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1) Ispitivanje inhibicijskih svojstava p-elemena na enzime acetilkolinesterazu i
butirilkolinesterazu  spektrofotometrijskom metodom po Ellmanu (postotak

inhibicije, vrsta inhibicije).

2) Odredivanje kineti¢kih parametara Km, Km®, Vinax, Vmax®® enzima acetilkolinesteraze

I butirilkolinesteraze u prisustvu p-elemena kao inhibitora.



Sazetak

Alzheimerova bolest (AD) je najucestaliji oblik demencije prisutne u svijetu. lako
su se razvile mnoge hipoteze koje se odnose na primarni uzrok bolesti (kolinergi¢na,
hipoteza amiloidne kaskade i z-hipoteza) lijeenje jo$ uvijek nije moguce, prvenstveno
zbog toga $to nije jasno odreden glavni uzrok bolesti. U tretmanu osoba s
dijagnosticiranom demencijom danas se najceS¢e rabe inhibitori kolinesteraza, koji

ublazavaju simptome bolesti.

Acetilkolinesteraza (AChE; E.C. 3.1.1.7, enzim vaZzan kod prvih stadija
Alzheimerove bolesti) i butirilkolinesteraza (BuChE; E.C. 3.1.1.8, enzim vazan kod
odmaklih stadija Alzheimerove bolesti) su strukturno homologni enzimi iz skupine
hidrolaza. Zbog specifi¢nosti aktivnog mjesta njihova inhibicija istim spojem moZze se

znacajno razlikovati.

Cilj ovoga rada je ispitati sposobnost inhibicije enzima acetilkolinesteraze i
butirilkolinesteraze koristenjem fS-elemena kao inhibitora te odrediti vrstu inhibicije.
Ispitivanje se vrSilo spektrofotometrijskom metodom po Ellmanu. Iz izracunatih
postotaka inhibicije zakljuceno je da S-elemen pokazuje inhibiciju prema oba enzima,
iako je inhibicija BUChE bila nesto slabija u odnosu na AChE. Postotak inhibicije se
smanjuje proporcionalno sa smanjenjem koncentracije inhibitora. 1z Lineweaver-Burk,
Eadie-Hofstee, Hanes-Woolf i Eisenthal — Cornish-Bowden prikaza je utvrdeno da se radi

o mijeSanom inhibitoru te su odredeni kineti¢ki parametri Km, Km?P, Vinax, Vmax®® enzima.

Kljuéne rijeci: Alzheimerova bolest, acetilkolinesteraza, butirilkolinesteraza, S-elemen,

inhibicija, enzimska kinetika



Summary

Alzheimer's disease (AD) is the most common form of dementia present in the world.
Although many hypotheses have been developed that relate to the primary cause of the disease
(cholinergic, hypothesis of amyloid cascade and z hypothesis) there is no proven medication to
cure the disease because the major cause of the disease is not clearly defined. Cholinesterases

inhibitors are used in the treatment of Alzheimer’s but only to ameliorate the symptoms.

Acetylcholinesterase (AChE; E.C. 3.1.1.7, important at early stages of AD) and
butyrylcholinesterase (BuChEg; E.C. 3.1.1.8, important at later stages of AD) are structurally
homologous enzymes that belong to the group of hydrolases. Their inhibition with the same

compound may vary significantly due to the specificity of their active site.

The aim of this study was to examine the ability of S-elemene to inhibit AChE and
BuChE as well as to determine the type of inhibition. Inhibitory activity was investigated using
Ellman's spectrophotometric method. From the calculated percentages of inhibition, it was
concluded that s-elemene inhibited both enzymes in concentration dependant manner, although
the inhibitory activity of BuChE was weaker than inhibitory activity of AChE. After reviewing
the results using Lineweaver-Burk, Eadie-Hofstee, Hanes-Woolf and Eisenthal — Cornish-
Bowden plots it was concluded that S-elemene exhibits a mixed type inhibition and appropriate

Kinetic parameters were determined i.e. Km, Vinax, Km?P, Vinax®P.

Keywords: Alzheimer's disease, acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, p-elemene,

inhibition, enzymatic Kinetics
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Uvod

Bez enzima bi Zivot kakav danas poznajemo bio nemogu¢. Enzimi su snazni
i vrlo specifi¢ni biokatalizatori koji djeluju tako da smanjuju energiju aktivacije kemijskih
reakcija, odnosno pronalaze "put” s nizom energijom aktivacije. Ne mijenjaju tijek
reakcije, niti utje¢u na njezin doseg ili produkt, ve¢ ubrzavaju reakcije nekoliko stotina,
tisu¢a ili milijuna puta. Ne troSe se u reakciji te iz nje izlaze nepromijenjeni. Prema
reakcijama koje kataliziraju razlikujemo Sest klasa enzima: oksidoreduktaze, hidrolaze,
ligaze, transferaze, izomeraze i liaze. Kineticki parametri Kv | Vmax vazne su
karakteristike enzima. Ku je koncentracija supstrata pri kojoj je brzina reakcije jednaka

polovici maksimalne, a Vimax je brzina pri potpunoj zasi¢enosti enzima supstratom.

