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Povzetek

Alzheimerjeva bolezen je kroni¢na napredujo¢a nevrodegenerativna bolezen in je
najpogostejsi vzrok za demenco. Za bolezen je znacilno slabSanje spoznavnih funkcij, od
zaCetne pozabljivosti, neurejenosti, nemirnosti in motenj v presoji, do znacilne izgube
spomina za nedavne dogodke, dezorientiranosti v ¢asu in prostoru ter popolne
nesposobnosti skrbeti zase.

Patogenezo bolezni razlagajo Stevilne hipoteze, med njimi je najbolj izpostavljena
holinergi¢na hipoteza, ki simptome bolezni pripisuje pomanjkanju zivénega prenasSalca
acetilholina v sinapsah nevronov. Med bolj znane hipoteze spadajo tudi amiloidna
hipoteza, hipoteza kovinskih ionov ter hipoteza oksidativnega stresa.

Trenutna terapija temelji na simptomatskem zdravljenju in le za¢asno izboljsa simptome
bolezni, nima pa vpliva na napredovanje bolezni. Raziskovalci so zato ubrali nov pristop v
iskanju ucinkovin — iskanje ucinkovin z multiplim delovanjem. Nove potencialne
ucinkovine bi zdruzevale simptomatsko in vzro¢no zdravljenje, saj bi v idealnem primeru
vplivale na vecje Stevilo mehanizmov bolezni.

V okviru magistrske naloge smo preucevali 1,3-substituirane piperidinske zaviralce
butirilholin esteraze, katere aktivnost se poveca v poznejsi fazi bolezni in nadomesti
acetilholin esterazo pri zniZzevanju ravni acetilholina v mozganih. Modifikacije strukture so
bile nacrtovane z namenom doseganja multiplega delovanja, ki smo ga nato vrednotili z
razlicnimi metodami.

Ellmanovo metodo smo uporabili za vrednotenje zaviranja butirilholin esteraze.
Antioksidativne lastnosti smo ugotavljali z DPPH testom, z askorbatnim testom in testom
kelacije pa smo dokazali nastanek kompleksov med spojinami in kovinskimi ioni ter
redoks aktivnosti takSnih kompleksov.

Rezultati testov so pokazali, da je z vidika hkratnega zaviranja aktivnosti butirilholin
esteraze, antioksidativnega in kelacijskega delovanja najbolj u¢inkovita spojina 2. Za bolj
natanéno okarakterizacijo spojin, bi morali ponoviti Tioflavin T test, s katerim bi bolj
natan¢no opredelili Se sposobnost spojin za zaviranje spontane agregacije p-amiloida.
Kljuéne besede: Alzheimerjeva bolezen, butirilholin esteraza, zaviralci butirilholin

esteraze z multiplim delovanjem, 1,3-substituirani piperidini
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Abstract

The Alzheimer's disease is a chronic progressive neurodegenerative disorder and it is
the most common cause of dementia. The disease is characterised by decreased cognitive
functions, starting with forgetfulness, untidiness, restlessness and a deficient judgment,
exacerbating to the typical loss of memory for recent events, temporal and spatial
disorientation, and finally, in the late stages, to complete inability to take care for yourself.

The pathogenesis of the disease is described in several hypotheses. Common
cholinergic hypothesis claims that the symptoms of the disease appear due to the
deficiency in levels of acethylcholine, the neurotransmitter in cholinergic synapses. Other
well konwn hypotheses are amyloid hypothesis, metal ion hypothesis and oxidative stress
hypotesis.

The current therapy is based on a symptomatic treatment. It only temporarily improves the
disease symptoms and does not have any impact on the disease progression. A new
approach has therefore been adopted in the quest for new disease-modifying molecules —
searching for multifunctional ligands. Such molecules would ideally combine both
symptomatic and causal treatment and would be active against several processes in the
disease development and progression.

The subject of this master thesis are 1,3-substituted piperidines, butyrylcholinesterase
inhibitors. The activity of the enzyme rises in later stages of the disease and replaces
acetylcholinesterase in lowering acetylcholin levels in brains. Modifications of the parent
structures have been planned to obtain potential multifunctional entities, which we have
evaluated with several methods.

Ellman's method was used to determine the inhibitory activity of the compounds against
butyrylcholinesterase. We assessed the antioxidative features with the DPPH test, and
defined the formation and features of the complexes between the compounds and metal
ions with chelation test. Redox activity of the formed complexes was also investigated
using ascorbate assay.

Compound 2 is the most effective in terms of simultaneous butyrylcholinesterase inhibiton,
antioxidative and chelating activity. For further evaluation of multifunctional properties,
we would have to repeat the thioflavin T fluorometric assay, in order to define the activity
of compounds against f-amyloid self-agreggation.

Keywords: Alzheimer's disease, butyrylcholinesterase, multifunctional inhibitors of
butyrylcholinesterase, 1,3-substituted piperidins
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Seznam okrajSav

ATC acetiltioholin

ATP adenozin-5'-trifosfat

Ala alanin

AB Alzheimerjeva bolezen

AP amiloid-p

APP amiloid prekurzorski protein
AMPAr  receptor za a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol propionsko kislino
Asp asparaginska kislina

BChE butirilholin esteraza

BTC butiriltioholin

CCA kumarin-3-karboksilna kislina
ChE holin esteraza

DPPH’ 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
DTNB 5,5'-ditiobis (2-nitrobenzojska kislina) oz. Ellmanov reagent
GSK3p  glikogen sintaza kinaza 3 3

Glu glutamin

HNE 4-hidroksi nonenal

His histidin

huBChE humana butirilholin esteraza
Leu levcin

Lys lizin

MeOH metanol

MAChE  misja acetilholin esteraza

MAO monoamin oksidaza

MTDL  angl. multi-target-directed ligand (multifunkcionalne u¢inkovine)
nAChr  nikotinski acetilholinski receptorji

NMDAr receptor za N-metil-D-aspartat

PPARy  peroksisom proliferator aktivirani receptor y

Phe fenilalanin

RNS reaktivne dusikove zvrsti
ROS reaktivne kisikove zvrsti
RA rezidualna aktivnost encima
Ser serin

ThT tioflavin T

Vil



Trp triptofan

Tyr tirozin

Val valin

Vo zaCetna hitrost encimske reakcije ob odsotnosti zaviralca
Vi zacetna hitrost encimske reakcije ob prisotnosti zaviralca
ZnT cinkovi prenasalci v zivéevju



Andreja Pirnat, Fakulteta za farmacijo Univerze v Ljubljani Magistrska naloga

1. Uvod

Alzheimerjeva bolezen (AB) je kroni¢na napredujoca nevrodegenerativna bolezen in
predstavlja najpogostejsi vzrok za demenco (pri 60—70 % pacientov z demenco) (1).
Klini¢no se obicajno pokaze v poznejSem zivljenjskem obdobju (po 65. letu starosti),
nevropatoloske spremembe pa se za¢nejo ze desetletja pred pojavom kognitivnih in drugih
klini¢nih znakov (2). Po podatkih organizacije Alzheimer's Association ima v ZdruZenih
drzavah Amerike v letu 2016 v starostni skupini nad 65 let Alzheimerjevo bolezen eden
od devetih ljudi (3). Zaradi staranja prebivalstva in zato vec¢je pojavnosti bolezni ter
trenutno neucinkovite terapije postaja AB velik zdravstveni problem.

V predklini¢ni fazi se v mozganski skorji za¢nejo nalagati amiloidni plaki sestavljeni iz
B-amiloida, ki vodijo v propad nevronov. Slednje je povezano tudi z nastankom
nevrofibrilarnih pentelj iz hiperfosforiliranega tau proteina v nevronih pomembnih
nevrotransmiterskih sistemov (holinergi¢ni, noradrenergi¢ni in serotoninergic¢ni sistem).
Zaradi propadanja nevronov in sinaps v mozganski skorji in hipokampusu pride do
zmanj$anja prenosa zivénih signalov v nevrotransmitrskih sistemih. Posledi¢no pride do
pojava kognitivnih znakov, torej do klini¢ne faze bolezni. Nevrodegenerativne spremembe
najprej prizadenejo asociacijske predele mozganske skorje, Ki igrajo vlogo pri pomnjenju
in spoznavnih funkcijah. Zmanjsanje holinergi¢nega prenosa vV hipokampusu pa povzroci
motnje prehajanja kratkotrajnega v dolgotrajni spomin. Prvi simptomi bolezni so
pozabljivost, neurejenost, nemirnost in motnje v presoji; za napredovalo bolezen pa je
znaCilna izguba spomina za sveZe dogodke, dezorientiranost v ¢asu in prostoru,

nesposobnost skrbeti zase in na koncu celoten upad spoznavnih funkcij (4-6).

1.1. Mehanizmi nastanka Alzheimerjeve bolezni

Patofiziologija AB $e ni povsem razjasnjena. Na podlagi razli¢nih diagnosti¢nih tehnik
in opazanj pri preskuSanju novih zdravilnih u¢inkovin, pa je nastalo ve¢ teorij 0 nastanku
bolezni. V nastanek AB vodi ve¢ razli¢nih vendar med sabo tudi povezanih mehanizmov.
Vzroki teh toksi¢nih procesov in njihovo sosledje pa Se niso povsem doloceni, zato jih

opisujejo razli¢ne hipoteze.

Holinergi¢na hipoteza predpostavlja, da je vzrok kognitivnih, funkcionalnih in vedenjskih
nepravilnosti pri AB nezmoznost prenosa zivénih impulzov preko holinergi¢nih sinaps. Do

upada holinergi¢nega prenosa, ki vpliva na uenje, spomin in pozornost, pride zaradi
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propadanja celic v neokorteksu, amigdali in hipokampusu ter posledi¢éno zmanj$ane ravni
zivénega prenasalca acetilholina (ACh) (Slika 1).
Q |
N N
O REEINE,
acetilholin

Slika 1: Struktura acetilholina

Pomembno vlogo v holinergi¢nem sistemu igrata encima acetilholin esteraza (AChE) in
butirilholin esteraza (BChE), ki hidrolizirata ACh (ta se spros¢a iz presinapticnega
nevrona) in s tem zakljucita z ACh-posredovani ziveéni signal (4, 5, 7, 8). V fizioloskih
pogojih ima pri razgradnji ACh primarno vlogo AChE, BChE pa podporno (9). Pri AB je
Stevilo nevronov zmanj$ano, s tem je zmanjSano Stevilo sinaps, posledica pa je zmanjSan
Zivéni prenos (med drugim tudi zivéni prenos z ACh). Encimska hidroliza ACh torej, kljub
temu da ni patoloska, dodatno znizuje prevajanje po zivénih vlaknih.

Z napredovanjem AB aktivhost AChE v hipokampusu in mozganski skorji upada,
aktivnost BChE pa nara$¢a. Encima sta udelezena tudi pri fosforilaciji tau proteina in
amiloidni kaskadi, kjer njuna prisotnost ob A signifikatno poveéa nevrotoksi¢nost. AChE
s hidrofobnim delom v blizini perifernega anionskega vezavnega mesta interagira z Ap in
tvori stabilen kompleks ter tako pospesi nastajanje B-sekundarnih struktur amiloidnih
fibrilov (4, 5, 7, 8).

Amiloidna hipoteza predpostavlja, da je poruseno ravnovesje med nastajanjem in
ocistkom A glavni vzrok, amiloidi pa glavne nevrotoksi¢ne substance pri AB (5). AP
nastane iz amiloid prekurzorskega proteina (APP), membranskega proteina nevronov in
celic glije (v zunanji celicni membrani in v membranah celi¢nih organelov, npr.
mitohondrijev), ki se metabolizira po dveh poteh:

1. amiloidogena pot: s cepitvijo na N-terminalnem delu sekvence AP z B-sekretazo
(BACE-1), pri cemer nastane [-C-terminalni fragment, ki ga vy-sekretaza
(presenilina PS-1 in PS-2) pretvori v Ap;

2. ne-amiloidogena pot: s cepitvijo znotraj sekvence AP z a-sekretazo, kjer nastane

topen APP,, ki ga celice izlo¢ijo (4, 5, 7, 8) (Slika 2).
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Slika 2: Shematski prikaz cepitve APP z a-, B- in y-sekretazo. S cepitvijo APP z a-
sekretazo nastane topni fragment (SAPP,), z nadaljnjo cepitvijo z y-sekretazo nastane
AP(17-40) ali AB(17-42) in AICD (APP intracellular domain oz. APP znotrajceli¢ni
fragment). V primeru cepitve APP z B- in y-sekretazo, nastane topni SAPPg, AP (predvsem
AP(1-40/42)) in AICD. Spodaj je prikazano aminokislinsko zaporedje Ap(1-42) (10).

Stevilni dejavniki spodbujajo delovanje B-sekretaze in y-sekretaze ter zavirajo a-sekretazo,
ter tako povecajo nastajanje AP in zmanjSajo koli¢ino topnega APP,. Nizek pH je
optimalen za delovanje [B-sekretaze, oksidativen stres in hipoksija pa povecata njeno
ekspresijo. Hiperholesterolemija spodbuja 3-sekretazo in y-sekretazo, ki ju nasprotno, torej
znizana raven holesterola, inhibira. Celi¢ni mehanizem nastajanja AP v odvisnosti od
lipidov $e ni pojasnjen (5, 11).

Za nalaganje AP v moZganih je lahko kriv tudi nezadosten ocistek proteina. Normalno
koncentracijo Ap vzdrzujejo Stevilne metaloproteaze (Zn®* v aktivnem mestu) kot sta npr.
neprilizin (razgrajuje monomere in oligomere A) in inzulin-razgrajevalni encim (5).

AP peptide sestavlja od 36 do 43 aminokislin. Monomeri se zdruzijo v topne oligomere, ki
se naprej povezujejo v vmesne skupke oz. protofibrile (5), ti pa v amiloidne fibrile. Slednji
se organizirajo v B-ploskve, ki se nalagajo v obliki netopnih vlaken amiloidnih plakov.
Topni oligomeri in vmesni skupki so najbolj toksicne oblike AB. APa4z je najbolj toksicna
oblika A, ki ima poleg tega tudi najveéjo tendenco za agregacijo (4, 7, 8).

Topni oligomeri AP lahko delujejo nevrotoksi¢no na ve¢ na¢inov:
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

Metioninski ostanek v AP reagira znotraj peptida, z drugimi -celi¢nimi
komponentami ali s kovinskimi ioni, in tvori radikale (12-14). Oksidativen stres
vodi v poskodbe nevronov, fagocitozo in celicno smrt.

AP porusi elektrokemijsko signaliziranje npr. s tvorbo membranskih kanalckov, ki
porusijo gradiente ionov preko celiénih membran (predvsem gradient Ca** ionov),
ali pa z oviranjem modulacije vzdrazljivosti NMDAr (5).

Oslabijo prenos ziv¢énih signalov in dolgotrajno potenciacijo (ang. long-term
potentiation), procesa pomembna za tvorbo spomina. Dolgotrajna potenciacija je
dolgotrajno povecanje prenosa signala med dvema nevronoma, ki okrepi sinapti¢no
povezavo med njima (sinapti¢na plasticnost) in ustvari spomin. Proces je znacilen
predvsem za glutamatne NMDA receptorje, ki pa so zaradi vpliva AB podvrzeni
endocitozi. AP oslabi tudi prenos zivénega signala preko nikotinskih acetilholinskih
receptorjev (NAChr) in spros¢anje ACh iz presinapti¢nega nevrona (4, 8).

AP se nalaga v mitohondrijih in moti dihalno verigo, kar posredno povzroci
oksidativen stres (5).

Povecajo aktivnost kinaze proteina tau in s tem nastanek hiperfosforilirane in
agregirane oblike proteina tau. V zdravih nevronih je monomeren tau protein topen
in povezuje protein tubulin v mikrotubule (del citoskeleta), ki so pomemben del
aksoplazemskega transporta snovi. Hiperfosforilirani tau pa je netopen, nima
afinitete do tubulina in se agregira v parne vijacne filamente (najbolj citotoksi¢na
oblika proteina tau), ti pa naprej v nevrofibrilarne pentlje. Posledica je okvara
citoskeleta (destabilizacija mikrotubulov) in aksonskega transporta, kar vodi v
odmiranje nevronov (4, 8).

AP pospesi prepisovanje genov, ki vodijo v apoptozo (4).

