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SAZETAK

UTJECAJ PROMJENE STRUKTURE DERIVATA NIKOTINAMIDA NA INHIBICIJU
KOLINESTERAZA I CITOTOKSICNOST

Gabriela Lihtar

Acetilkolinesteraza (AChE, EC 3.1.1.7.) i butirilkolinesteraza (BChE, EC 3.1.1.8.) su
strukturno homologni enzimi koji se zbog svoje vazne fizioloske uloge istrazuju kao
terapijske mete za ublaZavanje simptoma neurodegenerativnih bolesti. Naime, ovi enzimi
hidroliziraju acetilkolin koji prenosi Zivcane impulse, a ¢iji manjak je karakteristika ovih
bolesti. Stoga se kao lijekovi Kkoriste reverzibilni inhibitori kolinesteraza koji onemogucuju
spomenutim enzimima da razgrade acetilkolin i time se poveéava koli¢ina dostupnog
acetilkolina za nesmetan prijenos signala. U ovom istrazivanju ispitan je uéinak serije derivata
nikotinamida, kao reverzibilnih inhibitora kolinesteraza te njihova citotoksi¢nost kako bi se
dobio uvid o mogucoj upotrebi derivata nikotinamida u tretmanu neurodegenerativnih bolesti.
Svi testirani derivati reverzibilno su inhibirali obje kolinesteraze s konstantom inhibicije Ki u
mikromolarnom podruc¢ju, a jacina ucinka ovisila je o prisutnom supstituentu na bo¢nom
prstenu molekule. Prema omjeru Kj, ovi spojevi su selektivniji prema AChE. Dobiveni
rezultati stanine toksiCnosti ne svrstavaju ove spojeve u visokotoksi¢ne 1 time ne
predstavljaju prepreku za daljnji razvoj inhibitora kolinesteraza baziranih na nikotinamidu.
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ABSTRACT

EFFECT OF NICOTINAMIDE STRUCTURE CHANGE ON CHOLINESTERASE
INHIBITION AND CYTOTOXICITY

Gabriela Lihtar

Acetylcholinesterase (AChE, EC 3.1.1.7.) and butyrylcholinesterase (BChE, EC 3.1.1.8.) are
structurally homologous enzymes that, due to their important physiological roles are studied
as therapeutic targets for mitigation symptoms of neurodegenerative diseases. Namely, they
hydrolyse the neurotransmitter acetylcholine which deficit characterises these conditions.
Specifically for this purpose, reversible cholinesterase inhibitors are used to stop
acetylcholine degradation and to ensure smooth signal transmission. In this study, the effect
of a series of nicotinamide derivatives, were examined as reversible cholinesterase inhibitors
as well as their cytotoxicity, to gain insight into the possible use of nicotinamide derivatives
in the treatment of neurodegenerative diseases. All the derivatives that were tested reversibly
inhibited both cholinesterases with the inhibition constants K in the micromolar range, and
the effect intensity was dependent on the substituent present on the side ring of the molecule.
According to the K; ratio, these compounds are more selective towards AChE. The
cytotoxicity results do not classify these compounds as highly toxic and thus do not constitute
a barrier for the further development of nicotinamide-based cholinesterase inhibitors.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Acetilkolinesteraza (AChE, E.C. 3.1.1.7.) i butirilkolinesteraza (BChE, E.C. 3.1.1.8.) su
enzimi otkriveni 30-ih godina proslog stoljeca koji zbog vrlo vazne uloge u organizmu do
danas ne prestaju biti predmetom istrazivanja u podrucju biomedicine. Ovi enzimi Su
strukturno homologni, medutim razlikuju se po strukturi aktivnog mjesta Sto uvjetuje razlicitu
kataliticku aktivnost te specificnost prema supstratima i inhibitorima.! Fizioloska uloga AChE
je hidroliza acetilkolina (ACh), prijenosnika ziv€anih impulsa, $to omogucuje prekid signala
nakon prestanka podraZaja. BChE takoder moZze sudjelovati u razgradnji acetilkolina u
sinapsi, no njezina fizioloska uloga do danas nije poznata.?®

Kolinesteraze (ChE) su vrlo vazne terapijske mete kod tretmana neurodegenerativnih
bolesti poput Alzheimerove i Parkinsonove bolesti te miastenije gravis.*® Ove
neurodegenerativne bolesti karakterizira progresivan gubitak Zivéanih stanica® i deficit
acetilkolina kojeg kolinesteraze razgraduju te se zbog toga za ublazavanje simptoma
neurodegenerativnih bolesti koriste reverzibilni inhibitori kolinesteraza.” Naime, reverzibilni
inhibitori vezanjem u aktivno mjesto enzima smanjuju njihovu aktivnost i potpomazu
odrzavanju vece koli¢ine ACh kako bi se omogucio nesmetan prijenos signala. Lijekovi s
djelovanjem na kolinesteraze koji se trenutno koriste u lijeCenju simptoma ovih bolesti su
donepezil, rivastigmin, galantamin, no zbog brojnih nuspojava neprestano se traze novi
spojevi boljih karakteristika.*’*8

Cilj ovog diplomskog rada je ispitati ucinak serije derivata nikotinamida, s razli¢itim
funkcionalnim skupinama, na aktivnost spomenutih Kolinesteraza te ispitati njihovu
citotoksi¢nost na Zivéanim i bubreznim stanicama. Zivéane stanice su odabrane zato §to su
mjesto prijenosa signala i fiziolo§kog djelovanja AChE i BChE te bubrezne stanice zato $to su
zaduZene za eliminaciju stranih 1 Stetnih tvari iz organizma. Ocekuje se kako ¢e se ovim
istrazivanjem dobiti uvid o mogucoj upotrebi derivata nikotinamida kao reverzibilnih

inhibitora kolinesteraza u tretmanu neurodegenerativnih bolesti.

Gabriela Lihtar Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 2

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Kolinesteraze

Istrazivanja kolinesteraza (ChE) pocela su 30-ih godina prosloga stoljeca kada je primijeceno
da se u prisutnosti tkiva i krvi koncentracija acetilkolina snizava.!® Nedugo nakon toga
otkriveno je da se radi o najmanje dva razlicita enzima, a zbog svoje vazne uloge u organizmu
i danas su predmet intenzivnog istrazivanja unutar podrucja biokemije, biomedicine,
fiziologije i toksikologije.®

Pojam ,kolinesteraze* obuhvaca acetilkolinesterazu (AChE) 1 butirilkolinesterazu
(BChE) koje su prema enzimskoj nomenklaturi svrstane u skupinu hidrolaza estera
karboksilnih  kiselina s pripadaju¢im Kklasifikacijskim oznakama EC 3.1.1.7. za
acetilkolinesterazu i EC 3.1.1.8. za butirilkolinesterazu.'* Primarni sljedovi kolinesteraza
podudaraju se gotovo 50 % dok tercijarne strukture ovih enzima dijele do 90 % sli¢nosti.*!

Sekundarnu strukturu kolinesteraza ¢ini 12 B-nabranih plo¢a okruzenih s 14 a-zavojnica $to ih

svrstava u hidrolaze o/B strukture.? Sli¢nost strukture AChE i BChE vidljiva je na slici 1.

AChE BChE

Slika 1. Kristalna struktura ljudske acetilkolinesteraze AChE (kristalna struktura PDB kod
1F8U) i ljudske butirilkolinesteraze BChE (kristalna struktura PDB kod 6050). Crvenom
bojom oznacene su a-uzvojnice, Zutom B-nabrane ploce, zelenom bojom petlje (prikaz izraden

u programu PyMOL, Schrddinger, LLC).
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§ 2. Literaturni pregled 3

lako strukturno vrlo sli¢ne, acetilkolinesteraza i butirilkolinesteraza imaju razlicite fizioloSke
funkcije te specifi¢nosti prema supstratima i selektivnosti prema inhibitorima.'® Takoder,
acetilkolinesteraza podlozna je alosterickoj inhibiciji pri visSim koncentracijama supstrata $to
kod butirilkolinesteraze nije slu¢aj.>*41®

Aktivno mjesto kolinesteraza dubine oko 20 A i §irine 5 A gradeno je od nekoliko
strukturnih domena: mjesto vezanja kolina, oksianionska Supljina, kataliticka trijada i acilni
dzep te periferno anionsko ili alostericko mjesto prisutno kod AChE.1%!3 Shematski prikaz

navedenih strukturnih domena uz ulazak i1 smjestanje supstrata u aktivno mjesto kolinesteraza

prikazan je na slici 2.