Acetilkolinesteraza (AChE) i butirilkolinesteraza (BuChE) su enzimi koji se zbog
svoje uloge u organizmu intenzivno istrazuju unutar podrucja biomedicine 1 toksikologije.
AChHE i BuChE, svrstane u skupinu hidrolaza, vazne su ciljane mete kod tretmana jedne
od naj¢esc¢ih neurodegenerativnih bolesti modernog drustva - Alzheimerove bolesti (AD).
U razvijenim zemljama svijeta, odnosno svim zemljama "starog stanovnistva™ (u koje se
ubraja i Hrvatska), oko 50 % starijih od 85 godina boluje od Alzheimeral. U mozgu
pacijenata dolazi do gubitka kolinergi¢nih neurona te smanjenja koncentracije
acetilkolina (ACh) i aktivnosti AChE, dok je ekspresija BuChE pojac¢ana. Obzirom da
bolest nije izljeciva, najuspjesniji pristup ublaZavanju simptoma, barem za sada,
predstavljaju inhibitori kolinesteraza od kojih su neki dostupni komercijalno kao lijekovi.
Sve se Cesce koriste spojevi izolirani iz biljaka za lijeCenje raznih bolesti, tako i ove
demencije, zbog relativno lake dostupnosti, niske cijene kao i manjeg broja nuspojava. U

ovom radu je kao inhibitor acetil- i butirilkolinesteraze koristen s-elemen.

Elemen je monociklicki seskviterpen koji je sastavni dio mnogih eteri¢nih ulja.
Kako se radi o spoju male molekulske mase, vjerojatno je da lako prolazi kroz krvno-
mozdanu barijeru te stoga predstavlja potencijal za tretiranje neurodegenerativnih bolesti

kao Sto je AD.



1.0PCI DIO



Op¢i dio

1.1. ZIVCANI SUSTAV

Zivéani sustav (lat. systema nervosum, ZS) gradom je i ustrojstvom prilagoden
primanju i ra$¢lanjivanju ziv€éanih podrazaja (impulsa) iz tijela i okolisa te stvaranju

najboljeg odgovora i njegovu prenosenju izvrinim organima?.

Iako svojim ustrojem i djelatnos¢u €ini jednu sustavnu nerazdvojivu cjelinu,

morfoloski se dijeli na:
e srediS$nji Ziv€ani sustav |
e periferni ziv€ani sustav,
a funkcionalno je podijeljen na:
e somatski i
e autonomni ziv&ani sustav®.

Sredi$nji se sastoji od mozga koji je zasti¢en u lubanjskoj Supljini i ledne mozdine
zaSti¢ene u kraljezni¢nom kanalu, a izgraduju ga Ziv¢ane stanice (neuroni) i mijelinizirana
ziv¢ana vlakna. Glavni dijelovi neurona su soma ili tijelo iz kojeg polaze izdanci, zvani
akson i dendriti. Periferni Ziv¢ani sustav sastoji se od zivaca koji izlaze iz mozga i ledne
mozdine, granaju se po tijelu te spajaju srediSnji Ziv€ani sustav sa svim dijelovima tijela.
Somatski ZS je pod utjecajem ljudske volje i svijesti. Cine ga dijelovi mozga, ledne
mozdine 1 Zivaca koji primaju vanjske podrazaje, a Covjek ih obraduje i reagira govorom,
kretanjem, pamcenjem 1 sl. Suprotno, autonomni Ziv€ani sustav regulira sve zZivotne
funkcije i nije pod utjecajem ljudske volje ni svijesti. On u sebi ujedinjuje dva velika,

medusobno proturjeéna sustava, simpatikus i parasimpatikus?.



