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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

e Odredivanje inhibicijske sposobnosti odabranih organskih sulfida na enzim

acetilkolinesterazu spektrofotometrijskom metodom po Ellmanu



SAZETAK

Enzimi su snazni biokatalizatori bez Cije se aktivnosti vecina kemijskih reakcija u
bioloSkom sustavu ne bi odvijala. Enzimskoj skupini hidrolaza pripada jedan od
najucinkovitijih enzima u prirodi, acetilkolinesteraza (AChE). Fizioloska uloga AChE je
da prilikom prijenosa ziv€anog impulsa hidrolizira neuroprijenosnik acetilkolin (ACh)
na acetat i kolin i tako smanjuje aktivnost ACh. Vazan je faktor u tretmanu teskih

neurodegenerativnih bolesti poput Alzheimerove bolesti.

Alzheimerova bolest (AD) predstavlja najucestaliji tip demencije u suvremenom svijetu.
AD je neizljeCiva bolest Ziv¢anih stanica (neurona) i okolnih struktura sa smrtnim
ishodom. Inhibitorima kolinesteraza, uz ostale prou¢avane metode, nastoje se ublaziti

simptomi ove progresivne bolesti, a krajnji cilj je pronaci lijek.

Cilj rada bio je ispitati inhibicijsko djelovanje odabranih organskih sulfida (inhibitora)
na enzim acetilkolinesterazu metodom po Ellmanu. Ellmanova metoda zasniva se na
reakciji EIlmanovog reagensa i tiolne skupine pri ¢emu nastaje Zuto obojeni kompleks.
Od odabranih sulfida najve¢u inhibicijsku sposobnost pokazao je dimetil-trisulfid pri
koncentraciji od 568 uM, a iznosi 40,23 %. Smanjenjem koncentracije inhibitora
smanjuje se i njegov ucinak. Uzorak koji jedini nije pokazao inhibicijsko djelovanje pri

razli¢itim koncentracijama je dipropil-trisulfid.

Kljuéne rije¢i: Acetilkolinesteraza, Alzheimerova bolest, organski sulfidi, dimetil-
trisulfid



SUMMARY

Enzymes are powerful biocatalysts without which the majority of chemical reactions in
the biological system would not occur. One of the most effective enzyme in nature,
acetylcholinesterase (AChE) belongs to the enzyme group of hydrolases. The
physiological role of AChE is to hydrolyse the neurotransmitter acetylcholine (ACh)
after transmission of a nervous pulse to acetate and choline and thus reduce its activity.
It is an important factor in the treatment of severe neurodegenerative diseases such as

Alzheimer's disease.

Alzheimer's Disease (AD) is the most common type of dementia in the modern world.
AD is an incurable disease of nerve cells (neurons) and surrounding structures with a
deadly outcome. Cholinesterase inhibitors, along with the other studied methods, used
to alleviate the symptoms of this progressive disease, and the ultimate goal is to find a

cure.

The aim of the study was to investigate the inhibitory effect of selected organic sulfides
(inhibitors) on the enzyme acetylcholinesterase using Ellman’s method. Ellman's
method is based on the reaction of Ellman's reagent and the thiol groups yielding a
yellow coloured complex. Between the selected sulfides dimethyl trisulfide showed the
highest inhibition capability of 40.23% at a concentration of 568 pM. Reduction of the
concentration of the inhibitor decreased the inhibitory effect. Dipropyl trisulfide was the

only sulfide that did not show any inhibitory activity at tested concentrations.

Klju¢ne rijeci: Acetylcholinesterase, Alzheimer’s disease, organic sulfides, dimethyl

trisulfide,
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UuvOoD

Enzimi ili biokatalizatori, su tvari ¢ija aktivnost omoguéava izvedbu veéine
kemijskih reakcija u bioloSkom sustavu. Po svom sastavu gotovo svi poznati enzimi su
proteini izuzev odredene molekule RNA koje pokazuju kataliticku aktivnost (ribozimi).
Enzimi djeluju tako $to ubrzavaju kemijske reakcije snizavanjem energije aktivacije po
mehanizmu "kljuca i brave". Bez njihove aktivnosti, ve¢ina se kemijskih reakcija u
bioloSkom sustavu ne bi odvijala ili bi bila suviSe spora za razvoj pri normalnim
tjelesnim uvjetima.

Acetilkolin, neurotransmiter ili neuroprijenosnik, kvarterna je amonijeva baza.
Ovaj neuroprijenosnik sintetizira se u Ziv€anim stanicama uz pomo¢ koenzima A i
specificnog enzima kolin-acetilaze (kolin-acetiltransferaza) koji katalizira transport
acetilnoga ostatka iz koenzima A u kolin. Slobodan acetilkolin je jako nestabilan u
prisutnosti specificnog enzima acetilkolinesteraze koja ga odmah hidrolizira.

Acetilkolinesteraza (AChE; E.C. 3.1.1.7), kontrolira prijenos ziv¢éanih impulsa u
kolinergi¢noj sinapsi srediSnjeg i perifernog ziv€anog sustava te je od izrazite vaznosti
za oCuvanje homeostaze organizma. Pripada skupini hidrolaza, a uz butirilkolinesterazu
(BChE) ¢ini vazan faktor u tretmanu teskih neurodegenerativnih bolesti poput
Alzheimerove, Parkinsonove, Huntingonove i drugih. U mozgu oboljelih od
Alzheimerove bolesti, akumuliraju se dva abnormalna proteinska fragmenta, plakovi i
(neurofibrilni) snopovi 1 uniStavaju stanice mozga. To dovodi do smanjenja
koncentracije acetilkolina i aktivnosti AChE, dok aktivnost BChE raste.