(o]
|
X /\/NO\\

ACh PERIFERNO
ALOSTERICKO

MJESTO
O

3s
e

/ | MJESTO VEZANJA
KOLINA

w

e

O OKSIANION SKA
SUPLJINA

<<<<<<<

ACILNI DZEP

<% KATALITIEKA TRIJADA

Slika 2. Shematski prikaz aktivnog mjesta kolinesteraza s nazna¢enim strukturnim domenama
i supstratom acetilkolinom (ACh). Strelica oznacava smjer ulaska i pozicioniranja acetilkolina

u aktivno mjesto kolinesteraza. (preuzeto i prilagodeno prema ref. 8)

Obje kolinesteraze karakterizira isti mehanizam hidrolize supstrata koji se odvija u nekoliko
koraka, a prikazan je na slici 3. Prvi kontakt enzima sa supstratom je njegovo vezanje na
alostericko mjesto gdje dolazi do prepoznavanja supstrata i pravilnog pozicioniranja.:!!
Nakon ulaska u aktivno mjesto i smjeStanja u povoljnu orijentaciju pomocu aminokiselinskih

ostataka iz pobrojanih domena krece kataliza koja se odvija pomoc¢u aminokiselina koje tvore

Gabriela Lihtar Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 4

kataliti¢ku trijadu — glutaminska kiselina, histidin i serin.®* Deprotnonirani serinski bo¢ni
ogranak nukleofilno napada karbonilni ugljikov atom acetilkolina te nastaje tetraedarsko
prijelazno stanje ¢ijim raspadom nastaje kolin. Zaostali acil-enzim intermedijer raspada se
preko prijelaznog tetracdarskog stanja koje nastaje uslijed nukleofilnog napada vode S$to

rezultira nastankom molekule octene kiseline i regeneracijom enzima koji je sada spreman na

novi kataliticki krug.
f Ser . Ser
His Glu His
u Ty H—O’J - = p
o IN*\.’/\J \} o N@N-H aQ
o~ "} ’.'-k._f -
0 Nt O R O
o | M ~"
Y
C'/\\" 3 ::N+
ACh |
‘ Glu His T
— X Ser
) HO Glu His
o NN —
H ) \TM‘N GJ
O N /g
Engi
nzim H o
0
\)LOH %_\ H20
Glu  His Ter Oj\” His jer
Y_’\N—-—H o - o N N Q

Slika 3. Mehanizam hidrolize acetilkolina (ACh) u aktivnom mjestu kolinesteraza. (preuzeto i

prilagodeno prema ref. 8)

2.1.1. Acetilkolinesteraza

Acetilkolinesteraza je enzim od esencijalne vaznosti u svim organizmima. Prisutna je u
Zivéanim stanicama, mi$ié¢ima, mozgu i u krvi gdje je vezana na eritrocite.!
Fizioloski supstrat joj je ve¢ spomenuti acetilkolin koji sudjeluje u prijenosu ziv€anog

impulsa u kolinergi¢noj sinapsi centralnog 1 perifernog ziv€anog sustava. Vecina acetilkolina
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§ 2. Literaturni pregled 5

u zavrSecima aksona nalazi se u vezikulama, a mali dio je slobodan u citosolu.* Tijekom
prijenosa signala, acetilkolin se iz vezikula ispusta u sinapti¢ku pukotinu gdje se veze na
nikotinske i muskarinske receptore koji su vezani na postsinapticku membranu ili na misi¢ne
stanice.*'® Vezanje acetilkolina na navedene receptore uzrokuje depolarizaciju postsinapticke
membrane i daljnji prijenos signala.l” Kako bi se nakon prijenosa signala membrana mogla
vratiti u pocetno stanje, potrebna je brza razgradnja ACh koju obavlja AChE prethodno
opisanim mehanizmom. Shematski prikaz prijenosa signala dan je na slici 4. AChE iznimno
je brz i efikasan enzim s obrtnim brojem od 400 000 min™, a brzinu katalize ograni¢ava samo

brzina difuzije supstrata u aktivno mjesto.8

,,r'lf?’redsinaptif:ki neuron\\
[ -—1
\\mf (/—\/

ache * J

g, T, T
Postsinapticki neuron \‘\‘

Slika 4. Shematski prikaz prijenosa signala. Plavi kruZi¢i predstavljaju acetilkolin koji se
nakon oslobadanja iz vezikule veze na receptore postsinaptickog neurona. Po zavrSetku
prijenosa signala AChE razgraduje ACh na kolin i octenu kiselinu ¢ime omogucuje prestanak

signala i ponovnu polarizaciju membrane neurona (ili mii¢ne stanice).**®

Ljudska AChE sastoji se od oko 550 aminokiselina, a gen koji ju kodira je ofuvan uz
moguénost pojave polimorfizama pojedina¢nog nukleotida.’® Enzimi nastali ekspresijom gena
s izmijenjenim nukleotidom nemaju izmijenjene karakteristike ve¢ samo pokazuju pojacanu
osjetljivost prema nekim inhibitorima te je moguce da ¢e drugacije ostvarivati interakcije s

drugim proteinima.'® Svaka veéa promjena koja bi kao posljedicu imala promjenu aktivnog

Gabriela Lihtar Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 6

mjesta i kataliticke funkcije enzima dovela bi do smrti organizma.l® Takoder, alternativnim
prekrajanjem na 3° kraju mogu nastati tri izoforme enzima s razli¢itim stupnjem
oligomerizacije, ali jednakom Kkatalitickom aktivno$¢u.? Jedna od moguéih izoformi je
AChE-S tj. sinapticka AChE - tetramer kojem su dvije podjedinice vezane disulfidnim
mostovima i takva dva dimera hidrofobnim interakcijama tvore cjeloviti enzim.2?! AChE-E
ili eritrocitna AChE dolazi u obliku dimera te je vezana glikofosfaditilinozitolnim sidrom za
membrane eritrocita i plo¢astih krvnih stanica.?®?* Posljednja izoforma proteina je AChE-R
(engl. Read-through) koja nema elemente za oligomerizaciju i prisutna je u obliku monomera

u krvi i sinapti¢koj pukotini.?:?1:22

2.1.2. Butirilkolinesteraza

Butirilkolinesteraza je otkrivena nedugo nakon acetilkolinesteraze, a buduc¢i da je pokazivala
drugacija svojstva od prvotno otkrivene AChE, nazvana je nespecifiéna ili
pseudokolinesteraza.’® Prisutna je u centralnom i perifernom Zivéanom sustavu,
cerebrospinalnoj tekucini, crijevima, plu¢ima, gusteraci i jetri, a u ljudskom organizmu je
prisutna u deset puta vecoj koli¢ini nego AChE 1?3

Karakterizira ju ve¢i volumen aktivnog mjesta u koje se mogu smjestiti nefizioloski
supstrati poput butirilkolina (BCh) po kojem je dobila i ime.?* BChE mozZe hidrolizirati
acetilkolin, no to nije njezina primarna uloga. Naime, fizioloski supstrat BChE jo$ nije
pronaden te stoga nije poznata njezina fizioloska uloga u organizmu.?® Bez obzira na
navedeno, BChE ima vaznu ulogu u organizmu 1 u odredenim uvjetima moze zamijeniti
AChE. Poznato je da katalizira reakcije u metabolizmu lipida i proteina, diferencijaciji i rastu
zivéanog tkiva.®® Takoder, BChE sudjeluje u reakcijama aktivacije ili deaktivacije
ksenobiotika poput bambuterola, heroina, sukcinildikolina, aspirina, kokaina i
amitriptilina.®?3

Kristalna struktura BChE odredena je kasnije od kristalne strukture AChE zbog
velikog udjela ugljikohidrata vezanih na enzim $to je otezavalo sam postupak kristalizacije.?

Uvid u strukturu pokazao je da je aktivnho mjesto BChE volumenom puno veée od
aktivnog mjesta AChE zbog toga §to umjesto 14 aromatskih aminokiselina aktivno mjesto

BChE odreduje samo njih osam dok je ostalih Sest zamijenjeno alifatskim.!®1123 Vegi
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§ 2. Literaturni pregled 7

volumen aktivnog mjesta za posljedicu ima manju selektivnost BChE prema supstratima i
inhibitorima.!

BChE je enzim koji se sastoji od oko 570 aminokiselina te isto kao i AChE moze do¢i
u vise oligomernih oblika iako u ovom slucaju nije otkriveno alternativno prekrajanje
predglasnicke RNA.1*2 Medutim, moguée su insercije i delecije veéeg broja nukleotida pa
¢ak i promjena jednog nukleotida §to je uzrok nastanka oko 40 razli¢itih inagica BChE.?%%’

Neke od njih prikazane su u tablici 1.

Tablica 1. Neke prirodne ina¢ice BChE (preuzeto i prilagodeno prema ref. 8)

BChE inacica Oznaka Promjena u proteinu Karakteristike
uobicajena U - -
slaba inhibicija dibukainom i
atipi¢na inacica A Asp70 — Gly fluoridnim ionom
fluoridna-1 F Thr243 — Met slaba inhibicija fluoridnim ionom
fluoridna-2 F Gly390 — Val slaba inhibicija fluoridnim ionom
30 % manja koncentracija proteina u
Kalow-inagica K Ala539 — Thr odnosu na U
o - - .
James-inadica 3 Glu497 — Val 30 % manja koncentracija proteina u
Ala539 — Thr odnosu na U
90 % manja koncentracija proteina u
Hammersmith-ina¢ica H Vall42 — Met odnosu na U
Gly117 — pomak okvira
tiha-1 S Citanja i 2 od 10 % akii ]
tiha-2 S Ile6 — pomak okvira Citanja aktivnost manja od 10 % aktivnosti U
tiha-3 S Tyr500— stop
Cynthiana nepoznata 180-300 % veca aktivnost od U
Johanneshurg nije u kodirajucoj regiji 180 % veca aktivnost od U
dodatna vrpca u poliakrilamidnom gelu
C5+ nepoznata $25%

vecom aktivnos$éu od U

Zbog manje konzerviranosti gena za BChE smatra se da ona ne moZe imati esencijalnu
fiziolosku ulogu®® $to objasnjava nemoguénost definiranja njenog pravog fizioloskog

supstrata.