Op¢i dio

1.1.1. Neuroprijenosnici

Dodirna mjesta izmedu ziv€anih stanica ili izmedu aksonskih zavrSetaka i
povrsine izvrSnog organa nazvana su sinapsama. Na tim se mjestima iz zavrSetka aksona
na povrsinu susjedne stanice izlu¢uju neuroprijenosnici s pomoc¢u kojih se podrazaji s
jednog neurona Sire na sljedeéi neuron ili na stanice izvr$nog organa. Sinapse omogucuju,
dakle, uskladeno djelovanje zivéanog sustava. Dva neurona koji ¢ine sinapsu ne dodiruju
se izravno, jer se izmedu zavrSetka presinaptickog neurona i tijela postsinaptickog
neurona nalazi sinapticka pukotina. Za svaku vrstu neurotransmitera postoji odgovarajuci
receptor na membrani drugog neurona u sinapsi. Receptor veze samo to¢no odredenu
kemijsku tvar. Primjerice, dopaminski receptor veze samo dopamin, ne i druge
neuroprijenosnike kao S$to je serotonin. Kemijskim vezivanjem neuroprijenosnika i
receptora zapocCinju promjene u postsinaptickom neuronu koje mogu izazvati akcijski
potencijal, odnosno signal za daljnji prijenos. Medutim, neke prijenosne tvari ne
pobuduju postsinapticke neurone, nego smanjuju njihovu podrazljivost. Prema tome,
razlikuju se pobudujuéi i inhibicijski neuroprijenosnici?. U tablici 1.1. se nalaze primjeri

nekih neuroprijenosnika i njihova uloga u tijelu*.

Tablica 1.1. Popis nekih neuroprijenosnika i njihovih funkcija.

Neuroprijenosnik Uloga u tijelu

Sluzi za kontrolu mi$i¢a u neuronima ledne
Acetilkolin mozdine 1 za regulaciju pamcenja 1 drugih
visih funkcija u neuronima mozga.
Acetilkolin je pobudujuc¢i neuroprijenosnik.

Odgovoran je za osjecaje zadovoljstva, ali
Dopamin isto tako ima viSe funkcija koje ovise o
mjestu djelovanja u mozgu. Obi¢no ima
inhibicijsku ulogu.

Ukljucen je u regulaciju mnogih funkcija,
Serotonin kao Sto su raspoloZenje, apetit i osjetilna
percepcija u lednoj mozdini. Serotonin je
inhibicijski neuroprijenosnik u reakciji na
bol.
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1.1.2. Acetilkolin

Acetilkolin (engl. acetylcholine, ACh) ¢ija je strukturna formula prikazana na slici
1.1., je prvi otkriveni neuroprijenosnik. Izlu¢uje se u autonomnom zivéanom sustavu, u
neuromisi¢noj spojnici i1 brojnim sinapsama srediSnjeg ziv€anog sustava. ACh se
sintetizira iz kolina i acetil-koenzima A (acetil-CoA) uz prisustvo enzima kolin-acetil-

transferaze.

O H,C
H \g/CH3
/\O/\/ \CH

H,C 3

Slika 1.1. Strukturna formula acetilkolina.

Acetilkolin se uklanja razgradnjom iz sinapticke pukotine i njegovom hidrolizom
acetilkolinesteraza (engl. acetylcholinesterase, AChE) kontrolira prijenos ziv¢anih
impulsa u kolinergi¢noj sinapsi centralnog i perifernog ziv€anog sustava. Naime, u
presinapti¢kim zavrSetcima nalazi se veliki broj mjehuri¢a s prijenosnom tvari. Kada
depolarizacijski val, nastao podrazivanjem neurona, dospije do presinaptickog zavrSetaka
ACh, privuce mjehurice do opne zavrSetka pa oni svoj sadrzaj izbace u sinapticku
pukotinu. Oslobodena tvar difundira kroz pukotinu i dolazi do postsinapti¢kog neurona
na kojemu su brojne receptorske bjelanc¢evine s kojima tvar reagira. Dva su tipa receptora
za acetilkolin, nikotinski i muskarinski. Nikotinski su smjeSteni u neuromuskularnim
&vorovima i sredi$njem Zivéanom sustavu (SZS), a muskarinski u migi¢éima miokarda,
glatkim misi¢éima te dijelovima SZS. Nakon njegova reagiranja s receptorima opna
postsinaptickog neurona postaje propusna za natrijeve ione, oni ulaze u neuron jer ih
Izvan neurona ima mnogo vise nego unutar. Stoga u neuronu nastaje akcijski potencijal
koji se Siri dalje i aktivira sljede¢e neurone u nizu. Dakle, vezanjem ACh na receptor,
dolazi do depolarizacije postsinaptickog podru¢ja. No, brzom razgradnjom ACh u
sinaptickoj pukotini djelovanjem AChE, ponovno se uspostavlja polarizacija

postsinapti¢ke membrane i prijenos impulsa prestaje?.
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Slika 1.2. Shematski prikaz kolinergi¢ne sinapse i kruznog ciklusa acetilkolina®.
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1.2. ALZHEIMEROVA BOLEST

