpPND VWDELOQRVW RGDEUDQLK RNVLP

6WDELOQRVW RNVLPD X ELRORANRP VXVWDYX MH ELWDQ ILC
lijekova, odnosno, protuotrova inhibiranih kolinesteraza. Kako bismo procijenili mieiedga

li se odabraniRNVLPL X ELRORANRP VXVWDYX WHVWLUDQD MH
mikrosomima {@ablica 4.9. Priodabranimuvjetima, stabilnost bispiridinijevih oksima nije se

mogla odreditiOksimi Q5, X, GM113 i GM508 pokazali su nisku MEDEROL PN XelvWDEL O
V H ¥Yakén 30 minuta neki od njih potpuno metaboliziraliké 4.15. Zamjenom metilne

skupine (VIl), klorom (X) unutar strukture imidazolijevih oksima, dolazi do smanjenja
PHWDEROLpNH VWDELOQRVWLLMRDORMHQMIREDWW ER®QIRI\QW O |
dimetlamino-skupine (GM508) naidroizokinolinski ogranak kod -Bidrokst2-piridinskih

oksima 6lika 4.15.
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Tablica 4.9 O HW D E R O L p NdoahtaMibEsln@ QsRadWwikubacije mikrosomima: poluvrijeme razgrapgn
spoja {i2), vrijednosti unutarnjeg klirensa k&) i in vivo KHSDW L p N R IBF énglUliMe® Mddd flow)
LIUDpXQDWH @HGQMDK NEODDWPHDJRULMD PHWDEROLPpNH VWDELOQRVWL NRMR

Oksim  ty(min) Cl, —/ Ping?)  Preoswliv% LBF /% R DemG
- " e il @il stabilnosti
K867 n? n? n? n2 nd
K870 n? n? n? n2 nd
Vi 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

n +tYULMHGQRVW PHWDEROLpPpNH VWDELOQRVWL ]D ELVSLULGLQLMHYH R
detekciju spojeva u uzorku.

Slika 4.15. O0HWDEROLpPND VWD E L O Qfi¢dNhkuBRaGiiDEikib@mknaRADBLHP@D NDR RYLVQR®
pada koncentracije prisutnog oksima o vremenu inkubacije. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost
eksperimentalno dobivenihvri@ QRVWL “ VWD Q @Dhajmaq)dtripékdda.H a N D
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4.10.Insilico UDpXQDOQD DQDOUpmnavieimdy WDYD L GMH

4.10.1. Fizikalno kemijska svojstva

Provedena jen silico analiza fizikalno +kemijskih svojstava oksimay D & @d_jtocjenu
SDVLYQRJ SURODVND NUR] PHPEUDQH 2YH (bérizditgH ]D NF
uzimaju u obzir parametre poput relae molekulske maséVf), broja donora i akceptora

vodikovih veza (englhydrogen bond donor or acceptor+ %' L +% $ EURMD URWLUD
(engl rotatable bonds 5% WH SRODUQX S.Ropdlogicd) polar SurRdddared Q J O
TPSA). Prema dobivém podacima prikazanim dablici 410 SUROD]DN NUR] ELR
PHPEUDQH SUHGYLYHQ MH NRG VYLK RNVLPD RVLP |]D *0
RNYLUD SUHSRUXND 8] WR QHJDWLYQH ORJ3 YULMHGQRVW
vode i orgaskog otapala) mogle Hiispiridinijevim oksima K867 i KBZORWHAaDWL SDVLY

prolazak u stanicu.

Tablica 4.10Q In silico procijenjena fizikalnotNHPLMVND VYRMVWYD RIénidalzk: s\l X VXpHC
masaMr SRGUXpMH XNXSQH SR ®bjuqhbragHBDL akcEpitbra THBAS vodikovih veza, te
broj veza koje se rotiraju (RB).

Oksim M: / g molt 736% 2c 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 -6,24 -7,30
VI 361,25 41,40 1 2 5 1,09 1,06
X 34083 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
BUHSRUXD < 450 <60 +70 <3 <7 <8 <5 <5

vrijednosti16°

4.10.2. Utjecaj naenzime sustaveitokrom P450

In silicoanaOL]RP NRULA&aW H WssNDME prievjdoeDdd?jB inhibiraju |li odabrani

oksimikj XpQH HL Q$tbWRwHLWRNURP 3 &<3 NRML VX RGIJRYRUQL ]
NVHQRELRWLND OLMHNRY DabKceHALIR ¥ RGO RIR WX WWDGE X SUHPD
procjeni bispiridinijevi oksimi K867 i K870 ne inhibiraju testirane G¥¥e. Zanimljvo 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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dealkilacijont®® Imidazolijev oksim VII, za razliku od oksima X, uz CYP2D6 inhibira i

&<3 & ]DGXaHQ ]D KLGURNVLODFLMX L VWYDUDQMH H
molekula}®®. 3-hidroksi2-piridinska skupina oksima, uz ®2D6 inhibira i CYP3A4,
RGJRYRUDQ ]D RNVLGDFLMVNH SURFHVH pLPH GHDNWLYLUD
PRAH LIGYRMLWL *0 NRML GRGDWQR LQKLELUD &<3 & N

Tablica 4.11 In silico procijenaodabranihoksima kao inhibitoraV SHFLILpQLK HQJLPD FLWRNURP 3
sustava.

Oksim CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4
K867
K870
VI - +
X
Q5
GM415
GM113

GM508 - + -
(-) spoj ne inhibira navedene CYd®e; (+) spoj inhibira navedene CYéve

+ + o+ o+ o+ o+

4.10.3. Usporedba oksima s liggdB LPD SR]QDWRJ GMHORYDQMD L] GRVWX

farmakofornog modela

8 VYUKX LGHQWLILNDFLMH VSHFLILPpQLK VWDQLPpQLK PF
bispiridinijevim, kinuklidinijevim, imidazolijevim i 3hidroksi2-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 dablici 3.1) ]IDMHGQR V S Ush Gijgdhastda P Oflabrani
farmakoforni model poravnat s najaktivnijim bispiridnijevim oksimom K870 prikazan je na

slici 4.16 Najbolje ocijenjeni ligandi koji su najlje poravnati s farmakofornim modelom
LIGYRMHQL WRXWPRPMPDMD SR]QDWH VWDQLpQH PHWH 8 V
generiranog na temelju bispiridinijevih oksima, identificiran je tobramiaikg 4.16,
aminoglikozidni antibiotik izveden i&reptomyces tenebrariuspLML VH PHKDQL]DP GM
WHPHOML QD LUHYHU]JLELOQRP YH]DQMX QD VSHFLILpQL DP
SRGMHGLQLFL L SRVOMHGLpQRP EORNLUDQMX QDVWDMDQM|
RNAL,
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Slika 4.16.A) Bispiridinijev oksim K870 i B) tobramicin mapirani na farmakoforni model za bidjpijeve
RNVLPH &UYHQR R]QDpDYD SRILWLYDQ QDERM D PDJHQWD GRQRUD YR

8 VOXpDMX LPLGD]ROLM Htehlied 3RNovilikdhDgertiranjaDaf Dakdfoiog
PRGHOD NRULAWHQH VX LsGRADM G RMWMLRNDW FOGIHNHHRRL P L
LVWUDALYDQMX QD +MS¥D WWHPHLOMR MR ®DLBUMQRLK NRQDpQLK
LGHQWLILFLUDQ MH OLJD Q Getlamd)N-IRS8R)-3\hikakE} 1-fedd3- PH W D
[[3-(trifluorometil)fenil] metilamino]butar2-il] -5-(2-oksopirolidin1-il)benzamid i beta

sekretaza 1 (BACE1l)}aspartatska proteazsalika 4.17 XNOMXpHQD X QDVWDMDAQ
RYRMQLFD X SHUL IDIQIQAPPHOLY PDYDBRQRP X O R IR-PpeptidQD VW DML
VOXpDMX $O]KHEPHURYH EROHVWL

Slika 4.17. A) Imidazolijev okém X i B) 3-(etilamino}N-[(2S,3R-3-hidroksi1-fenil-4-[[3-
(trifluorometil)feniljmetilamino]butar2-il] -5-(2-oksopirolidin1-il)benzamidmapirani na farmakoforni model za
imidazolijeve oksime. CrveniR ]QDpDYD SRIJLWLYQR LRQL]JDELOQX VNXSLQX PDJHQW
aromatsku, odnosno alifatsku hidrofobnu skupinu.

Za generiranje farmakofornimodela na temelju kinuklidinijeviliprikazani utablici 3.3),

odnosno ahidroksi2-piridinskih (pikazani utablica 3.4 RNVLPD NRULAWHQH VX W
YULMHGQRVWL RGUHYHQH QD +HS* VWDQLpPpQRM OLQLML
mapiranjem na osnhovu dobivenog farmakofornog modela identificirani su ligandi i njima
SULGUXAHQH VWBQKpOQNXPHMNWIHRERODUBBUHYHQRJI ]D NLQX
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oksime idatificiran je inhibitor aldehid dehidrogenaze Al + Etil 4-(3-{[4-(2-
hidroksietil)fenillamino}2,5-dioksc 1-pirolidinil)benzoat  élika  4.18 X VOXpDMX
farmakofornog modela za-tddroksi2-piridinske oksime identificiran je inhibitor citokrom
P450cam * (1R,3S,5R,7SN-[8-({[5-(dimetilamino)naftalerl-il]sulfonillamino)oktil] -3
hidroksitriciklo[3.3.1.1~3,7~]dekaf-karboksamid glika 4.19.

Slika 4.18 A) Kinuklidinijev oksim Q5 i B) Etl 4-(3-{[4-(2-hidroksietil)fenillamino}2,5-diokso 1-
SLUROLGLQLO EHQ]RDW PDSLUDQL QD IDUPDNRIRUQL PRGHO ]D NLQX
vodikovih veza, a plavo hidrofobnu skupinu.

Slika 4.19 A) 3-hidroksi2-piridinijski oksim GM508i B) (1R,3S,5R,7SN-[8-({[5 -(dimetilamino)naftalefl-
il]sulfoniltamino)oktil] -3 hidroksitriciklo[3.3.1.1~3,7~]dekafi-karboksamid mapirani na farmakoforni model

za 3hidroksi2-SLULGLQVNH RNVLPH ODJHQWD R]QDpDYD G RuWiRWEDze¥eRoGLNRY LK
akceptora vodikovih veza.
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T RASPRAVA

Cili RYH GRNWRUVNH GLVHUWDREMWB ENRLVMD QHPHIAMHQUOQ D LV
i SRND]DWL SRYH]DQRVW XpLQDND QD VWDQLpPQRM UD]JLQL
oksima, koji nsu Q XAaRROMXPpHQL X QMLKRYR SULPDUQR GMHORYDQ
Ovakav pristupLVNOMRINWLPH QH]DGRYROMDYDMXULK NDUDNWHU.L
Y Hiutranoj fazi razvoja noviprotuotrova 8 WX VYUKX LVSLWD Q H VXD p® MbLLWLL K
VWUXNWXUQLK NDUDNWHULVWLND QDMpHaUH NRULAWHQ
bispiridinijevi, imidazolijevi, kinuklidinijevii 3-hidroksi2-piridinski oksimi.

Za imidazolijeveoksime VIIi X te kinuklidinijev4 SRND]D QR MaHnt&gbteX WM H p X
VWDQLpQH PHPEUDQH RaAWHUXMX VWDQLFX L X]JURNXMX V
bispiridinijevih i 3-hidroksi2-SLULGLQVNLK RNVLPD SRVOMHGLFD GUXJR
+UHJXOLUDQH VWDQEPQHD OMWDWILY VDBRGYMRIHL NDNR VH FLV
RNVLPD QLMH UD]JOLNRYDR RYLVQR R WLSX VWDQLFD &WR
djelovanja.