2.2. Inhibitori kolinesteraza

Kao $to je ve¢ reCeno, AChE ima iznimno vaznu ulogu u odrZavanju homeostaze organizma jer

hidrolizra ACh nakon prijenosa Ziv¢anog impulsa®® te na taj na¢in omogucuje normalan
g 1mp i gucuyy

Gabriela Lihtar Diplomski rad
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prijenos impulsa u Zivéanim i Zivéano-mi§i¢nim sinapsama.?® Ukoliko je ta aktivnost AChE
ugrozena zbog prisutnosti inhibitora, ACh se pocinje gomilati Sto predstavlja veliku opasnost
za organizam. Gomilanje ACh uzrokuje desenzibilizaciju receptora Sto za krajnji ishod ima
mucénine, salivaciju, paralizu di$nog sustava i posljedi¢no smrt organizma.? Inhibicija BChE
nema bitnijih posljedica za organizam, no pokazano je da u sluc¢ajevima inhibicije AChE,
BChE moze u nekoj mjeri zamijeniti njezinu ulogu. Stoga se BChE navodi kao prirodno ¢istilo
inhibitora AChE jer ju §titi vezujuéi inhibitor u svoje aktivno mjesto.>*3!

Inhibitori u aktivhom mjestu enzima mogu ostvarivati reverzibilne interakcije ili moze
do¢i do formiranja kovalentne veze sa serinom Kkataliticke trijade, stoga ih dijelimo na
reverzibilne i ireverzibilne.®?

U reverzibilne inhibitore ChE ubrajaju se spojevi s razliitim funkcionalnim
skupinama (spojevi s kvaternim i tercijarnim amino skupinama), a koriste se u tretmanima
bolesti poput miastenije gravis, Alzheimerove bolesti, Parkinsonove bolesti, distenzije
mokraénog mjehura, glaukoma i kao protuotrov antikolinergi¢nom trovanju.*2

Ireverzibilni inhibitori AChE (npr. karbamati) takoder imaju primjenu u medicini koja
je vrlo slicna primjeni reverzibilnih inhibitora. Rabe se u terapiji miastenije gravis,
Alzheimerove bolesti i astme.®? Uz navedeno, spomenuti ireverzibilni inhibitori AChE najveéu
primjenu nalaze u poljoprivredi kao pesticidi, dok se neki inhibitori iz skupine organofosfornih
spojeva od 30-ih godina prosloga stolje¢a razvijaju kao kemijsko oruzje tj. kao ziv€ani bojni
otrovi (npr. soman, sarin, VX, tabun, ciklosarin).® Zanimljivo, danas se reverzibilni inhibitori
ChE razvijaju i kao predtretman mogucoj izlozenosti organofosfornim spojevima. Naime,
budu¢i da se isti mogu smjestiti u aktivno mjesto ChE i na taj naCin sprijeCiti vezanje
organofosfornog spoja, mogu se koristiti kao predtretman trovanju §to je veoma vazno za

zanimanja poput vojske i medicinskog osoblja.®*

2.2.1. Reverzibilni inhibitori kolinesteraza

Prvi reverzibilni inhibitor koriSten u tretmanu neurodegenerativnih bolesti bio je takrin.* Na
trziStu se pojavio 1993. godine kada je predstavljen kao prvi lijek za ublazavanje simptoma
Alzheimerove bolesti, ali je ubrzo povuden radi hepatotoksi¢nosti.***" Njegovi analozi su i
danas predmet istrazivanja.® Tri godine kasnije pojavio se donezepil (Aricept) koji je vrlo

selektivan za AChE, dolazi u enantiomernom obliku, a oba imaju identi¢na farmakoloska
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djelovanja. % U reverzibilne inhibitore prirodnog porijekla spadaju galantamin i huprezin A.*

Strukture nekih reverzibilnih inhibitora ChE prikazane su na slici 5.

C[z]@ m\/@ HoN ,«_ NHo
X O

etopropazi N donepezil k“‘

r W propidij

| o NH2
HO N - O - NH
|
0 - L7~ M=o
N— N HaN —
HO

edrofonij takrin huprezin A
N
galantamin —I\?W@/
| N

dekametoni)

Slika 5. Strukture nekih reverzibilnih inhibitora kolinesteraza. (preuzeto i prilagodeno prema
ref. 8)

Reverzibilni inhibitori ChE dijele se na kompetitivne i nekompetitivne ovisno o mijestu
vezanja na enzim. Mnogi od njih su prirodni spojevi kao $to su alkaloidi (npr. huprezin A,
solanidin, solanin) i flavonoidi (galangin). Poznavaju¢i strukture prirodnih spojeva, uz
intenzivna istrazivanja AChE razvijeni su 1 sintetski inhibitori s terapeutskom, ali 1
dijagnostickom primjenom.* Oni se takoder koriste u istrazivanju mehanizama interakcije
kolinesteraza sa supstratima.*2

Svi reverzibilni inhibitori ChE imaju sliéna strukturna obiljezja — prisutnost
aromatskih ili hidrofobnih skupina uz prisutnost pozitivnog naboja® (slika 5). Strukture nekih
reverzibilnih inhibitora ChE prikazani su na slici 5. Takva struktura potpomaze ulazak i
smjestanje u aktivno mjesto.® Dakle, reverzibilni inhibitori mogu se vezati u aktivno mjesto,
periferno mjesto ili istovremeno na oba mjesta enzima. Rezultat vezanja inhibitora moZze biti
konformacijska promjena enzima ili stericke i elektrostatske smetnje ulasku supstrata u

aktivno mjesto.®

Gabriela Lihtar Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 10

Konac¢ni ucinak djelovanja reverzibilnog inhibitora na kolinesterazu ovisit ¢e o
afinitetu enzima za vezanje spoja, a odreduje se konstantom inhibicije Ki. Zanimljivo,
uspostavljanje ravnoteze izmedu vezanja i otpustanja spoja s enzima moze trajati od nekoliko
minuta za inhibitore s niskim afinitetom vezanja do nekoliko dana za inhibitore s visokim

afinitetom vezanja.*

2.2.1.1. Reverzibilni inhibitori kolinesteraza u tretmanu neurodegenerativnih bolesti

Neurodegenerativne bolesti su skupina neizljecivih, progresivnih bolesti te obuhvacaju niz
stanja koja primarno djeluju na Zzivéane stanice, a zahvacaju veéinom stariju populaciju.*’
Broj oboljelih od neurodegenerativnih bolesti 2013. godine prema UN-ovim podacima
iznosio je 841 milijuna, a do 2050. iznosit ée preko 2 milijarde.** lako oboljeli od
neurodegenerativnih bolesti pate od niza razliitith simptoma, patologije ovih bolesti imaju
zajednickih znadajki.*! Uglavnom se ubrajaju u proteinopatije koje karakterizira nakupljanje
krivo smotanih i o$teéenih proteina u netopljive agregate.*

poremeéaji.** Alzheimerova bolest je progresivan neuroloski poremecaj kojeg karakterizira
gubitak pamcenja, naruSena sposobnost rasudivanja, poremecaj govora, poremecaj ponasanja,
teskoée u udenju te vremenskoj i prostornoj orijentaciji.** Navedeni poremecéaji toliko su
ozbiljni da ugrozavaju Zivot pojedinca na dnevnoj bazi.**® To¢an uzrok AD danas nije poznat,
ali povezuje se sa smréu ziv€anih stanica uslijed smanjene funkcije odredenih proteina koji

tvore plakove i ¢vorove te ometaju stani¢nu komunikaciju i transport.®

Takoder, primije¢eno
je da dolazi do deficijencije ACh zbog &ega je otezan prijenos signala.*®

Parkinsonova bolest je kroni¢na i progresivna bolest Zivéanog sustava.*’ Prate ju
degenerativne promjene sive tvari mozga §to za posljedicu ima simptome poput tremora,
rigidnosti u pokretu (bradikinezija), ukodenosti te abnormalnosti u drzanju tijela.*® Do 80 %
oboljelih od Parkinsonove bolesti pate od neke vrste poremecaja pamcenja koji se takoder
povezuje s deficitom ACh.*’

Glavna strategija u tretmanu navedenih bolesti u vidu ublazavanja simptoma je
inhibirati AChE kako bi se o¢uvala veéa koli¢ina prijenosnika signala.* U tu svrhu se koriste
inhibitori kolinesteraza — spojevi sa razli¢itim funkcionalnim skupinama kao sto su karbamati

i kvaterni ili tercijarni amini.* Za tretman pacijenata s Alzheimerovom i Parkinsonovom

boles¢u danas se od inhibitora AChE koriste donepezil, rivastigmin i galantamin.*> Donepezil
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je reverzibilni inhibitor i veZe se na periferno anionsko mjesto te uz smanjenje simptoma
bolesti, smanjuje i nastanak amiloidnih naslaga na neuronima (plakova).* Rivastigmin je
karbamatni inhibitor i kovalentno se veze za serin u aktivnom mjestu te uz AChE inhibira i
BChE. Galantamin je, za razliku od oba prethodno navedena, biljnog porijekla, a reverzibilno
se veze i na nikotinske receptore.* Iako u $irokoj uporabi, ovi lijekovi imaju nedostataka
poput raznih nuspojava te se stoga danas intenzivno provode istrazivanja i testiranja novih

spojeva kako bi se unaprijedio tretman pacijenata oboljelih od navedenih bolesti.**>°

2.2.2. Nikotinamid i njegovi derivati

Nikotinamid je vrlo vazan spoj u metabolizmu te je uz nikotinsku kiselinu oblik vitamina
B3.5152 Struktura nikotinamida sastoji se od piridinskog prstena koji na polozaju 3 u prstenu
ima amidnu skupinu. Inhibira NAD(+)-ADP-riboziltransferazu, histon-deacetilazu te ima
antioksidativno, antinflamatorno i neuroprotektivno djelovanje.>? Upravo to $iroko podrugje
djelovanja uzrok je ispitivanja djelovanja derivata nikotinamida kao lijekova za razne bolesti
ukljucuju¢i i Alzheimerovu bolest.>® Stoga je u ovom radu ispitano devet derivata
nikotinamida kao reverzibilnih inhibitora kolinesteraza te je ispitana njihova citotoksicnost

kao prvi stupanj procjene moguénosti uporabe nekog lijeka u Zivom organizmu.