Alzheimerova bolest (engl. Alzhimer's disease, AD) je najucestaliji oblik
demencije prisutne u modernom drustvu. Ocekuje se da ¢e jedna od 85 osoba oboljeti od
ove bolesti do 2050. godine®. Demencija je klini¢ki sindrom uzrokovan boleséu mozga,
obi¢no kroni¢nog ili progresivnog tijeka sa steCenim visestrukim oSte¢enjem viSih
kortikalnih funkcija ukljucuju¢i pamcéenje, razmisljanje, shvacanje, rasudivanje,
orijentaciju, sposobnost ucenja, govor i ratunanje. Kod oboljelih od AD svijest nije
pomucena. Kognitivna su oSteCenja obi¢no prac¢ena gubitkom emotivne kontrole,
socijalnog ponasanja i motivacije, Sto katkada moze i prethoditi samoj bolesti. Da bi se
postavila pouzdana dijagnoza demencije, navedeni simptomi i oSteenja moraju biti
prisutni najmanje Sest mjeseci. Najcesce se javlja u starijoj Zivotnoj dobi; ucestalost je
oko 1 % u dobi od 60 godina i raste dvostruko svakih pet godina, tako da u dobi od 85
godina ucestalost iznosi izmedu 30 i 40 %.

Epidemioloske studije su pokazale da su starenje, nasljedivanje specifi¢nih gena
te postojanje specificnog lipoproteina ApoE4 usko povezani s povecanim rizikom od
nastanka AD. Dakle, AD je bolest stanica mozdane kore i okolnih struktura, a
karakterizira je brza progresivnost i ireverzibilnost te oSte¢enje ZivCanih stanica.
Okarakterizirana je i gubitkom neurona te nastankom senilnih plakova i neurofibrilarnih
petlji. Do degeneracije dolazi u razli¢itim neuroprijenosnim sustavima ukljucujuci
kolinergi¢ni, noradrenergi¢ni i1 serotoninergi¢ni. Rezultati istrazivanja upucuju na
poremecaj u kolinergi¢noj transmisiji. Enzimi potrebni za sintezu i razgradnju
acetilkolina snizeni su za 30 % u pacijenata s AD u odnosu na kontrolnu populaciju.
Takoder, pokazalo se da je u AD smanjen broj nikotinskih receptora, kao 1 presinaptickih
muskarinskih receptora, dok je serotoninergi¢ni sustav zna¢ajno osteéen®. Na slici 1.3. je

prikazan usporedni prikaz zdravih i oboljelih neurona te zdravog i oboljelog mozga.
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1.2.1. Kolinergi¢na hipoteza

Kolinergi¢na skupina neurona je glavni neurotransmiterski sustav uklju¢en u AD.
Ovi neuroni odrzavaju kortikalnu aktivnost, protok cerebralne krvi, razvoj cerebralnog
korteksa, moduliraju spoznaju, ucenje, zadace 1 memoriju te reguliraju ciklus spavanja i
budnosti. Poremecaj kolinergicnog sustava u AD se javlja u razli¢itim razinama,
uklju¢ujuéi smanjenje aktivnosti kolin-acetil-transferaze, unosa kolina i sinteze

acetilkolina.

Kolinergi¢na hipoteza se temelji na pretpostavci da je AD uzrokovana
poremecajem metabolizma neuroprijenosnika acetilkolina koji utjeCe na ucenje i
pamcenje. Smatra se da dolazi do deficita kolin-acetil-transferaze, enzima odgovornog za
sintezu acetilkolina te da se povecanjem njegove koncentracije moZze utjecati na
ublazavanje simptoma AD. PoviSenje kolinergi¢ne neurotransmisije moze se posti¢i na
viSe nacina, ukljucujuéi povecanje sinteze acetilkolina, smanjenje hidrolize, povecanje
oslobadanja iz presinaptickih zavrSetaka 1 izravna stimulacija postsinaptickih

kolinergi¢nih receptora. Veéina danasnjih lijekova su rezultat ove hipoteze®.

1.2.2. Amiloidna hipoteza

Izvanstani¢ni amiloidni plakovi koji se sastoje od amorfnih nakupina f-amiloid
proteina 1 neurofibrilarni ¢vorovi unutar neurona koji sadrze filamente fosforiliranih
oblika mikrotubularnih z-proteina karakteriziraju AD. Navedeno se pojavljuje i u ostalim
neurodegenerativnim poremecajima kao i u normalnom, zdravom mozgu, premda u

manjem opsegu.

Prva karakteristika bolesti je akumulacija plakova abnormalnih S-amiloida u
mozgu. Plakovi se sastoje od malih peptida, gradenih od 39-43 aminokiselina nazvanih
p-amiloidnim plakovima. f-amiloid je fragment veceg proteina — amiloid prekursor
proteina (APP). APP je znacajan u rastu neurona, prezivljavanju i mehanizmima
popravka nakon ozljeda. U Alzheimerovoj bolesti, nepoznati proces uzrokuje proteolizu
APP-a na manje fragmente i jedan od novonastalih fragmenata formira vanstani¢ne

fibrilarne nakupine poznate i kao senilni plakovi.