,DNR SURYHGHQR GHW BEONDRRMHENR] ODYDQVMRIGQRMRU &\
posljedica djelovanja oksima, rezultati ipak izdvajaiksidaijski streskaojedan odP RJ X U L K
RNLGWRNVLPI@RPWD MH XR pH hidroksk2@itidnBkod 6k&ma GM508 |
kinuklidinijevog oksima Q5aWR XSXUXMH Qrazligd @ $frik@ripoput @delatka
dimetilaminofenilrog supstituerd na hidroizokinolinsk S R EiRdgK@rak te kinuklidinjeva
MH]JUD V DONLOQLP ODQFHP ]J1QDpDMQR XWNaddjX kdd P HKD(
YHOULQHPRNW] L]QLPNX GYD SUHWKRGQR QDYHGHQD |]DPL
PLPEHQLND dksidadjsRdgVRMGUHVD RGQRVQR RNVLGDFLMD XQXWD
(GSH) kao pokazateljantioksidacijskogtatusd® AWR EL GRGDWQR DWRWEDOR L\
hidroksi2-SLULGLQVNL RNVLPL *0 L *0 SRYHUDOL VX UD]L!
SRpHWDN VLQW®¥MDRRQYRPLEBB DGDSWDF L Mdtka®l). QRY,RQDVWI
SRYHUDQD LQGRWPLERYHPBQD MH VD ]JDPLMHUOUHQLP VQLA
mitohondrijskog membranskog potencijalaii m)!’* nakon tretmana oksimima. Takva
SURPMHQD SRWHQFLMDOD X]JURNXMH GLVIXadidatijpkX PLWRI
fosforilacijet™* aWR MH XMHGQR L XVNR SRYH]DQR ¥2UBDRO HPLHNI DM V
oksidacijskel RVIRULODFLMH RGUDADYD VH L Qd)eheipktsieXabt€é HQR]L (
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VWDQLFH 1DLPH X VOXpDMX GD VWDQLFD QHPD GRYROMQR
UH VH RNUHQXWL uew DeRrbzFO'RMAWRUWH SMHURMDWQR ELR X
LPLGD]JROLMHYLK RNVLPD 9,, L ; 1DVXSURW WRPH DSRS)
bispiridinijevim i 3-hidroksi2-piridinskim oksimima, aktivacijom enzima kaspaze 9,
RGJRYRUQH ]D SRNUHW publisnog @ xitoboddriffPDZAanip [y j& za
primijetiti da kinuklidinijev oksim Q5 i 3hidroksk2-piridinski oksim GM508, kod kojih nije
]DPLMHUHQD L QouaX ldkEvinsjuD kespazu 8, odgovornu za pokretanje apoptoze
L]1YDQ VW pupm@dnin o receptoru ORIJXUH MH GD PHKDQL]DP GMHOI
RNVLPD XN O X eosptoré Bhid,posebno na one iz porodice receptora povezanih
s faktorima nekroze tumora (TNF) 7 D N R yetpostavlja se da dugi kiini lanci na
kinuklidinijevoj strukturi kao kod Q50pRQDaD M X P D ViQljdiujil b/ pr@rijee u
VWDQLpQR M pdteRdaND &tvaraju micdl® L VDPLP WLPH SRVOMHGLpPpQ!
smrti stanice.

'UXJL PRJXUL PHKDQ bddbrRaniGpbjdv@ [ djBldyanjB putem intergkci
V DFHWLONROLQVNLP QLNRWLQVNLP L PXVNDULQVNLP LOL
PHPEUDQL pLPH XWMHpPpX QD VLIQDOQH SXWRYH X VWDQLF
kinaza poput p38 MAPK, stanica odgovara na stres i prolazi procesertifjacije, apoptoze
ili autofagije. Ujedno, aktivacija p38 MAPKsIlika 4.11) je povezana s indukcijom
oksidacijskogstresa i aktivacijom kaspaza 8 ¥® AWRSMLPLMHUHQR L X RYRP L
izlaganja stanica imidazolijevim, bispiridinijevim i-l8droksi2-piridinskim oksimima.
1DGDOMH ]QDpDMQR VPDQMHQD |R\BTRTBLLOj®jE rokbRand kd® Q VN U L
RNVLPD . *0 *0 L * @ nasmArjémd Hgnskripciju proteina neophodnih
]D RGUADYDQMH KRPHRVWD]H VWDQLFH D PRAaditokinaWL SRYH
epidermalnih faktora rastarfgl. epidermal growth factorEGP?®L. Teoretski, oksimi mogu
inhibirati i receptore faktora rasta (engrowth facte receptors GFR*®¥2® FWR EL GRGDW
objasnilo npr. aktivaqu apoptoze mitohondrijskimpu® EXGXuUL GD LQKLELFLMD *)!
do aktivacije aniD SRS W R W L p Q U380 Riaudale, QRivadijBm kinaze ERK1/2
stanica sudjeluje tegulacij PHMR]JH PLWR]H L SRVYWHDWRWXpNNWXQNFI
potreban ATB®” AWR VH SRND]J]DOR WRPQLP X VONXNBPIIGMKIAFORAHQR
GUXJH VWUDQH LPLGD]JROLMHYL RNVLPL XMaMHBERKoQD VPDQ
3-hidrokst2-piridinskin oksima i LPLGD]ROLMHYRJ RNVLPD ; ]JDELOMHE
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fosforilacija aceti& R$ NDUERNVLOD]H $&& ,QDpH IRVIRULODFLM
XJURNXMH SRYHUDQX RNVLGDFLMX 11383/PDQMHQX VLQWH]X PI

Pretpostavljeni mehanizam djelovanja oksiRaY LVL L R QMLKRYRM PRJXUQ
stanicu, bilo pasivnim, primarnim aktivnim ili sekundarnim aktivnim prijend$at° Uspiju
li oksimi SDVLYQR SURUL ELRORANH P H P Elikbpiptein @gpl pumpeH QD S L
pLMD MH ]DGDuUD LJEDFLWL VSRMHYH QDWUDJ NDNR EL RGUAZ4
W RNV bje@#. MSOLWHU D W Xatblda lispiridiHijeviksmi B67 i K870 pokazuju
QLVNX GR XPMHU ptaekaRrBz) enPREW2 SGHQLWR |D SUROD]DN
pasivnimprijenosombitna sSUR G U H y H Q D tkkerhijdkd3vOjQVR poputY Hielnpolekule,
lipofilnosti, polarnosti te fleksibilnosti Prema eksperimentalno dobivenim rezultatima,
PRAHPR ]DNOMXpLWL NDNIR sViXes@rahRokdinvi @R supstvail/ tebatiivg
QLVNRJ SRWHQFLMDOD ]D SDVLYQLR&HRWDHD |DPWL KMHWD QILF X
dimetilamineskupira na hidroizokinolinslom supstituentukod 3hidroksi2-piridinskih
oksima] Q D p Brive@jigemoguii QRVW SDVLYQRJ SURODVND Miugti PHPE UL
oksimima iz te skupineg5GM415 i GM113 7 D N R yiH &llicdanalizom procijenjen je nizak
SRWHQFLMDO SURODVND RNVLPD ]JERJ PDQMNDYLK NDUDN
masafly SRGIHXPRODUQH S Pivjd ddz®Kaje eI @i$ajiRB)ili nizak logP®.
1R WR QH J]QDpL GD RNVLPL QHUH XUiL X VWDQLFX QHNLP GL
putem nekog od transportera.

Potencijalne mete djelovanjpdabranh RNVLPD NRMH EL ELOH X]JURNR
WRNVLPpQLK XpLQDN I silkt ReFddPHDQ MBINDRY X/ )XQDRAHP LVWUDALYD
UH]XOWDWL QH XSXUXMX QD NRQNUHWQH |[DNOMXpNH GREL
SRWHQFLMDO ]D GDOMQMD LVWUDALYDQMD 3UYHQVWYHQF
sustava citokroma P450 CYP2D6, CrP3A4) koji su i odgovorni za mebolizam
ksenobiotika/lijekova. Za ovdje testirane oksime, koji su svrstani u skupinu umjerene ili niske
PHWDEROLPNH VWDELOQRVW RYDNDY UH]XOWDiWk&RaH LPD\
bi npr. inhibicijom ovh enzima direktngmanjii PRIJXUQRVW PHWDERSR YIHUD@WMD \
QMLKRYX WRNVLPQRVW 8] WR S RMIK3iRIpMAINEKD Dksildd) PDNR O
S U H G Yrhglek@skRim modeliranjem farmakofqgrge i CYP101iz bakterije Pseudomonas
putida!®> AWRIJHULUD PRJIJXUQRVW LQKLELFERMHVIORNVQRNV K FWW R
IDVXSURW WRPH SUHWSRVWDYOMHQD IDUPDNRORA&AND PH\
dehidrogenaza A1 (ALDH1A1), detoksifikacijski Q]LP ORNDOL]JLUDQ SULPDUQR
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]JDAWLWX RUJDQL]P D'RTaké &/ H,5% Q ISK W B RMNIME GQRVW ]JDELO
na jetrenim stanicama HepG2 koje eksprimiraju ALDH1nakon tretmana oksimom Q5, u
XVSRUHGEL V RVWDOLP WLSRYLPD VWDQLFD 8] WR PRJXUQ
LVWUDALYDQMD turs Kofi lsé Lkpridte Ka blkitdnfe Lnapretka proliferacije stanica
raka jajnika®®. 8 VOXpDMX IDUPDNRIRUQRJ PRGHOD JHQHULUDQRJ ¢
identificiran je tobramicin aminoglikozidni antibiotik izveden iStreptomyces tenebrarius
NRULAWHQ SUYHQVW Yae@aRvnjiDbaktésijdkitt inteRciMiH. MU DM PHKDQL]IL
GMHORYDQMD WHPHOML QD LUHYHU]JLELOQRP YH]IDQMX QD
ULERVRPVNRM SRGMHGLQLFL L SRVOMHGLpPQRP EORNLUD
SRGMHGLQLFH LY 2uby/tQat, [pipitidiiiedi oksimi K867 i K870 bi se mogli
SRWHQFLMDOQR XNOMXpLWL X LVWUDALYDQMD UD]YRMD ¢
SRWHQFLMDOQD |IDUjelovahOiRidat@ijevihHOIIma VII i X, prema
farmokofornom modelu jbetasekreaza 1 (BACEL)Zanimljivo je da taaspartatska proteaza
XNOMXpHQD X QDVWDMDQMH PLMHOLQVNLK RYRMQLFD X S
ulogom u nastajanju amiloid SHSWLGD X VOXpDMX 80 a\HR. BHIHREYHNVER O M
VPMHU ]|D LVWUDALYDQMH GMHORYDQMD RYLK RNVLPD
1DUDYQR WUHED LPDWL X YLGX SRWHQFLMDO®QR GUXJ
vivo VXVWDYX JERJ PHYyXGMHORYDQMD VYLK NRPSRQHQWQL
apsorpcig, distibucije i eliminacije spojaiz organizmd® 1DGDOMH ]D LVWUDAL
LQGLNDWLYQR GHILQLUDWL L RadjeydogrRasautiecaQOWH EED R BIRVAN LV
sustatNDNR EL VH LIEMHJOH QHQDPMHUQH SRVOMHGLFH QD OM
LOL UD]JOLPpLWH P Hi@otredo@ \kbhkbindtije Lspofi?avV Fhko, dva spoja u
kombinaciji mogu imati nekoliko mehanizama djelotd® DGLWLYQL DQWDJRQLVW
LOL VLQHUJLWwuspdreddils riiovip lviduaninG MHORYDQMHP 8 VOXpDM
oksima, npr. kombinacija imidazolijevih oksima VIl i X, tehBIroksi2-piridinskihn GM415 |
GM508 rezultirala je pojaRP VLQHUJLVWLPNRJI WRNVLPQRJI XpLQND ,V
Q5 s K867, VII, X, GM415 i GM113; VII s-Bidroksk2-piridinskim oksimima te X s GM415
L *0 UH]XOWLUDOD MH SRWHQFLMVNLP WRpbtehdskLP XpLQ
X b L GeDsiNtip djelovanja, no razlikuju po tome jesu li u kombaiji analogne strukture ili
net*2. Dakle, prilikom eventualne primjeria vitro ili in vivo LVWUDALYDQMLPD QLN

trebalo koristiti navedene oksime u kombinaciji.
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8]LPDMXUL X oRde]prikazdnéH]XOWDWH LVWUD&h¥xX@MD QD
DQDOL]JH DOL L UH]XOWDWH SUHWKRGQLK LVWUDZLYDQMD (¢
fj. enzime AChE i BChE PRJX VH LV Whe\p@ponikerik&éne uablici 5.1;