2.3. lspitivanja i razvoj novog lijeka

Razvoj novih lijekova izuzetno je dug, mukotrpan i skup proces, a pocinje fazom istrazivanja
1 razvoja. Istrazivaci nove lijekove najcesc¢e otkriju pomocu novih spoznaja o mehanizmima
bolesti koje omogucuju dizajn spojeva koji bi mogli biti potencijalni lijekovi ili testiranjem
niza molekula kako bi se otkrili pozitivni u¢inci protiv neke bolesti.>* Spoj koji ée se razviti u
potencijalni lijek mora ispuniti niz kriterija da bude pogodan za odredenu metu te se nakon
karakterizacije i skupljanja dodatnih informacija mora utvrditi da potencijalni lijek nije
Stetan.>® Faza u kojoj se ispituje Stetnost tj. toksi¢nost potencijalnog lijeka naziva se
pretklinickom fazom, a dijeli se na in vivo i in vitro ispitivanja.®® Cilj ovih istrazivanja je
dobiti detaljnije informacije o toksi¢nosti i doziranju potencijalnog lijeka. U svrhu dobivanja
informacija o toksi¢nosti derivata nikotinamida kao potencijalnih lijekova u tretmanu

neurodegenerativnih bolesti ispitana je njihova citotoksi¢nost na dvije stani¢ne linije.
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§ 3. Eksperimentalni dio 12

§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Aktivnost kolinesteraza

3.1.1. Priprema pufera, supstrata i reagensa

Fosfatni pufer koncentracije 0,1 mmol dm= pripremljen je mijesanjem vodenih otopina
natrijeva hidrogenfosfata (Kemika, Zagreb) i natrijeva dihidrogenfosfata (Kemika, Zagreb) do
pH koji iznosi 7,4. Za umjeravanje koristen je pH metar SevenEasy pH s InLab® 413
elektrodom (Mettler-Toledo GmbH, Svicarska) koji je bazdaren standardnim otopinama
pufera pH 4,01 + 0,02, pH 7,00 + 0,02 i pH 9,21 + 0,02 (Mettler-Toledo GmbH, Svicarska).

U pokusima je kao supstrat kolinesteraza koriSten acetiltiokolin jodid (ATCh; Sigma-
Aldrich, SAD) te je pripremljena otopina ishodne koncentracije 20 mmol dm=, u vodi,
neposredno prije pokusa. Navedena otopina razrjedivana je destiliranom vodom za potrebe
pokusa, kako je opisano kasnije u tekstu.

Za detekciju produkta nastalog enzimskom hidrolizom ATCh koriStena je 5,5'-ditiobis-
2-nitro benzojeva kiselina (DTNB) (Sigma-Aldrich, SAD). Ishodna otopina navedenog
reagensa pripremana je otapanjem u fosfatnom puferu tako da je koncentracija iznosila 6
mmol dm=, a konaéna koncentracija DTNB-a u pokusima bila je 0,3 mmol dm=. Otopina je

¢uvana u hladnjaku na 4 °C.

3.1.2. Enzimski preparati

U pokusima su kao izvor humane AChE koristeni ljudski eritrociti pripremljeni izolacijom iz
heparinizirane krvi. Krv je dobivena od zdravih dobrovoljaca na Institutu za medicinska
istrazivanja 1 medicinu rada, Zagreb u skladu s eti¢kim propisima. Uzorci krvi centrifugirani
su 20 minuta na 2 500 okretaja u minuti te je nakon toga izdvojen supernatant — plazma.
Eritrociti su zatim nekoliko puta isprani fizioloSkom otopinom koja je nakon ispiranja bacena,
a uzorci su nadopunjeni fosfatnim puferom do pocetnog volumena pune krvi. Plazma

izolirana nakon centrifugiranja heparinizirane krvi koristena je kao izvor humane BChE.

Gabriela Lihtar Diplomski rad
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BChE je fenotipizirana u Jedinici za biokemiju i organsku analitiCku kemiju Instituta za
medicinska istrazivanja i medicinu rada prema standardnom protokolu i utvrden je standardni
fenotip (UU).>" Dobiveni eritrociti i plazma zamrznuti su do koristenja. AChE je za potrebe

pokusa razrjedivana 400 puta, a BChE 200 puta.

3.1.3. Derivati nikotinamida

Ispitan je wuéinak sljede¢ih derivata nikotinamida na ChE: 3-karbamoil-1-(4'-
klorfenacil)piridinijev bromid, 1-(4'-bromfenacil)-3-karbamoilpiridinijev bromid, 1-fenacil-3-
karbamoilpiridinijev  bromid, 3-karbamoil-1-(4'-metilfenacil)piridinijev  bromid, 1-(4'-
fluorfenacil)-3-karbamoilpiridinijev bromid, 1-(4'-fenilfenacil)-3-karbamoilpiridinijev
bromid, 3-karbamoil-1-(4'-metoksifenacil)piridinijev bromid, 3-karbamoil-1-(2'-
metoksifenacil)piridinijev bromid, 3-karbamoil-1-(4'-nitrofenacil)piridinijev bromid. ITUPAC
nazivi, struktura, molarna masa (M) te oznaka koriStena dalje u tekstu svakog ispitanog

derivata nikotinamida prikazana je u tablici 2.

Tablica 2. Struktura, oznaka, molarna masa (M) i IUPAC nazivi svih derivata nikotinamida

¢ije je djelovanje na kolinesteraze ispitano u ovom radu

OZNAKA

STRUKTURA IUPAC NAZIV M, / g mol*

SPOJA

\

CONH,
O/— Cl 3-karbamoil-1-(4'klorfenacil
1 NBr NA4-CI-FB -karbamoil-1-(4-klorfenacil) 355,62
piridinijev bromid

O

+

_~_CONH,

oo Br 1-(4'bromfenacil)-3-karbamoil
2 N'Br NA4-Br-Fg | 1(4-bromfenacil)-3-karbamoi
piridinijev bromid
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b CONH,
\KI|B_ CHs karbamoil-1-( Ifenacil)
r 3-karbamoil-1-(4'-metilfenaci
3 NA4-CH,-FB piridinijev bromid 335,20
. | CONH,
~ + _ H } A Cr e e g e
4 N Br NA4-H-FB 1-fenacil-3 kgigi]n;gll piridinijev 321.17
O
p | CONH,
5 \f{] Br NA2-OCHz- | 3-karbamoil-1-(2'-metoksifenacil) 351 20
FB piridinijev bromid ’
O OCH;
= CONH,
>+ | _ OCH3
6 N Br NA4-OCHz- | 3-karbamoil-1-(4'-metoksifenacil) 351 20
FB piridinijev bromid ’
O
= | CONH,
7 \ﬁ Br F NA4-F-EB 1-(4'-fluorfenacil)-3-karbamoil 339 16
piridinijev bromid ’
O
Z | CONH,
~ + N02 . . - .
NBr N 3-karbamoil-1-(4'-nitrofenacil)
8 NA4-NO--FB piridinijev bromid 366,17
O
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1-(4'-fenilfenacil)-3-karbamoil

NA4-Ph-FB piridinijev bromid

397,27

3.1.4. Aktivnost kolinesteraza

Aktivnost kolinesteraza praéena je metodom po Ellmanu®® koja ukljuéuje indirektno pracenje

enzimske aktivnosti. Indirektno pracenje enzimske aktivnosti podrazumijeva pracenje porasta

koncentracije produkta enzimske reakcije. Dakle, umjesto fizioloskog supstrata koriSten je

supstrat acetiltiokolin (ATCh) cija se struktura od acetilkolina razlikuje u jednom atomu tj.

jedan Kisikov atom acetilne skupine zamijenjen je atomom sumpora. Takav modificirani

supstrat u enzimskoj reakciji hidrolizira te pritom nastaje tiokolin i ocetna kiselina. Nastali

tiokolin reagira s tiolnim reagensom DTNB-om te nastaje produkt Zute boje ¢ija se koli¢ina

prati spektrofotometrijski. Kemijska vrsta koja je odgovorna za obojenje je anion 5-tio-2-

nitrobenzojeve kiseline (TNB anion). Opisane reakcije prikazane su na slici 6.

0
7/ ChE, H0 0 /
1) N , 112 + N
ATCh octena kiselina tiokolin
COO

+N/ S/©/ NO2 s
2) g~ f‘ + é = +
S OzN

tiokolin

; NO2 TNB anion

CoO

DTNB

+  oHr

coo

Slika 6. Prikaz reakcija Ellmanove metode: modificirani supstrat, ATCh, u enzimskoj reakciji

hidrolizira se na octenu Kiselinu i tiokilin (1) koji potom reagira s reagensom DTNB-om i daje

zuto obojeni TNB anion ¢ija se koncentracija prati spektrofotometrijski (2).
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Promjena apsorbancije pracena je na 412 nm za reakcije BChE, a za reakcije AChE pracena je
na 436 nm zbog prisutnosti hemoglobina a kako bi se umanjila pocetna vrijednost apsorbance.
Mjerenja su izvodena na uredaju CARY 300 (Varian Inc. Australija) s termostatiranim
kucéistem pri 25 °C. Koristene su kivete s optickim putem od 1 cm.