10
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Amiloidna hipoteza se temelji na pretpostavci da Ap-peptid odnosno njegove
nakupine i plakovi koji su pronadeni na mozgu oboljelih od AD utjec¢u na zdrave neurone
i uzrokuju njihovo odumiranje. AS-peptid nastaje cijepanjem APP-a pomocu f- i y-

sekretaza (B-sekretazni put)®.

1.2.3. - hipoteza

Tau protein (z-protein) obi¢no eksprimiraju neuroni, gdje je njegova svrha
stabilizacija mikrotubula. Fosforilirani protein veze mikrotubule s manjim afinitetom, $to
dovodi do njihove nestabilnosti. z-hipoteza se temelji na pretpostavci da dolazi do
poremecaja odnosno hiperfosforilacije z-proteina koji se odvaja od mikrotubula i na taj
na¢in direktno dovodi do degradacije citoskeleta. Nakon toga se spaja s drugim

7-proteinima pri éemu nastaju neurofibrilarne petlje (NFP)®.

11
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1.3. ENZIMI

1.3.1. Osnovna svojstva enzima

Enzimi, katalizatori u zivim organizmima, vazni su molekularni "uredaji" koji
usmjeruju kemijske pretvorbe. Takoder posreduju i U pretvaranju jednog oblika energije
u drugi, na primjer u fotosintezi. S izuzetkom male skupine katalitickih ribonukleinskih
(RNA) molekula svi su enzimi po sastavu proteini i imaju sposobnost specifi¢énog vezanja
razli¢itih molekula. Posjeduju veliku kataliticku snagu, mogu povecati brzine reakcije za
faktore 10° i vise. Ubrzavaju reakcije tako da olakSaju nastanak prijelaznog stanja, ne
mijenjajuci ravnotezu kemijske reakcije. Zapravo, mnoge se reakcije bioloskih sustava
bez enzima i ne dogadaju zamjetnom brzinom. Kataliti¢ka aktivnost mnogih enzima ovisi
o prisutnosti malih molekula nazvanih kofaktori. Enzim bez svojeg kofaktora naziva se

apoenzim; dok se potpuni Kataliti¢ki aktivan enzim naziva holoenzim (slika 1.4.)°.

supstrat '

koenzim
- ol —
apoenzim kofaktor holoenzim
(proteinski dio) (neproteinski dio) (cijeli enzim)

Slika 1.4. Prikaz strukture enzima.
Kofaktori se mogu podijeliti na:
e metalei
¢ male organske molekule (koenzimi).

Kako su koenzimi ¢esto potekli od vitamina, mogu na enzim biti vezani ¢vrsto ili slabo.

Cvrsto vezani koenzimi se zovu prosteti¢ke skupine®®.

12
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1.3.2. Princip djelovanja enzima

Prvi korak enzimske katalize je nastanak kompleksa enzim-supstrat (ES).
Supstrati se vezu na specificni dio enzima nazvan aktivnim mjestom koje je definirano
odredenim aminokiselinama ¢iji bo¢ni ogranci (nazvani ostatci od engl. residues) izravno
sudjeluju u kidanju ili nastanku veza. Ti se ostatci nazivaju katalitiCkim skupinama.
Upravo je aktivno mjesto ono podrucje enzima koje najizravnije smanjuje energiju
aktivacije, Sto enzimu daje svojstvo ubrzanja reakcije. Supstrati se na enzime vezu slabim
interakcijama, a specifiénost vezanja ovisi o strogo definiranom rasporedu ostatka u
aktivnome mjestu. Vrlo je korisna analogija kljuca i brave, prikazana naslici 1.5., koju je
1890. predlozio Emil Fischer. U tom je modelu aktivho mjesto nevezanog enzima

komplementarno obliku supstrata®.

Supstrat
+ —

Aktivno
mjesto

ES kompleks

Enzim

Slika 1.5. Model kljuca i brave za vezanje enzima i supstrata.

Aktivna mjesta nekih enzima poprimaju strukturu komplementarnu supstratu tek nakon
Sto se supstrat veze. Taj proces dinamickog prepoznavanja se naziva inducirano

pristajanje, a model je prikazan na slici 1.6.

Supstrat m
+ —

ES kompleks

Enzim

Slika 1.6. Model induciranog pristajanja za vezanje enzima i supstrata.