Organski sulfidi produkt su razgradnje spojeva iz roda Allium (Amaryllidacea).
Hlapljivi su spojevi, vrlo neugodnog mirisa ¢ija se struktura krec¢e od najjednostavnijeg

dimetil-sulfida do slozenih spojeva koji uz atom sumpora sadrze i druge heteroatome.

Za dokazivanje sposobnosti inhibicije acetilkolinesteraze koristeni su slijede¢i inhibitori
koji pripadaju skupini sulfida: dimetil-trisulifid, dipropil-disulfid, dipropil-trisulfid i
dialil-disulfid.



1. OPCI DIO

1.1. Enzimi ili biokatalizatori

Enzimi su snazni biokatalizatori koji ubrzavaju kemijske reakcije vise od milijun
puta, a da se pritom ne trose i ne mijenjaju svoja svojstva. Odlikuje ih visoka kataliticka
mo¢ 1 specificnost za pojedine kemijske reakcije 1 supstrate u Zivim organizmima. U
Z1voj stanici, reakcije se odvijaju pri tocno definiranim uvjetima tlaka, temperature 1 pH.
Brzo odvijanje kemijskih reakcija od velike je vaznosti za optimalan zivot stanice. Na
aktivnost enzima mogu utjecati razli¢ite molekule. Dodatkom aktivatora, raste aktivnost
enzima kao i brzina kemijske reakcije dok dodatak inhibitora bilo prirodnih bilo
umjetnih (sintetskih) umanjuje ili potpuno blokira aktivnost enzima. Svaki tip enzima
najCeScée katalizira samo jednu reakciju. Tvar na koju enzim djeluje naziva se supstrat.
Mjesto na enzimu na koje se supstrat veze zove se aktivno mjesto, a medudjelovanje
enzima 1 supstrata odgovara poput kljuca i brave u kojem supstrat oblikom odgovara

obliku aktivnog mjesta na enzimu.®

supstrat produkti

_ aktivno mjesto

enzim-supstrat enzim-supstrat
kompleks kompleks

Slika 1. Medudjelovanje enzima i supstrata®

Kako je otkriven velik broj enzima $to je rezultiralo dodjeljivanjem duplih ili viSe imena
enzimima, tad je Medunarodni savez biokemije (IUB) razvio sustav nomenklatura
prema kojem svaki enzim ima jedinstveno ime i vlastiti kodni broj koji identificiraju
vrstu kataliticke reakcije 1 ukljucene supstrate. Stoga su enzimi klasificirani u slijedecih

Sest razreda: oksidoreduktaze, transferaze, hidrolaze, liaze, izomeraze, ligaze.



1.2. Acetilkolin

Acetilkolin (engl. acetylcholine, ACh) je najpoznatiji kao jedan od prvih
identificiranih neuroprijenosnika. Kolin-acetil-transferaza je enzim koji katalizira
stvaranje acetilkolina u kolinergi¢nim neuronima iz kolina i acetilkoenzima A (acetil-
CoA).*

S

>

Slika 2. Kemijska struktura acetilkolina ®

U vecini slucajeva acetilkolin ima ekscitacijski (pobudujuci) u¢inak no u nekim
perifernim parasimpatickim, ziv€anim zavrSecima javlja se kao inhibitor. Acetilkolin
djeluje tako da pobuduje prijenos signala medu neuronima tako i do stanica miSica.
Postoje dvije vrste receptora za ACh: muskarinski i nikotinski. Muskarinski receptori
veéinom su povezani s perifernim ziv€anim sustavom, glatkim i sr€anim misi¢ima te
vezivanje ACh na ovaj oblik receptora rezultira stimulacijom parasimpati¢kog Ziv¢anog
sustava $to za posljedicu ima smanjenje broja otkucaja srca 1 krvnoga tlaka, suzavanje
bronha, povecano izlu¢ivanje sline, poticanje probave, otpustanje tekucine iz mjehura
itd. Nikotinski receptori su prisutni u sredi$njem Zivéanom sustavu (SZS) kao i na
membranama mnogih postsinapti¢kih neurona. U SZS stimulacija nikotinskih receptora
se veze uz pamcenje 1 kognitivne procese, dok kod misica kostiju uzrokuje njihovu

kontrakciju. ACh se nalazi u vre¢icama na krajevima neurona iz kojih se

3



depolarizacijom zivcanoga kraja otpusta u sinapticku pukotinu gdje se nakon toga veze
na odgovarajuéi receptor.*

Otpusteni ACh ima izrazito kratko vrijeme poluzivota zbog visoke koncentracije
enzima acetilkolinesteraze (AChE) koji hidrolizira estersku vezu ACh §to dovodi do

gubitka simulirajuceg signala.

'sY
acetilkolin

zivcani zavrsetak
- akson

acetil<CoA

kolin
o © ©
kolin-acetil

o © ©
transferaza /

/

o
©o

kolinski

(@]
—
® /
sinapticka
~ acetat
pukotina S
o .
\ kolin
cetllkolmesteraza
receptor &
acetilkolina
dendrit

post-sinapticka membrana

Slika 3. Shematski prikaz kolinergicne sinapse i kruznog ciklusa acetikolina *



Tijekom sinaptickog prijenosa ziv€anog signala, acetilkolin se oslobada iz mjehurica, u
koji se prenosi nakon sinteze, u sinapticku pukotinu gdje se veze na kolinergi¢ne
receptore (nikotinski i muskarinski) koji su vezani za postsinapticku membranu
kolinergi¢ne sinapse ili miSi¢ne stanice. Vezivanje ACh osigurava daljnji prijenos
zivcanog signala ili impulsa. Acetilkolin se razgraduje pod djelovanjem enzima AChE
koji se nalazi u teoglikanskoj mrezici S§to ispunjava prostor sinapticke pukotine.
Mjehuri¢i u presinaptickom zavrSetku ponovno se obnavljaju, uspostavlja se
polarizacija postsinapticke membrane i impuls prestaje. Kolin se aktivno prenosi natrag
u presinapticke zavrSetke kako bi bio ponovno upotrebljiv za sintezu novog