Aktivnost kolinesteraza u prisutnosti derivata nikotinamida izracunata je pomocu

Lambert-Beerove jednadZbe i zakonitosti:

Ac _ AA/ min-R
=" (1)
At &d

gdje je AA / min promjena apsorbancije u jedinici vremena, R je kona¢no razrjedenje enzima
(koje iznosi 400 puta za eritrocite tj. AChE i 200 puta za plazmu tj. BChE), ¢ je ekstinkcijski
molarni koeficijent koji iznosi 14 220 dm®mol~* cm™ pri 412 nm i 11 000 dm®mol~* cm™ kod
436 nm, a d se odnosi na duljinu opti¢kog puta. Promjena aktivnosti ChE u vremenu mjerenja

bila je linearna.

3.1.5. Reverzibilna inhibicija kolinesteraza derivatima nikotinamidima

Reverzibilna inhibicija kolinesteraza pra¢ena je mjerenjem promjene aktivnosti enzima u
prisutnosti inhibitora — derivata nikotinamida. Promjena aktivnosti kolinesteraza tj. promjena
brzine hidrolize supstrata mjerena je Ellmanovom metodom koja ukljucuje indirektno
pracenje tj. indirektnu kvantifikaciju i pracenje enzimske aktivnosti kako je opisano u
prethodnom poglavlju. Prilikom mjerenja reverzibilne inhibicije kolinesteraza odabrane su
najmanje Cetiri koncentracije supstrata, a pri svakoj koncentraciji supstrata mjerena je
inhibicija s najmanje tri razli¢ite koncentracije inhibitora, odabranih na nacin da se postotak
inhibicije nalazi u rasponu od 20 % do 80 %.

Pokusi su provedeni na mikrotitarskim ploc¢icama s 96 jazica reakcijskog volumena
300 pL, a reakcijska smjesa se sastojala od DTNB-a koncentracije 0,3 mmol dm-3, fosfatnog
pufera, enzima razrijedenog 400 puta ako se radilo o AChE tj. 200 puta ako se radilo o BChE
te testiranog spoja i supstrata u koncentracijskom rasponu. Mjerenje aktivnosti zapoceto je
dodatkom supstrata, a promjena aktivnosti pracena je dvije minute. Enzimska reakcija bez

dodanog inhibitora koriStena je kao kontrolna. Takoder, mjerena je reakcija samog supstrata
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(ATCh) i derivata nikotinamida kao neenzimska reakcija u vremenskom trajanju od dvadeset
minuta.

Iz dobivenih eksperimentalnih rezultata odredeni su sljede¢i kineticki parametri —
prividna konstanta inhibicije (Kiapp) 1 konstanta inhibicije (Ki). Vrijednosti navedenih

parametara odredene su pomoc¢u Hunter-Downsovog prikaza:

v; - [spoj]

Ki app = o —v; (2)

gdje je vi aktivnost enzima u prisutnosti derivata nikotinamida, vo aktivnost enzima u
odsutnosti derivata nikotinamida, a Kiapp predstavlja prividnu konstantu disocijacije
kompleksa enzim-inhibitor zbog toga $to je aktivnost enzima mjerena u prisutnosti supstrata,
[spoj] oznacCava koriStenu koncentraciju inhibitora. Pomocu jednadZzbe koja opisuje utjecaj
supstrata na vezanje inhibitora na enzim, izraCunate su stvarne konstante disocijacije

kompleksa enzim-inhibitor:

Ko, =K, +-5 ] ©

Ks u ovoj jednadzbi predstavlja konstantu disocijacije kompleksa enzim-supstrat, a K;
konstantu disocijacije kompleksa enzim-inhibitor, [S] oznafava koriStenu koncentraciju
supstrata.

Mjerenjem aktivnosti enzima pri razli¢itim koncentracijama derivata nikotinamida
dobivene su prividne konstante disocijacije kompleksa enzim-inhibitor koje su zatim
koriStene za konstruiranje pravca prema navedenoj jednadzbi te su na taj nacin grafickom
analizom dobivene prave konstante disocijacije kompleksa enzim-inhibitor.

Iz nagiba pravca u Hunter-Downs prikazu odreden je tip inhibicije. Naime, ako Kiapp
proporcionalno ovisi o koncentraciji supstrata rije¢ je o kompetitivnoj inhibiciji, dok
nekompetitivni tip inhibicije karakterizira izostanak ovisnosti Kiapp 0 koncentraciji supstrata

§to rezultira pravcem paralelnim s x-0Si.
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3.2. Ispitivanje citotoksi¢nosti spojeva

Za ispitivanje citotoksicnosti testiranih spojeva odabrane su Zzivcane stanice SH-SY5Y
(ECACC 94030304) jer su ciljno mjesto djelovanja inhibitora AChE i vrlo je bitno saznati
postoji li negativan ucinak testiranih derivata nikotinamida na razini stanice. Takoder,
citotoksi¢nost je ispitana i na bubreznim stanicama HEK 293 (ECACC 85120602) ¢ija je

primarna zadaca uklanjanje spojeva iz organizma.

3.2.1. Priprema medija za i uzgoj stanica

Medij za Ziv€ane stanice SH-SYSY pripremljen je u sterilnim uvjetima mijeSanjem DMEM
F12 medija (Sigma-Aldrich, Njemacka) (83 % u ukupnoj smjesi) u koji je prethodno dodan
glutamin (konaéna koncentracija 2 mmol dm™), fetalnog teleéeg seruma (Sigma-Aldrich,
Njemacka) (15 % u ukupnoj smyjesi, engl. FBS), neesencijalnih aminokiselina (Sigma-
Aldrich, Njemacka) (1 % u ukupnoj smjesi) i otopine antibiotika penicilin/streptomicin
(Sigma-Aldrich, Njemacka) (1 % u ukupnoj smjesi). Glutamin je sterilno filtriran prije
upotrebe.

Medij za bubrezne stanice HEK 293 pripremljen je mijeSanjem MEM medija (Sigma-
Aldrich, Njemacka) (88 % u ukupnoj smjesi) U Koji je prethodno dodan glutamin (konaéna
koncentracija 2 mmol dm3), fetalnog teleéeg seruma (Sigma-Aldrich, Njemacka) (10 % u
ukupnoj smjesi), neesencijalninh aminokiselina (Sigma-Aldrich, Njemacka) (1 % u ukupnoj
smjesi) i otopine antibiotika penicilin/streptomicin otopina (Sigma-Aldrich, Njemacka) (1 %
u ukupnoj smjesi). Glutamin je sterilno filtriran prije upotrebe. Svi mediji pripremljeni su

neposredno prije uzgoja tj. izvodenja pokusa.

3.2.2. Odmrzavanje i uzgoj stanica

Viala sa zamrznutim stanicama je iz spremnika s teku¢im dusikom stavljena u vodenu kupelj
na 37 °C na 1-3 minute da se stanice odmrznu. Potom su tehnikom kap po kap prepipetirane u
posudu za uzgoj stanica (engl. T-flask, Thermo Fischer Scientific Denmark) volumena 75 mL

zajedno sa prethodno pripravljenim i ugrijanim medijem (grijan u kupelji na 37 °C) te su
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stavljene u inkubator na 37 °C uz 5 % CO>. Rast stanica pracen je svakodnevno, a medij

zamijenjen svaka dva dana. Obje stani¢ne linije rastu kao adherirane na podlozi.

3.2.3. Odredivanje broja stanica

Nakon §to su stanice dosegle ~80 % konfluentnosti, medij je uklonjen aspiratorom, a stanice
su jednom isprane PBS-om (1x). PBS pufer je pripremljen otapanjem 0,26 grama KH2PQg,
42,7 g NaoHPO4-7H20 i 8,71 g NaCl u destiliranoj vodi, a nakon toga mu je pH podeSen na
7,4. Kako bi se stanice odvojile od dna posude za uzgoj, stanicama je dodana 0,25 %-tna
otopina tripsin/ EDTA (Sigma-Aldrich, USA), te je sve zajedno stavljeno u inkubator na 37
°C na 2-3 minute. Nakon odvajanja stanica dodan im je odgovaraju¢i kompletni medij kako bi
se inaktiviralo djelovanje tripsina. U plasti¢cnu mikroepruvetu na 20 pL suspenzije stanica
dodano je 20 pL otopine tripan plavo. 10 pL smjese je otpipetirano na plasticnu plocicu za
brojanje TC10/20 te je ista umetnuta u uredaj TC20™ Automated Cell Counter (BioRad,
SAD), nakon ¢ega uredaj automatski broji stanice i1 rezultat prikazuje kao broj stanica po
mililitru, kao i postotak Zivih stanica. Stanice su zatim u Zeljenoj koncentraciji (1x10° mol

dm~>) nasadene na mikrotitarske plo¢ice za pokus.

3.2.4. IzlozZenost stanica derivatima nikotinamida

Svi testirani spojevi otopljeni su u dimetil sulfoksidu (DMSO), a ishodna koncentracija
svakog od njih iznosila je 100 mmol dm~3. Spojevi su dalje otapani u stani¢énom mediju te su
pripremljene zasebne mikrotitarske plocice s 96 jazica odgovarajucih testnih koncentracija.
Testirano je osam koncentracija svakog spoja u rasponu od 6,25 - 800 umol dm=3. U prvi
vodoravni red jazica pipetirano je po 260 pL spoja u mediju tako da je finalna koncentracija
spoja 800 umol dm3. U ostale jaZice pipetirano je po 130 uL medija te su radena serijska
razrjedenja 1:2 viSekanalnom pipetom do finalnih koncentracija. Tako pripremljenih otopina
prepipetirano je 120 pL na pripremljenu plocicu sa stanicama (kojima je prethodno maknut

medij u kojem su rasle). Netretirane stanice su koristene kao kontrola. Djelovanje derivata
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nikotinamida na ziv€ane i1 bubrezne stanice ispitano je nakon izlozenosti od 24 sata, na 37 °C

uz 5 % CO:..