Tablica 5.1. Kvalitativni prikaz djelovanja odabranih oksima na primarne mete i stanice
Oksimi Inhibicija Inhibicija Reaktivacija Reaktivacija
AChE BChE AChE BChE

&LWRWRN

Bispiridinijevi
K203
K048
K867
K868
K869
K870
Imidazolijevi
v
VI
VI
X
Kinuklidinijevi
Q1
Q2
Q3
Q4 - - -
Q5 + + - - +
Q6
Q8 + + - +
3-hidroksi-2-piridinski
JR585 + +
JR595 -
GM415 + + + + +
GM113 + + + - +

GM508 + + - - +
LPD XpLQND QD SULPD-U@HPB WX LQONDVOUIIIiQtHEB D UQ X PHW

+ 4+ + 4+ 4+ o+
1 1 1 1 1 1
+ 4+ + 4+ 4+ o+

+ 4+ + +
+ 4+ + 4+
+

Kod bispiridinijevih oksima u dizajnu novih protuotrova treba izbjegavati kombinaciju
GYRVWUXNH YH]H X S RiNdiijeyaprdtena)BpHsiuoskivomvih atoma (K867

L . 1DLPH XYRYHQMH GYRVWUXNH ritfirtijddih prstshevs,H] QL F X
rezultiralo je boljom reaktivacijom acetilkolinesteraze inhibirane organofosfatom tabunom
(K203 > K048)L QLMH XW M H F B'&Rtafliba VIR By, DpdataRKWra u osnovnu
VWUXNWXUX ELVSLULGLQLMHYLK RNVLPD L R&ak&biksimdD FLOM
ODNA&AH SURADR /& UstmjeriaR& Wilz@isti oksimske skupine. Prisustabje
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strukturne karakteristike jednoj molekuliQ LM H ]Q D p D M@fiRiteluRAE hEL QTCHH EaO
oksime, niti reaktivaciji fosfosfiliranih kolinesteraza kawmarrnh meta, u odnosu na oksime
kod kojh MH SULVXWQD VDPR MHGQD RG RYLK NDUDNWHULV\
djelovanju na stanice je€Dvaserija oksima uzrokovala pokretanje procesa apoptqagtom
ovisnomo mitohondriju DNWLYDFLMRP HQ]L P Dsupi@ieéhBilitbanata¥e X uL GD
L GRVDGDaQ M bRpidrijduioRsvhibRaakterizirani kao spojemiskog potencijala
SDVLYQRJ SUROD]D VWDQLpQH PHPEUDQH QMLKRY XpLQDN
LQWHUDNFLMH V QHNLP RG VSHFLILp@RLKWR RMXHDG BWL\D N ¢
receptori®198.19jli receptori SDQLPQRJI UDVWD LOL SRVOMHGLFD GMHO|
aktivnog prijenosa putem nekog od kationskih transportera.

Kod imidazolijevih oksima u dizajnu novih protuotrova treba izbjegavati prisutnost dva
supstituirana amatska prstena na imidazolijgvjezgri kao kod oksima VII i XPromjeneu
strukturi QLVX ]QDpDMQR XWMHFDOH Q OtaBlitats OR ¥DsQ Mjéta@ D SULP
na homeostau stanica. Za razliku od piridinijevih oksima, imidazolijevi oksimi VII i X
uzrokovali su nereguliranu smrt stakrH SXFDQMHP VW D Q@kdu@ciskP#¢PEUDQH )
RaAWHUHQMH PLWR KjRlqy&)e inNtiBzolij@jih Wk&ma na stanice bilo je i
SNHUJLVWLPpNR &WR pbperizipdo dpevavijel diMdd@; Dok se njihovo djelovanje
PRAH SULSLVDWL RIQWHUPNFHME MDQVSIHP SURWHLQLPD

Nadalje,u dizajnu novih protuotrov@rema strukturikinuklidinijevih oksima treba
izbjegavati pristnost dugih alkilnih lanalb GXAaLK RG & QD jbzgQ Kah kbdGL QL M F
oksimaQ5.3URGXOMHQMH ODQFD GRSULQLMHOR MH SREROMA&DQ
I utjecaju na homeostazu stanica, no nije utjecaloeaktivaciju fosfiliranih kéinesteraza
(tablica 5.1)!°°. Dodatkom fenilne skupineafinitet vezanjase smanjuje, ndS R E Ri&de 4 D
reaktivacija fosfiliranih kolinesteraza takvi oksimi nisuW R N {dbjio@ 4.2 tablica 5.1). Za
UD]JOLNX RG SLULGLQLMHYLK RNVLPD D VOLpQR LPLGD]ROL
smrt stakFH SXFDQMHP VWDQRNYH GDHRBMYVINQHVWUHY L RaWHIU
aktivaciju enma kaspaze 8, puto receptora smiti7DNRYHU L NLQXNOLGLQLMHY|
okarakterizirange kao skupinamale vjerojatnostipasivQRJ SURODVND VWDQLpPpQH
0 Hy X WijihBvo djelovanje s@ripisuye LQWHUDNFLML VD VSHFLILPpQLP PHPE
LOL pDN SRUHPHIOMBPROXVYG RsWhn VDQLpQH

Prilikom dizajna novih3-hidroksi2-piridinskih oksimatreba izbjegavati dodatak
hidroizokinolinskog supstituentakao kod oksimaGM415, GM113 i GM508 Naime, ova
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skupina oksima posebno je dizajnirana kako bi se efikasnije vezali u aktivno mjesto
kolinesteaza®. Prisutnosthidroi] RNLQROLQVNRJ SRERVMARDRIDMQRDGRS L
XPLOQNRYLWRVWL X GMHORYDQMX QD SULPDUQH PHWH X RG
NDUDNWHULVWLND -5 djelavanfu na staRietjjegsblick 5.1). 3-hidroksi2-

piridinskih oksimi uzrokovali su pokretanje procesa apoptoze djelovapjgmm ovisnomo

mitohondrijuy akivacijom enzima kaspaze 9 i putoreceptora smrti, aktivacijom enzima
NDVSD]H WH BNRW DYWIHG. IMROAR LTHY UB RAW B VISQMHP '1$ ,DNR N
oksimabez stalng pozitivnog naboja sintetizirani s ciljem visokog potencijala pasivnog
SURODVND NUR] VWDQLpQH PHPEUDQH SUHPD nSriaiiGYLYyDQ
S R a H O Mkétistike &) pasivan prolazak QMLKRY XpLQDN QD VWDQLFH C
SRVOMHGLFD LQWHUDNFLMH V QHNLP RG VSHFLILPQLK SL
djelovanja unutar stanice nakon aktivnog prijenosa putem nekog od kationskih transportera.

Na kraju, primjenom ovakvogletaljnog pristupa analizi baziranogQD VWDQLpPpQLP
WHVWRYLPD XpLQNRYLWR MH SURYHGHRMBUREEHY V5 ENRERD
strukture oksimau dizajnu novihprotuotrovaza reaktivaciju fosfiliranih kolinesteza, bez
SURYRYVHQ iDivey WOGILLN DU L W évpjldR&tacij, NRULaWHQ NMHBROWHVWR Y
temdjenih na stanicamgpokazalose GD SRVWRML SRYH]DQRYV Wkswvi& UXNW X|
XWY Uy méhghidrib odgovornogD R G U H Yy H Q H TigB W BriRuRljEhiM/ijedni
podacioGMHORYDQMX RNVLPD QD PROHNXODUQR NMandjiag QL 7D N
L V N OpotErciiaildW R N Wkspm@ DN L SULMH NLQHWrL\ptioL KW R \XSVHUG @ R
doprinosi snanjeny W U R &aNdi2aDUzto LVWUDALYDQMH VH X EXGXUQRVW
QRYH IDUPDNROR&NH PHWH medndploveniidstitamiDoRsi@&R WHQFLMD O (
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t Z2$./-8y%.

X 8pLQFL RNVLPD QD UD]J]LQL VWDQLFD SRYH]DQL VX VD V
QLVX QXaQadpiiba@dtek\rive, reaktivaciju fosfilirane acetilkolinesteraze te
VX GHILQLUDQH VPMHUQLFH ]D SREROMaDQMH VWUXN
reaktivatora.

x Kod bispiridinijevih oksima negativan utjecaj na stanice imala je kombinacija dvostruke
vezeX SRYH]JQLFL LIJPHYX GYD S U VaypdtfubndtakElrhig ¥3wohQ RV W L N
NRPELQDFLMRP X VWUXNWXUL X]JURNXMX SRNUHWDQM
apoptoze putom ovisnan o mitohondrijy aktivacijom enzima kaspaze 9 i MAPK
kinaze te posli&ELpPQR RAWHUHQMHP '1$ =ERJ QLVNRJ SRWHQ
VWDQLpQH PHPEUDQH XpLQDN QD VWDQLFH SRVOMH
SURWHLQLPD VWDQLpQH PHPEUDQH QSU DFHWLONROL
unutar stanice nakon aktigg prijenosa putem nekog od kationskih transportera.

x 8QXWDU VWUXNWXUH LPLGDJ]ROLMHYLK RNVLPD SULOLN
izbjegavanje prisutnosti dva supstituirana aromatska prstena na imidazolijevoj jezgri.
Oksimi s ovom kombinacijom strukturi uzrokuju nereguliranu smrt stanice, nekrozu,
SXFDQMHP VWDQLpQH PHPEUDQH SRSUDUHQX RNVLC
PLWRKRQGULMD WH VPDQMHQRP IRVIRULODFLMRP L]YD
XNOMXpHQLK X UHJXODFLMX @HLIRERMHO VS\CDWQLYRHR J1 §].DR\O 3
PHPEUDQH SULSLVXMH RYH XpLQNH LQWHUDNFLML VD
.DR SRWHQFLMDOQD QRYD PHWD GMHORYDQMD RYLK
modeliranjem farmakofora, istaknuta je betkretaza 1 (BACE1), ¥ DAQRP XORJRP X
nastajanju amiloid SHSWLGD X VOXpDMX $O]KHLPHURYH EROHYV

X Prilikom dizajna novih kinuklidinijevihRNVLPD SRWUHEQR MH L]JEMHUL
alkiinih lanaca GXAaLK RG & QD NjezgrK NrakiiGokspmi MAiokiguM
nereguliranu VPUW VWDQLFH QHNUR]X SXFDQMHP VWDQLI
RNVLGDFLMVNLP VWUHVRP L R B&thakiji HeaZzivhdd RaspazeVaR KR Q G L
putoP UHFHSWRUD VPUWL 1L]DN SRWHQFLMDO SDVLYQRJ
RYH XpLQNH LOQWHUPQER WHRBUDSH NLP SURWHLQLPD L
WDNYLK RNVLPD V PHPEUDQVNLP OLSLGLPD pLPH VH Ul
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Molekulskim modeliranjem farmakofora izdvojena je nova potencijalna meta
djelovanja ovih oksimataldehiddehidrogerD]D $ $/'+ $ PbLMD DNWLYQF
XORJX X 3DUNLQVRQRYRM EROHVWL NUR] PHWDEROL]DP
aldehida.