acetilkolina.l®

1.3. Acetilkolinesteraza

Acetilkolinesteraza (engl. acetylcholineesterase, AChE), prava ili specifi¢na
kolinesteraza, jedan je od najucinkovitijih enzima u prirodi. AChE pripada skupini
hidrolaza, podskupini esteraza i potpodskupini hidrolaza estera karboksilnih kiselina.
Sintetizira se u kostanoj srzi, misi¢ima i mozgu, a osim toga smjestena je i u eritrocitima
gdje joj je uloga jo$ uvijek nepoznata. Acetilkolinesteraza je od iznimne vaznosti za
oc¢uvanje homeostaze organizma s obzirom na to da je njezin fizioloski supstrat,

acetilkolin, jedan od prijenosnika zivéanog signala.

Slika 4. Trodimenzionalna struktura AChE *



Kolinesterazama se nazivaju enzimi koji hidroliziraju kolinske estere brze nego
ostale estere karboksilnih Kiselina. Drugi tip kolinesteraze, butirilkolinesteraza (BChE,
E.C. 3.1.1.8), nalazi se u centralnom i perifernom ziv€anom sustavu, cerebrospinalnoj
tekudini, te crijevima, plu¢ima, gusteraci i jetri. Unato¢ tome Sto je dokazano da BChE
moze hidrolizirati acetilkolin u sinapsi, njen specificni fizioloski supstrat jos uvijek nije
pronaden stoga njena prava uloga u organizmu nije razrijesena.

AChE Karakterizira velika brzina hidrolize acetilkolina. Za ljudsku AChE
konstanta brzine hidrolize acetilkolina, Kcat, iznosi otprilike 400 000 min™ te je njegova
hidroliza stoga ograni¢ena samo brzinom njegove difuzije u aktivno mjesto enzima.!
Osim "klasi¢ne" kataliticke funkcije, AChE posjeduje 1 takozvane nekataliticke
funkcije, koje ne obuhvacaju njezinu fiziolosku funkciju. Do danas je potvrdeno da
AChE sudjeluje u sinaptogenezi, aktivaciji dopaminskih receptora 1 agregaciji
amiloidnih vlakana, dok se njezina uloga u nastajanju trombocita i krvnih stanica

povezuje s povecanim rizikom od leukemije kod osoba izloZenih djelovanju pesticida

koji djeluju kao inhibitori AChE.

1.3.1. Struktura i mehanizam djelovanja AChE

Osnovnu strukturu ovog sloZzenog proteina ¢ini 12 f-naboranih plo¢a okruzenih s
14 a-uzvojnica, $to je klasificira u skupinu hidrolaza o/ strukture. Poznavanje strukture
acetilkolinesteraze se temelji na istrazivanjima strukture enzima elektricne jegulje
(Torpedo californica, TcAChE) budu¢i da je struktura AChE kod sisavaca vrlo sli¢na
strukturi TcAChE te se vecina in vitro istrazivanja odvija na ovom enzimu kao modelu.
Elipsoidnog je oblika, te sadrZzava aktivno mjesto (zdrijelo ili grlo), udubljenje duboko
oko 20 A. Kristalna struktura AChE je odredena 2000. godine i visoko je homologna

(vrlo sli¢na) strukturi enzima iz Torpedo californica.

Hidroliza acetilkolina, prijenosnika ziv€anih impulsa odvija se na dnu udubine
(aktivnog mjesta) kroz slozeni mehanizam koji obuhva¢a 3 faze: nastajanje
Michaelisova kompleksa, aciliranje enzima i deaciliranje istog vodom. Procesi aciliranja
i deaciliranja odvijaju se preko tetraedarskog prijelaznog stanja koje ¢ine aktivni serin i
supstrat. Acetilkolin se najprije veze na samom otvoru, na tzv. periferno anionsko

mjesto.
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Slika 5. Shematski prikaz ciklusa hidrolize acetilkolina u aktivnom mjestu preko

kataliticke trijade '

Aktivno mjesto AChE dugacko je 20 A i oko 5 A giroko drijelo.
Uz pomo¢ kristalografije, specificnog vezivanja liganada 1 ciljane mutageneze,
identificirane su 4 podregije koje ¢ine aktivno mjesto AChE i sudjeluju u hidrolizi ACh:
» Kkataliticko mjesto (esterazno mjesto, kataliticka trijada s oksianionskom
Supljinom) — sadrzava aminokiselinski ogranak glutamata koji je smjesten do
histidina i serina
» anionsko mjesto (hidrofobno, mjesto vezivanja kolina) — za stabilizaciju
pozitivno nabijenog kvarternog dijela kolinskih supstrata
» acilni "dzep" (odgovoran za smjestanje acilnog dijela supstrata)

» periferno mjesto smjesteno na rubu zdrijela
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Slika 6. Prikaz podregija aktivnog mjesta AChE !