3.2.5. Kvantifikacija ucinka testiranih spojeva na stanice

Djelovanje testiranih spojeva na stanice odredeno je pra¢enjem promjene vijabilnosti u
prisutnosti spojeva u rasponu koncentracija od 800 umol dm= do 6,25 umol dm3. Vijabilnost
stanica odredena je pomocu tzv. kolorimetrijskog MTS testa koji se temelji na sposobnosti
metaboli¢ki aktivnih stanica da NAD(P)-H ovisnim dehidrogenazama reduciraju MTS
reagens ((3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolijeva sol)) do formazonskog produkta (slika 7). Nastali produkt moguce je detektirati
sprektrofotometrijski na valnoj duljini od 490 nm pri ¢emu je apsorbancija proporcionalna

broju Zivih stanica.

OCH,COOH

OCH2COOH
@/503 NAD{P)H-ovisne dehidrogenaze S03
N o 3
Z N N‘N/O/
’ ‘e
N=N+
S Nep'
N_z i 5
N\{}‘
MTS Formazanski produkt

Slika 7. Shematski prikaz reakcije na kojoj se temelji MTS-test: metabolic¢ki aktivne stanice
pomoc¢u NAD(P)H-ovisnih dehidrogenaza reduciraju MTS do formazanskog produkta koji se

detektira spektrofotometrijski.

Nakon izloZenosti stanica spojevima 24 sata, sa stanica je maknut medij te su jednom isprane
sa 150 uL PBS-a. Zatim im je dodano 100 pL odgovaraju¢eg medija i 20 pL otopine MTS
reagensa. Za test je koriSten MTS reagens kupljen od tvrtke Promega Ltd. koji je za pokus
pripremljen prema protokolu proizvodaca. Naime, MTS reagens je pripremljen otapanjem u
PBS-u, te mu je pH podeSen na 6,48 pomocu otopine klorovodi¢ne kiseline te je sterilno

profiltriran (0,2 um) u sterilnu bocicu kako bi bio pogodan za rad sa stanicama. Za
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umjeravanje pH koristen je pH metar SevenEasy pH s InLab® 413 elektrodom (Mettler-
Toledo GmbH, Svicarska). Prije tretiranja stanica dodan mu je fenazinmetasulfat (PMS) u
odgovaraju¢em omjeru ((V(MTS):V(PMS)=20:1).

Nakon §to je stanicama dodan ¢isti medij i MTS reagens, mikrotitarska plocica sa
stanicama je inkubirana na 37 °C uz 5 % CO2 od 1 do 4 sata, ovisno 0 razvoju boje.
Apsorbancija je izmjerena na valnoj duljini od 490 nm na c¢itacu mikrotitarskih plocica
Infinite M200OPRO (Tecan Austria, Austrija).

Pokus u duplikatu je ponovljen tri puta za svaki spoj i svaku liniju stanica. Prema
dobivenim vrijednostima nacrtana je logaritamska ovisnost koncentracije spoja i postotka
inhibicije rasta stanica. Grafickom analizom pomocu definiranih jednadzbi programom
GraphPad Prism, rezultati su izrazeni kao ICso vrijednosti odnosno koncentracija spoja kod
koje je rast stanica inhibiran 50 %.

_ (Ymax—Ymin)
Y = Ymin + 1+10((LogICso—x)+HillSlope)) (4)

Gdje Su Ymin | Ymax minimalni i maksimalni odreden postotak inhibicije, X je logaritamska
vrijednost koriStene koncentracije testiranog spoja, a ,,HillSlope* je parametar koji opisuje

strmost krivulje i za izracun je koriStena njegova vrijednost 1,0.

3.3. Analiza rezultata i statistika

Obrada rezultata, srednje vrijednosti (+ standardne devijacije (SD) ili standardne pogreske
(SE)), racuni i grafovi izradeni su pomocu odgovarajucih statistickih paketa Microsoft Excel i

GraphPad Prism programa (verzija 6.01).
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§4. REZULTATI | RASPRAVA

U svrhu ispitivanja utjecaja derivata nikotinamida na aktivnost acetilkolinesteraze i
butirilkolinesteraze odredene su konstante inhibicije spomenutih enzima, a s ciljem procjene
njihovog potencijala da se istrazuju kao lijekovi u terapiji neurodegenerativnih bolesti. Uz to
je ispitana i njihova toksi¢nost na dvije stani¢ne linije — ziv€ane stanice SH-SYSY i bubrezne

stanice — HEK 239.

4.1. Reverzibilna inhibicija ljudske acetilkolinesteraze

Mjerenjem promjene aktivnosti acetilkolinesteraze u prisutnosti derivata nikotinamida
odreden je njihov potencijal da se koriste kao inhibitori ovog enzima. Na slikama 8.-10.
nalaze se Hunter-Downs prikazi reverzibilne inhibicije za testirane spojeve NA4-CHs-FB,
NA4-F-FB, NA4-CI-FB, NA4-Br-FB, NA4-H-FB, NA4-OCH3-FB, NA4-NO2-FB, NA2-
OCHzs-FB i NA4-Ph-FB, dobiveni iz eksperimentalnih podataka, a prikazani kao srednja
vrijednost iz najmanje tri neovisna eksperimenta. Testirani spojevi predstavljaju strukturno
povezanu seriju koja se razlikuje samo u strukturi bo¢nog ogranka. Iz grafa ovisnosti prividne
konstante inhibicije o razli¢itim koncentracijama supstrata odredene su vrijednosti konstante
disocijacije kompleksa enzim-inhibitor Ki (koja se o€itava kao sjeciste pravca sa y-0Si) i Ks
vrijednosti odnosno konstante disocijacije kompleksa enzim-supstrat (koja se ocitava kao
sjeciste pravca s x-0si). Vrijednosti navedenih konstanti sumirane su u tablici 3. uz koje je

naznacen 1 koriSten raspon koncentracija derivata nikotinamida i supstrata u pokusima.
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Slika 8. Ovisnost prividne konstante inhibicije AChE, Kiapp 0 koncentraciji supstrata ATCh
za spojeve NA4-CHs-FB, NA4-F-FB i NA4-CI-FB. Tocke prikazuju srednje vrijednosti
dobivene iz najmanje 3 pokusa (+ SD). Konstante inhibicije Ki i Ks izracunate su graficki kao

odsjecci pravca na y- 0dnosno x-osi prema jednadzbi (3).
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Slika 9. Ovisnost prividne konstante inhibicije AChE, Kiapp 0 koncentraciji supstrata ATCh
za spojeve NA4-Br-FB, NA4-H-FB i NA4-OCHzs-FB. Tocke prikazuju srednje vrijednosti
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dobivene iz najmanje 3 pokusa (+ SD). Konstante inhibicije Ki i Ks izracunate su graficki kao

odsjecci pravca na y- 0dnosno X-osi prema jednadzbi (3).
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Slika 10. Ovisnost prividne konstante inhibicije AChE, Kiapp 0 koncentraciji supstrata ATCh
za spojeve NA4-NO2-FB, NA2-OCHs-FB i NA4-Ph-FB. Tocke prikazuju srednje vrijednosti
dobivene iz najmanje 3 pokusa (+ SD). Konstante inhibicije Ki i Ks izracunate su graficki kao

odsjecci pravca na y- 0dnosno x-osi prema jednadzbi (3).
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Tablica 3. Odredene vrijednosti konstanti inhibicije K; i konstanti disocijacije AChE-supstrat
kompleksa Ks uz naznacene raspone koncentracija derivata nikotinamida i supstrata ATCh

koristenih u pokusima.

Spoj c(spoj) / wmol dm®  c(ATCh) / mmol dm® ':m(:l flgl),ﬁ mmgls ém,s
NA4-CHa-FB 10-80 0,1-0,5 425+ 123 0,27
NA4-Br-FB 30-100 0,1-0,5 1144257 0,16
NA4-NO,-FB 50-130 0,1-0,5 38,5+ 4,70 0,35
NA4-F-FB 100-170 0,1-0,5 85,0+15,2 0,3
NA4-H-FB 100-170 0,1-0,5 79,3+11,4 0,33
NA4-OCHs-FB 70-150 0,1-0,5 18,4 +2,09 0,87
NA4-CI-FB 70-150 0,1-0,5 32,8 +4,89 0,49
NA4-Ph-FB 5-80 0,1-0,5 3,46 £0,22 0,49
NA2-OCHs-FB 30-130 0,1-0,5 26,4 + 3,51 333

Svi testirani derivati nikotinamida reverzibilno su inhibirali acetilkolinesterazu, medutim
jacina ucinka bila je razliita ovisno o prisutnom supstituentu na bo¢nom prstenu, te je
varirala od 3,46 — 85 umol dm™. 1z slika 9.-11., te prema odredenoj vrijednosti Ks, tip
inhibicije acetilkolinesteraze za dane derivate nikotinamida moze se generalno opisati kao
mjeSoviti tip inhibicije s time da spojevi NA4-OCHs-FB i NA2-OCH3-FB vise naginju
nekompetitivnoj inhibiciji zbog vrlo malog koeficijenta smjera prema Hunter-Downs prikazu.
To znaci da se testirani spojevi mogu smjestiti u aktivno mjesto enzima neovisno o tome da li
je supstrat ve¢ prisutan ili ne, ili se u sluc¢aju nekompetitivne inhibicije vezu na neko drugo
mjesto na enzimu. Ovakav mjeSoviti tip inhibicije uobi¢ajen je zbog specifi¢ne grade aktivnog
mijesta kolinesteraza.'1338

Kao najjaci inhibitor moze se izdvojiti NA4-Ph-FB s konstantom inhibicije od 3,46
umol dm= $to upuéuje da on u aktivnom mjestu enzima uspostavlja najjade interakcije s
aminokiselinskim ostacima. Sli¢an, ali nesto slabiji ufinak pokazuje i NA4-CH3-FB koji
umjesto fenilnog supstituenta na polozaju 4 u molekuli ima metilnu skupinu. Ovakav rezultat
ukazuje kako dodatni prsten sigurno doprinosi, ali nije presudan za dizajn ucinkovitog
inhibitora AChE. Kao najslabiji inhibitori pokazali su se spojevi NA4-F-FB i NA4-H-FB s
brojcano najve¢im konstantama inhibicije.