Hipoteza kovinskih ionov trdi, da je vzrok AB okvarjena homeostaza kovinskih ionov,

predvsem Zn®*, Cu®* in Fe?*, posledica pa neravnovesje nastajanja in odstranjevanja Ap ter

njegovo kopicenje. Koncentracije kovinskih ionov niso nujno zviSane, lahko gre le za

njihovo prerazporeditev in posledicno povecano prisotnost v doloCenih delih mozganov.

Amiloidoza po tej hipotezi ni spontana, sprozijo jo kovinski ioni.

Kovinski ioni regulirajo in interagirajo z APP. Primer je Zn*, ki se veZe na predel APP, ki

ga cepi a-sekretaza. Tako se ve¢ APP cepi z B-sekretazo in nastane ve¢ nevrotoksi¢nega

AP. Cu?*, Zn®" in drugi kovinski ioni (npr. Fe

23+ AI**) lahko interagirajo, stabilizirajo ali
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sprozijo agregacijo 0z. nastajanje toksi¢nih oligomerov Ap. Aay, ki je bolj nagnjen k
agregaciji, kaZe ve&jo afiniteto do kovinskih ionov kot Af4o in ob prisotnosti Cu?* in Zn*
tvori oligomere. Kompleksi AP-kovinski ion spremenijo naboj AP, s tem pa povecajo
njegovo hidrofobnost, permeabilnost in agregacijske lastnosti, kar je pomembno za
interakcijo AP z membrano.

Nenormalna razporeditev Zn** pri AB je povezana s povetanim izraZanjem cinkovih
prenasalcev ZnT v Ziv&evju, ki so nujni za nastajanje plakov. Zn®* zavira tudi nekatere
encime, ki razgrajujejo AP (npr. neprilizin in inzulin-razgrajevalni encim).

Poleg vsega so kovinski ioni vpleteni tudi v nastanek oksidativnega stresa. Kompleks
Cu**-Ap ter povecane koncentracije prostega Cu®* in Fe?** inducirajo nastanek reaktivnih
kisikovih zvrsti (ROS-ov) (5).

V pozni stopnji AB pride do kroni¢ne aktivacije NMDA receptorjev z glutamatom, kar
poveta koncentracijo Ca?* v nevronih, to pa sprozi oksidativen stres in propad nevronov
(ekscitotoksi¢nost). Glutamat posredno aktivira tudi napetostno odvisne Kkalcijeve
kanal¢ke. AB v membranah oblikuje napetostno-neodvisne kationske kanalcke, skozi
katere prav tako poteka privzem Ca®*. Dolgotrajno povecana citosolna koncentracija Ca?*
ionov preko ekscitotoksi¢nosti in povecane permeabilnosti mitohondrijske membrane

sprozi kaskado signalov, ki vodijo v apoptozo nevronov (5, 7, 8).

Hipoteza oksidativnega stresa predpostavlja, da radikali, ki se izognejo antioksidativnim
mehanizmom, oksidirajo proteine in lipide, s tem zmanjSajo njihovo stabilnost in okrnijo
njihovo funkcijo, ter nukleinske kisline, kar povzro¢i nastaneck mutacij. Omenjene okvare
vodijo v nevrodegeneracijo in apoptozo.

Oksidativen stres je posledica prekomernega nastajanja ali nezadostnega odstranjevanja

ROS in reaktivnih dusikovih zvrsti (RNS). Pomembne ROS so superoksidni radikal 0,

vodikov peroksid H,O; in hidroksilni radikal "OH, ki nastajajo predvsem v mitohondrijih

kot stranski produkt oksidativnega metabolizma. Pri AB je njihovo prekomerno nastajanje
posledica okvare funkcije mitohondrijev.
Kovinski ioni, ki so bistveni za funkcijo Stevilnih encimov in transport kisika, imajo
kataliti¢no vlogo pri nastajanju prostih radikalov, saj lahko opravijo prenos enega elektrona
(e):

O, +1e >0,
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Povecana znotrajcelicna koncentracija prostih kovinskih ionov zato lahko vodi v

2+/3+

prekomerno nastajanje ROS. Cu®* in Fe proizvajata "OH po Fentonovi reakciji, pri

¢emer H,0, nastaja iz O, ~in H* ob katalizi superoksid dismutaze (5, 7, 8).
Fe* + H,0, > Fe?* + HOO + H'
Fe?* + H,0, > Fe** + OH + OH

Cu* + H,0, > Cu?* + OH + OH"

Pri AB se v mitohondrijih nalaga AP, ki inhibira klju¢ne mitohondrijske encime (npr.

citokrom c-oksidazo) in s tem moti prenos elektronov in protonov ter porabo O, v dihalni
verigi. Posledica je zmanjSan nastanek ATP in povecano nastajanje O, ~in OH.

APao in AP lahko ob prisotnosti Cu®* in Fe®* proizvajata H,O, ter ostale ROS (Slika 3).
Nevroni izpostavljeni AP so zato podvrzeni lipidni peroksidaciji pri kateri, poleg
zmanj$anja membranskega potenciala in poveCane prepustnosti le-te za ione, nastane tudi
4-hidroksinonenal (HNE). HNE pospesi agregacijo AP, oslabi funkcije membranskih
ATPaz, ki sodelujejo pri prenasanju ionov ter glutamatnih in glukoznih transporterjev.
Nevroni so tako podvrzeni ekscitotoksi¢nosti in apoptozi.

Oksidativen stres poveca tudi aktivnost - in y-sekretaze in nastajanje AP. Povezan je tudi
z nevrofibrilarnimi pentljami. Oksidacija hiperfosforiliranega proteina tau namre¢ inducira

dimerizacijo in polimerizacijo proteina v filamente (5, 7, 8).

Ap-Cu?* + O,

|

AB-Cu®- IR

‘OH+-OH H,0,

Fentonov
AB—C Aﬂ—c
020

H.0,

0,

Slika 3: Shema nastajanja ROS z AB-Cu?*. AB-Cu®* katalizira nastanek H,O, (ciklus

H,0,) in sodeluje pri nastajanju "OH v Fentonovi reakciji (Fentonov ciklus) (10).
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1.2. Trenutna terapija AB

Trenutno so v terapiji AB v uporabi zaviralci AChE (donepezil, galantamin in
rivastigmin) in antagonist NMDA receptorjev (memantin). Zdravljenje z omenjenimi
zdravilnimi u¢inkovinami le zacasno izboljSa simptome bolezni, in prakti¢no nima veéjega

vpliva na potek bolezni in njeno zdravljenje.

Donepezil je selektivni nekompetitivni zaviralec AChE, ki kot ostali inhibitorji AChE do
doloene mere upocCasni napredovanje bolezni. IzboljSa simptome, ki so posledica
nevrotoksi¢nosti AP in zmanjSa nastajanje le-tega v korteksu, kjer tudi poveca izrazanje
nikotinskih receptorjev. Donepezil tudi zmanjsa koncentracijo glutamata in njegove
nevrotoksi¢éne ucéinke Vv Kkorteksu. Poleg tega z nevtraliziranjem ROS deluje
antioksidativno.

Galantamin je selektivni kompetitivni zaviralec AChE. Deluje tudi kot alosteri¢ni
modulator nikotinskih holinergi¢nih receptorjev tako, da se veze na receptor in spremeni
njegovo konformacijo, rezultat pa je okrepljen postsinapti¢ni odziv. Alosteri¢no deluje tudi
na presinapticne nikotinske holinergi¢ne receptorje, ki imajo pomembno vlogo pri
spros¢anju ACh in uravnavajo koncentracijo drugih transmiterjev (npr. y-aminomaslene
kisline (GABA), glutaminske Kisline, serotonina in noradrenalina), pomembnih za spomin,
razpoloZenje in Custva.

Rivastigmin je kompetitivni inhibitor AChE in BChE, in je selektiven za AChE in BChE v
mozganih. V strukturi vsebuje karbamatni fragment, s katerim acetilira kataliti¢ni serin
encima. Govorimo lahko o pseudo-ireverzibilni inhibiciji, saj zaviranje encima zaradi
acetiliranja traja dlje kot je rivastigmin prisoten v plazmi.

Memantin je nekompetitivni antagonist, ki blokira za AB zna¢ilno patolosko stimulacijo

NMDA receptorjev z glutamatom in zmanjsa ekscitotoksi¢nost (9, 15, 16).

1.3. Potencialne tarce in potencialne zdravilne uc¢inkovine v zdravljenju AB

Zaradi trenutne neucinkovite terapije in zaradi nara$Canja Stevila bolnikov z AB, je
iskanje novih tar¢ in novih zdravilnih u¢inkovin, ki bi delovale nanje, v polnem teku. Kljub
izjemnemu obetu v predklini¢ni fazi razvoja, pa so se mnoge potencialne u¢inkovine v
klini¢nih fazah izkazale kot neucinkovite ali kot premalo varne z vidika pojava nezelenih
ucinkov (17).
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1.3.1. Aktivna in pasivna imunizacija

Imunizacija transgene misi s humanim APP (vsebuje sekvenco AP), je zmanjsala
nastajanje amiloidnih plakov v moZzganih. Po tej analogiji so pacientom z AB aplicirali
sinteti¢ni A, ki pa je pri 6 % pacientov povzroc¢il meningoencefalitis. Zaplet pripisujejo
citotoksi¢nim T-celicam o0z. avtoimunskemu odzivu. Kljub vsemu so ugotovili, da
imunizacija z AP sprozi nastajanje protiteles proti AP in pomembno izboljSa kognitivne
funkcije. Magnetna resonanca pa je vseeno pokazala zmanjSanje volumna moZzganov —
napredovanje bolezni (15).
V izogib toksi¢nosti in vnetnim procesom, bi morali namesto celotne sekvence AP
uporabiti samo njegove fragmente ali pa druge celi¢ne epitope. Na tem temelji nova
generacija cepiv, ki so trenutno v razli¢nih fazah preskusanj.
Glede na omenjene zaplete pri aktivni imunizaciji so sklepali, da je pasivna imunizacija
varnej$a in bolj ucinkovita. Trenutno je v razli¢nih fazah razvoja ve¢ cepiv s selektivnimi
monoklonskimi protitelesi proti AP (15, 17, 18). Protitelesa lahko vezejo in izlocijo
dolo¢eno obliko AP, kar je pomembno zaradi vzpostavljenega ravnotezja med oligomeri in
plaki (18).

1.3.2. Modulatorji sekretaz

AP nastane s cepitvijo APP s pomocjo f-sekretaze in y-sekretaze. Inhibicija teh dveh
encimov in spodbujanje cepitve po a-sekretazni poti sta torej cilja razvoja pB-sekretaznih
(BACEL) inhibitorjev, y-sekretaznih inhibitorjev 0z. modulatorjev ter a-sekretaznih
aktivatorjev.
Potencialni zaviralci B-sekretaze so derivati u€inkovin za zdravljenje diabetesa tipa 2 z
agonisticnim delovanjem na jedrni peroksisom proliferator aktivirani receptor y (PPARY).
Agonisti med drugim povecajo periferno odzivnost na inzulin, neodzivnost namrec
povezujejo s poslabsanjem AB, in inhibirajo PB-sekretazo. Modulatorji y-sekretaze
preusmerijo nastajanje iz daljSega APy, proti krajSim manj toksi¢nim peptidom, ki imajo
manjSo tendenco za agregacijo.
Glavna ovira pri razvoju modulatorjev sekretaz je dejstvo, da imajo omenjeni encimi poleg
APP tudi druge substrate, katerih cepitev je pomembna za pravilno delovanje celice.
Potencialni spodbujevalci a-sekretaze, ki so v klinicni fazi preskuSanj so agonisti
muskarinskih, glutamatnih in serotoninskih receptorjev, statini, estrogeni, testosteroni in

aktivatorji protein kinaze C (9, 11, 12).
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1.3.3. Zaviralci agregacije 45

Namen zaviralcev agregacije AP je prepreciti agregacijo A v vmesne oligomere,
amiloidne fibrile in plake oz. destabilizirati njegove oligomere in agregate. Fibrili Ap so
oblika z zelo nizko energijo, zato je agregate AP tezko razgraditi. Preiskovane spojine
delujejo tako, da se npr. vezejo na topni AP, s tem pa preprecijo zdruzevanje peptida v
toksi¢ne fibrile in plake (15, 17, 18).

1.3.4. Kelatorji kovinskih ionov
AP interagira z biogenimi elementi kot so Zn®*, Cu®* in Fe*" in skupaj z njimi tvori
citotoksi¢ne fibrile. Spojine, ki bi kompleksirale kovinske ione in preprecile njihovo

interakcijo z A so zato predmet intenzivnih raziskav (15, 17, 18).

1.3.5. Agonisti M1 muskarinskih receptorjev

Raziskave so pokazale, da bistveno vlogo v patogenezi AB igrajo muskarinski
receptorji podtipa 1 (M1). V klini¢nih preskusanjih so ugotovili, da M1 muskarinski
agonisti posredujejo cepitev APP z a-sekretazo po ne-amiloidogeni poti, preprecijo
hiperfosforilacijo proteina tau, zmanj$ajo pojav vnetja in s pove¢anjem ucinka zaviralcev

AChE zmanjsajo kognitivne motnje (15, 17, 18).

1.3.6. Zaviralci kinaze in zaviralci agregacije proteina tau

Hiperfosforilirani protein tau se agregira v nevrofibrilarne pentlje in na enak nacin kot
AP katalizira reakcije oksidacije ter tako povzroca oksidativen stres, okvaro nevronov,
celicno smrt, zaradi destabilizacije mikrotubulov pa med drugim tudi pomanjkanje
transmiterjev (15, 17-19). Tar¢e za zdravljenje AB so tako proteinske kinaze udeleZene pri
fosforilaciji, kot tudi sam proces agregacije proteina tau.
V hiperfosforilaciji proteina tau naj bi bila udelezena prekomerno izrazena glikogen
sintaza kinaza 3  (GSK3p). Fizioloska vloga encima je fosforilacija proteina tau, s ¢imer
regulira afiniteto vezave proteina na mikrotubule. Hiperfosforilizacija tako povzroci
disociacijo tau z mikrotubulov in njegovo agregacijo.
GSK3p je eden od dveh izoencimov glikogen sintaze kinaze 3, ki sodeluje tako pri
nastajanju amiloidnih plakov, kot pri nastajanju nevrofibrilarnih pentelj. Povecano
nastajanje AP okrepi aktivnost GSK3. Ugotovljeno je bilo tudi, da sta APP in PS-1

(kataliti¢na podenota y-sekretaze) substrata encima GSK3a, ki tako med procesom cepitve
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APP uravnava nastajanje AP. Inhibitorji GSK3 se delijo na neposredne, ki interagirajo z
encimom, in posredne, ki povecajo N-terminalno fosforilacijo encima in ga s tem
deaktivirajo.

Se eden od pristopov je zaviranje agregacije proteina tau oz. sprozanje disociacije
agregatov. Agregacijo lahko zavirajo stabilizatorji mikrotubulov, ki zavirajo spros¢anje tau
iz mikrotubulov in s tem ohranjajo aksonski transport ter prepreCujejo nalaganje proteina

(15, 17, 18).

1.3.7. Inhibitorji AChE in agonisti holinergicnih receptorjev

Ceprav  ucinkovine, ki uravnavajo nastajanje, sproi¢anje in recikliranje
nevrotransmiterjev, ne morejo ustaviti napredovanja AB, se iskanje in preskuSanje novih
agonistov in antagonistov receptorjev nadaljuje. Zaviralci AChE izboljsajo spomin in
ucenje, zato SO V klini¢nih preskuSanjih nove ucinkovine, Ki potencirajo uc¢inke ACh ali pa
zavirajo ChE.
ACh se veze na nikotinske receptorje in sprozi ekscitacijo na postsinapti¢nih nevronih, kar
je osnova dolgotrajne potenciacije in nastajanja spomina. V klini¢nih testiranjih je zato ve¢
agonistov nikotinskih receptorjev, ki bi tako neposredno povecali holinergi¢ni prenos in
izboljsali simptome AB (15, 17, 18).