Tablica 1. Uloga podregija aktivnog mjesta acetilkolinesteraze *

Podregije aktivnog
mjesta

ESTERAZNO MJESTO

OKSIANIONSKA "RUPA™

PERIFERNO ANIONSKO
MJESTO

ANIONSKO MJESTO

ACILNI "DZEP"

Uloga Aminokiseline

Poboljsavanje nukleofilnosti

katalitickog serina (zbog Ser200
vodikove veze izmedu serina i His440
histidina koja omoguc¢ava Glu327
nukleofilni napad serina na
supstrat)

Poboc¢ni lanci ovih
aminokiselina djeluju kao

donori vodikove veze te tako Glyl18
e . Gly119
stabiliziraju tetraedarski Ala201
meduprodukt ACh koji nastaje
tijekom procesa hidrolize
Alostericki mehanizam Tyr72
inhibicije AChE pri visokim Tyrl24
koncentracijama acetilkolina Trp286

Hidrofobno mjesto ili mjesto
vezivanja kolina — aromatske
aminokiseline i Glu99
odgovorne su za stabilizaciju
kvarternog amonijevog liganda,
triptofan (Trp84) je vaZzna
aminokiselina koja veze ACh

Aromatske aminokiseline
(Trp84, Phe330) i Glu99

Mjesto na kojem se veze acilni
dio ACh, aminokiseline imaju
ulogu u ogranicavanju
dimenzija supstrata koji mogu
uéi u aktivno mjesto

Phe288
Phe290



1.3.2. Inhibitori acetilkolinesteraze

Inhibicija aktivnosti enzima acetilkolinesteraze dovodi do nakupljanja
acetilkolina 1 poremecaja u transportu zivéanih impulsa (desenzibilizacija receptora), §to
se manifestira kolinergickom krizom. Mucnine, salivacija, paraliza diSnog sustava neke
su od posljedica djelovanja kolinergi¢ne krize koja kao krajnji ishod ima smrt. Dok
inhibicija AChE ima opasne posljedice po Zivot, inhibicija butirilkolinesteraze (BChE)
istim spojem ne predstavlja opasnost vitalnim funkcijama organizma. Slijedno tome
BChE u organizmu, potencijalno, djeluje kao ¢istilo od spojeva koji inhibiraju aktivnost

ACNhE te je na taj nacin $titi od inhibicije.

Inhibitori se mogu podijeliti u dvije skupine: inhibitori koji se vezu na dnu zdrijela

(reverzibilni) i inhibitori koji se vezu na periferno alosteri¢ko mjesto (ireverzibilni).

> Reverzibilni inhibitori uglavnom su prirodnog podrijetla, izolirani iz biljaka
poput alkaloida (huperzin A, solanidin, solanin) i flavonoida (galangin).
Alkaloidi su naj¢esc¢e proucavana klasa spojeva pa je tako galantamin — alkaloid
po prvi puta izoliran iz biljke lukovice i cvjetova biljke Galanthus woronowii L.
(Amaryllidaceae) odobren i komercijalno dostupan kao lijek za Alzheimerovu
bolest. Razvoj prirodnih enzima, njihova ukljucenost u patologiju raznih bolesti
poput Alzheimerove i Parkinsonove bolesti potakla je razvoj sintetskih
inhibitora. Tako su danas u klini¢koj upotrebi 2 reverzibilna inhibitora,
donepezil (Aricept) i takrin (Cognex), primjenjivi u terapiji demencije. Dio
reverzibilnih inhibitora visokog afiniteta prema AChE, nacinjen je pomocu tzv.

klik — kemije gdje je aktivno mjesto enzima sluzilo kao reakcijska posuda.
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Slika 7. Reverzibilni inhibitori AChE 11

» Ireverzibilni inhibitori u aktivnom mjestu enzima formiraju Michaelisov tip
kompleksa s katalitiCkim serinom (kovalentna veza). Ovu skupinu spojeva ¢ine
karbamati i organofosforni spojevi. Prvi poznati ireverzibilni inhibitor,
karbamat fizostigmin (eserin), izoliran iz sjemenki biljke Physostigma
venenosum, Koristi se u terapiji miastenije gravis, genetske autoimune bolesti do
koje dolazi zbog nedostatka ACh u neuromuskularnim spojevima i
Alzheimerove bolesti, te se dugi niz godina uspjesno koristio za lijeCenje

glaukoma.?

ZT

/T N

Slika 8. Struktura fizostigmina
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1.4. Neurodegenerativne bolesti

Neurodegenerativne bolesti su bolesti nakupljanja koje karakterizira postepeno i
progresivno odumiranje stanica §to vodi ka disfunkciji ziv€anog sustava. Molekularna
klasifikacija neurodegenerativnih bolesti temelji se na proteinima. Proteini kod ovog
tipa demencija pokazuju promijenjena fizikalno-kemijska svojstva u mozgu i perifernim
organima. Neurodegenerativne bolesti nastaju pod utjecajem genetickih, epigenetickih
(okolinih) ¢imbenika, a u dana$nje vrijeme zahvaéaju sve veéi broj populacije.’® U
neurodegenerativne bolesti se ubrajaju Alzheimerova bolest, Parkinsonova bolest,
Huntingova bolest, prionska bolesti, progresivha supranuklearna paraliza itd.
Alzheimerova bolest najc¢e$¢i je oblik demencije 1 jedan je od najozbiljnijih

zdravstvenih problema suvremenoga svijeta.

1.4.1. Alzheimerova bolest

Alzheimerova bolest (engl. Alzheimer's disease, AD) je progresivna
neurodegenerativna bolest koja je ime dobila po njemackom neurologu Aloisu
Alzheimeru. Alzheimer je prvi put opisao bolest 1907. godine na pacijentici sa
simptomima paranoidnih ideja, gubitka pamcenja 1 poremecaja govora. Najces¢i je
oblik demencije, nema lijeka niti postoji u€inkovito lijeCenje 1 krajnji ishod je uvijek
smrt. AD je karakterizirana ekstracelularnim skupljanjem p-amiloida u mozgu i
nakupinama neurofibrilarnih snopova u neuronima. Biokemijski procesi, ukljuceni u

razvoj AD dovode do gubitka neurona apoptozom (programirana smrt stanice).

12
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Slika 9. Usporedba zdravog mozga i mozga osobe oboljele od Alzheimerove bolesti ©

AD ukljucuje nasljedne i sporadi¢ne oblike bolesti.