Nadalje, usporedujuc¢i konstante inhibicije spojeva s atomom fluora-F, klora-Cl i
broma-Br na polozaju 4 boc¢nog prstena vidljivo je da postoji trend koji slijedi polozaj tih

atoma u skupini periodnog sustava elemenata. Pove¢anjem veli¢ine atoma u skupini, afinitet
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acetilkolinesteraze za spoj (1/K;) raste. Tako, prema spoju NA4-Br-FB acetilkolinesteraza
pokazuje najveci afinitet te je njegova konstanta inhibicije za 2,9 puta manja od one za spoj
NA4-CI-FB koji pak ima za 2,6 puta manju konstantu inhibicije od spoja NA4-F-FB. Slican
ucinak pokazali su u prethodnom istrazivanju i derivati piridoksal-oksima sli¢ne strukture
ovdje testiranim spojevima i s jednakim funkcionalnim skupinama.®® No, iako derivati
piridoksal-oksima slijede isti trend, derivati nikotinamida bez oksimske skupine pokazali su
se ovdje kao bolji inhibitori AChE.

Promjena polozaja metoksi skupine s poloZaja 4 na poloZaj 2 na benzenskom prstenu
uzrokovala je povecanje konstante inhibicije za 0,7 puta 1 smanjenje afiniteta enzima za
inhibitor. Zamjena metilne skupine na poloZaju 4 unutar molekule sa elektronima bogatijom
nitro skupinom takoder je uzrokovala porast konstante inhibicije i smanjenje afiniteta enzima.
Jednak uginak ovome pokazali su i derivati piridoksal-oksima®®, medutim i u ovom slu¢aju
oni slabije inhibiraju AChE.

Uzevsi sve u obzir moze se zaklju€iti kako dobiveni rezultati predstavljaju dobru
osnovu za daljnji razvoj inhibitora acetilkolinesteraze baziranih na nikotinamidu buduéi da
odredene konstante inhibicije svrstavaju ove spojeve unutar podrucja dosadasnjih istrazivanja
novih lijekova koji se koriste u otklanjanju simptoma neurodegenerativnih bolesti 45661
Medutim, valja napomenuti kako danas odobreni lijek donepezil ima K; vrijednosti od 0,0043

umol dm™3 $to ga ¢ini 1000 puta jadim inhibitorom od npr. ovdje testiranog NA4-Ph-FB.*®

4.2. Reverzibilna inhibicija ljudske butirilkolinesteraze

Rezultati eksperimenata reverzibilne inhibicije butirilkolinesteraze derivatima nikotinamida
prikazani su na slikama 11.-13. i to na slici 11. nalaze se Hunter-Downs prikazi reverzibilne
inhibicije za spojeve NA4-CHsz-FB, NA4-F-FB i NA4-CI-FB, na slici 12. su prikazi
reverzibilne inhibicije za spojeve NA4-Br-FB, NA4-H-FB i NA4-OCHs-FB, a na slici 13.
prikazi reverzibilne inhibicije za spojeve NA4-NO2-FB, NA2-OCHz-FB i NA4-Ph-FB. 1z
grafa ovisnosti prividne konstante inhibicije o razli¢itim koncentracijama supstrata odredene
su konstante inhibicije Ki i konstante disocijacije enzim-supstrat kompleksa Ks te su iste
sumirane u tablici 4. gdje su navedeni i rasponi koncentracija enzima i derivata nikotinamida

koriStenih u ovim eksperimentima.
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Slika 11. Ovisnost prividne konstante inhibicije BChE, Kiapp 0 koncentraciji supstrata ATCh
za spojeve NA4-CHs-FB, NA4-F-FB i NA4-CI-FB. Tocke prikazuju srednje vrijednosti
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dobivene iz najmanje 3 pokusa (+ SD). Konstante inhibicije Ki i Ks izracunate su graficki kao

odsjecci pravca na y- 0dnosno x-osi prema jednadzbi (3).
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Slika 12. Ovisnost prividne konstante inhibicije BChE, Kiapp 0 koncentraciji supstrata ATCh
za spojeve NA4-Br-FB, NA4-H-FB i NA4-OCHzs-FB. Tocke prikazuju srednje vrijednosti

dobivene iz najmanje 3 pokusa (+ SD). Konstante inhibicije Ki i Ks izracunate su graficki kao

odsjecci pravca na y- 0dnosno x-osi prema jednadzbi (3).
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Slika 13. Ovisnost prividne konstante inhibicije BChE, Kiapp 0 koncentraciji supstrata ATCh
za spojeve NA4-NO2-FB, NA2-OCHs-FB i NA4-Ph-FB. Tocke prikazuju srednje vrijednosti

dobivene iz najmanje 3 pokusa (+ SD). Konstante inhibicije Ki i Ks izracunate su graficki kao

odsjecci pravca na y- 0dnosno x-osi prema jednadzbi (3).
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Tablica 4. Odredene vrijednosti konstanti inhibicije Ki i konstanti disocijacije BChE-supstrat
kompleksa Ks uz naznacene raspone koncentracija derivata nikotinamida i supstrata ATCh

koristenih u pokusima.

Spoj c(spoj) / umol dm®  c(ATCh) / mmol dm’® Enfjlsd[r?! mmg;ém_s

NA4-CH;-FB 30-400 0,1-0,5 228+ 27.0 0,62
NA4-Br-FB 30-130 0,1-0,5 47,0 £ 15,1 0,14
NA4-NO-FB 70-400 0,1-0,5 145+ 23,8 0,18
NA4-F-FB 100-1000 0,1-0,5 595 = 72,7 0,15
NA4-H-FB 100-700 0,1-0,5 230+ 19,6 0,20
NA4-OCH;-FB 70-400 0,1-0,5 216+ 30.8 0,21
NA4-CI-FB 50-600 0,1-0,5 224 + 23,0 0,27
NA4-Ph-FB 5-15 0,1-0,5 7,97+ 1,42 0,52
NA2-OCH;-FB 30-400 0,1-0,5 180 £ 17.9 0,26

Svi testirani derivati nikotinamida reverzibilno su inhibirali butirilkolinesterazu u
koncentracijskom rasponu od 7,97 do 594,9 umol dm=. Jednako kao i kod acetilkolinesteraze
inhibicija je ovisila o supstituentu na bo¢nom prstenu te se i u ovom slucaju prema odredenim
Ks vrijednostima pokazala kao inhibicija mjeSovitog tipa. Kao najjaci inhibitor
butirilkolinesteraze pokazao se kao i za acetilkolinesterazu spoj NA4-Ph-FB dok je spoj NA4-
F-FB s najve¢om konstantom inhibicije najslabiji inhibitor butirilkolinesteraze iz ove grupe
spojeva.

Nadalje, ukoliko se i ovdje usporede konstante inhibicije spojeva s atomom fluora-F,
klora-Cl i broma-Br na polozaju 4 unutar molekula, vidljivo je da se konstante inhibicije
smanjuju tj. spoj postaje ucinkovitiji inhibitor §to je atom veci. Spoj NA4-F-FB ima 2,65 puta
vecu konstantu inhibicije od spoja NA4-CI-FB, a njegov ekvivalent s atomom broma ima ¢ak
4,8 puta jacu konstantu inhibicije. Ovakvo povecanje afiniteta upucuje da veci atom broma
uspjesnije ostvaruje interakcije u aktivnom mjestu. Derivati sli¢nih piridoksal-oksima s
halogenim atomima na istim polozajima u molekuli, slijede 1 za butirilkolinesterazu isti
trend®®, no povecanje afiniteta uslijed povecanja radijusa halogenog atoma izraZenije je kod
analoga bez oksimske skupine.

Usporedujuci konstante inhibicije spojeva NA4-OCH3-FB i NA2-OCHs-FB uocljivo
je da promjena polozaja metoksi skupine s polozaja 4 na polozaj 2 u molekuli uzrokuje
povecanje afiniteta za spoj 1 smanjenje konstante inhibicije za 1,2 puta. Zamjena metilne

skupine u spoju NA4-CHs-FB s elektronima bogatijom nitro-skupinom rezultira povecanjem
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konstante inhibicije za 1,6 puta $to upucéuje da elektronima bogata nitro-skupina efektivnije
ostvaruje interakcije s aminokiselinskim ostacima u aktivhom mjestu ¢ime se postize bolja
inhibicija butirilkolinesteraze. Obje navedene promjene u afinitetu uzrokovane promjenom
funkcionalne skupine primijecene su i kod derivata piridoksal-oksima.*

Medutim, iako su svi testirani derivati nikotinamida inhibirali butirilkolinesterazu iz
tablice 4. vidljivo je da su konstante inhibicije butirilkolinesteraze broj¢ano znatno vece od
konstanti inhibicije acetilkolinesteraze uz izuzetak spojeva NA4-F-FB i NA4-Ph-FB. Omjer
konstanti inhibicije acetil- i butirilkolinesteraze dan je u tablici 5. Prema rezultatima je
vidljivo da su testirani spojevi selektivniji za acetilkolinesterazu.