1.4. U¢inkovine z multiplim delovanjem

Perspektivnost potencialnih ucinkovin specifiénih za eno tar¢o v predkliniénih in
njihov neuspeh v klini¢nih $tudijah ter Stevilnost mehanizmov, ki povzroc¢ajo AB, so
raziskovalce vodili k novemu pristopu v razvoju ué¢inkovin — iskanje multifunkcionalnih
u¢inkovin. Multifunkcionalne uéinkovine oz. ucinkovine z multiplim delovanjem, so
molekule, ki hkrati delujejo na ve¢ patoloskih procesov infali tar¢ (20). Znanstvena
literatura obiCajno obravnava t.i. mnogo-taréne ucinkovine (angl. multi-target-directed
ligands oz. MTDLs), spojine, ki najveckrat zdruzujejo dva farmakofora, vsakega z
delovanjem na svojo taro (AP, tau protein, receptorji, encimi). Delovanje taks$nih
ucinkovin je lahko razsirjeno Se na druge patoloske mehanizme in tarc¢e (oksidativni stres,
porusena homeostaza kovinskih ionov, ekscitotoksi¢nost, vnetje, okvara mitohondrijev). V
tem primeru govorimo o multifunkcionalnih u€inkovinah (v oZjem pomenu zveze).
Velik delez potencialnih multifunkcionalnih uéinkovin in MTDL-jev, ki so trenutno v

razvoju, predstavljajo inhibitorji ChE z dodatnimi farmakoloskimi lastnostmi, ki Kk

10
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simptomatskemu dodajo potencialno vzro¢no zdravljenje (9). Dodatna farmakoloSka
lastnost je najveckrat zaviranje agregacije AP, zaviranje B-sekretaze ali monoaminske
oksidaze (MAO), antioksidativho delovanje ter kelacija kovinskih ionov. MAO oksidira
amine v imine, pri ¢emer nastaja HO,, Na ta na¢in MAO povecuje oksidativen stres. Za
AB je znacilna povecana aktivnost izoencima MAO B (7, 8).

TarCe za simptomatsko zdravljenje so veCinoma receptorji, tarée z vplivom na potek AB pa
so tesno povezane z AP, nastajanjem tau proteina in zasCito nNevronov —
nevroprotektivnostjo (9). Dodatna prednost multifunkcionalnih u¢inkovin je, da z uporabo
ene same spojine zmanjSamo Verjetnost resnih nezelenih u¢inkov, Ki so sicer povezani s

polifarmakoterapijo (21).

1.4.1. Zaviralci BChE kot ucinkovine z multiplim delovanjem

Aktivnost BChE z napredovanjem AB narasca in vzdrzuje holin-esterazno aktivnost,
medtem ko aktivnost AChE pada. Poleg tega BChE povezujejo z nevropatoloskimi
markerji AB, amiloidnimi plaki in nevrofibrilarnimi pentljami, kjer njena vloga Se ni
povsem jasna. Rezultat selektivnega zaviranja tega encima je zviSana raven ACh v
mozganih, znizana raven AP in APP v humanih Zivénih celi¢nih linijah, izbolj$anje
kognitivnih sposobnosti pri starejSih podganah ter izboljSanje z APso-povzrocenega
poslabsanja spomina pri misih (20). Dodatna prednost selektivnega zaviranja BChE je, da
v primerjavi z zaviranjem AChE, ne povzroca perifernih (parasimpatomimeti¢nih)
nezelenih stranskih ucinkov (22). Omenjeni razlogi tako spodbujajo iskanje novih
zaviralcev BChE, ki bi izboljSali simptome AB, princip multifunkcionalnih u¢inkovin pa
vodi v razsiritev delovanja zaviralcev na potencialno vzro¢no zdravljenje.
Agregacija AP vpliva na ve¢ molekularnih procesov pri AB, kar se kaze tudi kot
oksidativni stres, okvara homeostaze kovinskih ionov in prerazporeditev le-teh. Razli¢ne
strukture AP kompleksirajo predvsem Fe®*, Zn?* in Cu®" ione, ki so bistveni za mnoge
metaboli¢ne procese. Posledica kompleksacije je sprememba koncentracije teh ionov v
pre-sinapti¢nih in post-sinapticnih nevronih, ki povzro¢i motnje v prenosu Zivénih
signalov, zmanjSa aktivnost od kovinskih ionov odvisnih encimov in spodbuja nastajanje
AB.
Cij je torej oblikovati multifunkcionalno uc¢inkovino, ki selektivno kelira kovinske ione,

zmanjSa agregacijo AP in zavira BChE. Pri ciljanju na kovinske ione udelezene v
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patogenezi AB je potrebno paziti, da pri tem ne vplivamo na homeostazo ostalih fiziolosko
pomembnih ionov kot sta Ca®* in Mg** (20).

1.4.1.1. Strukturne lastnosti in razlike med AChE in BChE, pomembne za nacrtovanje
selektivnih zaviralcev BChE

Humana AChE in BChE se ujemata v 65 % aminokislinskega zaporedja. Aktivno
mesto obeh encimov se nahaja v priblizno 20 nm globokem in ozkem Zepku. Sestavljeno je
iz kataliti¢no aktivnega dela, ki ga sestavljajo esterazni kataliti¢ni aminokislinski ostanki,
acil-vezavni ter holin-vezavni zep, in perifernega anionskega dela. Hidroliza estrske vezi
ACh poteka na dnu vezavnega mesta, ki je sestavljeno iz kataliti¢ne triade: aminokisline
Ser203, Glu202 in His447 v humani AChE, in Ser198, Glu325 ter His438 v humani BChE
(Slika 4). Vhod v aktivno mesto je obdan s $tevilnimi aromatskimi ostanki.
Holin-vezavni zep v hAChE sestavljata Trp86 in Phe338, ki ustvarita sibke interakcije med
svojim aromatskim delom in pozitivno nabitim kvaternim dusikom ACh. Na ta nacin se
ACh pravilno orientira. Tyrl33 v hAChE s svojo interakcijo s Trp86 stabilizira nastalo
kation-r konformacijo. V huBChE konformacijo stabilizira interakcija Trp82 z Ala328,
medtem ko ta encim nima Phe, kar vpliva na afiniteto do dolo¢enih inhibitorjev. Ta
vezavni zep lahko interagira tudi z ligandi brez pozitivnega naboja.
Periferno anionsko mesto, ki se nahaja na vhodu v aktivnho mesto, je pri huAChE
sestavljeno iz Tyr72, Tyrl24 in Trp286, pri huBChE pa teh aromatskih ostankov ni, zato
ima manjso afiniteto do substratov specifi¢énih za AChE. Anionsko mesto BChE vsebuje
Asp70, Tyr332 in Phe329.
AChE ima vecjo afiniteto do ACh kot BChE, ne more pa hidrolizirati estrov z vecjo
molekulsko maso, ki jih lahko BChE. Razlike v afiniteti do substratov so posledica
zaporedij aminokislin encimov, ki dolocata tri-dimenzionalno velikost in obliko zepkov.
AChE ima v acil-vezavnem zepku zmanj$an prostor za vezavo substrata zaradi prisotnosti
ve¢jih aminokislin Phe295 in Phe297, katerih aromatski ostanki tvorijo ta zep. V BChE sta
omenjeni aminokislini zamenjani z manjsima Val288 in Leu286, kar omogoca ve¢ prostora

in vezavo razli¢nih vecjih substratov (15, 16, 23, 24).
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Slika 4: Aktivno mesto huBChE (22)

1.4.1.2. 1,3-substituirani piperidini

Z namenom vplivati na razli¢ne dejavnike in procese povezane z AB (npr. aktivnost
huBChE, agregacija AP, neravnovesje kovinskih ionov, oksidativni stres), so raziskovalci
(Knez in sod.) zdruzili dve znani strukturi, Ki imata terapevtski potencial pri AB. Na
podlagi predhodnih $tudij inhibitorjev BChE, so izbrali selektivni zaviralec huBChE z
dobrim zaviranjem agregacije Ap 1 (Brus in sod.) (Slika 5) (20, 22). Strukturne lastnosti
omenjenega inhibitorja so zdruzili z nitroksolinom (Slika 5), katerega struktura temelji na
8-hidroksikinolinu. Spojine na osnovi 8-hidroksikinolina so se namre¢ v raziskavah
izkazale kot obetavni kelatorji kovinskih ionov z nevroprotektivnim ucinkom. Poleg tega

nitroksolin vsebuje fenolno OH-skupino, fenoli pa so znani po svojem antioksidativnem

delovanju kot donorji vodikovega radikala (H°).
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Slika 5: Izbrani zaviralec huBChE 1 (22) in nitroksolin (25)

Spojina 1 s pozitivno nabitim dusikom v piperidinu tvori mocne kation-m interakcije s
Tyr332 v perifernem anionskem mestu huBChE (20, 26). Te interakcije so pomembne za
prepoznavanje liganda in dobro afiniteto, zato so pri nacértovanju multifunkcionalnih
nitroksolinov ohranili 1,3-disubstituirano piperidinsko jedro.

Naftalenski del se umesti v velik acil-vezavni zep huBChE, ki je obdan s hidrofobnimi
aminokislinskimi ostanki (Trp231, Leu286, Val288), s katerimi naftalen tvori hidrofobne
in van der Waalsove interakcije. Nespecifi¢na narava teh interakcij in blizina kataliti¢nih
aminokislinskih ostankov (Ser198, His438) omogocata spreminjanje strukture liganda z
namenom, da bi dosegli dodatne interakcije s kataliticnimi ostanki in s peptidnim
ogrodjem. MoZnost za tak$ne modifikacije odpira tudi pot za doseg dodatnih lastnosti, ki bi
lahko nasprotovale patologiji AB. Naftalenski obro¢ so tako zamenjali z nitroksolinom, da
bi dosegli keliranje ionov in antioksidativno delovanje spojine. Kristalna struktura
kompleksa derivata nitroksolina s huBChE je potrdila, da nitrokinolin-8-olski del, tako kot
naftalen, zapolni acil-vezalni Zep in je prevelik, da bi se prilegal v man;jsi acil-vezavni zep
AChE, kar je verjetno razlog za selektivno zaviranje huBChE.

Hidroksilna skupina na nitroksolinskem skeletu tvori H-vez z duSikom imidazola
kataliticnega His438, kinolinski dusik pa z OH-skupino Ser198. Nitro skupina interagira s
karbonilnimi skupinami glavne verige aminokislinskih ostankov Phe285 in Ser287.
2,3-Dihidro-1H-inden so v nekaterih molekulah zamenjali z benzoksazolom ali
benzotiazolom, ki se, podobno kot derivati indena, veZeta na AP agregate in zavirata
agregacijo AP.

Hidrofobni C-terminalni del in centralni hidrofobni ostanki Leul7—Ala21 AP peptida so

bistveni za vzpostavitev konformacije B-ploskve, ki jo stabilizira Se solni mosti¢ek med
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Glu22/Asp23 in Lys28. Monomeri AP peptida urejeni v B-ploskev potem ustvarjajo
dodatne intermolekularne interakcije (veCinoma hidrofobne in H-vezi) z drugimi
monomeri in tako nastajajo nevrotoksi¢ne vrste viSjega reda.

Molekule z aromatskimi strukturami kot so kumarin, benzoksazol in benzotiazol, lahko
preprecijo spontano agregacijo AP peptida tako, da motijo m-nalaganje aromatskih
ostankov v procesu nastajanja AP agregatov (20). Za inhibicijo agregacije AP pri
multifunkcionalnih analogih nitroksolina, je odgovoren aromatski center vezan na dusik
pipridina. Analogi nitroksolina torej, poleg hidroksikinolina, vsebujejo Se en aromatski

center, ki je eden od Ze omenjenih: benzoksazol, benzotiazol ali pa 2,3-dihidro-1H-inden
(20).
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2. Nacrt za delo

Spojine (Tabela 1), ki so predmet te magistrske naloge, so strukturno 1,3-substituirani
piperidini in izhajajo iz zgoraj obravnavanih multifunkcionalnih analogov nitroksolina.
Nacrtovane in sintetizirane S0 bile v sklopu nadaljevanja projekta razvoja selektivnih
zaviralcev butirilholin esteraze na Katedri za farmacevtsko kemijo, kjer so Zeleli pripraviti
spojine, ki bi hkrati delovale na ve¢ taré oz. procesov povezanih z Alzheimerjevo
boleznijo. Nitroksolin je v teh spojinah zamenjan z 8-hidroksikinolinom, naftalenom,
kumarinom, 2-feniltiazolinom, 2-[(pirid-2-il)amino]tiazolom ali z imidazo[1,2-
a]piridinom. Ohranjena sta amidna vez z metilenskim mostom in piperidin. Na dusik
piperidina je lahko vezan 2,3-dihidro-1H-inden, 2-[(pirid-2-il)amino]tiazol ali pa samo
vodik. Dusik amidne vezi ima vezano metoksietilno ali pa N,N-dimetiletilaminsko verigo.
Zamenjave so bile izvedene z namenom izboljSanja oz. pridobitve dodatnih interakcij s
huBChE ter izboljSanja oz. dodajanja kelacijskega, antioksidativnega in AP

antiagregacijskega delovanja v primerjavi z izhodnimi derivati nitroksolina.

V okviru magistrskega dela bomo z in vitro biokemijskimi testi ovrednotili delovanje
testnih 1,3-substituiranih piperidinov kot zaviralcev huBChE, antioksidantov, kelatorjev
kovinskih ionov in zaviralcev agregacije AP. Vse metode bodo temeljile na merjenju

sprememb absorbance (UV-VIS spektrofotometrija) oz. fluorescence (fluorimetrija).
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Tabela I: Oznake testnih spojin in njihove kemijske strukture
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3. Materiali in metode

Za izvedbo testov smo uporabili kemikalije proizvajalcev Sigma Aldrich, Merck, Alfa
Aesar, Carlo Erba in TCI Europe. Encima, ki smo ju uporabili v Ellmanovem testu, sta
priskrbela Florian Nachon in Xavier Brazzolotto (Institut de Recherche Biomédicale des
Armées, 91223 Brétigny sur Orge, France).
Meritve smo izvajali z UV-Vis spektrofotometrom (Cary 100 Bio, Varian) v programu

Cary Winuv in z mikrotitrskim ¢italcem (Synergy H4 Hybrid Multi-Mode Microplate
Reader, BioTek) v programu Genb5. Ustreznost raztopine DPPH v DPPH testu smo

preverjali z UV-Vis spektrofotometrom DU®™ 730, proizvajalca Beckman Coulter. Vse
rezultate meritev smo pretvorili v obliko za Microsoftov program Excel, s pomocjo

katerega smo potem analizirali podatke.

3.1. Vrednotenje BChE zaviralnega delovanja z Ellmanovo metodo

Inhibitorno aktivnost spojin na huBChE smo opredelili z vrednostjo 1Cs, to je
koncentracija spojine pri kateri doseZemo 50 % zmanjSanje aktivnosti encima. Po
Ellmanovi metodi smo dolocali tudi ICsq spojin za AChE in s tem preverili selektivnost
spojin za huBChE.
Test smo izvedli z uporabo rekombinantne humane BChE in misje AChE. Pri Ellmanovem
testu smo kot substrat za BChE namesto butirilholina, uporabili butiriltioholin, za AChE pa
namesto naravnega substrata acetilholina, acetiltioholin. Tioholini se namre¢ na omenjena
encima vezejo mocneje kot naravna substrata. BChE oz. AChE tako cepi tioester in
nastane tioholin, ki reagira z dodanim Ellmanovim reagentom (5,5'-ditiobis (2-
nitrobenzojska Kkislina)) o0z. DTNB. Nastane rumeno obarvani produkt 5-tio-2-
nitrobenzoatni anion, ki ima absorpcijski maksimum pri A =412 nm (Slika 6). Z dodatkom
spojin, ki delujejo kot zaviralci, zmanjSamo nastajanje tioholina in s tem tudi nastajanje
rumeno obarvanega 5-tio-2-nitrobenzoatnega aniona, kar zaznamo kot padec absorbance

pri A =412 nm.
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Slika 6: Nastajanje rumeno-obarvanega 5-tio-2-nitrobenzoatnega aniona po Ellmanovi
metodi na primeru AChE (27)

Test smo izvedli z razliénimi koncentracijami posameznih testnih spojin na mikrotitrski
plos¢ici in z merjenjem spreminjanja absorbance pri A = 412 nm v dolocenem Casovnem
intervalu. 1z izmerjenih absorbanc smo s pomoc¢jo linearne regresije, izraCunali vrednost
povprecnega naklona oz. zaetno hitrost encimske reakcije za posamezno vdolbinico. 1z
zacetnih hitrosti smo potem izracunali rezidualno aktivnost (RA) encima (razmerje med
povprecno zacetno hitrostjo pri doloCeni koncentraciji spojine Vi in povprecno zafetno
hitrostjo brez spojine vo) in narisali krivulje odvisnosti RA od koncentracij posamezne
spojine. Iz izraCunanith RA in pripadajo¢ih koncentracij spojin smo s pomocjo
raunalniS$kega programa Gnuplot software (in—house python skripta), izraunali ICsy za

posamezne spojine (20).
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3.1.1. Materiali in aparature

Pri testu smo uporabili naslednje testne spojine in reagente:

Ellmanov reagent (DTNB) o0z. 5,5-ditiobis (2-nitrobenzojsko kislino)
(ReagentPlus®, 99 %, Sigma Aldrich, D218200)

S-butiriltioholin jodid (BTC) (puriss., >99,0 % (AT), Sigma Aldrich, 20820) oz.
actiltioholin jodid (ATC) (>99,0 % (AT), Sigma Aldrich, 01480) kot substrat
rekombinantno humano butirilholin esterazo (huBChE) 0z. miSjo acetilholin
esterazo (MAChE) kot encim (4,6 mg/mL v 10 mM MES pufru s pH = 6,5)

spojine 2-11 kot inhibitorji

0,1 M fosfatni pufer (pH = 8,0) (Na;HPO, x 2H,0, Merck Millipore, 106346 oz.
119753)

topilo DMSO (for analysis EMSURE® ACS, Merck)

Vzorce in reagente smo pripravljali s pomocjo precizne in analitske tehtnice,

stresalnika Vortex in ultrazvocne kadi¢ke. Raztopine smo nanesli na mikrotitrske ploscice

s 96-timi vdolbinicami in izvedli meritve z mikrotitrskim c¢italcem v programu Gens.