Nasljedna AD prenosi se na autosomno dominantan nacin, a prvi simptomi javljaju se
prije 65. godine Zivota (rani oblik AD). Drugi oblik AD, sporadi¢ni, javlja se nakon 65.
godine zivota i najces¢i je oblik Alzheimerove bolesti. lako se u vecini slucajeva AD
smatra sporadi¢nom bolesti, u oko 5 do 15 % slucajeva javlja se obiteljski, a pola takvih
slu¢ajeva ima rani pocetak i tipiéno su povezani s genetskim poremecajima.*®

Ova progresivna bolest zahvaca 4 % populacije u dobi od 65. do 74. godine i 30 %

populacije iznad 85 godina.
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1.4.1.1. Mehanizam djelovanja

Osnovne teorije koje se odnose na primarni uzrok bolesti su: kolinergi¢na hipoteza,

amiloidna hipoteza, z-hipoteza, oksidacijski stres, itd.

> KOLINERGICNA HIPOTEZA - temelji se na pretpostavci da je AD
uzrokovana poremecajem metabolizma ACh koji ima utjecaj na ucenje i
pamcenje. Smatra se i da dolazi do manjka enzima kolin-acetil-transferaze,
zasluznog za sintezu ACh te kako se povecanjem njegove koncentracije moze

utjecati na ublazavanje simptoma AD.

» AMILOIDNA HIPOTEZA — hipoteza amiloidne kaskade
Ovom se hipotezom pretpostavlja da Ap-peptid ima srediSnju ulogu u
patogenezi AD, odnosno da nakupine i naslage (plakovi) peptida pronadeni na
mozgu oboljelih od AD imaju toksi¢an ucinak na zdrave neurone i uzrokuju
njihovo odumiranje. Provedena su brojna in vitro i in vivo istrazivanja na
osnovu kojih je zakljueno da stupanj ostecenja stanica ovisi o koli¢ini nastalog

Ap-peptida kao i 0 njegovim karakteristikama.

» t-HIPOTEZA - temelji se na pretpostavci da dolazi do hiperfosforilacije z-
proteina koji se odvaja od mikrotubula te tako direktno dovodi do degradacije
mikrotubula nakon cega se spaja s drugim istovrsnim proteinima stvarajuci
neurofibrilarne petlje (NFP). Jedini nedostatak ove teorije je da nije utvrdeno je
li hiperfosforilacija uzrok ili posljedica AD s obzirom na to da se z-petlje
javljaju i kod drugih bolesti.

» OKSIDACHSKI STRES - stanje karakterizirano neravnotezom izmedu

nastanka slobodnih radikala (najée$¢e reaktivnih Kkisikovih ili reaktivnih

dusikovih vrsta) i oksidacijske obrane unutar stanica.
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1.4.1.2. Lijecenje Alzheimerove bolesti

Lijek za AD joS uvijek ne postoji s obzirom na to da i dalje nije jasno $to uzrokuje
bolest. Postoje razne metode i nacini ublazavanja simptoma (inhibitorima kolinesteraza)

koji se istrazuju, ali niSta nije polucilo izlje¢enje. Strategije borbe protiv AD ukljucuju:

» terapije temeljene na z-proteinu (smanjenje toksi¢nosti hiperfosforiliranog z-

proteina koji stvara neurofibrilarne petlje),
> uklanjanje Ap-peptida pasivnom (koriste¢i gotova protutijela) i aktivnom
(stvaranje cjepiva) imunizacijom ,

> sprjecavanje nastanka Af-peptida pomocu inhibitora y- i - sekretaza,

» intravenskim imunoglobulinima.

Tablica 2. Uloga inhibitora AChE u lijecenju Alzheimerove bolesti *

INHIBITOR AChE ULOGA

Prvi lijek u terapiji AD, akridinski spoj, brzi

TAKRIN S )
reverzibilni inhibitor i AChE i BChE
Piperidinski inhibitor kolinesteraza, selektivni
DONEPEZIL je inhibitor AChE, nije $tetan za jetra, uzrokuje

nuspojave
Inhibira kolinesteraze u dijelovima mozga s
najvecim kolinergi¢nim deficitom kod AD
RIVASTIGMIN ) S o

pacijenata, od nuspojava izaziva mucéninu 1
povracanje
Pokazuje jaku in vitro AChE inhibitorsku
aktivnost, lijek za rane faze AD, karakterizira
GALANTAMIN _ N

ga selektivnost, kompetitivnost prema AChE,

dugo djelovanje i reverzibilnost
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1.5.  Sulfidi (tioeteri)

Sulfidi se takoder zovu tioeteri jer su sumporovi analozi etera. Sulfidi, kao 1 tioli, imaju
jaki karakteristicni miris. Miris dimetil-disulfida podsjeca na miris kamenica koje su
predugo cuvane u hladnjaku. Uvrijezena imena sulfida slicna su imenima etera, uz
napomenu da se rije¢ ,eter zamjenjuje rije¢ju ,sulfid“. Prema supstitucijskoj
nomenklaturi u imenima odgovarajucih etera ,,alkoksi“ se zamjenjuje s ,.alkiltio®.
Primjerice, dimetil-disulfid, fenil-metil-sulfid, 4-etiltio-2-metilpent-2-en.

Sulfidi su reaktivniji od etera. U sulfidima vanjska ljuska atoma sumpora ne mora biti
popunjena, pa sumpor moze tvoriti jake veze s kKisikom, pa se sulfidi lako oksidiraju do
sulfoksida i sulfona. Sulfoksidi i sulfoni prikazuju se hipervalentnim strukturama s
dvostrukim vezama ili nabijenim jednostrukim vezama, kao $to je nize prikazano na

slici 10..Y7

0 (0
. H0, [
R8T Cmcoon | N % ¢ AT
sulfid i sulfoksid 1
o 1o} 10
| H,0, || 2
R—S—R' > | R—S RN <> R—S R'
- CH;COOH || |
sulfoksid i .0 sulfon :0: |

oo —

Slika 10. Hipervalentne strukture sulfoksida i sulfona *’
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1.5.1. Organski sulfidi iz roda Allium

Allium (Amaryllidacea) je Siroka skupina zeljastih biljaka koja predstavlja prirodan i
bogat izvor organosumporovih spojeva. Veéina sumporovih spojeva pronadenih u

biljkama su hlapljivi spojevi, izrazito neugodnog mirisa.