X Na osnovu rezultata serije-8droksi2-piridinskih oksima, pri dizajnu novih
reaktivatoD SUHGODAH YWithoiXakiQRQMOYWRYIJ SRERPQRJ RJUDQN
WDNYH VWUXNWXUQH NDUDNWHULVWLNH X]JURNXMH SRI
apoptozeputomovisnan o mitohondrjiu DNWLYDFLMRP HQ]JLPD NDVSD]H
DNWLYDFLMRP L]YUAQH NDVIDMRKIRR&WHNMHQWHPD'QEDC
masnih kiselina vjerojatna su metehiBlroksi2-SLULGLQVNLK RNVLPD JER:
fosforilacije acetdiCoA karboksilaze (ACC). Uz to, molekulskim modeliranjem
IDUPDNRIRUD SUHGYLYHQD MH L QK k&tokrdmd P4%5DéaviH IDUP
(CYP101) izPseudomonas putd a8WR VXJHULUD PRIJXUQRVW LQKLELF
P450.
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T POPIS OZNAK AKRATIC A SIMBOL Aprema

potrebi)
Kratica =QDpHQMH
7-AAD 7-aminoaktinomicin D
A-230 N-1-dietilaminoetilidemetilfosfonoamigv fluorid
A-232 metil-1-dietilaminoetilideiosforoamidofluoridat
A-234 etil-1-dietilaminoetiliddosforoamidofluoridat
A2B prolazak spoja iz apikalnog na bazolateralnu stranu
ACC acetitCoA-karboksilaza
ACh acetilkolin
AChE acetilkolinesteraza
ADMET engl.adsorption, distribution, metabolism, excretion, toxicology
ALDH1Al aldehiddehidrogenaza Al
ATM Ataxia telangiectasia mutirana kinaza
B2A prolazak spoja na bazolateralne na apikalnu stranu
BACE1l betasekretaza 1
BChE butirilkolinesteraza
Carle karboksiesteraza
CCCP karbonilcijanidklorfenilhidrazofperklorat
Clint invitro LQWULQ]LPpQL NOLUHQV
CYP101 citokrom P450cam iPseudomonas 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', Zdiklorofluorescin
DCFDA 2',7'tdiklorfluoresceindiacetat
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DMEM
DMEM F12
DMSO
DNA
EDTA
EGF
EMEM
FasL
FBS
GA

GB

GC

GD

GE

GF
GSH
GV
H2A.X
H2DCF
HOAC
HBA
HBD
HEK?293
HepG2
HK-2

HS-6

IgG
LBF
LDH
LOAEL

engl.Dulbecco's Modified Eagle Medium

engl.Dulbecco’'s Modified Eagle Medium/Nutrient Mixturel E

dimetil-sulfoksid
deoksiribonukleinska kiselina
etilendiamintetraoctena kiselina
engl.epidermal growth factor

engl.Minimum Essential Medium Eagle

transmembranski protein tipa Il iz obitelji faktora tumorske nekroze

fetaini JRYHYL VHUXP
etil-dimetilaminocijanofosfonat
izopropilmetilfosfonofluoridat
izopropilmetilfosfonokloridat
3,3-dimetilbutan2-il-metilfosfonofluoridat
izopropil-etilfosfonofluoridat
O-cikloheksitmetilfosfonofluoridat

reducirani oblik glutationa
2-(dimetilamino)etitdimetilfosforamidofluoridat
histon 2A.X

nefluorecentni 2',7diklorofluorescin

octena kiselina

broja akceptora vodikovih veza

broja donora vodikovih veza

adherentne ljudskembrionalne stanice bubrega
adherentne ljudske stanice jetre

adherentne ljudske stanice bubrega odraslih
([{3 -karbamoilpiridinio}metoksijmetih2-
([hidroksiimino]metil)piridinijeva sol
imunoglobulina klase G

UHODWLY QlireblsHSDWLpPNL

laktatdehidrogenaza

QDMQLAD GR]D SUL NRMRM MH XRpHQ awt
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logD koeficijenta lipofilnosti pri pH 7,4

logP koeficijent lipofilnosti

Mr molekulska masa

MAPK MAP kinaza

MCB monoklorobiman

MDCK Madinn'DUE\ SVHUH Hi&bwitgaQH VWD

MDCKII - 0'&. VWDQLFH NRMH SRMDpDQR HNVSULPL

MDR1 UD]J]OLpLWH OLMHNRYH

MeOH metanol

MMB -4 1,1-metilenbis[4(hidroksiimino)metil]piridinijeva sol

MRM engl.multiple reaction monitoring

MTS 3-(4,5-dimetiltiazol2-il) -5-(3-karboksinetoksifenil)} 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 djelovat@® spojeva

OP organofosforni spoj

OoPCW 2UJDQL]DFLMD ]D |IDEUDQX NHPLMVNRJ R

p-ACC fosforiliranaacetitCoA-karboksilaza

Papp prividna propusnost membrane

PBS fosfatni pufer

p-ERK fosforiliranakinaza regulirana vanjskim signalom

P-gp P-glikoprotein

pKa kiselo-bazna konstanta disocijacije

PMS fenazinmetosulfat

PMSF fenilmetansulfonifluorid

S1) % S  fosforilirani faktor nekrozekapaB u kompleksl s proteinom p65
p-p38 MAPK  fosforiliranaprotein kinaza aktivirana mitogenom
p-STAT3 fosforilirani prijenosnik signala transkipcijski faktor3

RB broj veza koje se rotiraju
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ROS
RS198
SDS
SHSY5Y
SS

ti2
tBOOH
TBS
TBST
TEPP
THP-1

TMB-4

TMRE
71).
TPSA
VE
VG
VGFR
VM
VP
VR
VS
VX

Xl

XT MES

()
3

reaktivne kisikove vrste
N-2-(azeparnl-il)etil-2-(hidroksiimino)acetamid
natrijev dodecil sulfat
adherentne ljudske stanice neuroblastoma
staurosporin
SROXYULMHPH PHWDEROLpPNH UD]JJUDGQM
tert-butilvodikov peroksid
Tris pufer
7ULV SXIHU V 7ZHHQS
tetraetitpirofosfat
suspenzijske ljudska stanice monocita

(> KLGURNVLLPLQ P ldRsiimD)@étil[piri¢miqprokil) G U
piridinijev dibromid
etilni ester tetrametilrodamperklorat
faktor nekroze tumora alfa
SRGUXpMH SRODUQH SRYUALQH
S-2-dietilaminoetitO-etil-etilfosfonotioat
S-2-dietilaminoetitO,O-dietil-fosforotioat
vaskularni endotelni faktor rasta
S-2-dietilaminoetitO-etil-metilfosfonotioat
piridin-3-il-(3,3,5trimetilcikloheksilymetilfosfonat
S-2-dietilaminoetitO-izobutil-metilfosfonotioat
S-2-diizopropilaminoetHO-etil-etilfosfonotoat
S-2-diizopropilaminoetdO-etil-metilfosfonotioat
1-(3-klorobenzil}2-[(hidroksimino)metil]-3-(4-metilbenziljmidazolijev
bromid
pufer s 2(N-morfolino)etarsulfonskom kiselinom

mitohondrijski membranski potencijal

Antonio Zandona

Doktorska disertacija



T . Literaturni izvori 99

T LITERATURNI 1ZVORI

1. H. G. Vogel, J. Maas, F. J. Hocb. Mayer,Drug discovery and evaluation: Safety and
pharmacokinetic assayBerlin, Heidelberg: Springeverlag 2013

2. R. C. GuptaToxicology of Organophospte and Carbamate Compoundsan Diego,
California: Academic Pres2005

3. R. KriegerHandbook of Pesticide Toxicolog$an Diego, California: Academic Press,Inc
2001

4. P. Eyer, The role of oximes in the management of organophosphorus pesigoténgo
Toxicol. Rev22 (2003) 165190.

5. R. C. GuptaHandbook of Toxicology of Chemical Warfare AgeBtm Diego, California:
Academic Pres2015

[o2]

. E. Dolgin, Syrian gas attack reinforces need for bettessariti drugsNat. Med.19 (2013)
119 A195.
T. Nakagawa A. T. Tu, Murders with VX: Aum Shinrikyo in Japan and the assassination
of Kim JongNam in MalaysiaForensic Toxicol36 (2018) 542644.
( *LOORQ - 5HQRX * OHUFH\ 7 9HUGHOHW (nd8D 0 $UI
R. Baati, F. Nachon, L. JeanP-Y. Renard, Syntheses and vitro evaluations of

~

uncharged reactivators for human acetylcholinesterase inhibited by organophosphorus
nerve agentsChem. Biol. Interact203(2013) 8184.

9. L. Gorecki, L. Junova, T.ucera, V. Hepnarova, L. Prchal, T. Kobrlova, L. Muckova, O.
Soukupi J. Korabecny, Tacroximes: Novel unique compounds for the recovery of
organophosphordshibited acetylcholinesteras€uture Med. Cheml1 (2019) 2625t
2634.

10. Z. Wei,Y.-Q. Liu, X.-B. Zhou, Y. Lw, C-Q Huang, Y-A. Wang, Z:B. Zhengi S. Li,

New efficient imidazolium aldoxime reactivators for nerve agehibited
acetylcholinesteras&joorg. Med. Chem. Let24 (2014) 574365748.

6 %HUHQG O .DWDOLQLU $DUXRLU DRKERIOQMDNM = .RY
experimental approach to treatment against tabun poisa@niBgzyme Inhib. Med. Chem.
25(2010) 531536.

Antonio Zandona Doktorska disertacija



T . Literaturni izvori 100

15.

17.

19.

20.

O .DWDOLQLO 1 0 +UYDW iZ Kavark OUéngl&iyn oin vittolio/ L N
in vivopyridinium oxime potential in tabun poisonirnyh. Hig. Rada Toksiko66 (2015)

2912098.

6 4aXQHF % 5DGLU . iAXPC-YdolpK \Corgpdrhtive determination
of the efficacy of bispyridinium oximes in paraoxon poisoniéad). Hig. Rada Tokkol.
66 (2015) 1294.34.

= .RYDULN 1 ODpHN +UYDW O .DWDOLQLO 5 . 6LW %
V. V. Fokin, P. Taylori = 5DGLU &DWDO\WLF VRPDQ VFDYHQJLQJ
acetylcholinesterase mutant assisted with noveldsigeted aldoximes,Chem. Res.

Toxicol.28 (2015) 10364044.

J. Zdarova Karasova, J. Kvetina, I. Tacheci, V. Radochova, K. Musilek, Ki KuBares,
Pharmacokinetic profile of promising acetylcholinesterase reactivators K027 and K203 in
experimental @s, Toxicol. Lett.273(2017) 2025.

0 .XQH&a - .Y WLQD - %XUH& - & .DUDVRiXiKu&Za,3DYOtN
HI-6 oxime (an acetylcholinesterase reactivator): Blood plasma pharmacokinetics and
organ distribution in experimentalgs, Neuroendocrinol. Let835 (2014) 191496.

K. Neumaier, F. Worek, H. ThiermannT. Wille, Bispyridinium noroximes: An
evaluation of cardiac effects in isolated hearts and smooth muscle relaxing effects in
jejunum,Toxicol. Vitr.35(2016) 1146.

9 -DUHYLUO ( LHSKYDPRWRDLF ,QMXU\ WR OXVFOH 7LVVXE
Acute Oximes Exposur&ci. Rep9 (2019) 1457.

W. D. Dettbarn, D. MilatovicR. C. Gupta, Oxidative stress in anticholieease induced
excitotoxicity, R. C. Gupta (r.), Toxicology of Organophosphate and Carbamate
CompoundsAmsterdam, Elsevier Academinc Press, 2068%.,511530.

M. Abdollahii S. KaramiMohajeri, A comprehensive review on experimental and clinical
findings in intermediate syndrome cadsby organophosphate poisonifigxicol. Appl.
Pharmacol.258(2012) 309814.

1 ODUDNRYLUO $ .QHAHYLU 9* 94QQINRF LUH\LJ.QR DMUGLN\QW
N-substitutee?-hydroxyiminoacetamides and interactions with cholinesteraSkem.

Biol. Interact.259(2016) 122432.
O .OLDFK\QD * 6DQWRQL 9 1XVVEDXP - 5HQRX % 6D

Antonio Zandona Doktorska disertacija



T . Literaturni izvori 101

26.

27.

28.

29.

30.

31.

M. Loiodice, M. Weik, L. Jean, P. Y. Renard, F. Nach&n Baati, Design, synthesis and
biological evaluation of nal tetralydroacridine pyridinealdoxime and-amidoxime
hybrids as efficient uncharged reactivators of nerve agéittited human
acetylcholinesteras&ur. J. Med. Chen¥.8(2014) 455467.

7 =RUED] $ %UDwWNL 1 ODUDNRYLU <+ USYHDQAR X0 (.DANWHDOD Q
, 6LOPDQ - / 6XVVPDQ * OHUFH\ & *RPH] 5 ORXJHI
Nachon, M. Weik, L. Jean, Z. KovarikP. Y. Renard, Potent-Bydroxy-2-Pyridine
Aldoxime Reactivators of Organophosphétaibited Cholinesterases witRredicted
Blood Brain Barrier Penetratiofhem.- A Eur. J.24 (2018) 96759691.