3.1.2. Priprava izhodnih raztopin vzorcev in reagentov

DTNB je v testu v prebitku, zato smo pripravili osnovno raztopino s koncentracijo
6,34 x 10* M z raztapljanjem DTNB v 0,1 M fosfatnem pufru (pH = 8)

osnovni raztopini 1,5 mM BTC in 1,5 mM ATC smo prav tako pripravili z
raztapljanjem v 0,1 M fosfatnem pufru (pH = 8)

huBChE in mAChE s koncentracijo 4,6 mg/mL v 10 mM MES pufru (pH = 6,5)
smo redcili z 0,1 M fosfatnim pufrom (pH = 8) tako, da smo dosegli zacetno hitrost
encimske reakcije oz. aktivnost encima priblizno 500 mAU/min

iz 10 mM raztopin spojin v DMSO, smo z red¢enjem z DMSO pripravili naslednje
koncentracije: 1mM, 300uM, 100uM, 30uM, 10uM, 3uM, 1uM, 300 nM, 100 nM;

volumski odstotek topila DMSO v testni meSanici je bil vedno 1 %

3.1.3. Postopek izvedbe testa

Na mikrotitrsko plos¢ico smo v triplikatih nanesli najprej osnovno raztopino DTNB,

potem izhodno raztopino testne spojine in na koncu izhodno raztopino encima ter

inkubirali 5 minut, da se je lahko popolnoma vzpostavilo ravnotezje kompleksov encim —
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inhibitor. Z dodatkom osnovne raztopine substrata BTC oz. ATC pri sobni temperaturi,
smo sprozili potek reakcije in nastajanje rumenega 5-tio-2-nitrobenzoatnega aniona (20).
Nastajanje 5-tio-2-nitrobenzoatnega aniona smo takoj po dodatku substrata, spremljali 1
minuto z mikrotitrskim ¢italcem kot spremembo absorbance pri 412 nm.

V 300 pL konénega volumna meSanice reagentov in spojine, je bila ob zacetku reakcije
koncentracija DTNB 370 uM, koncentracija spojine 10 uM, 3 uM, 1 uM, 300 nM, 100 nM,
30 nM, 10 nM, 3 nM oz. 1 nM in koncentracija BTC oz. ATC 500 uM. Merili smo tudi
nastajanje 5-tio-2-nitrobenzoatnega aniona ob odsotnosti spojine kot inhibitorja tako, da

smo namesto spojine dodali DMSO.

3.1.4. Analiza rezultatov

Rezultati merjenja absorbance so bili podani kot povprecni naklon, izracunan iz
linearnega trenda naras¢anja absorbanc v prvi minuti encimske reakcije, za posamezno
vdolbinico. Ker smo meritve izvedli v triplikatih, smo izracunali povpre¢ni naklon, ki
predstavlja zaCetno hitrost vj, in standardno deviacijo. Tako smo izra¢unali zacetne hitrosti
encimske reakcije ob prisotnosti dolo¢ene koncentracije posamezne spojine Vj in zaetno
hitrost ob odsotnosti zaviralca vo. Inhibitorno aktivnost spojin smo izrazili kot rezidualno
aktivnost encima RA (RA = vi/ vp) in narisali graf odvisnosti RA od koncentracije testne
spojine. Razpon koncentracij spojin je bil takSen, da smo z njimi dosegli RA med 5 % in
90 %. Vrednosti 1Csp smo pridobili s pomocjo programske opreme Gnuplot in in-house
python skripte po enacbi 1, kjer X predstavlja logaritem koncentracije zaviralca in Y
predstavlja RA (20).

Y = Bottom + (Top — Bottom) / (1 + 10 ~ ((Log 1Cso— X) x HillSlope)) (enacba 1)

3.2. Vrednotenje antioksidativnega delovanja z DPPH testom
Antioksidativno delovanje spojin smo ovrednotili z DPPH testom. Test z DPPH’
radikalom je pogosto uporabljena metoda za doloc¢anje antioksidativne aktivnosti spojin.

DPPH’ (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) je stabilen prosti radikal temno vijoli¢ne barve, ki

moéno absorbira svetlobo valovnih dolzin 515-520 nm. DPPH  lahko od spojine

antioksidanta sprejme elektron oz. vodikov atom. V reducirani obliki je DPPH bolj stabilen

in postane bledo rumene barve (Slika 7). To spremembo barve ob prisotnosti antioksidanta
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oz. lovilca radikalov lahko opazujemo spektrofotometri¢no in iz izmerjenih podatkov

izratunamo antioksidativno aktivnost spojin. Vecja kot je antioksidativna aktivnost
spojine, vecji je padec absorbance DPPH v primerjavi z absorbanco DPPH™ brez
antioksidanta. Rezultat smo izrazili kot ECsy 0z. efektivno koncentracijo antioksidativne

spojine, to je koncentracija spojine, ki reducira 50 % prisotnega radikala DPPH’ (28).

O,N

O,N )
A N NO? + A
N NO, + AH ——————» N
oN
5N

2,2'-difenil-1-pikrilhidrazil 2,2'-difenil-1-pikrilhidrazin

Slika 7: DPPH’ sprejme H od spojine (AH) in se spremeni v bledo rumeni 2,2'-difenil-1-
pikrilhidrazin (29)

Pripravili smo eno koncentracijo DPPH" in razli¢ne koncentracije posameznih testnih
spojin. Kot topilo za pripravo raztopin smo uporabili metanol. Izhodne raztopine spojin
smo v S$tirih paralelah nanesli na mikrotitrsko plos¢ico in jim dodali izhodno raztopino
DPPH". Posebej smo nanesli tudi metanol in mu dodali DPPH", da smo lahko dologili
absorbanco DPPH" brez antioksidanta. Po inkubaciji smo na mikrotitrskem ¢italcu v
programu Gen5 izmerili absorbanco pri A = 517 nm. Iz izmerjenih podatkov smo narisali
graf odvisnosti odstotka DPPH radikala (razmerje med absorbanco DPPH" ob prisotnosti
spojine in absorbanco DPPH’ brez spojine) od razli¢nih koncentracij posameznih spojin. S
pomocjo linearne regresije smo nato izraunali ECsp, ki je enaka x v enacbi linearne
funkcije y = k xx + n, ko je y = 50.

Po enakem postopku smo test izvedli Se s standardi s podobno strukturo kot testne spojine.
Reakcije DPPH’ s standardi so sluzile kot pozitivna kontrola, medtem ko je bil DPPH" v
topilu (metanolu) negativna kontrola. Uporabili smo tipicne antioksidante kvercetin,

resveratrol in troloks (Slika 8).
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Slika 8: Standardi: kvercetin, resveratrol in troloks

Z najbolj aktivnimi spojinami smo izvedli Se DPPH  test Kinetike, pri katerem smo merili

kinetiko antioksidativnega procesa. Na ta nacin smo ugotovili ali je testirana spojina hiter

ali pocasen antioksidant, torej kako hitro doseze plato in e plato doseze v €asu merjenja.
Cas merjenja je bil enak &asu inkubacije pri predhodnih testih z DPPH’, s ¢imer smo
preverili, ¢e smo inkubirali dovolj dolgo, da je reakcija dosegla ravnovesje med redukcijo
in oksidacijo DPPH’ oz. plato. Za pozitivno kontrolo smo uporabili a-tokoferol, ki je znan

primer antioksidanta s hitro kinetiko redukcije in ECspmed 10 in 20 uM (Slika 9).

a-tokoferol

Slika 9: Pozitivna kontrola a-tokoferol

3.2.1. DPPH test s testnimi spojinami in standardi

3.2.1.1. Materiali in aparature

Pri izvedbi testa smo uporabili naslednje testne spojine in reagente:

- DPPH prosti radikal (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) (95 %, Alfa Aesar, 44150 oz.
Sigma Aldrich, D9132)

- spojine 2-11 kot antioksidante

- standarde: kvercetin (Quercetin hydrate, >95,0 % (HPLC)(E), TCI Europe, P0042),
resveratrol (>99 % (HPLC), Sigma Aldrich, R5010) in troloks (>98,0 % (GC)(T),
TCI Europe, H0726) kot antioksidante
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- topilo metanol (MeOH) (Metanol RPE - for analysis, ACS Reag. Ph.Eur., Reag
USP 2.5, Carlo Erba, 414816)

Vzorce in reagente smo pripravljali s pomocjo analitske tehtnice, UV-Vis
spektrofotometra, stresalnika Vortex in ultrazvocne kadicke. Raztopine smo nanesli na
mikrotitrske ploscice s 96-timi vdolbinicami in izvedli meritve z mikrotitrskim citalcem v

programu Gen5.

3.2.1.2. Priprava izhodnih raztopin vzorcev in reagentov

- 700 uM osnovno raztopino DPPH smo pripravili z raztapljanjem v MeOH s
pomocjo ultrazvo¢ne kadicke. 1z osnovne raztopine smo z red¢enjem z MeOH
pripravili 140 uM izhodno raztopino DPPH, ki smo ji izmerili absorbanco pri A =
517 nm (pred merjenjem smo raztopino red¢ili z MeOH v razmerju 1:1). Vrednost
absorbance med 0,9 in 0,5 je potrdila ustreznost raztopine DPPH za uporabo, kar je
pomenilo da v raztopini ni neraztopljenih kristalov DPPH in da radikal $e ni
razpadel v preveliki meri (v primeru hranjenja raztopine zascitene pred svetlobo, v
hladilniku).

- 10 mM osnovne raztopine spojin smo pripravili z raztapljanjem v MeOH s pomocjo
stresalnika Vortex in ultrazvoc¢ne kadicke. Iz osnovne raztopine posamezne spojine
smo z redéenjem z MeOH za presejalni test, pripravili naslednje koncentracije
izhodnih raztopin spojin: 700 uM, 280 uM, 140 uM, 70 uM, 35 uM in 17,5 uM.

- 10 mM osnovne raztopine kvercetina, resveratrola in troloksa smo pripravili v
MeOH. Za presejalni test smo iz osnovnih raztopin, z redfenjem z MeOH,
pripravili naslednje izhodne raztopine standardov: 32 uM, 16 uM, 8 uM, 4 uM, 2
uM, 1 uM in 0,5 uM za kvercetin, 1120 uM, 560 uM, 280 uM, 140 uM, 70 uM, 35
uM in 17,5 uM za resveratrol, 80 uM, 40 uM, 20 uM, 10 uM, 5 uM, 2,5 uM in
1,25 uM za troloks.

3.2.1.3. Postopek izvedbe testa

Na mikrotitrsko plos¢ico smo v Stirih paralelah nanesli osnovne raztopine spojin in
standardov, v eno od paralel dodali MeOH, v ostale tri pa osnovno raztopino DPPH".

Plos¢ico smo nato pokrili, da bi preprecili izhlapevanje MeOH, zas¢itili pred svetlobo, da
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bi preprecdili razpadanje DPPHo, in inkubirali 90 minut pri sobni temperaturi. Po inkubaciji
smo izmerili absorbanco nezreduciranega DPPH pri A = 517 nm. lIzmerili smo tudi
absorbanco DPPH  ob odsotnosti antioksidanta (namesto antioksidanta smo dodali
MeOH).

Konc¢ni volumen reakcijske meSanice v posamezni vdolbinici je bil 300 puL, kon¢na
koncentracija DPPH’ ob zagetku reakcije 70 uM, konéne koncentracije posameznih testnih
spojin za presejalni test pa 350 uM, 140 uM, 70 uM, 35 uM, 17,5 uM in 8,75 uM. Konéne
koncentracije kvercetina ob zacetku rekacije so bile 16 uM, 8 uM, 4 uM, 2 uM, 1 uM, 0,5
uM in 0,25 uM, koncne koncentracije resveratrola 560 pM, 280 uM, 140 uM, 70 pm, 35
uM, 17,5 uM in 8,75 uM ter koncentracije troloksa 40 uM, 20 uM, 10 uM, 5 uM, 2,5 uM,
1,25 uM in 0,625 pM.

3.2.1.4. Analiza rezultatov
Rezultate meritev, absorbance v vsaki vdolbinici, smo prenesli v program Excel, kjer

smo izvedli nadaljnjo analizo rezultatov. Za vsako koncentracijo posamezne spojine smo iz

paralel z DPPH’ izradunali povprecno absorbanco in odsteli absorbanco paralele z MeOH

0z. absorbanco ozadja. Na enak na¢in smo izraCunali tudi absorbanco DPPH brez

antioksidanta.

Iz tako dobljenih podatkov smo izracunali odstotek DPPH radikala iz razmerja absorbance
DPPH’ pri doloCeni koncentraciji posamezne spojine A; in absorbance DPPH  ob

odsotnosti spojine Ag (% DPPH radikala = Ai/ Ap x 100). Nato smo narisali graf odvisnosti
odstotka DPPH prostega radikala od koncentracije posamezne spojine. Z linearno regresijo
smo dobili enabo premice, iz katere smo izracunali ECsy S funkcijo STYX pa smo
izraCunali standardno napako predvidenih vrednosti y za vsak x v regresiji. Konéni rezultat

smo podali s standardno deviacijo.

3.2.2. Test kinetike redukcije DPPH’

3.2.2.1. Materiali in aparature

Pri izvedbi testa smo uporabili naslednje testne spojine in reagente:

- DPPH prosti radikal (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) (95 %, Alfa Aesar, 44150 oz.
Sigma Aldrich, D9132)
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- antioksidativno najbolj aktivne testne spojine: 9, 8 in 2

- standard a-tokoferol (DL-a-tokoferol, >96,0 % (GC), TCI Europe, T0251)

- topilo MeOH (Metanol RPE - for analysis, ACS Reag. Ph.Eur., Reag USP 2.5,
Carlo Erba, 414816)

Vzorce in reagente smo pripravljali s pomocjo analitske tehtnice, UV-Vis
spektrofotometra, stresalnika Vortex in ultrazvo¢ne kadi¢ke. Meritve smo izvedli v

manjsih (1= 0,5 cm) kivetah iz kvar¢nega stekla na UV-Vis spektrofotometru.

3.2.2.2. Priprava izhodnih raztopin vzorcev in reagentov
- 140 puM raztopino DPPH smo pripravili na enak nacin kot za DPPH test s testnimi

spojinami

- 70uM 9, 700 uM 8 in 70 uM in 35 uM 2 raztopina v MeOH so bile pripravljene
kot v DPPH testu. Navedene koncentracije smo izbrali glede na vrednosti ECs,
dolo¢ene v omenjenem testu.