Aliinaza 0
EC4414 S
( ) 205Ny + INH, + 2 )J\
HaC COOH
Sulfenska kiselina
Piruvat
o] NH, o
‘ Kondenzacija ‘ 100 °C DESTILAT
S > s R, ———= (Mije3aniisparljivi
2 R/ COOH R/ \s/ polisulfidi)
S-alk(en)il cistein Tiosulfinat
sulfoksidi
Samo ako je " vidroli y
R = 1-propenil S. idroliza
/\/ Sop ———— —- > 0 H,S0, + H,S
HaC \ 294 2
HaC: O H,C
1-Propensulfenska kiselina 1-Propantial-S-oksid Propionaldehid

Slika 11. Shema razvoja spojeva pri razlicitim uvjetima *°

Prema svom obliku i uvjetima u kojima se uzorak obraduje, spojevi se mogu podijeliti u
3 kategorije:
1. vrSne pare — spojevi proizvedeni pri sobnoj temperaturi nakon rezanja ili
homogenizacije Allium tkiva
2. produkti razgradnje dobiveni iz tiosulfinata pri sobnoj temperaturi
3. uljne komponenete — spojevi dobiveni termickom obradom kao S$to je parna

destilacija

Enzim aliinaza transformira S-alk(en)il-L-cistein sulfoksid u pocetku stvarajuci
alk(en)ilsulfenske kiseline. Kondenzacijskim reakcijama sulfenske kiseline daju
tiosulfinat, reaktivni meduprodukt. Alicin (kao i1 ostali tiosulfinati) je vrlo nestabilan
spoj koji se dalje pregraduje i tako stvara razli¢ite sumporove spojeve. Zbog svoje
termicke nestabilnosti, tijekom destilacije, alicin se razgraduje na polisulfide (dialil-
disulfid i dialil-trisulfid) koji su odgovorni za karakteristiCan miris etericnog ulja. Svi

identificirani spojevi u uljima dobivaju se termickom razgradnjom tiosulfinata. Na
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sobnoj temperaturi alicin se moze razgraditi tako stvaraju¢i sumporov dioksid (SO2),

dimetil-trisulfid i dialil mono-,di- i trisulfid.*®

S CH,
HZC/\/ \s/\/
A Dialil disulfid
/\/S\ /CH3
HCZ s
Alil metil disulfid
S CHs
H3C/ \S/\/
Metilpropenil disulfid

HsC SH
’ \/\s/

Propan-1-tiol

S CH,
H3c/\/ Pt

Metilpropil disulfid

s CHs,
i e e

Dipropil disulfid

s CH,
H3C/\/ \S/\/

1-propenilpropil sulfid

H;,C/ S\s/ S\/\CH3

Metilpropil trisulfid

St S S g

Dipropil trisulfid

B s
HZC/\/ \/\CH2

Dialil sulfid

s s
Hzc/\/ N~ \/\CH2

Dialil trisulfid

s s
M N Ns7 Nch,

Alil metil sulfid

s S CH,
il gt gt et g

Dialil tetrasulfid

Slika 12. Sulfidi identificirani u vrsnim parama ostec¢enih Allium tkiva:

(A) crvenog luka i (B) cesnjaka *®
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DIMETIL-
TRISULFID

DIPROPIL-
DISULFID

DIPROPIL-
TRISULFID

DIALIL-
DISULFID

Tablica 3. Odabrani organski sulfidi i njihove znacajke

STRUKTURA

HBC\//\S/S\S/\\/CHE

CH
H.C

MOLEKULSKA MOLEKULSKA

FORMULA

C2HeS3

CesH14S2

CsH14S3

CsH10S2

KARAKTERISTIKE
MASA

Zapaljiva tekucina
zute boje, neugodnog
mirisa, dobiva se iz
biljke poznate pod
nazivom "mrtvi konj"

126,26 g/mol

150,298 g/mol

Sastojak eteri¢nih ulja
iz Alliuma, sredstvo za
poboljsavanje okusa,
izrazito neugodnog
mirisa

182,358 g/mol

Zudkasta tekuéina
netopiva u vodi, ima
snazan miris ¢eSnjaka,
dobiva se tijekom
dekompozicije alicina

146,28 g/mol
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1.6. Spektrofotometrija

Spektrofotometrija je analiticka tehnika kojom se mjeri apsorpcija emitiranog
elektromagnetskog zracenja kada se odredeni uzorak podvrgne zraenju. Osnovni
princip metode je da svaki spoj apsorbira ili prenosi svjetlo preko odredenog raspona
valne duljine. Uredaj koji se primjenjuje za mjerenje intenziteta apsorbirane svjetlosti

naziva se spektrofotometar.

kolimator izbornik valne duljine detektor
disperzijski uredaj I
/ A\l [O If I—-
brojilo
izvor zrafenja monokromator spremnik s uzorkom

Slika 13. Shematski prikaz spektrofotometra 2
Spektrofotometar se, u osnovi, sastoji od dvije vrste uredaja: spektrometra 1 fotometra.
Spektrometar je uredaj koji proizvodi, rasprSuje i mjeri svjetlost dok fotometar

predstavlja fotoelektri¢ni detektor kojim se mjeri intenzitet svjetlosti.