7 =RUED] ' ODOLQDN 1 ODUDNRYLUO 1 ODpPHN +UYDW
6NDUND 5 $QGU\V 0 %HQNRYD 2 6RXNXS DK..DWDOL
Musilek, Pyridinium oximes with ortho-positioned chlorine moiety exhibit improved
physicochemicalproperties and fécient reactivation of human acetylcholinesterase
inhibited by several nervegants,J. Med. Chen61(2018) 107531.0766.

O .DWDOLQNI+UYDWpH %DXPDQQ 6 ORUDVL 3LSHUpLO
-RYLUG 7 +UHQDU $ OLOLpHYLO ' -H®DLKbvak, AXQHF
comprehensive evaluation of novel oximes in creation of butyrylcholinestesasel
nerve agent bioscavenger®xicol. Appl. PharmacoB10(2016) 195204.

H. Lodish, A. Berk, S. L. Zipursky, P. Matsudaira, D. BaltimareDarnell, Overview of
Extracellular SignalingMolecular Cell BiologyNew York, Freeman, W. H, 2000

A. Bosak, Organophosphorus compds: Classification and enzyme reactighgh. Ind.
Hyg. Toxicol 57 (2006) 445457.

F. Worek, H. ThiermannT. Wille, Oximes in organophosphate poisoning: 60 years of
hope and despaighem. Biol. Interact259(2016) 9398.

S. Soares, T. Rado, M. Barroso, D. N. VieiraE. Gallardo, Organophosphorus pesticide
determination in biological specimens: bioanalytical and toxicological aspatts].
Legal Med.133(2019) 17631.784.

A. Marklund, B. AnderssanP. Haglund, Traffic as a sowof organophosphorus flame
retardants and plasticizers in sndamyviron. Sci. Techno89 (2005) 35553562.

S. Suratman, J. W. EdwandK. Babina, Organophosphate pesticides exposure among
farmworkers: Pathways and risk of adverse health effeets Environ. Healtt80 (2015)

Antonio Zandona Doktorska disertacija



T . Literaturni izvori 102

65#9.

32. A. Watson, D. Opresko, R. a. Young, V. Hauschild, J. KiagBakshi,Organophosphate
Nerve AgentsR. C. Gupta (u), Handbook of Toxicology of Chemical Warfare Agents
Academic Pres2015,str. 87411

33. G. A. Petrianu, Synthesis of tetraethyl pyrophosphate (TEPP): from physician Abbot and
pharmacist Riegel to chemist NyldPharmazier0 (2015) 427#434.

34. J. E. CasidaG. B. Quistad, Golden age of insecticide research: Past, present, or future?,
Annu. Rev. Entoah. 43 (1998) 146.

35. J. G. Konrad, G. ChestersD. E. Armstrong, Soil degradation of malathion, a
phosphorodithioate insecticid®pil Sci. Soc. Am. 33(2)(1969) 259262.

36. M. Eddleston, L. Karalliedde, N. Buckley, R. Fernando, G. Hutchinson, Gtelslis
Konradsen, D. Murray, J. C. Piola, N. Senanayake, R. Sheriff, S. Singh, S. B. Blwach
Smit, Pesticide poisoning in the developing werdminimum pesticides list,ancet360
(2002) 11631.167.

37. P. Aas, T. A. Veitebeid-. Fonnum, Acute ahsubacute inhalation of an organophosphate
induce alteration of cholinergic muscarinic recept@®chem. Pharmacol36 (1987)
12614266.

38. A. Tuomainen, J. A. Kangas, W. J. A. MeulinB. C. Glass, Monitoring of pesticide
applicators for potentiadermal exposure to malathion and biomarkers in ufiogjcol.
Lett. 134(2002) 125432.

39. F. Worek, T. Wille, M. Kolleri H. Thiermann, Toxicology of organophosphorus
compounds in view of an increasing terrorist thréath. Toxicol.90(2016) 21312145.

40. J. E. Chamber<. L. PatriciaOrganophosphates: chemistry, fate and effeétsademic
Press Inc1992

41. S. W. Wiener R. S. Hoffman, Nerve agents: A comprehensive reviewntensive Care
Med.19(2004) 2287.

42. R. T. Delfino, T. S. Ribeiro J. D. Figuero&/illar, Organophosphorus compounds as
chemical warfare agents: A review,Braz. Chem. So20(2009) 407428.

43. T. M. Shih, S. M. DunihoJ. H. McDonough, Control of nerve agentluced seizures is
critical for neuroprotection andisvival, Toxicol. Appl. Pharmacoll88(2003) 6980.

44. J. Bajgar, J. Fusek, J. Kassa, K. Kuba Jun, Global impact of chemical warfare agents

Antonio Zandona Doktorska disertacija



T . Literaturni izvori 103

used before and after 1948, C. Gupta (u), Handbook of Toxicology of Chemical
Warfare AgentsAcademic Pres015,str. 17 25.

45. T.C. C. Franca, D. A. S. Kitagawa, S. F. d. A. Cavalcante, J. A. V. da Silva, E. Nepovimova
I K. Kuca, Novichoks: The dangerous fourth generation of chemical wedptnk,Mol.
Sci.20(2019).

46. M. Kloskei Z. Witkiewicz, Novichoks +The A group oforganophosphorus chemical
warfare agentsChemospherg21(2019) 672682.

47. E. NepovimovakK. Kuca, The history of poisoning: from ancient times until modern ERA,
Arch. Toxicol.93(2019) 1124.

48. Chemical Weapons Convention.; Preuzeto od httpsw/epcw.org/chemicalveapons
convention(preuzetall. travnja2020.)

49. J. A. Vale, T. C. MarrsR. L. Maynard, Novichok: a murderous nerve agent attack in the
UK, Clin. Toxicol.56 (2018) 10931.097.

50. H. John, F. Balszuweit, K. Kehe, F. Worék Thiermann, Toxicokinetic Aspexof Nerve
Agents and Vesicant®. C. Gupta (u), Handbook of Toxicology of Chemical Warfare
Agents Academic Pres2015,str. 817856

51. M. F. Wooder A. S. Wright, Alkylation of DNA by Organophosphorus Pesticideda
Pharmacol. Toxicol. (Copenh9 (1981) 51565.

52. J. Téuri i J. Roberts, Organophosphate poisonigy) Emerg Med 6 (1987) 193202.

53. P.Tayloi = 5DGLU 7KH FKROLQHVWHUD\BWNCheEWBEB(1DMPHYV WR
40254028.

54. M. Q. Daniel, Acetylcholinesterase: enzyme structure, readtinoamics, and virtual
transition statesChem. Rew87 (1987) 955979.

55. J. H. McDonough T. M. Shih, Neuropharmacological Mechanisms of Nerve Agent
induced Seizure and Neuropatholobygurosci. Biobehav. Re21 (1997) 559579.

56. S. R. Chebabo, MD. Santos E. X. Albuquerque, The organophosphate sarin, at low
concentrations, inhibits the evoked release of GABA in rat hippocampal slices,
Neurotoxicology20 (1999) 871882.

57. G. Lallement, P. Carpentier, |I. Peridrino, D. Baubichon, A. Collet G. Blanchet,
Involvement of the different rat hippocampal glutamatergic receptors in development of
seizures induced by soman: an autoradiographic sihelyrotoxicologyl? (1991) 655+

Antonio Zandona Doktorska disertacija



T . Literaturni izvori 104

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.
70.

71.

72.

664.

M. A. Browni K. A. Brix, Review of health consequences frbigh-, intermediateand
low-level exposure to organophosphorus nerve agénisppl. Toxicol18 (1998) 393t
408.

J. L. De Bleecker, J. L. De Reuck L. Willems, Neurological aspects of organophosphate
poisoning,Clin. Neurol. Neurosurgd4 (1992)93 4.03.

J. Newmark, Therapy for acute nerve agent poisoning: An uptiteol. Clin. Pract9
(2019) 337342.

E. J. Hulse, J. D. Haslam, S. R. Emmétt Woolley, Organophosphorus nerve agent
poisoning: managing the poisoned pati@mt,J. Araesth.123(2019) 457463.

D. R. Haubrich T. J. Chippendale, Regulation of acetylcholine synthesis in nervous tissue
20(1977) 14651478.

H. Smulyan, The beat goes on: The story of five ageless cardiac Ainug$, Med. Sci.
356(2018) 441450,

S. Scholtz, L. MacMorris, F. Krogman@. U. Auffarth, Poisons, drugs and medicine: On
the use of atropine and scopolamine in medicine and ophthalmology: An historical review
of their applications). Eye Study Trea?019(2019) 51568.

Atropne Side Effects.; Preuzeto od https://www.drugs.com/sfx/atregpteseffects.html
(preuzeto 3. svibnja202Q)

T. M. Shihi J. H. McDonough, Organophosphorus Nerve Agémiisiced Seizures and
Efficacy of Atropine Sulfate as Anticonvulsant Treatméttarmacol. Biochem. Behav.
64 (1999) 147453,

L. H. Sternbach, The discovery of LibriuAgents Action (1972) 193496.

L. P. Longa B. Johnson, Addiction: Part |. Benzodiazepirgigse effects, abuse risk and
alternativesAm. Acad. Fam. Physiciai®d (2000) 21212128.

J. Y. Wick, The history of benzodiazepin€snsult. Pharm28 (2013) 538548.

H. Ashton, The diagnosis and management of benzodiazepine depeQignc@pin.
Psychiatryl8 (2005) 249255.

A. Schmitz, Benzodiazepine use, misuse, and aAuseiew, Ment. Heal. Clin6 (2016)
1204.26.

F. Worek, T. Wille, M. Kolleii H. Thiermann, Structural requirements for effective

Antonio Zandona Doktorska disertacija



T . Literaturni izvori 105

74.

75.

7.

78.

80.

81.

oximesevaluation of kinetien vitro data with phosphylated human AChE and structurally
different oximes.Chem. Biol. hteract.203(2013) 125428.

1 ODpPpHN +UYDW 7 iZRKbizabK, The edtin@iwR of oxime efficiency is
affected by the experimental design of phosphylated acetylcholinesterase reactivation,
Toxicol. Lett293(2018) 222228.

H. Thiemann, N. Aurbek F. Worek, Treatment of Nerve Agent Poisoni@jiemical
Warfare Toxicology: Volume 2: Management of PoisoniRgyal Society of Chemistry
2016 str. 142.

. B. Wilson i S. Ginsburg, A powerful reactivator of alkylphosphiuteibited
acetylcholinesteras8BA- Biochim. Biophys. Aat18(1955) 1684.70.

0O -RNDQRSLBEWRMLOMNRYLUO &XUUHQW XQGHUVWDQGLQ
oximes as cholinesterase reactivators in treatment of organophosphate poEonidg,
Pharmacol553(2006) 104.7.

M. P. Stojilikovili 0 -RNDQRYLUO 3\ULGLQLXP R[LPHV 5DWLRQDOF
antidotes against organophosphate poisonings and current solutions famjecitos,

Arh. Hig. Rada Toksikob7 (2006) 435443.

P. Eyer, I. Hagedorn, R. Klimmek, P. LippsgHX O /|IIOHU + 2OGLJHV 8
Steidl, L. Szinica ) :RUHN +/| GLPHWKDQHVXOIRQ-DiaXime D SRWF
against anticholinesteraségsch. Toxicol.66 (1992) 603621.

0 -RNDQRYLU 3\ULGLQLXP RI[L PhNg Wit® olyadphegphbtmsW P H Q W
compoundsR. C. Gupta (u), Handbook of Toxicology of Chemical Warfare Agents
Academic Pres015,str. 1057:4.070)

F. Woreki H. Thiermann, The value of novel oximes for treatment of poisoning by
organophosphorus compoun&iarmacol. Therl39(2013) 249259.

F. Worek, P. Eyer, N. Aurbek, L. Szinicl. Thiermann, Recent advances in evaluation
of oxime efficacy in nerve agent poisoningibyitro analysis;Toxicol. Appl. Pharmacol.
219(2007) 226234.