13



Op¢i dio

1.3.3. Nomenklatura i klasifikacija enzima

Do danas je poznato i klasificirano oko 4000 enzima. Jedan dio enzima dobio je

nazive tako da im se na korijen latinskog naziva supstrata doda nastavak —aza. Vec¢i dio

enzima je imenovan prema vrsti reakcije koju kataliziraju, dok neki u nazivu nose i

korijen supstrata i reakcije koju kataliziraju. Obzirom na veliki broj enzima bila je

potrebna jedinstvena klasifikacija pa je Medunarodna unija za biokemiju 1961. godine

preporucila novu nomenklaturu i klasifikaciju enzima. Po toj klasifikaciji enzimi se dijele

u Sest klasa (obitelji) i to prema reakcijama koje kataliziraju. Svaka klasa se dijeli na vise

podklasa, a svaka podklasa na viSe skupina i na kraju svaka skupina na vise podskupina.

U tablici 1.2. je prikazana podjela enzima u Sest klasa.

Tablica 1.2. Klasifikacija enzima.

KLASA NAZIV VRSTA PRIMJERI
REAKCIJE
1 OKSIDOREDUKTAZE oksidacija- dehidrogenaze
redukcija oksidaze
prijenos
funkcionalnih i
2 TRANSFERAZE skupina (metil-, tfaﬂs_am'naze
acil-, amino-, kinaze
fosfat-)
3 HIDROLAZE hidroliza supstrata kolinesteraze,
lipaze, peptidaze
cijepanje C-C,
C-0, C-Nidrugih dekarboksilaze
4 LIAZE veza eliminacijom
atoma uz stvaranje aldolaze
dvostruke veze
unutarmolekulska izomeraze
5 |IZOMERAZE preraspodjela Utaze
nastajanje veza .
6 LIGAZE C-C, C-O, C-N, smtetéze
C-S uz hidrolizu karboksilaze
ATP-a

14
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1.3.4. Michaelis-Menten model

Proucavanje brzina enzimskih reakcija se naziva enzimskom kinetikom. Godine
1913. Leonor Michaelis i Maud Menten predlozili su jednostavan model koji objasnjava

kineticka svojstva mnogih enzima.

kl k2
E+S—ES—E+P (11)
K1

Enzim E povezuje se sa supstratom S u kompleksu ES, uz konstantu brzine k1.

Kompleks ES ima dvije moguée sudbine; moze se disocirati na E i S uz konstantu brzine

k.1 ili moze dati produkt P uz konstantu brzine k. Brzine nastanka i razgradnje ES jesu:

brzina nastanka kompleksa ES=k;[E][S], (1.2)
brzina razgradnje kompleksa ES=(K.; + ky)[ES]**. (1.3)

v —

[S] —>

Slika 1.7. Kinetika tipa Michaelis-Menten'?

Kod enzima koji podlijezu kinetici Michaelis-Menten brzina se reakcije (v)
povecanjem koncentracije supstrata [S] asimptotski priblizava maksimalnoj brzini (Vmax),
kao S§to je prikazano na slici 1.7. Maksimalna brzina reakcije postize se kad su sva

kataliticka mjesta na enzimu zasi¢ena supstratom, to jest kada je [ES]=[E].

15
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Vmax Otkriva obrtni broj enzima, to jest broj molekula supstrata koji molekula
enzima pretvori u produkt u jedinici vremena, kad je enzim potpuno zasi¢en supstratom.

Taj je broj jednak konstanti brzine k2, koja se naziva i katalitickom konstantom, Kcat.

Vinax = ks [E] T (1.4.)

Sljededi izraz predstavlja Michaelis-Menten jednadzbu:

[S]

v=V * ———
max [S]+KM

(1.5.)

Koncentracija supstrata pri kojoj je brzina reakcije jednaka polovici maksimalne brzine
reakcije zove se Michaelisova konstanta (Km). Km nekog enzima ovisi o pojedinom

supstratu te o vanjskim utjecajima kao §to su pH-vrijednost, temperatura i ionska jakost'°,

16
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1.3.5. Linearizacije Michaelis-Menten jednadzbe

Preciznije odredivanje kinetickih parametara Kv | Vmax moguce je ako se
jednadzba Michaclis-Menten transformira u linearni oblik. Razlikujemo Lineweaver-
Burk, Eadie-Hofstee, Hanes-Woolf i Eisenthal — Cornish-Bowden linearizirani prikaz*2.

» Lineweaver-Burk ili dvostruko-recipro¢ni prikaz

1/V nanosi se kao funkcija 1/[S] i dobije se pravac sa sjecistem na ordinati 1/Vmax,
na apscisi -1/Kwm te nagibom pravca Km/Vmax (slika 1.8.). Lineweaver-Burk linearizirani

oblik Michaelis-Menten jednadzbe predstavljen je sljede¢im izrazom:

1 Ky 1. 1
= - (L6))

Vo Vmax S Vmax

<L

Ky

nagib =
g Vmax

1

odsjeCak =

A

Slika 1.8. Lineweaver-Burk prikaz.