Dio upadnog zracenja koje prolazi kroz otopinu u omjeru s ukupnim upadnim

zraCenjem Se naziva transmitancija (T) ili propusnost otopine:

T =P/Po (1)

Po=ulazna snaga zracenja

P = snaga zraCenja nakon apsorpcije

Transmitancija je logaritamski povezana s apsorbancijom (A):

A = -log (T) = -log (P/Po) = log (Po/P) )
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gdje apsorbancija predstavlja koliinu apsorbiranih fotona, a definira se kao

logaritamski odnos zra¢enja koje je proslo kroz otopinu (P) i upadnog zracenja (Po).

Ako je vrijednost apsorbancije poznata, preko Lambert-Beerovog zakona mogucée je

odrediti nepoznatu koncentraciju vrste.

Lambert-Beerov zakon predstavlja linearni odnos izmedu apsorbancije i koncentracije

vrste koja apsorbira elektromagnetsko zracenje:

A =log (Po/P) = abc (3)

gdje je a molarna apsorpcijska sposobnost (apsorpcijski koeficijent), b duljina puta

zradenja kroz uzorak i ¢ koncentracija apsorbirajuée vrste.?2
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1.6.1. Metoda po Ellmanu

Odredivanje inhibicijske sposobnosti kolinesteraza moze se izvoditi na 2 nac¢ina: in vivo
I in vitro. Uglavnom je rije¢ o spektrofotometrijskim metodama od kojih se najvise

primjenjuje metoda po Ellmanu (in vitro).

Ellmanova metoda je jednostavna spektrofotometrijska metoda kojom se mjeri aktivnost
kolinesteraza (AChE i BChE). Metoda se temelji na reakciji izmedu Ellmanovog
reagensa, DTNB (5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzojeva) kiselina) i tiolne skupine (jedan od
produkata enzimatske hidrolize acetiltiokolina, ATCh). Produkt reakcije je 2-nitro-5-
tiobenzojeva kiselina (TNB) koja u vodi, pri neutralnom ili alkalijskom pH, ionizira u
TNB™ anion. Nastali TNB™ anion je intenzivno zute boje. Apsorpcijski maksimum
DTNB-a je na valnoj duljini od 320 nm, dok se apsorpcijski maksimum oslobodenog
aniona nalazi na valnoj duljini od 412 nm. Metoda po Ellmanu je brza metoda kod koje

se dodatkom 1 mola tiola oslobada 1 mol TNB".23

Ny
M Oy
HS COOH
= COOH TNB
RSH + —_—
s COoOH N,
My R 5 COOH
Tiol DTHE Diisul fid

Slika 14. Mehanizam reakcije Ellmanovog reagensa i tiolne skupine
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Dobivanje obojenog kompleksa se odvija prema sljede¢im reakcijama:

+ AChE + i ) +
(CH3)3NCH2CH28COCH3 + Hzo —>(CH3)3NCH2CH28 + CH3COO + 2H

acetilkolin tiokolin acetat

.
(CHg)sNCH,CH,5 + RSSR ——» RS (obojeni kompleks) + (CHz)sNCH,CH,SSR

tiokolin DTNB Zuti anion
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Odredivanje inhibicijske sposobnosti enzima
acetilkolinesteraze metodom po Ellmanu

Metodom po Ellmanu mjeri se aktivnost enzima acetilkolinesteraze na osnovi reakcije
Ellmanovog reagensa, DTNB-a i tiokolina. Reakcijom se oslobada Zuto obojeni

kompleks, anion 2-nitro-5-tiobenzoat, TNB".

Osnovne kemikalije koriStene u postupku rada:
» enzim acetilkolinesteraza — iz elektrofora elektri¢ne jegulje, tip V-S
> acetiltiokolin jodid (ATChl) — supstrat enzima
» DTNB (5,5'-ditiobis-[2-nitrobenzojeva kiselina]) — tiolni reagens

2.1.1. Priprema kemikalija

Za potrebe mjerenja pripravljene su sljedeée otopine:

» fosfatni pufer (pH=7 i pH=8; 0,1 M)

» tiolni reagens DTNB otopljen u puferu pH=7+0,12 mM NaHCOs konacne
koncentracije u sustavu 0,3 mM

» enzim AChE otopljen u puferu pH=8, konac¢ne aktivnosti 0,03 U/mL

» otopina supstrata ATChl u puferu pH=8, kona¢ne koncentracije u sustavu 0,5
mM

» otopine uzoraka (inhibitora) sulfida u etanolu pocetne koncentracije (c=100
Mm): 12,626 mg/mL; 15,032 mg/mL; 18,238 mg/mL,; 14,628 mg/mL
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Tablica 4. Pocetne masene koncentracije inhibitora

) volumen, V masena
Uzorak Naziv masa, m (mg) koncentracija,
(mL) v (mg/mL)
A dimetil-trisulfid 63,13 5 12,626
B dipropil-disulfid 75,16 5 15,032
C dipropil-trisulfid 91,19 5 18,238
D dialil-disufid 73,14 5 14,628

Slika 15. Kadice s pripremljenim otopinama i otopine uzoraka razlicitih koncentracija

Tablica 5. Priprema kemikalija

Kemikalije Osnovna otopina Konac¢na koncentracija

13,079 mg u 5 mL pufera
DTN (pH=7+0,12 MM NaHCOx) 0.3 mmol/L
AChE 6,6 UL (500 L) u 5 mL 0,03 U/mL
pufera (pH=8)
15,9 mg u 5 mL pufera
ATChl 0,5 mmol/L
(PH=8)
Uzorak/EtOH razli¢ite konc./4,36 %
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2.1.2. Postupak rada

U svakoj jazici se reakcijska smjesa sastoji od:
» 180 uL 0,1 mol/L fosfatnog pufera pH=8
» 10 pL 5,5'-ditio-bis (2-nitrobenzojeve kiseline) — DTNB, kona¢ne koncentracije
0,3 mmol/L
» 10 pL acetilkolinesteraze - AChE, konaéne koncentracije 0,03 U/mL