- 70 uM raztopino a-tokoferola smo pripravili v MeOH

3.2.2.3. Postopek izvedbe testa

Pri & = 517 nm smo 90 minut merili absorbanco DPPH  ob prisotnosti posamezne
testne spojine oz. standarda a-tokoferola. V kiveto smo odpipetirali izhodno raztopino
DPPH’, dodali izhodno raztopino spojine oz. izhodno raztopino standarda, premesali in
takoj zaceli z merjenjem absorbance.
Preden smo zaceli z merjenjem vzorcev, smo pomerili tudi kinetiko samega DPPH’. V
kiveto smo raztopini DPPH’, namesto spojine oz. standarda, dodali MeOH. Z merjenjem

kinetike samega DPPH’ smo preverili, ali absorbanca s ¢asom pada oz. ali DPPH razpada.

Konc¢ni volumen testne meSanice v kiveti je bil 1400 pL. Koncentracija DPPH ob zacetku

reakcije je bila 70 uM, 9 35 uM, 8 350 uM, 2 35 uM in a-tokoferola 35 pM.
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3.2.2.4. Analiza rezultatov
Izmerjene absorbance in pripadajoce ¢ase sSmo iz programa Cary Winuve pretvorili v
obliko za program Excel, v katerem smo narisali krivuljo odvisnosti absorbance od ¢asa za

posamezen vzorec.

3.3. Vrednotenje kelacijskih lastnosti s kelacijskim testom in askorbatnim testom

Z delovanjem na$ih ucinkovin zelimo doseci kelacijo kovinskih ionov udelezenih v
AB, pri ¢emer ne smemo vplivati na homeostazo ostalih pomembnih ionov. S testom
kelacije smo ugotavljali ali naSe spojine kompleksirajo oz. katere kovinske ione
kompleksirajo. Poleg tega smo dolocali selektivnost spojin za vezavo Cu®" ionov in
stehiometrijo vezave spojine s Cu?*. Izvedli smo e askorbatni test, s katerim smo

ugotavljali ali je Cu** v kompleksu s posameznimi spojinami $e vedno redoks aktiven in

katalizira nastajanje HO'.

Keliranje kovinskih ionov smo testirali tako, da smo z UV-Vis spektrofotometrom
pomerili absorpcijski spekter raztopine posamezne spojine pri A = 200-500 nm (ker je
absorpcijski maksimum spojin med 250 in 270 nm). Raztopni smo nato dodali raztopino
kovinskega iona in ponovno pomerili absorpcijski spekter. Ce je prislo do kompleksacije,
smo pri drugem spektru v primerjavi s prvim, opazili premik absorpcijskega maksimuma.
Test smo izvedli z naslednjimi kovinskimi ioni: Cu?*, Zn?*, Fe**, Mg**, Ca**, Ni**, Fe*,
Mn?*, Co?" in AI**. Selektivnost spojine za vezavo Cu?* smo doloéili tako, da smo k
spojini in ekvimolarni koli¢ini posameznega kovinskega iona dodali ekvimolarno koli¢ino
Cu?" jonov in posneli Se tretji spekter, v katerem smo v primeru selektivnosti za Cu?
zaznali premik absorpcijskega maksimuma oz. spekter enak spektru spojine s Cu?*.

Za dolocitev stehiometrije vezave spojine s Cu® smo pomerili spektre spojine z razli¢nimi
koncentracijami bakrovih ionov. Absorpcijski maksimum se ob dodatku Cu®* spojini
premakne na dolo¢eno valovno dolzino, ki predstavlja absorpcijski maksimum nastalega
kompleksa. Iz pomerjenih spektrov pri tej valovni dolzini smo od¢itali absorbance in
narisali graf odvisnosti razlike v absorbanci med samo spojino in spojino s Cu?* (AA) od
molarnega razmerja bakrovi ioni/spojina.

V grafu pricakujemo narasc¢anje oz. padanje AA do tocke preloma, po kateri se absorbanca

ne spreminja ve¢. NaraS¢anje oz. padanje AA pomeni, da nastaja vedno ve¢ kompleksa, od
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tocke preloma naprej pa se je vezal Ze ves Cu* in je vzpostavljeno ravnoteZje med
nastajanjem in razpadanjem kompleksa. Tocka preloma je torej toCka pri kateri smo

odgitali razmerje, ki predstavlja stehiometrijo vezave Cu®*/spojina (30).

V nastajanje ROS pri AB so vpleteni tudi kovinski ioni. Pomembno vlogo igra Cu?*, med

drugim tudi kot vir oksidativnega stresa zaradi vpletenosti v nastanek toksi¢nega
hidroksilnega radikala HO'. Cu?* katalizira nastanek HO tako v obliki kompleksa Cu?* -

AP kot tudi v prosti obliki.

S pomocjo Cu-askorbat redoks sistema (slika 10) oz. askorbatnega testa, smo ugotavljali
ali lahko nasSe spojine zaustavijo redoks aktivnost vezanega bakra pod aerobnimi pogoji
(31). Metoda temelji na reakciji kumarin-3-karboksilne kisline (CCA) (Slika 11) s

hidroksilnim radikalom HO', ki nastaja posredno z redukcijo kisika O, ob prisotnosti

redoks aktivnega Cu®** in askorbata. Produkt 7-hidroksi-CCA (Slika 11) fluorescira
(Aekscitacija = 395 nm, Aemisiia = 450 nm), zato lahko njegovo nastajanje spremljamo kot

spremembo intenzitete fluorescence.

Asc Asc Asc
N\ N N
Cul Cull Cul Cull Cul Cull
oI ¢ N A 2

0 ———= 0, ———= H,0p ——— HO + HO

Slika 10: Cu-askorbatni redoks sistem (32)

Prednost metode je, da poleg pH omogoca posnemanje Se drugih fizioloskih pogojev v
mozganih. V testu tako uporabimo fizioloSko koncentracijo askorbata in aerobne pogoje,

saj so za mozgane znacilne visoke koncentracije askorbata in kisika (31-33).

Z COOoH Z COOH
kumarin-3-karboksilna kislina 7-hidroksi-kumarin-3-karboksilna kislina

Slika 11: Kumarin-3-karboksilna kislina (CCA) in 7-hidroksi-kumarin-3-karboksilna
kislina (7-hidroksi-CCA) (34)
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Cu?" in CCA smo inkubirali v prisotnosti testnih spojin. Po dodatku askorbata smo merili
spremembo intenzitete fluorescence (mikrotitrski Citalec Biotek), ki smo jo potem
primerjali s spremembo intenzitete fluorescence sistema brez nasih spojin. Na ta nacin smo

ugotavljali ali spojine kelirajo bakrove ione in s tem preprecijo njihovo redoks aktivnost ter
nastajanje HO". Ob dodatku spojin smo torej pri¢akovali padec intenzitete fluorescence. Iz

podatkov smo narisali grafe odvisnosti intenzitete signala fluorescence (R.F.U., Aekscitacija =

395 M, Aemisija = 450nm)) od ¢asa (min) in rezultate podali kvalitativno.

3.3.1. Test kelacije

3.3.1.1. Test kelacije kovinskih ionov in selektivnosti za vezavo Cu* ionov

3.3.1.1.1. Materiali in aparature

Za izvedbo testa smo uporabili naslednje testne spojine in reagente:

- testne spojine 2-11

- kovinske ione v obliki CuCl, x 2H,0, ZnCl,, FeCl, x 4H,0, MgCl,, CaCl,, NiCl; x
6H,0, FeCls, MnCl, x 4H,0, CoCl, x 6H,0, AICl; x 6H,0 (CuCl, x 2 H,O, ACS
reagent, >99,0 %, Sigma Aldrich, 307483; ZnCl,, ACS reagent, >97 %, Sigma
Aldrich, 211273; FeCl, x 4H,0, puriss. p.a., >99,0 % (RT), Sigma Aldrich, 44939;
MgCl, anhydrous, >98 %, Sigma Aldrich, M8266; CaCl,, anhydrous, BioReagent,
>96,0 %, Sigma Aldrich, C5670; NiCl, x 6H,0, puriss. p.a., Sigma Aldrich, 31462;
FeCls, anhydrous, >98 %, Sigma Aldrich, 12321; MnCl, x 4H,0, BioReagent,
Sigma Aldrich, M5005; CoCl, x 6H,0, ACS reagent, >98 %, Sigma Aldrich,
255599; AICI; x 6H,0, ReagentPlus, 99 %, Sigma Aldrich, 237078)

- askorbinsko kislino (L-askorbinska kislina, >99 % by assay, Merck Millipore,
1831), ki smo jo kot antioksidant dodali raztopini Fe** ionov

- 20 mM HEPES pufer s 146 mM NaCl (pH = 7,5) (HEPES, >99,5 % (titration),
Sigma Aldrich, H7006; NaCl, BioXtra, >99,5 % (AT), Sigma Aldrich, S7653)

- DMSO kot topilo (for analysis EMSURE® ACS, Merck)

- 2 M NaOH in 1 M NaOH (ACS Reagent, Ph Eur, 99-100 % Merck Millipore,
106469)

Vzorce in reagente smo pripravljali s pomocjo analitske in precizne tehtnice ter
stresalnika Vortex. Meritve smo izvajali v manjsih (1= 0,5 cm) kivetah iz kvarénega stekla

z UV-Vis spektrofotometrom.
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3.3.1.1.2. Priprava izhodnih raztopin vzorcev in reagentov

- 3 mM izhodne raztopine testnih spojin smo pripravili z raztapljanjem v DMSO

- 6 mM osnovne raztopine kovinskih ionov smo pripravili v precis¢eni vodi. 1z
osnovnih raztopin smo, z red¢enjem z zgoraj navedenim HEPES pufrom, pripravili
1200 1M osnovne raztopine Cu?*, Zn**, Fe**, Mg*", Ca®*, Ni?*, Fe**, Mn?*, Co®* in
AI** ionov.

- 6 mM osnovno raztopino Fe?* ionov smo pripravili v vodi z 1 mM askorbatom z
namenom, da bi preprecili oksidacijo Fe?* v Fe**. Iz osnovne raztopine smo nato, z
redéenjem s HEPES pufrom, pripravili 1200 pM osnovno raztopino Fe?* jonov.

- 20 mM HEPES pufer s 146 mM NaCl (pH = 7,5) smo pripravili z raztapljanjem
HEPES proste kisline (Sigma) in NaCl (BioXtra, >99,5 % (AT), Sigma Aldrich,

S7653) v precis¢eni vodi in z uravnavanjem pH z 2 M in 1 M NaOH

3.3.1.1.3. Postopek izvedbe testa

Za test kelacije smo raztopinam testnih spojin najprej posneli absorpcijski spekter pri
valovnih dolzinah med 200 in 500 nm. Potem smo dodali izhodno raztopino kovinskega
iona, dobro premesali in, po petih minutah inkubacije pri sobni temperaturi, ponovno
posneli absorpcijski spekter med 200 in 500 nm. Za test selektivnosti spojine za vezavo
Cu® jonov, smo testni mesanici dodali izhodno raztopino Cu?" ionov, dobro premesali, 5
minut inkubirali pri sobni temperaturi in posneli absorpcijski spekter med 200 in 500 nm.
Absorpcijski spekter posamezne testne spojine o0z. slepi vzorec smo posneli tako, da smo v
kiveto odpipetirali 579 uLL HEPES pufra, 6 pL izhodne raztopine spojine in Se 15 pL
HEPES pufra namesto izhodne raztopine kovinskih ionov. Mesanici smo po meritvi dodali
15 pL izhodne raztopine kovinskega iona, posneli spekter in dodali Se 15 pL osnovne
raztopine Cu®* ionov za test selektivnosti. Na ta nadin smo vse meritve izvedli v isti
mesanici in s tem zmanjSali napako koncentracij. Pri rac¢unanju koncentracij posameznih
komponent v meSanici smo kon¢ni volumen poenostavili na 600 uL (tudi zaradi
kontrakcije volumna zaradi DMSO). Napaka zaradi poenostavitve je bila konstantna in
zaradi kvalitativne analize rezultatov, ni imela signifikantnega vpliva na kon¢ni rezultat. V
testni meSanici je bilo tako prisotne 30 uM testne spojine, 30 uM kovinskega iona in 30
uM Cu?* iona.
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3.3.1.1.4. Analiza rezultatov

Rezultate meritev, absorbance pri valovnih dolzinah od 200 do 500 nm, za posamezne
spojine, same 0z. ob prisotnosti posameznih kovinskih ionov in Cu** ionov, smo pretvorili
v obliko za Excel. V Excelu smo nato narisali grafe odvisnosti absorbance od valovne
dolzine. Krivulje za spojino samo, spojino ob prisotnosti kovinskega iona in spojino s
kovinskim ionom ob dodatku Cu®* ionov, smo zdruzili v enem grafu in kvalitativno oz. s
primerjanjem ovrednotili kelacijske lastnosti in selektivnost testnih spojin za vezavo Cu®*

ionov.

3.3.1.2. Dolocanje stehiometrije vezave Cu** ionov

3.3.1.2.1. Materiali in aparature

Za izvedbo testa smo uporabili naslednje testne spojine in reagente:

- testne spojine ki, glede na rezultate testa kelacije, kelirajo Cu** ione: 2, 3, 6, 10 in
11

- 6 mM vodna raztopina Cu?* ionov (raztopina pripravljena za predhodni test)

- 20 mM HEPES pufer s 146 mM NaCl (pH = 7,5) (pufer pripravljen za predhodni
test)

Meritve smo izvajali v manjsih (I = 0,5 cm) kivetah iz kvarénega stekla z UV-Vis

spektrofotometrom.

3.3.1.2.2. Priprava izhodnih raztopin vzorcev in reagentov

- 3 mM izhodne raztopine zgoraj navedenih testnih spojin v DMSO so bile ze
pripravljene za izvedbo predhodnega testa

- iz 6 mM vodne raztopine Cu?* ionov smo z redéenjem s HEPES pufrom pripravili
54 mM, 4,8 mM, 4,2 mM, 3,6 mM, 3,0 mM, 2,4 mM, 1,8 mM, 800 uM, 600 uM,
400 uM, 200 uM, 120 uM in 40 pM izhodno raztopino Cu®* ionov

- 20 mM HEPES pufer s 146 mM NaCl (pH = 7,5) je bil Ze pripravljen za izvedbo

predhodnega testa
3.3.1.2.3. Postopek izvedbe testa

Najprej smo posneli absorpcijski spekter testne spojine med 200 in 500 nm. Nato smo

spojini dodali izhodno raztopino prve koncentracije Cu®* ionov, dobro premesali in, po 5-
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minutni inkubaciji pri sobni temperaturi, ponovno posneli spekter. Za tem smo v kiveti na
novo pripravili mesanico spojine in izhodne raztopine druge koncentracije Cu®* ionov, 5
min inkubirali pri sobni temperaturi in posneli spekter. Na enak nacin smo potem postopali
z izhodnimi raztopinami preostalih koncentracij Cu®* ionov.

V kiveto smo v vseh primerih odpipetirali 594 uL. HEPES pufra, 6 pL izhodne raztopine
spojine in 15 pL izhodne raztopine posamezne koncentracije Cu®* ionov. Pri raunanju
koncentracij posameznih komponent v testni meSanici smo, tako kot pri testu kelacije,
kon¢ni volumen poenostavili na 600 ulL. Meritve so torej potekale ob prisotnosti 30 uM
testne spojine in 150 uM, 135 uM, 120 uM, 105 uM, 90 uM, 75 uM, 60 uM, 45 uM, 20
uM, 15 uM, 10 pM, 5 uM, 3 puM oz. 1 uM Cu?* ionih.

3.3.1.2.4. Analiza rezultatov

Izmerjene absorbance in pripadajoce valovne dolzine smo pretvorili v obliko za Excel.
V Excelu smo za tem narisali grafe odvisnosti absorbance od valovne dolzine za
posamezne testne spojine, same in ob prisotnosti razlinih koncentracij Cu®* ionov.
Krivulje za posamezno spojino smo zdruzili v en graf in mu dodali e krivuljo spojine ob
prisotnosti 30 uM Cu®*, ki smo jo narisali v predhodnem testu.
Iz posnetih spektrov smo dolo¢ili valovno dolzino pri kateri ima absorpcijski maksimum
kompleks spojina—Cu?". Pri tej valovni dolZini smo odgitali absorbance posamezne testne
spojine in absorbance posamezne testne spojine ob prisotnosti posameznih koncentracij
Cu* ionov oz. absorbance kompleksov spojina—Cu?*.
Iz od¢itanih absorbanc smo izracunali razliko v absorbanci (AA) med absorbanco
kompleksa pri posamezni koncentraciji Cu** ionov in absorbanco spojine. Izradunali smo
tudi koncentracijsko razmerje med Cu®* ioni in spojino ter narisali graf odvisnosti AA od
molarnega razmerja Cu®*/spojina. Todkam na grafu bi v idealnem primeru dodali trendno
¢rto in narisali tangenti v linernih zacetnih delih. V naSem primeru smo skozi tocke, ki so
nakazovale linearni trend, narisali dve premici. V tocki presecis¢a premic smo odcitali

molarno razmerje na x — osi in tako dologili stehiometrijo vezave spojine s Cu* ioni.