XpD -iJ&ags®Axomparison of the efficacy of a bispyridinium oximeg,4-
bis-(2-hydroxyiminomethylpyridinium) butane dibromide and currently used oximes to
reactivate sarin, tabun or cyclosannhibited acetylcholinesterase liy vitro methods,
Pharmazies9 (2004) 7% 798.

Antonio Zandona Doktorska disertacija



T . Literaturni izvori 106

' - (FRELFKRQ $ 0 &RPHW)D. Marghall2Kiddtids Qdistribution,
and biotransformation of the chemical-6lin the rat, dog, and rhesus monk&gn. J.
Physiol. Pharmacol68 (1990) 614621.

% %HQN + .DIQ\VY] *. IMBURLDQX .iK.Rekd®|n)itroRmdlY DV
in vivometabolisms of K48, Anal. Bioanal. Chen89(2007) 12434.247.

7 =RUED] 3 OL&HWLUO 1 3UREVW 6 &4XQHF $ =DQGRQ
+UYDW O .DWDQLQLiHBQ%IDWNSHQDUG 9ZMDEHKOLFD 0D
Pharmacokinetic evaluation of brain penetrating morphedihgdroxy-2-pyridine oxime
as an antidote for nerve agent poison®@S Chem. Neurosdil1 (2020) 10724.084.

86. G. Cassel, L. KarlsapL. Waara, K. W. Ang $ *| U D QNybeRyQPharmacokinetics
and effects of Hb in blood and brain of somantoxicated rats: A microdialysis study,
Eur. J. Pharmacol332(1997) 4352.

87. D. E. Lorke, H. Kalasz, G. A. Petroian. Tekes, Entry of ®imes into the brain: A
review,Curr. Med. Chem15 (2008) 743753.

1 ODpHN +UYDW - .DOLVLDN * AaLQNR #Z B&v&iku . % |
Evaluation of highaffinity phenyltetrahydroisoquinoline aldoximes, linked through-anti
triazoles, as reactivators of phosphylated cholinester@segol. Lett.321(2020) 8389.

, B3ULPRALp 5 2GAaDN <4RudoRiELREInGr, RytidhkiR,@nidazolium,
and quinucludinium oximes: Synthesis, interaction with native and phospthyla
cholinesterases, and antidotes against organophosphdies]. Chen2 (2004) 10.

90. K. Musilek, M. Dolezal, F. GunWoore i K. Kuca, Design, evaluation and structure
activity relationship studies of the AChE reactivators against organophosphorus
pesticidesMed. Res. Red1 (2009) 548-575,.

91. K. Kuca, D. Jun, J. Cabal. Musilova, Bisquaternary oximes as reactivators of tabun
inhibited human brain cholinesterases:iAwitro study,Basic Clin. Pharmacol. Toxicol.
101(2007) 2528.

92. K.Kuca, D. Jun K. Musilek, Structural requirements of scetylcholinesterase reactivators,
Mini-Reviews Med. Cher@.(2006) 269277.

0 yDOLU $ % RiZIKWvarik, Intgpdotions of butane, b&tene or xylendike
linked bispyridinium paraldoximes with native and tabunhibited human
cholinesterase§hem. Biol. Interactl75(2008) 305308.

Antonio Zandona Doktorska disertacija



T . Literaturni izvori 107

95.

96.

97.

98.

99.

= .RYDULN $ /XFLUO 9UGROMDN 6 %HUHQG6 O5DOGMDOLC
Evaluation of oxime K203 as antidote in tabun poisonAr§), Hig. Rada Toksikol60
(2009) 1926.
M. C. De Koning, M. J. A. Joosen, D. Noort, A. Van Zuylsh C. Tromp, Peripheral site
ligand-oxime conjugates: A novel concept towards reactivation of nerve-agebited
human acetylcholinesteragiporganic Med. Cheml9 (2011) 588594.
G. E. Garcia, A. J. Campbell, J. Olson, D. Modbadtori V. I. Morthole, Novel oximes
as bloodbrain barrier penetrating cholinesterase reactivatdngm. Biol. Interact187
(2010) 199206.
H. C. Jeong, N. Park, C. H. Chae, K. Musilek, J. Kassa, K. Ku¥a$S. Jung, Fluorinated
pyridinium oximes as potential reactivators for acetylcholinesterases inhibited by
paraoxon organophosphorus ag&organic Med. Chenl7 (2009) 62136217.
R.K.Sit,Z.KoyDULN 1 ODpHN +UYDW 6 =XQHF & *UHHQ 9 9
Z. Radici P. Taylor, Pharmacology, pharmacokinetics, and tissue disposition of
zwitterionic  hydroxyiminoacetamido alkylamines as reactivating antidotes for
organophosphate exposyd. Pharmacol. Exp. TheB67(2018) 3638372.
A.Zandona 0 .DWDOLQLU 1LFRWLQLF DFHW\OFKROLQH UHFH
importance for neurodegenerative disorders and development of organophosphate
antidotesPeriod. Biol.121422(2020) 1154 28.

/| %D]LQD $ ODUDYLU / .UFH % 6ROGR 5 2GADN 9 %
i 0 asuxQJ 'LVFRYHU\ RI QRYHO TXDWHUQDU\ DPPRC
quinuclidine3-ol as new potential antimicrobial candidatésr. J. Med. @em. 163
(2019) 626635.

+ 5 6FKPLGW = 5B.GLkEradbhger, Quaiénary and tertiary aldoxime
antidotes for organophosphate exposure in a zebrafish model sy&i&iool. Appl.
Pharmacol.284(2015) 197/403.

102. M. A. Malfatti, H.A. Enright, N. A. Be, E. A. Kuhn, S. Hok, M. W. McNerney, V. Lao,

T. H. Nguyen, F. C. Lightstone, T. S. Carpenter, B. J. BenniGn A. Valdez, The
biodistribution and pharmacokinetics of the oxime acetylcholinesterase reactivator
RS194B in guinea pig§&hem. Biol. Interact277(2017) 1594.67.

103. Y. J. Rosenberg, J. Wang, T. Ooms, N. Rajendran, L. Mao, X. Jiang, J. Lees, L. Urban, J.

Antonio Zandona Doktorska disertacija



T . Literaturni izvori 108

D. Momper, Y. Sepulveda, Y. J. Shyond. Taylor, Posexposure treatment with the
oxime RS194B rapidly reactivatesdcameverses advanced symptoms of lethal inhaled
paraoxon in macaquegoxicol. Lett.293(2018) 229234.

104. New Clarivate Analytics report shows the cost to bring a drug to market has decreased to
under $2B for the first time in over five years.; Preazetod
https://clarivate.com/news/neglarivateanalyticsreportshowsthe-costto-bring-a-
drugto-markethasdecreasedio-under2b-for-thefirst-time-in-overfive-years/

(preuzeto 20. svibnja 2020)

105. A. Sertkaya, H. H. Wong, A. Jessup. Beleche, Key cost drivers of pharmaceaitic
clinical trials in the United State€Jin. Trials 13 (2016) 1174.26.

106. H. Matthews, J. Hanisorl. 1L U P D O D Qinfékraétldruy &nd biomarker discovery:
Opportunities, challenges and future perspectivesteomest (2016) 142.

107. J. ZurdoDevelopability assessment as an earlyidking tool for biopharmaceutical
developmentPharm. Bioprocessl (2013) 2950.

108. C. A. Umscheid, D. J. MargohisC. E. Grossman, Key concepts of clinical trials: A
narrative reviewPostgrad. Med123(2011) 194204.

109. Step 2: Preclinical Researchttps://www.fda.gov/node/36571@reuzeto20 R aXMND
2021.)

110. Step 3: Clinical Research.; Preuzeto od https://www.fda.gov/patientd&relppment
process/ste@-clinical-researci{preuzet20 RAaXMND

111. R. Dresser, Firdt-human trialparticipants: Not a vulnerable population, but vulnerable
nonetheless]. Law, Med. Ethic87 (2009) 3850.

112. M. Crul, H. Rosing, G. J. De Klerk, R. Dubbelman, M. Traiser, S. Reichert, N. G. Knebel,
J. H. M. Schellens, J. H. Beijnen W. W. Ten Bokkel Huinink, Phase | and
pharmacological study of daily oral administration of perifosin{266) in patients with
advanced solid tumourgur. J. Cance38 (2002) 16151621.

113. J. F. Jin, L. L. Zhu, M. Chen, H. M. Xu, H. F. Wang, X. Q. Feng, X. PiZh&Zhou,

The optimal choice of medication administration route regarding intravenous,
intramuscular, and subcutaneous injectatient Prefer. Adheren®(2015) 923042.

114. Stept: FDA Drug Reviewhttps://www.fda.gov/patiestdrugdevelopmenprocess/step

4-fda-drugreview(preuzet20 RaXMND

Antonio Zandona Doktorska disertacija



T . Literaturni izvori 109

115. P. Cori D. Williams, The Pathway from Idea to Regulatory Approval: Examples for
Drug DevelopmentB. Lo i M. J. Field (ur.), Conflict of Interest in Medical Research,
Education, and PracticéNational Academies Psg 2009 str. 3588375
116. Step 5: FDA Podflarket Drug Safety Monitoring.; Preuzeto od
https://www.fda.gov/patients/drugevelopmenprocess/step-fda-postmarketdrug
safetymonitoring(preuzet20 RAaXMND
9 $ 9RLFX + 7KLHUPDQQ ) u im)GCX MHowiF¥e & OLU
Toxicokinetics and Toxicodynamics of Organophosphonates versus the Pharmacokinetics
and Pharmacodynamics of Oxime Antidotes: Biological Consequelassc Clin.
Pharmacol. Toxicol106(2010) 7385.
= .RYDULN O yDOLU $ ' %Ri\ODNtroEvaluht@MNd& aldoxime
interactions with humarcstylcholinesteras€;roat. Chem. Act&1 (2008) 4757.
= .RYDULN O .DWDOLQLO * aLQNR - %LQGHU 2 +RO
i . .XpD 3¥#akcRscavenging: Searchinfpr a suitable reactivator of
phosphorylated butyrylcholinestera€em. Biol. Interactl87(2010) 1674.71.
) (NVWU|P < 3 3DQJ 0 %RPDQi § $UUWMHYYHRQ@ &U\$
structures of acetylcholinesterase in complex wittbHirtho-7 and obidoxime: Structural
basis for differences in the ability to reactivate tabun conjugadieshem. Pharmaco¥.2
(2006) 597607.
121. B. M. Askew, Oximes and hydroxamic acids as antidotes in anticholinesterase poisoning,
Br. J. Pharmacol. Cheather.11(1956) 417423.
O yDOLU $ / 9UGROMDN % 5D GZ KoVarik,kh®itraiandin - X Q
vivo evaluation of pyridinium oximes: Mode of interaction with acetylcholinesterase,
effect on tabunand somaspoisoned mice and #ir cytotoxicity, Toxicology219(2006)
8506.
123. B. Calesnick, J. A. ChristenseNl. Richter, Human toxicity of various oxime&rch.
Environ. Healthl5 (1967) 599608.
124. G. Krishna S. Goel, Alternative animal toxicity testing of chemical wagfagentsR.
C. Gupta (u), Handbook of Toxicology of Chemical Warfare Ager8an Diego,
California,Academic Pres2015,str. 657673

125. D. Steinritz, F. Eyer, F. Worek, H. Thiermarh John, Repetitive obidoxime treatment

Antonio Zandona Doktorska disertacija



T . Literaturni izvori 110

induced increase of red blood cell adeltplinesterase activity even in a late phase of a
severe methamidophos poisoning: A case reporticol. Lett.244(2016) 121423.

126. H. Thiermann, U. Mast, R. Klimmek, P. Eyer, A. Hibler, R. Pfab, N. Felgenhduer
Zilker, Cholinesterase status,gsimacokinetics and laboratory findings during obidoxime
therapy in organophosphate poisoned patiéfus). Exp. Toxicoll6 (1997) 473480.

O .DWDOLQLUO . OLa&a 6 3LUNPDNMHODUa *UKHIFKROLAMD!
non-cholinergic effets of organophosphates and oximes in cultured human myoblasts,
Chem. Biol. Interact203(2013) 144148.