Y

10 uL acetiltiokolinjodida - ATChl, konacne koncentracije 0,5 mmol/L
» 10 pL uzorka odredene koncentracije otopljenog u etanolu ili ¢istog etanola u

sluc¢aju kontrole

Slika 16. Mikrotitarska plocica (96 jazica)

Tablica 6. Shema otopina u eksperimentu

PUFER 190 200 180 190 180 190
DTNB 10 10 10 10 10 10
AChE 10 / 10 / 10 /

UZORAKI/EtOH / / 0/10 0/10 10/0 10/0

ATChI 10 10 10 10 10 10

BL - slijepa proba
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Pripremljene kemikalije se otpipetiraju u jaZice prema shemi iz tablice 6, s tim da se
supstrat acetiltiokolin (ATChI) dodaje neposredno prije pocetka mjerenja jer njegovim
dodatkom zapocinje reakcija. Ukupni volumen smjese iznosi 220 pL. Ne-enzimska

hidroliza prac¢ena je tzv. "blank" mjerenjima odnosno slijepim probama.

Za uzorke sulfida bilo je potrebno izvrsiti razrjedivanje jer je njihova prisutnost pri
veéim koncentracijama izazvala zamucéenje reakcijske smjese.

Uredaj na kojem se vrsilo mjerenje je viSekanalni ¢ita¢ mikrotitarskih plocica "Sunrise"
(Tecan, GmbH, Austrija) na valnoj duljini od 405 nm uz automatsko mijeSanje i

pohranjivanje podataka na racunalo.

Tablica 7. Koncentracije uzoraka sulfida nakon razrjedivanja

Masena koncentracija, y (mg/mL)

koncentracija,c

A B C D
(mM)
50 6,313 7,516 9,119 7,314
25 3,157 3,758 4,559 3,657
12,5 1,579 1,879 2,279 1,829
6,25 0,789 0,939 1,139 0,914
3,125 0,395 0,469 0,569 0,457
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Slika 17. Visekanalni citac¢ mikrotitarskih plocica "Sunrise™ (Tecan, GmbH, Austrija)

Inhibicijska sposobnost enzima (postoci inhibicije) racuna se po formuli:

% inhibicije AChE = [(Ak — Aa) / Ak] x 100 (4)

Ak = apsorbancija test otopine

Aa = apsorbancija kontrolnog uzorka.
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3. REZULTATI

Za odredivanje inhibicije enzima acetilkolinesteraze koriSteni su uzorci sulfida
(inhibitori) razli¢itih masenih koncentracija. Pripremljene otopine uzoraka dodaju se
prema shemi iz tablice 6. Pri ve¢im koncentracijama dodatak pojedinih uzoraka sulfida
izazvao je zamucenje u jazicama stoga je otopine bilo potrebno razrijediti do

koncentracije koja je polucila rezultat.

Iz izraCunatih postotaka inhibicije prema tablici 8, vidljivo je da uzorak C (dipropil-
trisulfid) ne pokazuje sposobnost inhibicije enzima AChE na niti jednoj od navedenih
koncentracija. Maksimalni u¢inak inhibicije je pokazao uzorak A (dimetil-trisulfid) pri

koncentraciji od 568 uM s postotkom inhibicije koji iznosi 40,23 %.

Tablica 8. Postoci inhibicije za razlicite koncentracije sulfida

Postotak

inhibicije, / / / / 8,12
%
/ / / / /
/ / / 23,59 /

A — dimetil-trisulfid, B — dipropil-disulfid, C — dipropil-trisulfid, D — dialil-disulfid
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4. RASPRAVA

Cilj ovog rada je bio ispitati sposobnost inhibicije enzima acetilkolinesteraze (AChE)
odabranim organskim sulfidima (inhibitorima). Ovi spojevi se pronalaze u zeljastim

biljkama roda Allium, a karakterizira ih vrlo neugodan miris poput luka ili ¢e$njaka.

Pripremljena su 4 uzorka inhibitora razliitih koncentracija. Inhibicijska sposobnost
AChE je odredena spektrofotometrijskom metodom po Ellmanu pradenjem porasta
apsorbancije obojenog kompleksa (zuti anion). 1z dobivenih rezultata vidljivo je da
odabrana skupina organskih sulfida ne pokazuje zadovoljavaju¢u sposobnost inhibicije

enzima acetilkolinesteraze.

Dodatak pojedinih uzoraka u jazice izazvao je zamucenje pripremljenih otopina §to je
spektrofotometru stvorilo poteskoce prilikom mjerenja. Stoga je uzorke bilo potrebno

razrijediti do koncentracije koja je rezultirala odredenim postotkom inhibicije.
Najveci postotak inhibicije, pokazao je dimetil-trisulfid (uzorak A) pri koncentraciji od

568 uM i iznosi 40,23 %, dok dipropil-trisulfid (uzorak C ) ne inhibira pri niti jednoj od

navedenih koncentracija.
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5. ZAKLJUCAK

e Metodom po Ellmanu ispitana je inhibicijska sposobnost odredenih organskih
sulfida na enzim acetilkolinesterazu. 1z dobivenih rezultata zakljuceno je kako
niti jedan od 4 odabrana sulfida ne pokazuje zadovoljavaju¢u inhibicijsku

sposobnost.

e Maksimalna inhibicija enzima postignuta je pri koncentraciji dimetil-trisulfida
od 568 uM i iznosi 40,23%. Smanjenjem koncentracije inhibitora opada i

njegova djelotvornost.

e Uzorak dipropil-trisulfida nije pokazao inhibicijski ucinak (nije postignut

rezultat pri razli¢itim koncentracijama inhibitora)
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