Vm ax

T
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» Eadie-Hofstee prikaz
Na apscisu se nanosi V/[S], a na ordinatu v i dobije se pravac s nagibom -Km
(slika 1.9.). Eadie-Hofstee linearizirani oblik Michaelis-Menten jednadzbe predstavljen

je sljede¢im izrazom:

V= Vnaxr — Ky *E (1.7.)

A
\ odsjecak = Viygy

MIG’

Ky
Slika 1.9. Eadie-Hofstee prikaz.
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» Hanes-Woolf prikaz

Na apscisu se nanosi [S], a na ordinatu [S]/v i dobije se pravac s nagibom 1/Vmax
(slika 1.10.). Hanes-Woolf linearizirani oblik Michaelis-Menten jednadzbe predstavljen

je sljede¢im izrazom:

s K s
— =t 4 (1.8)
v

Vm ax Vm ax

S|

.. Ku
odsjecak =
Vmax
T
/iJKM s

Slika 1.10. Hanes-Woolf prikaz
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» Eisenthal — Cornish-Bowden prikaz

Na apscisu (Km/Vmax 0S) se nanose [S]/v vrijednosti, a na ordinatu (1/Vmax 0S) se
nanose vrijednosti 1/v. Za vise pravaca (razli¢ite konc. supstrata) dobiju se sjecista s
koordinatnim osima koja odgovaraju vrijednostima Km/Vmax 1 1/Vmax. Za razliku od
Eisenthal — Cornish-Bowden grafa Vmax prema Ku ovaj prikaz je korisniji u praksi, jer se
linije sijeku pod ve¢im kutovima i sjecista su bolje definirana. Promatraju se samo sjecista
koja su u prvom kvadrantu. U realnom slucaju pravci se ne sijeku u jednoj tocci, nego
dobijemo vise sjecista’®>. Pomoéu FooPlot-a odredimo presjeciita pravaca, odnosno
Km/Vmax i 1/Vmax 0d kojih medijan daje najbolju vrijednost Km i Vmax*. Eisenthal —

Cornish-Bowden linearizirani oblik Michaelis-Menten jednadzbe predstavljen je

sljede¢im izrazom:

Vmax =V + g * Ky (1.9.)

1/Vv
I/V-l

o I A Km/V

Km/V a/vy

Slika 1.11. Eisenthal — Cornish-Bowden prikaz®®.
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1.3.6. Inhibicija enzimske aktivnosti

Aktivnost mnogih enzima se moze inhibirati vezanjem malih molekula i iona.
Inhibicija, koja moze biti reverzibilna i ireverzibilna je glavni kontrolni mehanizam u
bioloskim sustavima. Ireverzibilni inhibitor vrlo sporo disocira s ciljnog enzima, jer je na
njega vrlo ¢vrsto kovalentno ili nekovalentno vezan. Neki ireverzibilni inhibitori vrlo su
vazni lijekovi, primjerice penicilin i aspirin. Enzimska aktivnost koja je inhibirana
ireverzibilnim inhibitorom se ne moze povratiti nikakvom fizikalnom metodom, ali ju je
moguce povratiti odredenim kemijskim metodama. Nasuprot tomu, reverzibilnu
inhibiciju karakterizira brza disocijacija kompleksa enzim — inhibitor, a povrat enzimske
aktivnosti moze se ostvariti uklanjanjem inhibitora bilo kemijskim bilo fizikalnim putem.

Postoje Cetiri glavna tipa ove inhibicije, a to su:

kompetitivna,

akompetitivna,

nekompetitivna i
e mijeSana inhibicija.
U prisustvu inhibitora kineti¢ki parametri koji se eksperimentalno odreduju su Ku" i

Vinax® (app = prividni, od engl. apparent)?.

Kod kompetitivne ili konkurentske inhibicije, enzim moze vezati ili supstrat
(tvorec¢i kompleks ES) ili inhibitor (El), ali nikada oba (ESI). Kompetitivni se inhibitor
veze na aktivno mjesto enzima, zbog ¢ega je sprijeCeno vezanje supstrata na isto aktivno
mjesto. On smanjuje brzinu reakcije, jer smanjuje udio molekula enzima koje vezu
supstrat. Reakcijski put, prikazan na slici 1.12., pokazuje kako se dovoljno velikom

koncentracijom supstrata mozZe nadvladati kompetitivna inhibicija.

21



Op¢i dio

100 —
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gt >

bez inhibitora

[I]1=10Ki

[Supstrat] —>

Slika 1.12. Kinetika kompetitivnog inhibitora.

Kompetitivni inhibitor ne utjec¢e na Vmax, ali prividno povecava K, Sto znaci da je

potrebno vise supstrata da bi se dosegla odredena brzina reakcije. Ta prividna vrijednost

Kwm, zvana K", broj¢ano je jednaka:
app _
K, " = Ky@@+[Il/K)), (1.10.)

gdje je [I] koncentracija inhibitora, a K; konstanta disocijacije kompleksa enzim-

inhibitor.