3.3.2. Askorbatni test

3.3.2.1. Materiali in aparature

Pri izvedbi testa smo uporabili naslednje testne spojine in reagente:
- kumarin-3-karboksilno kislino (CCA) (GDK-336)
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6 mM vodno raztopino Cu?*, pripravljeno z raztapljanjem CuCl, x 2 H,O (ACS
reagent, >99,0 %, Sigma Aldrich, 307483)

askorbinsko kislino (L-askorbinska kislina, >99 % by assay, Merck Millipore,
1831)

testne spojine 2, 3

8-hidroksikinolin (for synthesis, >99,0 % (GC, area %), Merck Millipore, 820261)
EDTA (reagent grade, 99 %, Sigma Aldrich, ED2SS)

MeOH (Metanol RPE - for analysis, ACS Reag. Ph.Eur., Reag USP 2.5, Carlo
Erba, 414816)

20 mM fosfatni pufer s 100 mM NaCl in 2,21 uM desferilom (kelator zeleza) (pH =
7,4) (NaH,PO, x H,0, ACS Reagent, Ph Eur, 99,0-102,0 %, Merck Millipore,
106346; NaCl, BioXtra, >99,5 % (AT), Sigma Aldrich, S7653; deferoxamine

mesylate salt, powder, >92.5 % (TLC), Sigma Aldrich, D9533)

5-11 (spojine 4 nismo testirali)

Vzorce in reagente smo pripravljali s pomo¢jo precizne tehtnice, analitske tehtnice,

stresalnika Vortex in ultrazvo¢ne kadicke. Raztopine smo nanesli na mikrotitrske ploscice

S 96-timi vdolbinicami in izvedli meritve z mikrotitrskim ¢italcem.

3.3.2.2. Priprava izhodnih raztopin vzorcev in reagentov

310 uM osnovno raztopino CCA smo pripravili z raztapljanjem CCA v 20 mM
fosfatnem pufru s 100 mM NaCl in 2,21 uM desferilom (pH = 7,4)

2400 puM in 1200 uM izhodno raztopino Cu?* ionov smo pripravili z redenjem 6
mM vodne raztopine Cu®* ionov s pre¢is¢eno vodo

461,54 uM izhodno raztopino askorbinske kisline smo pripravili z raztapljanjem
askorbinske kisline v zgoraj omenjenem fosfatnem pufru

40 mM osnovne raztopine testnih spojin 2, 3, 5-11 smo pripravili z raztapljanjem
spojin v MeOH. Iz osnovnih raztopin smo, z redCenjem s fosfatnim pufrom,
pripravili 4 mM izhodne raztopine testnih spojin. Na ta nacin smo zagotovili, da je
bila vsebnost MeOH na mikrotitrski ploscici 0,1 % (V/V), visja vsebnost bi namre¢
lahko motila meritev. DMSO-ja pa iz previdnosti nismo uporabili namesto MeOH,
ker deluje kot antioksidant (35).

4 mM izhodni raztopini 8-hidroksikinolina in EDTA, ki sta sluzili kot pozitivni

kontroli, smo pripravili na enak nacin kot testne spojine
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- 20 mM fosfatni pufer s 100 mM NaCl in 2,21 uM desferilom (pH = 7,4) smo
pripravili z raztapljanjem NaH,PO4 x H,0, NaCl in desferila v pre¢iséeni vodi in z
uravnavanjem pH. Koncentracija desferila na mikrotitrski plos¢ici je bila priblizno

2 uM.

3.3.2.3. Postopek izvedbe testa

Z mikrotitrskim ¢italcem smo 20 minut merili intenziteto fluorescence 7-hidroksi-
CCA, ki je nastajal v reakciji CCA s hidroksilnim radikalom HO'. Meritve smo spremljali

s programom GenS pri Aekscitacija = 395 nm in Aemisija = 450 nm.
Na mikrotitrsko plos€ico smo v Stirih paralelah najprej nanesli izhodno raztopino CCA,
vzorec (izhodno raztopino testne spojine 0z. pozitivne kontrole) oz. pufer in izhodno
raztopino Cu?* ionov ter inkubirali 5 minut za$Citeno pred izhlapevanjem pri sobni
temperaturi. Po inkubaciji smo dodali izhodno raztopino askorbinske kisline in takoj zaceli
z merjenjem fluorescence.
Nanosi na mikrotitrski plos¢ici in kon¢ne koncentracije v posamezni paraleli s kon¢nim
volumnom 300 pL, so bili naslednji:
1. wrstica: 100 pM CCA, fosfatni pufer z 0,1 % MeOH, 20 uM oz. 40 pM Cu® in 300
UM askorbat
2. wvrstica: 100 pM CCA, 40 uM testna spojina, 20 pM oz. 40 pM Cu?* in 300 pM
askorbat
3. vrstica: fosfatni pufer in 300 uM askorbat kot negativna kontrola
4. vrstica: 100 uM CCA, 40 pM 8-hidroksikinolin, 20 pM oz. 40 uM Cu®* in 300 uM
askorbat kot pozitivna kontrola
5. wrstica: 100 uM CCA, 40 uM EDTA, 20 uM oz. 40 uM Cu?* in 300 uM askorbat

kot pozitivna kontrola.

3.3.2.4. Analiza rezultatov

Izmerjene vrednosti intenzitete fluorescence za vsako vdolbinico s testno meSanico in
pripadajoci €as, smo iz Gena5 prenesli v Excel. V Excelu smo nato iz vrednosti paralel
izracunali povprecno fluorescenco, odsteli vrednost negativne kontrole ter narisali grafe
odvisnosti intenzitete fluorescence (R.F.U.) od ¢asa. Izrisane krivulje smo zdruzili v enem

grafu in jih kvalitativno ovrednotili. Primerjali smo intenziteto fluorescence 7-hidroksi-
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CCA v Cu?" - askorbatnem sistemu ob prisotnosti posameznih testnih spojin z intenziteto v

sistemu samem, in sklepali na redoks aktivnost Cu?* v kompleksu z nagimi spojinami.

3.4. Vrednotenje inhibicije agregacije Ap s tioflavin T fluorimetri¢nim testom

Testne piperidine smo ovrednotili tudi z vidika zaviranja agregacije AB. Spojine
vsebujejo aromatske centre, zato nas zanima, ¢e lahko zmotijo m-nalaganje aromatskih
ostankov (nekovalentna elektrostatska privlacna interakcija med aromatskimi sistemi s 7-
elektroni) v procesu agregacije AP peptidov.
Za dokazovanje anti-agregacijske aktivnosti spojin smo izvedli Tioflavin T fluorimetri¢ni
test. Tioflavin T (ThT) (Slika 12) je spojina, ki fluoresceira (Aekscitacijp = 385 nm, Aemisija =
445 nm) in se veze na agregirani AP. ThT se v nekaj sekundah veze na B-ploskve AP, v
nastalem kompleksu pa ima ekscitacijski (absorpcijski) maksimum pri 450 nm, medtem ko
emisija pri 482 nm naraste. Sprememba fluorescence je povezana s koncentracijo peptida,
odvisna je tudi od koncentracije ThT (36). Dodatek spojine, ki lahko razgradi fibrile, k
meSanici ThT in agregiranega AP povzro¢i disociacijo agregata, temu sledi padec

fluorescence.

CH3
tioflavin T

Slika 12: Struktura tioflavina T (37)

V testu smo uporabili APg,, ker ga najpogosteje povezujemo z amiloidnimi plaki in ker je
bolj toksiCen in ima vecjo teznjo za agregacijo kot drugi monomeri AP (20). Peptidu in
testni spojini smo na mikrotitrski plos€ici dodali ThT in z mikrotitrskim ¢italcem pri
Aekscitacija = 440 nm in Aemisija = 490 nm merili fluorescenco vsakih 90 v ¢asovnem intervalu
48 ur. Zacetek agregacije smo sprozili s stalnim stresanjem in inkubacijo pri 37 °C v
¢italcu med meritvami.

Da smo lahko ovrednotili nastajanje amiloidnih plakov, smo fluorescenco merili tudi AB s
ThT ob odsotnosti testnih spojin. Rezultat smo podali kot odstotek zaviranja agregacije. 1z
meritev smo izracunali povprecno intenziteto fluorescence po doseZzenem platoju, za
vzorce s testno spojino in za vzorce brez spojine ter odsteli povprecno intenziteto ob ¢asu

0. Inhibicijo agregacije AP smo izracunali po enacbi (1 — Fi/ Fp) X 100% (F;je povecanje
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fluorescence v vzorcu s testno spojino, Fq je povecanje fluorescence v vzorcu brez spojine)

(22).

3.4.1. Materiali in aparature

Za izvedbo testa smo uporabili naslednje testne spojine in reagente:

testne spojine, ki so se v Ellmanovem testu izkazale kot najboljsi zaviralci
huBChE: 2, 5, 8 in 9 (Testa na spojinah 10 in 11, ki prav tako spadata med
najboljSe zaviralce huBChE med spojinami, ki jih obravnava ta magistrska naloga,
nismo izvedli, ker sta spojini obarvani in tudi fluorescirata, zaradi ¢esar interagirata
s testnim sistemom. Alternativa bi bil dot-blot test s protitelesi (20).

rekombinantni humani z 1,1,1,3,3,3-heksafluoro-2-propanolom predhodno obdelani
AP42 peptid (>97,0 %, Merck Millipore, AG968-1MG)

tioflavin T (ThT) (tioflavin T, used as stain for amyloid, dye content 65-75 %,
Sigma Aldrich, T3516)

DMSO topilo (for analysis EMSURE® ACS, Merck)

150 mM HEPES pufer s 150 mM NaCl (pH = 7,4) (HEPES, >99,5 % (titration),
Sigma Aldrich, H7006; NaCl, BioXtra, >99.5 % (AT), Sigma Aldrich, S7653)

Vzorce in reagente smo pripravljali s pomocjo precizne tehtnice in stresalnika Vortex.

Raztopine smo nanesli na mikrotitrske ploscice s 96-timi ¢rnimi vdolbinicami in izvedli

meritve z mikrotitrskim &italcem.

3.4.2. Priprava izhodnih raztopin vzorcev in reagentov

iz 3 mM oz. 10 mM raztopin testnih spojin v DMSO (pripravljene za predhodne
teste), smo z redéenjem z DMSO pripravili 1 mM osnovne raztopine testnih spojin.
Iz osnovnih raztopin smo nato, z redéenjem s HEPES pufrom, pripravili 100 uM
osnovne raztopine.

A4z peptid smo raztopili v DMSO v 100 uM raztopino, ki smo jo potem razred¢ili
s HEPES pufrom v 10 uM osnovno raztopino

14,3 uM osnovno raztopino ThT smo pripravili z raztapljanjem ThT v HEPES

pufru
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- 150 mM HEPES pufer s 150 mM NaCl (pH = 7,4) smo pripravili z raztapljanjem
HEPES proste kisline (>99.5 % (titration), Sigma Aldrich, H7006) in NaCl v

precisceni vodi in z uravnavanjem pH z 2 M in 1 M NaOH

3.4.3. Postopek izvedbe testa

Na mikrotitrsko plos¢ico smo v Stirih paralelah nanesli izhodno raztopino A4, in
izhodno raztopino posamezne testne spojine ter takoj dodali osnovno raztopino ThT.
Kon¢ni volumen testne meSanice v posamezni vdolbinici je bil 100 uL, koncentracija AP
2 uM, koncentracija testne spojine 10 uM in koncentracija ThT 10 uM. Vsebnost DMSO je
bila v vsaki testni meSanici 3 %.
Pokrito plos¢ico smo po nanosu polozili v mikrotitrski Citalec na 37 °C, s Cimer smo
sprozili agregacijo APs,. Takoj za tem smo zaceli z 48-urnim inkubiranjem in merjenjem
fluorescence ThT pri Aekscitacija = 440 nm in Aemisija = 490 nm. Intenziteta fluorescence je bila
pomerjena skozi dno vdolbinic vsakih 90 sekund, med posameznimi meritvami pa je

potekalo stalno stresanje ploscice (22).

3.4.4. Analiza rezultatov

Rezultate meritev (intenzitete fluorescence v posamezni vdolbinici in pripadajoce Case)
smo iz Genab prenesli v Excel, kjer smo narisali grafe odvisnosti intenzitete fluorescence
(R.F.U.) od ¢asa. Na ta na¢in smo ugotovili kdaj je fluorescenca ThT dosegla plato.
Iz vrednosti intenzitete fluorescence platoja posameznih paralel smo izracunali povprecje
in odsteli povprecno fluorescenco pri ¢asu 0. Po enacbi (1 — Fi/ Fp) x 100 smo izracunali
odstotek inhibicije spontane agregacije APs, 0ob prisotnosti posamezne testne spojine. Pri
tem F; predstavlja povecanje fluorescence ob prisotnosti APs, S testno spojino, in Foy

povecanje fluorescence ob prisotnosti ABs, Samega (22).
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4. Rezultati in razprava

4.1. Zaviranje huBChE
4.1.1. Rezultati

Magistrska naloga

S pomocjo Ellmanove metode smo ovrednotili delovanje spojin 2-11 kot zaviralcev

huBChE (Slika 13, Tabela II). Test smo izvedli
mAU/min.
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Slika 13: Grafi odvisnosti RA od koncentracije inhibitorja huBChE za A) 9, B) 8 in C)
takrin ter graf odvisnosti RA od inhibitorja mMAChE za D) takrin, s pripadajocimi

vrednostmi I1Csg

Ugotavljali smo tudi delovanje spojin kot zaviralcev mAChE. Rezultati testa podani kot

rezidualne aktivnosti ob prisotnosti dolo¢ene koncentracije testiranih spojin, so bili ve¢ji
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od 75 %. Spojine torej niso zaviralci mAChE. Za pozitivno kontrolo smo test izvedli Se s

takrinom, ki je neselektiven zaviralec obeh holin esteraz.

Tabela I1: ICsq vrednosti testnih spojin proti huBChE

Spojina 1C50 [NM]
13,8 +0,6
265,8 + 23,2
57 % RA pri 10 pM
95+0,5
228,6 £ 25,0
634,5 + 40,5
103,1+4,7
135,0+7,8
11,1+0,6
19,0+1,0
takrin 23,2+2,9

= =
R B vin N o 1s w N

4.1.2. Razprava

Spojine navedene v Tabeli | so bile v osnovi naértovane kot zaviralci huBChE.
Ucinkovitost pri zaviranju huBChE je bila za vecino testnih spojin dokazana z dolo¢itvijo
ICsp vrednosti, ki se pri vseh (z izjemo 4) nahajajo v nanomolarnem obmogju.
Najboljsi zaviralci huBChE so po padajoci aktivnosti 5, 10, 2 in 11, sledita jim 8 in 9. 1z
primerjave strukture spojin lahko sklepamo, da kumarinski fragment vezan na amidno vez
v dani konformaciji s svojimi interakcijam prispeva najve¢ k zaviranju delovanja huBChE.
Fragment na istem mestu, ki prav tako pomembno prispeva k ucinkovitosti spojin kot
inhibitorjev je 8-hidroksikinolin, sledita mu naftalen in 8-hidroksiimidazo[1,2-a]piridin.
Omenjeni fragmenti v primerjavi s fragmenti ostalih testiranih spojin, po vsej verjetnosti
tvorijo z acil-vezavnim Zepom huBChE dodatne nespecifi¢ne interakcije (hidrofobne, van
der Waalsove) oz. dodatne interakcije z aminokislinskimi ostanki ali peptidnim ogrodjem.
MozZno je tudi, da so fragmenti ostalih testiranih spojin preveliki za vezavo v zep huBChE.
Z Ellmanovim testom smo ugotovili tudi, da preiskovane spojine ne zavirajo mAChE. S
tem smo potrdili njihovo selektivno zaviranje huBChE. Razlog je verjetno prav tako v
fragmentih, vezanih na amidno vez, ki so v tem primeru preveliki, da bi se prilegli v manjsi

acil-vezalni zepek mAChE.
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4.2. DPPH test
4.2.1. DPPH test s testnimi spojinami
4.2.1.1. Rezultati presejalnih testov

Za dolocitev vrednosti ECsy testiranih spojin smo morali pokriti koncentracijsko
obmocje v katerem pride vsaj do 50 % zmanjSanja absorbance DPPH . Ker so se nekatere

spojine v presejalnem testu izkazale kot moc¢ni oz. Sibki antioksidanti, smo test ponovili pri
nizjih oz. visjih koncentracijah. Test smo ponovili pri 9 z dvema nizjima koncentracijama
(4,375 uM in 2,188 uM), pri 8 in Z z dvema vi$jima koncentracijama (700 uM in 1400
uM) in pri 8, 4 ter 3 s tremi vi§jimi koncentracijami (700 uM, 1400 uM in 2800 uM).