128. A. Ring, B. O. Strom, S. R. Turner, C. M. Timperley, M. Bird, A. C. Green, J. E. Chad,
F. Woreki J. E. H. Tattersall, Bispyridinium compoundsiioit both muscle and neuronal
nicotinic acetylcholine receptors in human cell lifekspS Onel0 (2015) 146.

129. J. Faml. A. M. De Lannoy, PharmacokinetidBiochem. Pharmaco87 (2014) 93120.

0 - *yPHHKyYyQ - 9iMD DudtdHepatocyteshe choice to investigate
drug metabolism and toxicity in malm vitro variability as a reflection ah vivo, Chem.

Biol. Interact.168(2007) 30£50.

131. T. A. Baillie, Metabolism and toxicity of drugs. Two decades of progress in irdustri
drug metabolismChem. Res. Toxicd1 (2008) 1294 37.

132. J. A. TimbrellPrinciples of Biochemical ToxicologgZRC Press2008

133. J. MacArthur Clark, The 3Rs in research: A contemporary approach to replacement,
reduction and refinemerByr. J. Nut. 120(2018) S157.

* * *UDpQHU 1 /RQpDULU - % ASROMDUIDBYLRLYD 5 ).
QDpHOR X |DAWLWL GREURELWL ALYRWMXMBUWRAMDHO UM NRX
Vet. staniceéb0 (2019) 637 3.

135. G. Pederse Development, validation and implementation ofirawitro model for the
study of metabolic and immune function in normal and inflamed human colonic
epithelium,Dan. Med. J60(2015) B4973.

136. R. Song, Q. Shi, P. YanB. Wei,In vitro membrane dange induced by halfin anchovy
hydrolysates/glucose Maillard reaction products and the effects on oxidativarsiatas
Food Funct9 (2018) 785796.

137. M. Mirzaei, S. Mirdamadi, M. Safavi, D. Zare, M. Hadizadbh M. Asadi, Synthesis,
in vitro and cellular antioxidant activity evaluation of novel peptides derived from

Antonio Zandona Doktorska disertacija



T . Literaturni izvori 111

Saccharomyces cerevisiagrotein hydrolysate: structutinction relationship:
Antioxidant activity and synthetic peptidgsmino Acids$51 (2019) 1164.175.

138. E. Zeiger, The tetat changed the world: The Ames test and the regulation of chemicals,
Mutat. Res: Genet. Toxicol. Environ. Mutage®41(2019) 43#48.

139. R. Mateuca, N. Lombaert, P. V. Aka, |. Decordikt. Kirsch-Volders, Chromosomal
changes: induction, detectiomethods andpplicability inhuman biomonitoring,
Biochimie88 (2006) 15151 531.

140. A. L. Niles, R. A. MoravecT. L. Riss, Update om vitro cytotoxicity assays for drug
developmentExpert Opin. Drug Discov3 (2008) 655669.

141. W. Liu, Y. Dengy. Liu, W. Gongi W. Deng, Stemell models for dug dscovery and
toxicology dudies,J Biochem Mol Toxicd@27 (2013) 1727.

142. J. R. Masters, Hela cells 50 years on: the good, the bad and th¢aigRev. Cance2
(2002) 311815.

143. B. P. Lucey. A. NelsorRees G. H. Hutchins, Henrietta Lacks, HeLa Cells, and cell
culture contaminatiorirch Pathol Lab Med 33(2009) 14631467.

144. J. Lacoste, Research are disease: From genomics to proteomissay Drug Dev.
Technol.16 (2018) 1244.

145. S. Yoon, S. Han, K. J. Jen8. Kwon, Effects of collected road dusts on cell viability,
inflammatory response, and oxidative stress in cultured human cornealiaipdéis,
Toxicol. Lett.284(2018) 152460.

146. R. Tacutu, D. Thornton, E. Johnson, A. Budovsky, Di. Barardo, T. Craig, E. Dlana, G.
Lehmann, D. Toren, J. Wang, V. E. Fraifeld 3 'H ODJDOKmHV +XPDQ DJHL
resources: New and updated dasgsNucleic Acids Re<l6(2018) D1083D1090.

147. M. Arora, Cell Culture Media: A RevieMater. Methods3 (2013) 129.

148. Y. Fangi R. M. Eglen, Threalimensional cell cultures in drug discovery and
developmentSLAS Discov22 (2017) 456472.

149. S. Kletting, S. Barthold, U. Repnik, G. Griffiths, B. Loretz, N. Schneid@um, C. de S.
CarvalheWodarzi C. M. Lehr, Ceculture of human alveolar epithelial (hAELVi) and
macrophage (THR) cell lines Altern. to Anim. Exp35 (2018) 211222.

150. B.R. Groveman, R. WalteisC. L. Haigh, Using our minbrains: cerebral organoids as

an improved cellular model for human prion dise&b®jral Regen. Re$5(2020) 101%

Antonio Zandona Doktorska disertacija



T . Literaturni izvori 112

1020.

151. L. Muckova, J. Pejchal, P. Jost, N. Vanova, D. Hermdd. Jun, Cytotoxidy of
acetylcholinesterase reactivators evaluated in vitro and its relation to their strbDctige,
Chem. Toxicol42 (2019) 252256.

0O .DWDOLQLU $ =DQGRQD $ 5DRKavarik, NeRRClrieltbha, 3ULP
Oximes Evaluated as Reactiveg of Acetylcholinesterase and Butyrylcholinesterase
Inhibited by Organophosphorus Compounds)ecules22 (2017) 1234.

153. L. Muckova, N. Vanova, J. Misik, D. Herman, J. PejcBallun, Oxidative stress induced
by oxime reactivators of acetylcholinesasan vitro, Toxicol. Vitr.56 (2019) 1104.17.

154. A. Prado, G. A. Petroianu, D. E. Lorkd. W. Chambers, A trivalent approach for
determiningn vitro toxicology: Examination of oxime K023, Appl. Toxicol35 (2015)

219227.

155. K. Kuca, J. Gzal, J. Kassa, D. JurM. Hrabinova,In vitro potency of H oximes (H6,
+/|-7), the oxime Bi6, and currently used oximes (pralidoxime, obidoxime,
trimedoxime) to reactivate nerve agamiibited rat brain acetylcholinesteradeToxicol.

Environ. Heal - Part A Curr. Issue$9 (2006) 14311440.

$ =DQGRQD 0O .DWDOLQLU * A4LQNR $Z EKov&iRDQ .DVW
Targeting organophosphorus compounds poisoning by novel quinuebdoémes:
development of butyrylcholinesterabased wscavengersArch. Toxicol. 94 (2020)

31578171.

157. G. Mercey, T. Verdelet, G. SaiftQGUp ( *LOORQ $ :DIJQHU 5 %DEL
Nachoni P. Y. Renard, First efficient uncharged reactivators for the dephosphylation of
poisoned human acetylcholsteraseChem. Commurl7 (2011) 5295.

158. K. Dolinar, V. Jan, M. Pavlin, A. V. Chibalirs. Pirkmajer, Nucleosides block AICAR
stimulated activation of AMPK in skeletal muscle and cancer o&its,J Physiol Cell
Physiol315(2018) C803817.

159. W. $ober, Trypan blue exclusion test of cell viabil@yrr. Protoc. Immunol111(2015)
A3.B.1-A3.B.3.

7 29%ULHQ * %DEFRFN - &RUQHOLXV 0 "'LEIJHOGHLC
Mitchell, A comparison of apoptosis and necrosis induced batbegxins in HepG2 cells,

Toxicol. Appl. Pharmacoll64(2000) 280290.

Antonio Zandona Doktorska disertacija



T . Literaturni izvori 113

161. D. Wu P. Yotnda, Production and detection of reactive oxygen species (ROS) in cancers,
J. Vis. Exp2 (2011) 15.

162. A. Rastogi, C. W. Clark, S. M. Conlin, S. E. BrowA. R. TimmeLaragy, Mapping
glutathione utilization in the developing zebrafish (Danio rerio) emiRgalox Biol26
(2019) 101235.

163. J. W. Polli, S. A. Wring, J. E. Humphreys, L. Huang, J. B. Morgan, L. O. Welstér
SerabjitSingh, Rational use oin vitro P-glycoprotein assays in drug discovedy,
Pharmacol Exp. Ther. 299(2001) 620628.

- 3DGRYDQ - 5DOLUI\B./Minglexie, IngestyhtiDd. tihe barriers to
bioavailability of macrolide antibiotics in the r&ur. J. Drug Metab. Pharmacokine87
(2012) 1634.71.

165. H. PajouheshG. R. Lenz, Medicinal chemical properties of successful central nervous
system drugdNeuroRx2 (2005) 541553.

166. A. Daina, O. Michielini V. Zoete, SwissADME: A free web tool to evaluate
phamacokinetics, drugikeness and medicinal chemistry friendliness of small molecules,
Sci. Rep7 (2017) 143.

167. C. Diefenbach, H. Mellinghoff, S. GrondW. Buzello, Atracurium and vecuronium:
Repeated bolus injection versus infusidngsth. Analgr4 (1992) 519522.

168. B. Wang, L. P. Yang, X. Z. Zhang, S. Q. Huang, M. Bartl&nF. Zhou, New insights
into the structural features and functional relevance of human cytochrome P450 2C9. Part
[, Curr. Drug Metab.10 (2010) 10754126.

169. I. Fleming The pharmacology of the cytochrome P450 epoxygenase/soluble epoxide
hydrolase axis in the vasculature and cardiovascular digeaamacol. Rev66 (2014)
11064.140.

) :DOWHU - 38Myesthof;Riktihg of tobramycin leads to confatranal
changes in yeast tRM# and inhibition of aminoacylatioEMBO J.21 (2002) 760#768.

171. A. K. Ghoshi + |/ 2VVZDOG -8@&édse) inhibitors for the treatment of
$O]KHLPHU fChet LSH¢ RewB1(2014) 67656813.

172. 1. SuzukiM. Kondoh, F. Nagashima, M. Fuijii, Y. Asakawd. Watanabe, A comparison
of apoptosis and necrosis induced bykanirenetype diterpenoids in H60 cells,Planta
Med.70(2004) 401406.

Antonio Zandona Doktorska disertacija



T . Literaturni izvori 114

173. M. SchieberN. S. Chandel, ROS function in redox signalimgl @xidative stres€urr.
Biol. 24 (2014) R453R462.

174. L. D. Zorova, V. A. Popkov, E. Y. Plotnikov, D. N. Silachev, I. B. Pevzner, S. S.
Jankauskas, V. A. Babenko, S. D. Zorov, A. V. Balakireva, M. Juhaszova, S. J.iSollott
D. B. Zorov, Mitochondriamembrane potentiaRnal. Biochem552(2018) 5059.

175. B. M. Leist, B. Single, A. F. Castolidi6 . KQOH ,QWUDFHOOXODU $GHQF
(ATP) Concentration: A Switch in the Decision Between Apoptosis and Necfosispl.
Lett.102(1997) 148 A486.

176. P. Li, L. Zhou, T. Zhao, X. Liu, P. Zhang, Y. Liu, X. Zhey Li, Caspas®: Structure,
mechanisms and clinical applicatiddncotarget3 (2017) 2399624008.

177. B. TummersD. R. Green, Caspask regulating life and deathmmunol. Re.277(2017)

76 89.

0 ,EDUJXUHQIi 3 9 /WSHIJLEIi 7KH HIIHFW RI QDWXUDO D¢
on membrane structure, microdomain organization, cellular functions and human health,
Biochim. Biophys. ActaBiomembr1838(2014) 15184528.

179. S. Mukherjee, A. P. Bapat, M. R. HilB. S. Sumerlin, Oximes as reversible links in
polymer chemistry: Dynamic macromolecular st&slym. Chem5 (2014) 69236931.

180. W. S. Choi, D. S. Eom, B. S. Han, W. K. Kim, B. H. Han, E. J. Chdil. Dh, G. J.
Markelonis, J. W. Cho Y. J. Oh, Phosphorylation of p38 MAPK induced by oxidative
stress is linked to activation of both casp8sand-9-mediated apoptotic pathways in
dopaminergic neurong, Biol. Chem279(2004) 2045120460.