Ukoliko se promotri wucinak koji promjena strukture ima na inhibiciju
acetilkolinesteraze u odnosu na butirilkolinesterazu vidljivo je da zamjena metilne skupine
nitro-skupinom ima drugaciji efekt kod acetilkolinesteraze nego kod butirilkolinesteraze §to bi
moglo znaciti da se uspostavljaju drugacije interakcije u aktivnom mjestu tih enzima. Time se
potvrduje i razlika u samoj gradi aktivnih mjesta.

lako lijekovi koji se koriste u tretmanu neurodegenerativnih bolesti poput
etopropazina, donepezila, takrina i galantamina isto kao i kod AChE obuhvacaju Siroko
podruéje konstanti inhibicije®®®3, dobivene vrijednosti u slu¢aju derivata nikotinamida ne
isticu potencijal ovih spojeva za daljnji razvoj specifi¢nih inhibitora butirilkolinesteraze

izuzev spoja NA4-Ph-FB.

Tablica 5. Selektivnost kolinesteraza prema derivatima nikotinamida izraZena u obliku omjera
konstanti inhibicije Ki za AChE i BChE.

Spoj Ki (BChE)/K; (AChE)
NA4-CH;-FB 53,6
NA4-Br-FB 4,12
NA4-NO,-FB 3,76
NA4-F-FB 7,00
NA4-H-FB 2,90
NA4-OCHs-FB 11,7
NA4-CI-FB 6,83
NA4-Ph-FB 2,30
NA2-OCH;-FB 6,81
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4.3. Ispitivanje citotoksi¢nosti na odabranim stani¢nim linijama

Rezultati ispitivanja citotoksi¢nosti na dvije stani¢ne linije SH-SYSY (ziv€ane stanice) i HEK
239 (bubrezne stanice) prikazani su na Slikama 14., 15. i 16. Iz dobivenih krivulja
logaritamske ovisnosti koncentracije testiranih spojeva i postotaka inhibicije odredene su ICsg
vrijednosti sumirane u tablici 6.

Od svih testiranih derivata nikotinamida na stani¢noj liniji SH-SY5Y samo su spojevi
NA4-Br-FB, NA4-NO2-FB | NA4-Ph-FB pokazali toksi¢nost u testiranom koncentracijskom
rasponu do 800 umol dm3, dok ostali spojevi u testiranom koncentracijskom podruéju nisu
vrijednost iznosi 210,2 + 4,5 pmol dm™3. Od testiranih spojeva s halogenim atomima vezanim
za benzenski prsten samo je spoj s bromom na poloZaju 4 pokazao toksicnost. Dodatak
metilne skupine na benzenski prsten (NA4-CH3z-FB) nije imao utjecaja na toksi¢nost, a
takoder niti razliCiti polozaji metoksi skupine. Medutim, dodatkom fenila na benzenski prsten
spoj postaje toksi¢an za zivéane stanice s ICso vrijednosti od 276,2 + 1,1 pmol dm™ kao i spoj
NA4-NO»-FB. Stanice bubrega HEK 293 pokazale su se osjetljivije na derivate nikotinamida.
Na ovoj stani¢noj liniji, uz spojeve koji su se pokazali toksi¢nima na ziv€anim stanicama, jos$
je i spoj NA-CI-FB pokazao toksi¢nost. U istom koncentracijskom rasponu kao i na ziv¢éanim
stanicama, spojevi NA4-CI-FB i NA4-Br-FB imali su I1Cso vrijednost od 79,4 umol dm™ §to
je oko 6 puta jaca toksi¢nost za ove stanice. Nadalje, dodatak metilne skupine na benzenski
prsten nije utjecao na toksi¢nost, ali dodatak fenila na isti polozaj izaziva toksicnost kao Sto je
bio slu¢aj i sa zivéanim stanicama. Promjena polozaja metoksi skupine te zamjena metilne
skupine siromasne elektronima s nitro-skupinom imala je isti u¢inak kao i na ziv€anim
stanicama, ali je u ovom sluaju zamjena metilne s nitro-skupinom rezultirala ve¢om
toksi¢noscu.

lako su neki od testiranih derivata nikotinamida pokazali toksi¢nost, mehanizam kojim
utjecu na stanicu nije poznat i trebao bi biti dodatno razjasnjen u daljnjim istraZivanjima.
Valja napomenuti kako odredene ICso vrijednosti ne svrstavaju ove spojeve u visokotoksic¢ne
te ista nije prepreka za daljnji razvoj ovih spojeva kao potencijalnih lijekova.®* Takoder,
koncentracija kod koje je vidljiva toksi¢nost NA4-Ph-FB kao najucinkovitijeg inhibitora obje
kolinesteraze znatno je viSa od one potrebne za inhibiciju enzima prema odredenoj Ki

vrijednosti.
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Slika 14. Ovisnosti koncentracije i citotoksi¢nosti (izrazene kao postotak inhibicije rasta

zivéanih SH-SYS5Y i bubreznih HEK 293 stanica) iz kojih su odredene ICsg vrijednosti za

spojeve NA4-CH3-FB, NA4-

F-FB i NA4-CI-FB. Svaka tocka predstavlja srednju vrijednost

tri nezavisna pokusa (+ SD).
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Slika 15. Ovisnosti koncentracije i citotoksi¢nosti (izrazene kao postotak inhibicije rasta
zivéanih SH-SY5Y i bubreznih HEK 293 stanica) iz kojih su odredene 1Cso vrijednosti za
spojeve NA4-Br-FB, NA4-H-FB i NA4-OCHs-FB. Svaka tocka predstavlja srednju vrijednost

tri nezavisna pokusa (+ SD).
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Slika 16. Ovisnosti koncentracije i citotoksi¢nosti (izrazene kao postotak inhibicije rasta
ziv€anih SH-SYS5Y i bubreznih HEK 293 stanica) iz kojih su odredene ICsg vrijednosti za
spojeve NA4-NO2-FB, NA2-OCHs-FB i NA4-Ph-FB. Svaka tocka predstavlja srednju

vrijednost tri nezavisna pokusa (+ SD).
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Tablica 6. ICso vrijednosti izracunate iz krivulja logaritamskih ovisnosti koncentracije

testiranih spojeva i postotaka inhibicije.

Spoj SH-SY5Y . HEK 293 S
ICs0 = SE (umol dm™) ICs0 = SE (umol dm™)
NA4-H-FB > 800 <800
NA4-F-FB > 800 > 800
NA4-CI-FB <800 79,4 +1,2
NA4-Br-FB 501,2+1,8 794 +1,1
NA4-NO.-FB 210,2+£4,5 465,7+1,3
NA4-CHs-FB > 800 <800
NA4-OCHs-FB > 800 > 800
NA4-Ph-FB 276,2 + 1,1 172,1+1,3
NA2-OCHs-FB > 800 > 800
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§ 5. ZAKLJUCAK

Svi testirani derivati nikotinamida reverzibilno su inhibirali obje Kkolinesteraze u
mikromolarnom podrucju, a jaCina ucinka ovisila je o prisutnom supstituentu na bocnom
prstenu molekule. Medutim, prema omjeru konstanti inhibicije Ki moZe se zakljuciti kako su
derivati nikotinamida selektivniji inhibitori za AChE.

NajizraZeniji utjecaj na konstantu inhibicije kod obje kolinesteraze imala je promjena
supstituenta na polozaju 4 bo¢nog prstena molekule u nizu -F, -Cl, -Br ili dodatak fenilnog
prstena. Povecanjem veli¢ine supstituenta u ovoj skupini, afinitet kolinesteraza za spoj (1/K)
znacajno raste.

Kao najjaci inhibitor obje kolinesteraze izdvojen je spoj NA4-Ph-FB s konstantom
inhibicije od 3,46 pmol dm= za AChE odnosno 7,97 pmol dm= za BChE. Ovakav rezultat
ukazuje na specifi¢nosti aktivnih mjesta i kako dodatni aromatski prsten u strukturi inhibitora
znacajno doprinosi vezanju te ova struktura predstavlja pocetnicu za daljnji dizajn u¢inkovitih
inhibitora.

Tri testirana derivata nikotinamida, NA4-Br-FB, NA4-NO2-FB i NA4-Ph-FB, pokazala su
citotoksicni ucinak na obje stani¢ne linije u testiranom koncentracijskom rasponu do 800
pmol dm~3, medutim odredena ICso vrijednost posebice u slu¢aju najucinkovitijeg inhibitora
kolinesteraza (170-270 umol dm™3) ne svrstava ove spojeve u visokotoksi¢ne.

Uzevsi sve u obzir moze se zakljuciti kako dobiveni rezultati predstavljaju dobru osnovu
za daljnji razvoj inhibitora baziranih na nikotinamidu s naglaskom na AChE, budu¢i da
odredene konstante inhibicije svrstavaju ove spojeve unutar podrucja dosadasnjih istrazivanja

novih lijekova koji se koriste u otklanjanju simptoma neurodegenerativnih bolesti.
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