4.2.1.2. Koncni rezultati

Z DPPH testom smo ugotovili katere izmed spojin delujejo antioksidativno in
izraCunali njihove vrednosti ECso. Sposobnost redukcije DPPH v odvisnosti od

koncentracije smo za posamezno spojino prikazali z grafom. Z linearno regresijo smo

izracunali enac¢bo premice, iz katere smo izrazili ECsg (Slika 14). Test je potekal ob 70 uM
zacetni koncentraciji DPPH’ radikala. Spodaj so prikazani grafi za tri testne spojine z

najboljsimi antioksidativnimi lastnostmi, vrednosti ECsy vseh spojin pa so podane v Tabeli
Il
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Slika 14: Grafi odvisnosti odstotka nereduciranega DPPH radikala od koncentracije testne

spojine za A) 9, B) 2in C) 11 in pripadajoce vrednosti ECsp.

Tabela I11: Vrednosti ECs za antioksidativno delovanje testnih spojin

Spojina ECso [uM]
2 61,4+7,6
3 3544,0 £ 262,0
4 6494,0 £ 25,7
5 ne reducira DPPH"
6 3475,0 £ 208,6
7 3233,0+139,4
8 761,8 £ 156,2
9 42,1+1,9
10 544,0 + 41,5
11 74,6 +17,3
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4.2.1.3. Razprava

Iz Tabele Il je razvidno, da so 9, 2 in 11 spojine z najboljSim antioksidativnim
delovanjem. Sledita jim spojini 10 in 8 z vrednostima ECsy ve¢jima za en red velikosti.
Iz strukture omenjenih spojin lahko sklepamo, da gre najboljse antioksidativno delovanje
pripisati fenolni OH-skupini vezani na aromatski heterocikel. Elektronska gostota je zaradi
dusika z dodatnim elektronskim parom v heterociklu povecana, zato fenolna OH-skupina
lazje odda proton radikalu. Slednje ne velja v primeru spojine 3, ki ima v primerjavi z 2 na
amidnem dus$iku, namesto terciarnega amina, vezano metoksi skupino, in ima ECsg vecji za
dva velikostna reda.
Izjema med najboljSimi antioksidanti je 8, ki ne vsebuje heterocikla z OH-skupino, ampak
ima na dus$iku piperidina preko alkilne vezi (-CH,-) vezan 2-[(pirid-2-il)amino]tiazol. Na
drugi strani je spojina Z z enakim fragmentom, vendar vezanim na amidno vez, med
slabsimi antioksidanti. Glede na to, da je fragment v spojini 8 na spojino vezan preko
alkilne vezi, ki je elektron donorska, amino skupina v fragmentu verjetno odda elektron.
Nasprotno pa je v spojini Z fragment vezan na & * karbonilni C-atom, ki privlaéi elektrone.
Elektronska gostota na amino skupini se verjetno zato zmanjsa in spojina preferen¢no odda
proton kot Kkislina in ne vodik.
Spojina 5 glede na DPPH test ne kaze antioksidativnih lastnosti. To je povsem razumljivo,
saj tudi ne vsebuje elementa, ki bi lahko oddal vodikov atom, elektron ali ki bi vseboval

dvojno vez, s katero bi lahko potekla radikalska reakcija.

4.2.2. DPPH test s standardi

4.2.2.1. Rezultati

DPPH test s standardi smo izvedli kot pozitivno kontrolo testu s testnimi spojinami.
Rezultate smo prikazali na enak nacin kot pri DPPH testu s testnimi spojinami in na enak

nacin izracunali vrednosti ECsq (Slika 15). Test je potekal ob 70 uM zacetni koncentraciji

DPPH".
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Slika 15: Grafi odvisnosti odstotka nereduciranega DPPH™ od koncentracije spojine

standarda za A) kvercetin, B) resveratrol in C) troloks in pripadajoce vrednosti ECsy.

4.2.2.2. Razprava

Kvercetin, resveratrol in troloks so znani uc¢inkoviti antioksidanti, zato smo z njimi
izvedli DPPH test in potrdili primernost metode (reagentov, pogojev) za dokazovanje in
vrednotenje antioksidativnih lastnosti testnih spojin. S primerjavo ECsy vrednosti
standardov in spojin, lahko nase spojine opredelimo kot dobre oz. slabe antioksidante. Nasi

najboljsi reducenti DPPH  radikala imajo vrednosti enakega reda velikosti kot standarda

resveratrol in troloks, zato jih lahko opredelimo kot dobre antioksidante.
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4.2.3. Test kinetike redukcije DPPH’
4.2.3.1. Rezultati

Kinetiko redukcije DPPH’ radikala, ob prisotnosti posameznega od treh najboljsih
antioksidantov iz Testa DPPH s testnimi spojinami, smo prikazali z grafi (Slika 16). Test je
potekal pri 70 uM zacetni koncentraciji DPPH’. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili test
s 35 uM a-tokoferolom (Slika 16).
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Slika 16: Kinetika redukcije DPPH’ ob prisotnosti A) 9, 8 in 2 ter B) 35 uM standarda a-

tokoferola.
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4.2.3.2. Razprava

Krivulje spojin 2, 8 in predvsem 9 kaZejo sprva hitro, potem pa pocasnejSe padanje
absorbance (Slika 16—A). Mozni razlog za sprva vecjo in v drugem delu manjSo hitrost
redukcije DPPH’, bi lahko bila reakcija DPPH’ z dvema fragmentoma spojine. Reakcija s
prvim fragmentom bi v tem primeru potekala hitreje kot reakcija z drugim oz. prvi
fragment bi lazje oddal vodikov atom kot drugi. Glede na strukturo spojin, ki ne vsebuje
drugega fragmenta s potencialnim antioksidativnim delovanjem (z izjemo vodikov v
alkilnih vezeh ob skupinah z vecjo elektronsko gostoto), je ta moznost malo verjetna.
Druga moznost je, da se hitrost reakcije v drugem delu zmanjSa zaradi zmanjSanja

koncentracije neoksidirane o0z. nezreagirane testne spojine. Poleg tega je v primeru 9
prisoten presezek DPPH., kar bi bil lahko razlog za bolj izrazito upocasnitev reakcije. Tudi
pri spojini 2 je DPPH’ v presezku, vendar je spojina nekoliko slabsi antioksidant in Ze od
zaCetka pocasneje reagira, zato je upocCasnitev manj izrazita. Standard o-tokoferol je
u¢inkovit antioksidant in hitro reagira z DPPH', kar je razvidno iz hitrega padca

absorbance, kratke upocasnitve reakcije zaradi pomanjkanja antioksidanta in platoja ob
koncu reakcije oz. vzpostavitvi ravnotezja med oksidiranim in reduciranim DPPH (Slika
16-B).

Glavni namen testiranja kinetike je bil potrditi ustreznost inkubacijskega Casa oz. Casa
merjenja v DPPH testu s testnimi spojinami. Trajanje inkubacije je ustrezno, ¢e v tem asu
reakcija doseZe ravnovesje oz. plato (absorbanca je konstantna). V vseh primerih testiranih
spojin je iz grafa A (Slika 16) razvidno, da v 90-tih minutah nismo dosegli platoja. Glede
na naklon drugega dela krivulj, bi morali ¢as merjenja bistveno podaljsati. Ce bi Cas

podaljsali npr. na 24 ur, bi v tem Casu izhlapela veéja kolicina MeOH, zato bi se

spremenila koncentracija DPPH’ in izmerjene absorbance bi bile napa¢ne. Poleg tega smo

za dolocitev ECsg potrebovali le nekaj ve¢ kot 50 % padec absorbance DPPH’, ki pa smo

ga v 90-tih minutah dosegli. Nasprotno smo ¢as merjenja absorbance pri a-tokoferolu

skrajsali na 20 minut, saj se je absorbanca ustalila Ze po 5-tih minutah.
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4.3. Kelacijski test in askorbatni test

4.3.1. Kelacijski test

4.3.1.1. Test kelacije kovinskih ionov in selektivnosti za vezavo Cu?* ionov

4.3.1.1.1. Rezultati

Test je potekal ob koncentracijskem razmerju testna spojina/Cu®* ioni oz. kovinski ioni
1:1. 1z primerjave spektrov spojin samih, spojin ob dodatku posameznih kovinskih ionov in
spojin s kovinskimi ioni in dodatkom Cu?* ionov, smo dolo¢ili najboljse kelatorje
kovinskih ionov in njihovo selektivnost za vezavo Cu®* ionov.
Najboljsa kelatorja kovinskih ionov sta 2 in 3, medtem ko 6 kompleksira izklju¢no Cu?*
ione (Slika 18). Spojine 4, 5, 7, 8 in 9 ne izkazujejo nikakr$ne sposobnosti kelacije. Spektra
spojin 10 in 11 (glej Dodatek, Slika 20 in Slika 21) nakazujeta ramo ob dodatku Cu?*
ionov, vendar gre za izjemno majhne razlike v absorbanci, ki mo¢no otezujejo dolocitev
selektivnosti za vezavo Cu®* ionov.
Najbolj selektivna za vezavo Cu®" ionov je spojina 6, ki tvori kompleks izkljuéno z
bakrovimi ioni. Kljub temu gre za manjse razlike v absorbanci. Spojina 2 kelira Cu?*, Zn?*,
Fe?*, Ni**, Mn®*, Co* in AI** ione, ob prisotnosti katerih je selektivna za vezavo Cu®*
samo napram Mn?* in AI¥*. 3 veze Cu*", Zn?*, Fe**, Ni**, Mn?" in Co*" ione. Od teh

selektivnost za baker izkazuje samo ob prisotnosti Mn®* ionov.
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Slika 17: Odvisnost absorbance od valovne dolzine spojin 2 (spekter A), 3 (spekter B) in &

(spekter C) samih in ob prisotnosti posameznih kovinskih ionov ter selektivnost za vezavo

Cu®* ionov.
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4.3.1.1.2. Razprava
Kelacijo Cu?* smo posredno ugotavljali tudi v askorbatnem testu, kjer smo kot
3

—

najboljsa kelatorja opredelili 2, 3, med boljse pa smo uvrstili tudi 6. S testom selektivnosti
vezave Cu** smo prisli do podobnega rezultata. V askorbatnem testu smo kelacijske
lastnosti pripisali tudi spojinam, ki v testu kelacije niso pokazale sposobnosti vezave Cu?*

ionov. Te spojine so v askorbatnem testu verjetno na drugacen nacin preprecevale nastanek
HO' radikala, npr. kot antioksidanti (tako bi lahko delovale vse razen spojine 7).

Spojini 2 in 3, poleg bakrovih ionov, veZeta tudi Fe?* in Zn** ione, ki so prav tako
udeleZeni pri AB. V patofiziologijo AB so domnevno vpleteni tudi AI** ioni, ki jih kelira
spojina 2. Kompleks s spojinama nastaja tudi z Ni%*, Mn?* in Co®* ioni, ki jim ne
pripisujemo neposredne vloge v AB, ob njihovi prisotnosti pa spojine tudi niso selektivne
za vezavo Cu?* (razen v primeru Mn®").

V primeru kompleksa z Mn?* ioni, ob dodatku Cu?" ionov spekter absorbance ne sledi
spektru kompleksa s Cu?* ioni. Absorbanca je pri maksimumu spojine niZja, pri
maksimumu kompleksa pa visja, kar morda nakazuje na dodatno nastajanje kompleksa ob
dodatku Cu®" in ne na selektivnost.

Nizka absorpcija kompleksa pri spojinah 10 in 11 je lahko posledica slabe absorpcije
kompleksa pri dani valovni dolzini ali pa prenizke koncentracije le-tega. Vzrok premajhne
koncentracije je lahko nestabilnost kompleksa ali pa prekratek predinkubacijski ¢as, v

katerem ni prislo do vzpostavitve ravnoteZzja.

4.3.1.2. Doloéanje stehiometrije vezave Cu®* ionov
4.3.1.2.1. Rezultati

Stehiometrijo vezave spojine in Cu?* ionov smo dolocevali spojinam 2, 3, 6

10in 11.
Posneli smo absorpcijske spektre spojin ob prisotnosti razli¢nih koncentracij Cu®* ionov in
narisali graf odvisnosti absorbance pri valovni dolZini maksimuma kompleksa od
molarnega razmerja med Cu®* ioni in posamezno spojino (Slika 19 in Dodatek, Slika 22 in

Slika 23).
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Slika 18: A) Graf odvisnosti absorbance spojine 2 in kompleksa Cu®*-spojina od valovne
dolzine, B) Graf odvisnosti absorbance pri A = 266,5 nm od molarnega razmerja Cu?* ioni/
2, C) Graf odvisnosti absorbance 3 in kompleksa od valovne dolzine in D) Graf odvisnosti

absorbance 6 in kompleksa od valovne dolZine.
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Iz grafa B) (Slika 19) je razvidno, da se spojina 2 s Cu®* ioni veZe v razmerju 1:1.
Razmerje smo odc¢itali na x-osi v tocki preloma, ki jo dolo¢ata zacetni linearni del in
linearni del po vzpostavitvi ravnotezja med nastajanjem in razpadanjem kompleksa.
Spojini 3 se ob prisotnosti 1 pM, 3 pM, 5 pM in 30 pM Cu?* absorbanca v celotnem
obmocju meritve zmanj$a. Spekter spojine ima ramo pri 245 nm in vrh pri 267,9 nm. Ob
prisotnosti koncentracij Cu®* enakih in vigjih od 60 uM, absorbanca pri 267,9 nm naraica,
vendar se razlika v absorbanci pri valovni dolzini rame zmanjSuje. Pri¢akovan padec
absorbance pri rami in nara$¢anje le-te pri 267,9 nm lahko opazimo samo ob prisotnosti 10
uM, 15 pM, 20 puM in 45 pM Cu® ionov, kar pa je premalo za zanesljivo dologitev
stehiometrije vezave za kompleks, ki nastaja pri teh koncentracijah (graf C, Slika 19).

6 daje podobne rezultate (graf D, Slika 19). Ob 30 pM Cu?* se spojini absorbanca zmanjsa
na celotnem obmoc¢ju merjenja. Pri koncentracijah Cu®* 15 uM, 45 uM in vi§jih,
absorbanca narasc¢a ob valovni dolzini rame spojine in pri 370 nm. Tudi v tem primeru
stehiometrije vezave ni bilo mogoce dolociti.

Spojini 10 absorbanca pri koncentracijah Cu®* od 1 uM do 45 uM pri valovni dolZini
maksimuma spojine pada in pri drugi valovni dolzini naraséa. Pri koncentracijah visjih od
60 uM pa se absorbanca pri maksimumu sicer zmanjsa, in pri drugi valovni dolzini
nara$¢a, vendar se z vetanjem koncentracije Cu?* razlika pri maksimumu zmanjSuje.
Podobno se obnasa tudi spojina 11. Spojini se od 45 uM Cu?* spremeni spekter, levo in
desno od valovne dolzine maksimuma absorbanca z vecanjem koncentracije iona narasca.
Pri obeh spojinah imamo tako na voljo premalo izrazite spremembe absorban¢nega spektra

za dolocitev stehiometrije.