181. C. PLimi X. Cao, Structure, function, and regulation of STAT proteifal, Biosyst2
(2006) 536550.

182. K. R. Lamontagne, J. Butler, V. B. Borowski, A. R. FueResquera, J. M. Blevitt, S.
Huang, R. Li, P. J. ConnoliyL. M. Greenberger, A highly stive, orally bioavailable,
vascular endothelial growth factor receg®otyrosine kinase inhibitor has potent activity
in vitro andin vivo, Angiogenesid 2 (2009) 287296.

183. H. Qiang, W. Gu, D. D. Huang, W. Shi, Q. Qiu, Y. Dai, W. HuaHg Qian,Design,
synthesis and biological evaluation aarhinopyrimidine5-cabaldehyde oximes as dual
inhibitors of eMet and VEGFR2, Bioorganic Med. Chen24 (2016) 33538358.

184. M. Zou, S. Xia, L. Zhuang, N. Han, Q. Chu, T. Chao, P. Peng, Y. Chen, QSGui,

Antonio Zandona Doktorska disertacija



T . Literaturni izvori 115

Knockdown of the BeR gene increases sensitivity to EGFR tyrosine kinase inhibitors in
the H1975 lung cancer cell line harboring T790M mutatiot J. Oncol42(2013) 2094
2102.

185. Y. Tsujimoto, Role of Bek family proteins in apoptosis: apgogomes or mitochondria?,
Genes to Cell8 (1998) 697#707.

186. J. Kalous, A. Tetkova, M. Kubelka. Susor, Importance of ERK1/2 in regulation of
protein translation during oocyte meiodsist, J. Mol. Scil19(2018) 121.

187. R. Roskoski, ERK1/2 MAKnases: Structure, function, and regulatiBharmacol. Res.

66 (2012) 105443.

188. S. J. Wakii L. A. Abu-Elheiga, Fatty acid metabolism: Target for metabolic syndrome,
J. Lipid Res50(2009).

189. L. J. Mandel, Primary active sodium transport, exygonsumption, and ATP: Coupling
and regulationKidney Int.29 (1986) 39.

/5 )YRUUHYVWC.Zieglér] PHe Structural basis of secondary active transport
mechanismsBiochim. Biophys. ActaBioenerg.1807(2011) 167488.

191. M. K. Degrter, C. Q. Xia, J. J. YandR. B. Kim, Drug transporters in drug efficacy and
toxicity, Annu. Rev. Pharmacol. Toxicél2 (2012) 249273.

192. B. OuYang, S. S. Pochapsky, M. Dafig C. Pochapsky, A functional proline switch in
cytochrome P450canstructurel16 (2008) 916023.

193. C. A. Hasemann, R. G. Kurumbalil, S. S. Boddupalli, J. A. Petersobeisenhofer,
Structure and function of cytochromes P4B0comparative analysis of three crystal
structuresStructure3 (1995) 4162.

194. S. A. Marchit, C. Brocker, D. Stagos V. Vasiliou, NonP450 aldehyde oxidizing
enzymes: The aldehyde dehydrogenase superfaaxpert Opin. Drug Metab. Toxical.
(2008) 697 20.

195. J. P. Spence, T. Liang, C. J. P. Eriksson, R. E. Taylor, T. L. Wall, C. LsEhleG.
Carr, Evaluation of aldehyde dehydrogenase 1 promoter polymorphisms identified in
human population#lcohol. Clin. Exp. Re27 (2003) 13891.394.

196. C. N. Landen, B. Goodman, A. A. Katre, A. D. Steg, A. M. Nick, R. L. Stone, L. D.
Miller, P. V. Mejia, N. B. Jennings, D. M. Gershenson, R. C. Bast, R. L. Coleman, G.
LopezBeresteini A. K. Sood, Targeting aldehyde dehydrogenase cancer stem cells in

Antonio Zandona Doktorska disertacija



T . Literaturni izvori 116

ovarian cancemol. Cancer Ther9 (2010) 31863199.
197. X.F. Yao, J. Cao, L. M. Xu, X. C. Suh Kang, G. Yang, L. P. Jiang, C. Y. Geng, C. Z.

Gao, L. F. Zhong Y. F. Ma, Perfluorooctane sulfonate blocked autophagy flux and
induced lysosome membrane permeabilization in HepG2 &tz Chem. Toxicob7
(2014) 96404.

198. O. Soukup, D. Jun,.Gobini K. Kuca, The summary on naeactivation cholinergic
properties of oxime reactivators: The interaction with muscarinic and nicotinic receptors,
Arch. Toxicol87(2013) 711#719.

2 6RXNXS - .UX&@HN O .DQLDNRYi 8- )XYXRDBDU. 0.XpD '
G. Tobin, Oxime reactivators and theirvivo andin vitro effects on nicotinic receptors,
Physiol. Res60 (2011) 679686.

Antonio Zandona Doktorska disertacija



t.aLYRWRSLV

117

T a,92723,6

Osobni podaci
Ime i prezime
Adresa

Telefon/ Email
'"UADYOMDC
Datum i mjesto
URYHQMD

Antonio Zandona

,OQOVWLWXW ]D PHGLFLQ@MNBJELVWUDALYDQMD
Ksaverska cesta 2, pp 291, HR001 Zagreb, Hrvatska

+385 1 4682 55]dzandona@imi.fr

Hrvatsko

9.2.1992. Pula, Hrvatska

Radno iskustvo
Datum (od +do)
Ustanova

Odjel

Radno mjesto
BRGUXpMH
LVWUDALYIL

,QVWLWXW ]D PHGLFLQVND LVWUDALYDQMD
-HGLQLFD ]D ELRNHPLMX L RUJDQVNX DQDO
asistent
Utjecaj strukture oksimskih reaktivatora i potencijalnih lijekova na razini
VWDQLFH VWDQLpQL PHKDQL]PL WRNVLDPQR
putova

ANRORYDQ
Datum (od +do)
Ustanova

Studij

Datum (od +do)
Ustanova

Studij

Naslov
diplomskog rada
Zvanje

Datum (od +do)
Ustanova

Studij
1DVORY |D’
rada

Zvanje

Prirodoslovhot PDWHPDWLpPpNL IDNXOWHW 6YHXpL
Poslijediplomski doktorski studij kemije, smjer biokemija

2014. +2016.

Prehrambent ELRWHKQRORANL IDNXOWHW 6YHX
Diplomski studij molekularne biotehnologije

SRMDpDQD HNVSUHVLMD R G D E Udac@hakondylded D
cerevsiaena inhibitore rasta

PDJLVWDU LQaAHQMHU PROHNXODUQH ELRWI
2010. +2014.

Prehrambenat ELRWHKQRORANL IDNXOWHW 6YHX
Preddiplomski studij biotehnologije

Primjenaio QVNLK NDSOMHYLQD L HXWHNWLpPpQLK
sintezi butitacetata

VYHXpLOLAQL SUYRVWXSQLN LQAHQMHU EL}

2VREQH YN
Materinji jezik
Drugi jezici
7THKQLpNH
kompetencije
yODQVWYD

Hrvatski

(QJOHVNL % IMHPDpPpNL $ 7TDOLMDQVNL
MS Office, GraphPad Prism, ChemDrawBio,ChemAxon's Marwin,
SnapGene

+UYDWVNR GUX&EWYR ]D ELRNHPLOMXQL PROM
HDBMB-D pOBQYDWVNR WRNVDPIOPQRENR GU X

Publikacije

Izvorni znanstvenirad¥L X && pDVRSLVLPD
6DAHFL VD VNXSRYD X JERUQLFLPD L pDVRS
Ostale vrste radova (7)

Antonio Zandona

Doktorska disertacija



t.aLYRWRSLV 118

Popis publikacija
1. ODWRAHYLUO $OD 5DGPDQ .DVWH Qardon& @Qadnid M D WO
ODMD S3ULPRALpPp ,QHV %RYIRN QEMdlitinEBased) Eathanates?:
Potential CNS Active Compound8harmaceuticsl3(2021); 3; 420, 15.

2. Zandona, Antonio .DWDOLQLUO ODMD 4LQNR *RUDQ O5DGPL
Kovarik, Zrinka. Targeting Organophosphorus Compoutaisoning by Novel quinuclidine
3 Oximes: Development of Butyrylcholinesterd@sed BioscavengersArchives of
Toxicology 94 (2020), 9; 31573171.

3. =RUED] 7DPDUD OLAHWLUO 3HWUD ZddefayVAnNtoniol FORI@QN
Gordana; Micekk 9HGUDQ ODpHN +UYDW 1LNROLQD .DWCEL
Pharmacokinetic evaluation of brain penetrating morphedihgdroxy-2-pyridine oxime as
an antidote for nerve agent poisonidgS Chemical Neuroscienddl (2020), 7; 1072.084.

4. KliQpLu 'DULMD +HUFHJ 5RPDQLU ZaQddriddAn€@mo .ypDNG
7THQD ODWHN 6DULU ODULMDQD A& PdHistentoRy@ic\h@lmants
tissues of farmed tuna from the AdriaBea.Marine Pollution Bulletin 158 (2020), 111413,
7.

5. Zandona, Antonio /LKWDU *DEULHOD ODUDNRYLUO 1LNRO
*DARBRNDp 'DMDQD 3LUNPDMHU. VigahihH8Basda VBiDIGylcally
Active Compounds as Inhitors of Human Cholinesterasésternational journal of molecular
sciences21 (2020), 21; 8088, 19

6. Zandona, Antonio .D W D O L Q INicotifdid &t€&tylcholine receptors: Diversity al
physiological importance for neurodegenerative disorders and developroél
organophosphate antidot®eriodicum biologorum121-122(2020), 34; 115128

7. A4wDID $QDPDULMD &axXxQbDU %ZaRddiaQANt8ribD BN GIMH F$(
ODULQD ADQWHN % RAUGIEURWMGY BppoéhEh in YHe @onstruction
Bioethanol Producing Sadwmromyces cerevisiae Hybrids. Food Technology ani
Biotechnology57 (2019), 1; 516.

8. =RUED] 7DPDUD ODOLQDN 'DYLG ODUDNRY lzandaha,!
Antonio; Novotny, Michal; Skarka, Adam; Andrys, Rudolf; Benkova, Marketa; Sou
Ondrej et al.Pyridinium oximes with orthgpositioned chlorine moiety exhibit improve
physice chemical properties and efficient reactivation of human acetylcholinesterdsiesihl
by several nerve agent®ournal of Medicinal Chemistry1 (2018), 23; 107530766

9. 4wDID $QDPDULMD 6Y HXdhtlbna) ANaiH QaAXiQ DD U KERM D Q
SHWNRYLUO +UYRMH 6 MrHSAcdHaromydesxerdyidigdn® tatdeting fidelity
depends on a transformation method and proportion of the overall lentih tEnsforming
and targeted DNAFEMS Yeast &earch17(2017), 4; fox041, 10

10. .DWDOL QEandon& Mribnio 5DPLUG $OPD =RUED] 7DPDUD
Zrinka. New cinchona oximes evaluated as reactivators of acetylcholinesteras
butyrylcholinesterase inhibited/lnrganophosphorus compountitlecules22(2017), 1234
1241.

Antonio Zandona Doktorska disertacija



t.aLYRWRSLV 119

Nagrade i stipendije

1.

StipendijaEuropske organizacije za molekularnu biologitMBO) - Short Term Fellowshig
]D XVDYU&DYDQMH iGtR za rRdkeku\atidbedzibu, IGsebin, Portu

Nagrada za najbolji poster S@mpoziju studenata doktorskih studija PME2020), Zagreb.
Hrvatska

Nagrada za poster naRQJUHVX +UYDWVNRJ GUXaWYD ]D ELI
HDBMB (2019), Lovran, Croatia

Druga nagrada za prezentaciju h8" Young Scientists Forumu na "4&ederation of
European Biochemical Societie®kviruCommunication Challeng@019), Krakow, Poljske

Stipendija za sudjelovanje ri&" Young Scientists Forumu i @4ederation of Europear
Biochemical Societig019), Krakow, Poljska

Stipendija za sudjelovanje 8" International Meeting on Cholinesterases and the
International Conference on Paraoxonases +UDGHF .UiORYp yHa&NM

Antonio Zandona Doktorska disertacija