4.3.1.2.2. Razprava

Stehiometrija vezave Cu?* in 2 je bila, glede na trodimenzionalno kemijsko strukturo
pricakovana. Cu?* verjetno tvori koordinacijski vezi s karbonilnim kisikom (dva nevezna
elektronska para) in fenolno OH-skupino (disociira in ostane negativni naboj na Kisiku). V
testu pa nam ni uspelo doseci platoja, kar smo kasneje poskusali pri spojini 10 z dodatnima
vi§jima koncentracijama. Dejstvo, da nismo dosegli platoja nakazuje na Sibkost 0z.
nestabilnost kompleksa (38).
Pri spojinah 3 in 6§ ob manjsih koncentracijah bakrovih ionov pade absorbanca v celotnem
obmocju posnetega spektra. Spojina verjetno kompleksira Cu?*, kompleksa pa ne moremo

zaznati v obmocju merjenja.
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Spojini mogode tvorita razliéne komplekse, odvisno od koncentracije Cu®* ionov, ki imajo
lahko dva absorpcijska maksimuma, ki se lahko pojavita pri isti valovni dolzini kot
absorpcijska vrhova spojine. To bi pojasnilo tudi spektre spojin ob prisotnosti visjih
koncentracij Cu®* ionov.

Pri spojinah 3, 6, 10 in 11, v odvisnosti od koncentracije prisotnih Cu** ionov, nastajajo
razli¢ni kompleksi, kar otezuje enozna¢no dolocanje stehiometrije vezave. Stehiometrijo bi
lahko dolocili za posamezen kompleks, vendar bi za to potrebovali vecje Stevilo
koncentracij bakra v obmocjih kompleksov, ki nastanejo pri nizkih in srednjih

koncentracijah Cu".

4.3.2. Askorbatni test

4.3.2.1. Rezultati presejalnih testov

Pri pripravljanju 40 mM raztopin testnih spojin v MeOH in red¢enju le-teh v fosfatnem
pufru smo opazili, da se nekatere spojine ne raztapljajo oz. se ob dodatku pufra izoborijo
Zato smo pripravili §¢ 10 mM osnovne raztopine vseh spojin v MeOH in jih s pufrom
redéili do 1 mM osnovnih raztopin. Zmanjsali smo tudi koncentracijo Cu®* ionov tako, da

smo ohranili razmerje med testno spojino in Cu?* ioni v presejalnem testu (2:1 in 1:1).

4.3.2.2. Koncni rezultati

Iz 1izmerjenih intenzitet fluorescence smo izracunali povprec¢je paralel, odsteli vrednost
negativne kontrole in narisali graf spreminjanja intenzitete fluorescence 7-hidroksi-CCA v
odvisnosti od ¢asa (Slika 17). Rezultate smo ovrednotili kvalitativno s primerjavo krivulje
fluorescence Cu®* - askorbatnega sistema ob prisotnosti posamezne testne spojine s
krivuljo Cu?* - askorbatnega sistema samega.
Koncentracijsko razmerje med spojino in Cu®* ioni v reakcijski mesanici je bilo 2:1 in 1:1.
Slika 5 prikazuje rezultate testa z 1 mM izhodnimi testnimi spojinami, ker je bila topnost
spojin pri nizji koncentraciji boljsa kot pri 4 mM (6 se je Se vedno obarjala, ostale spojine
so se raztopile). Za vse spojine smo izvedli test ob prisotnosti 600 uM Cu?* ionov. Testa ob

prisotnosti 300 M Cu?* ionov nismo izvedli s spojinama 10 in 11.
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Slika 19: Spreminjanje fluorescence s asom ob prisotnosti testne spojine in Cu?* ionov v
razmerju 2:1 A) in spreminjanje fluorescence pripadajoc¢ih pozitivnih kontrol B).
Spreminjanje fluorescence s ¢asom ob prisotnosti testne spojine in Cu?* ionov v razmerju
1:1 C) in spreminjanje fluorescence pripadajo€ih pozitivnih kontrol D). Spreminjanje
fluorescence s &asom ob prisotnosti testnih spojin 10 in 11 in Cu®** ionov v razmerju 1:1 E)
in pripadajoce pozitivne kontrole F).

P = pufer, A = askorbat
Rezultati 10 in 11 so zaradi vecje preglednosti prikazani loceno, ker smo test s spojinama

izvajali posebej in so bili odzivi meritev fluorescence Cu?* - askorbatnega sistema samega

in negativne kontrole pomembno vi$ji kot v predhodnih testih. Pri merjenju fluorescence
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¢italec omogoca ojacanje signala, kar je najverjetnejsi razlog poviSanih odzivov pri nasih

spojinah.

4.3.2.3. Razprava

Askorbatni test smo izvedli ob koncentracijskem razmerju med spojino in Cu® ioni 1:1
in 2:1, ker smo glede na kemijsko strukturo predvidevali stehiometrijo vezave 2:1.
Koncentracija askorbata v poskusih je bila 300 uM, s ¢imer je ustrezala fizioloSkim
pogojem zunajceli¢ne tekoCine v mozganih (33). Z zniZanjem koncentracije Cu®* ionov
(zaradi ohranitve razmerja) s 40 uM oz. 20 uM na 10 uM oz. 5 uM, nismo bistveno
vplivali na relevantnost rezultatov za AB. Plaki AP namre¢ vsebujejo priblizno 400 uM
koncentracijo Cu®* ionov (39).
S primerjavo intenzitete fluorescence Cu®* - askorbatnega sistema samega in ob prisotnosti
posamezne spojine, smo ugotavljali katere spojine v kompleksu z bakrom preprecijo
njegovo redoks aktivnost. Za ostale spojine obstaja moznost, da ne tvorijo kompleksa z
bakrom ali pa kljub kelaciji iona ne preprecijo njegove redoks aktivnosti.
Fluorescenco pri 5 uM Cu?* (razmerje med spojino in Cu?* je 2:1) najbolj znizata 2 in 3,
sledijo jima 8, Z in 6. Ob prisotnosti 10 uM Cu?* (razmerje med spojino in Cu?* je 1:1) so
rezultati drugac¢ni. Fluorescenco najbolj zniza 7, ostale spojine signala ne znizajo bistveno
ali pa ga celo zviSajo. Ker smo pri tem testu dobili nepricakovane rezultate za pozitivni
kontroli (obe intenziteti sta bili mnogo vi§ji kot intenziteta signala Cu?" - askorbatnega
sistema samega), smo test ponovili. Ponovitev je dala podobne rezultate za pozitivni
kontroli in drugac¢ne za spojine. Signal je najbolj znizala spojina 3, sledila je spojina 2.
Vecjo intenziteto signala ob prisotnosti 10 pM Cu® ionov, v primerjavi s 5 uM, smo
izmerili zaradi presezka ionov glede na njihovo stehiometrijo vezave s spojinami. To pa ne
pojasni drugacnega vrstnega reda najboljSih kelatorjev in vi§je intenzitete pozitivne
kontrole EDTA. EDTA se namre¢ z vsemi kovinskimi ioni veze v razmerju 1:1, 8-
hidroksikinolin pa, tako kot smo predvidevali za nekatere nase spojine, 2:1. Presezek Cu?*
ionov, zaradi nestabilnosti kompleksov, morda moti ponovljivost testa.
Krivulji spojin 10 in 11 sta prikazani loceno, ker so vsi odzivi, tudi za negativno kontolo in
Cu?*-askorbatni sistem sam, desetkrat vigji kot pri ostalih spojinah. Spojini pa sta se
izkazali kot u¢inkovita kelatorja bakra.
Glede na strukturo testiranih spojin, bi lahko sklepali, da je nosilec kelacije 8-

hidroksikinolinski fragment, kar smo potrdili s testom s 5 uM Cu®" ioni in s testom z 10 in
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11, in na kar, kljub slabi ponovljivosti, nakazuje test z 10 uM Cu®" ioni s preostalimi
spojinami s tem fragmentom. Za opredelitev kelacijskih lastnosti ostalih fragmentov (npr.
2-[(pirid-2-il)amino]tiazola) bi bilo potrebno test ponoviti. Ker nekatere spojine izkazujejo
antioksidativne lastnosti, bi lahko padec fluorescence pripisali tudi reakciji s hidroksilnim

radikalom (npr. pri 8).

4.4. Tioflavin T fluorimetricni test

4.4.1. Rezultati

Iz grafov odvisnosti intenzitete fluorescence od €asa je bilo razvidno, da se intenziteta
pozitivne kontrole (spojine, katere antiagregacijska sposobnost je ze bila potrjena), v
primerjavi z intenziteto AP in ThT brez zaviralca agregacije, ne spremeni. Pogoji v metodi

so bili torej neprimerni za dolocanje antiagregacijskih lastnosti spojin.

4.4.2. Razprava
Neustrezen dejavnik v testu je bil verjetno nabavljen A peptid, ki ni agregiral in vezal
ThT. Fluorescenca barvila ni narasla, ob prisotnosti spojine z antiagregacijskimi lastnostmi

pa tudi ni padla. Test bi bilo zato potrebno ponoviti na sveze dobavljenem in pripravljenem
AB.
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5. Sklep

V okviru magistrske naloge smo ovrednotili deset 1,3-substituiranih piperidinov.
Najbolj uravnotezeno delovanje proti AB je pokazala spojina 2, ki je z ICsp vrednostjo
13,81 nM med najbolj$imi zaviralci huBChE. Z EC5y 61,35 uM v DPPH testu jo uvr§¢amo

tudi med najboljSe antioksidante in je primerljiva z znanimi antioksidanti. Askorbatni test
je pokazal, da zavira tudi nastajanje HO'. Slednje lahko pripisemo kelacijskim lastnostim

in sklepamo, da Cu®* v kompleksu s spojino ni redoks aktiven. Spojina 2 s Cu* ioni tvori
samo to¢no definiran kompleks, kjer je razmerje med Cu®* in spojino 1:1. Spojina ni
selektivna za vezavo Cu?* ionov, vendar med drugimi veze tudi Fe?*, Zn?* in AI** ione, ki
pa so prav tako udelezeni v AB.

Tudi nekaj drugih spojin nakazuje ucinkovito multiplo delovanje, vendar bi morali za
njihovo natan¢nej$o in boljSo okarakterizacijo ponoviti askorbatni test z optimiziranimi
eksperimentalnimi pogoji. Dodatne informacije o multifunkcionalnosti teh spojin bi podal
tudi optimiziran Tioflavin T fluorimetri¢ni test.

Za opredelitev lastnosti zaviralcev huBuChE z multiplim delovanjem proti AB smo v
primerjavi s predhodnimi raziskavami podobnih spojin (20, 22), vpeljali dodatno metodo —

askorbatni test. S tem testom smo ugotavljali ali spojina kelira Cu®* ione in ali v kompleksu
preprecuje njegovo redoks aktivnost ter nastajanje HO' radikala.

Metoda z askorbatom torej pomembno dopolnjuje test kelacije, v katerem izvemo zgolj
katere kovinske ione spojina veze. To je sicer pomembno zaradi patoloskih koncentracij
kovinskih ionov pri AB, vendar ne izvemo nicesar o delovanju kompleksa npr. ali smo s

kelacijo preprecili redoks aktivnost vezanih kovin.
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7. DODATEK

Rezultati in razprava
1. Kelacijski test

1.1. TEST KELACIJE KOVINSKIH IONOV IN SELEKTIVNOSTI ZA VEZAVO Cu®*
IONOV

A) 100 7 spojina 10
‘ spojina 10+Cu
0,90 A ‘\ spojina 10+Zn
“ spojina 10+Zn+Cu
0,80 + \‘ spojina 10+Mg
\‘ spojina 10+Mg+Cu
0,70 4 \ spojina 10+FeCl2
\ spojina 10+FeCI2+Cu
0,60 ‘ spojina 10+Ca
‘ spojina 10+Ca+Cu
< 0,50 | spojina 10+Ni
spojina 10+Ni+Cu
0,40 spojina 10+FeClI3
spojina 10+FeCl3+Cu
0,30 spojina 10+Mn
spojina 10+Mn+Cu
0,20 spojina 10+Co
spojina 10+Co+Cu
0,10 - spojina 10+Al
o . spojina 10+Al+Cu
0,00
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420
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B) 050 - @ spojina 10
es==mspojina 10+Cu
0.45 1 spojina 10+Zn
= spojina 10+Zn+Cu
0401 spojina 10+Mg
035 - ——spojina 10+Mg+Cu
’ spojina 10+FeCl2
0,30 spojina 10+FeCI2+Cu
spojina 10+Ca
< 0,25 spojina 10+Ca+Cu
spojina 10+Ni
0,20 spojina 10+Ni+Cu
spojina 10+FeCI3
0,15 spojina 10+FeCl3+Cu
——spojina 10+Mn
0,10 spojina 10+Mn+Cu
spojina 10+Co
0,05 spojina 10+Co+Cu
spojina 10+Al
0,00 ) ) ) ) spojina 10+Al+Cu
220 240 260 280 300

A [nm]

Slika 20: Odvisnost absorbance od valovne dolzine za spojino 10 samo in ob prisotnosti
posameznih kovinskih ionov ter selektivnost spojine za vezavo Cu®" ionov (spekter A).

Slika B prikazuje povecan spekter istih meritev.
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A) 1,00 - —spo;:?na 11
e SpOjiNA 11+Cu
0,90 A spojina 11+Zn
spojina 11+Zn+Cu
0,80 - spojina 11+Mg
spojina 11+Mg+Cu
0,70 1 spojina 11+FeCl2
———spojina 11+FeCl2+Cu
0,60 ——spojina 11+Ca
———spojina 11+Ca+Cu
< 050 sgojina 11+Ni
0,40 spojina 11+Ni+Cu
spojina 11+FeClI3
0,30 spojina 11+FeCI3+Cu
spojina 11+Mn
0,20 spojina 11+Mn+Cu
spojina 11+Co
0,10 spojina 11+Co+Cu
spojina 11+Al
0,00 ' " " " T T T ’ T spojina 11+Al+Cu
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420
A [nm]
B) 0,20 e spojina 11
=====gspojina 11+Cu
0,18 ——spojina 11+Zn
——spojina 11+Zn+Cu
0,16 ——spojina 11+Mg
0,14 ——spojina 11+Mg+Cu
’ ——spojina 11+FeCl2
0,12 ———spojina 11+FeCl2+Cu
——spojina 11+Ca
< 0,10 ——spojina 11+Ca+Cu
———spojina 11+Ni
0,08 ———spojina 11+Ni+Cu
———spojina 11+FeCI3
0,06 spojina 11+FeCI3+Cu
———spojina 11+Mn
0,04 spojina 11+Mn+Cu
- spojina 11+Co
0,02 N spojina 11+Co+Cu
spojina 11+Al
0,00 ——spojina 11+Al+Cu
270 320 370 420
A [nm]

Slika 21: Odvisnost absorbance od valovne dolZine za spojino 11 samo in ob prisotnosti
posameznih kovinskih ionov ter selektivnost spojine za vezavo Cu®* ionov (spekter A).

Slika B prikazuje povecan spekter istih meritev.
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1.2. DOLOCANJE STEHIOMETRIJE VEZAVE Cu** IONOV

1,00

0,90

0,80

0,70

0,60

< 0,50

0,40

0,30

0,20

0,10

0,00

200

spojina 10
spojina 10_1uM Cu
spojina 10_3uM Cu
spojina 10_5uM Cu
spojina 10_10uM Cu
spojina 10_15uM Cu
spojina 10_20uM Cu
spojina 10_30uM Cu
spojina 10_45 uM Cu
spojina 10_60uM Cu
spojina 10_75uM Cu
spojina 10_90uM Cu
spojina 10_105uM Cu
spojina 10_120uM Cu
———spojina 10_135uM Cu
spojina 10_150uM Cu
spojina 10_500uM Cu
——spojina 10_2,5mM Cu

250 300 350

400 450 500
A [nm]

Slika 22: Graf odvisnosti absorbance spojine 10 in kompleksa Cu?*-spojina od valovne

dolzine.
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1,00 1 e spojina 11

0,90 A \ spojina 11_1uM Cu
——spojina 11_3uM Cu
0,80 1 spojina 11_5uM Cu

spojina 11_10uM Cu

0,70 -

spojina 11_15uM Cu

0,60 spojina 11_20uM Cu

spojina 11_30uM Cu

< 0,50 spojina 11_45uM Cu

0,40 spojina 11_60uM Cu

spojina 11_75uM Cu

0,30 spojina 11_90uM Cu
0,20 spojina 11_105uM Cu
= ~ spojina 11_120uM Cu
0,10 spojina 11_135uM Cu
0,00 spojina 11_150uM Cu

200 250 300 350 400 450 500

A [nm]
Slika 23: Graf odvisnosti absorbance spojine 11 in kompleksa Cu?*-spojina od valovne

dolzine.
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