1V

kompetitivni inhibitor

bez inhibitora

1/Vmax = 1/Vmax i

-1/Km -1/Km io

1/[S]

Slika 1.13. Lineweaver-Burk prikaz kompetitivne inhibicije.
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Kod akompetitivne inhibicije inhibitor se veze samo na kompleks enzim-
supstrat. Vezno mjesto za akompetitivni inhibitor se formira tek nakon interakcije enzima
1 supstrata. Ova inhibicija se ne moze nadvladati pove¢anjem koncentracije supstrata.

Reakcijski put akompetitivne inhibicije prikazan je na slici 1.14.

S
E+I;—>ES+I—>E+P

ESI —6>
100 —
bez inhibitora
o 80
c
I
2 60 |-
m
c
2
® 40 [I1=Ki
)
[
20 [I]=5Ki
[I]1=10Ki

[Supstrat] —

Slika 1.14. Kinetika akompetitivnog inhibitora.

Na slici 1.15. je prikazano kako su u prisutnosti akompetitivnog inhibitora Vimax i Km

podjednako smanjeni. Prividni Ky, i V4, 1ZN0OSE:

1 _ papp _ Km _ Kum
Ky =K, = 1] (1.11)
K’I
! _ app __ Vmax _ Vmax
Vmax - Vmax — a 1+ﬂ, (1.12)
K

gdje je K'| je konstanta nastajanja kompleksa ESI, a o' faktor za koji se smanjuju

Ky 1 Vi
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akompetitivni inhibitor

bez inhibitora

1V

/ 1/Vmax

-1/Kmi -1/Km (Q 1/[5]

Slika 1.15. Lineweaver-Burk prikaz akompetitivne inhibicije.

Pri nekompetitivnoj inhibiciji, inhibitor i supstrat se mogu istodobno vezati na
razli¢ita vezna mjesta. No, kompleks enzim-inhibitor-supstrat ne moze dati produkt.
Poput akompetitivne, ni nekompetitivna se inhibicija ne moze nadvladati poveéanjem

koncentracije supstrata. Mehanizam inhibicije prikazan je na slici 1.16.

S
E+I;—>ES—>E+P

s

s
El —>—> ES| —%¢>

100 —
bez inhibitora

80
m
=
.g 60
m
c
2
& 40 [I1=Ki
[7)
o

20 [I]1=5Ki

[I]1=10Ki

[Supstrat] —>

Slika 1.16. Kinetika nekompetitivnog inhibitora.
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Nekompetitivni inhibitor djeluje tako $to smanjuje obrtni broj enzima, Vmax, Na
novu vrijednost V,-EP ali pri tome ne smanjuje broj molekula enzima koje mogu vezati
supstrat. Ku ostaje nepromijenjen (slika 1.17.). Inhibitor jednostavno smanjuje

koncentraciju funkcionalnog enzima.

Prividni Vmax iznosi:

! _ app __ Vimax _ Vimax
Vmax - Vmax — a ] (2.13)
1+K_I

gdje je a faktor za koji se smanjuje Vmax, & Ki konstanta nastajanja kompleksa EI.

nekompetitivni inhibitor
1V bez inhibitora
1/Vmax i
1/Vmax
-1/Km = -1/Kmi () 1/[5]

Slika 1.17. Lineweaver-Burk prikaz nekompetitivne inhibicije.
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Kod mijeSane inhibicije inhibitor se moze vezati na enzim pri ¢emu nastaje
kompleks enzim-inhibitor (EI). Isto tako, moze se vezati i na kompleks enzim-supstrat u

takozvano drugo aktivnho mjesto pri ¢emu nastaje kompleks enzim-supstrat-inhibitor

(ESI). Mehanizam inhibicije prikazan je naslici 1.18.

E+S— ES—>E+P
+

bk @ @9
Q@ @%

Slika 1.18. Mehanizam mije$ane inhibicije.

Inhibitor otezava vezanje supstrata pa se pove¢ava Ku, @ Vmax Se sSmanjuje. Prividni Viax

i Kwv iznose:
! _ app __ Vmax _ Vmax
Vmax - Vmax — a 7] (1.14)
1+-—
K
[1]
1+—|K
aKy ( KI) M
K., = KPP = = 1.15.
K’I

gdje je o faktor za koji se smanjuje Vmax, K| konstanta nastajanja kompleksa El, K'| je

konstanta nastajanja kompleksa ESI, a o' faktor za koji se smanjuju Ky i Vg 22,

26



Op¢i dio

Na slikama 1.19.-1.22. prikazan je nacin odredivanja vrste inhibicije iz Lineweaver-

Burk, Eadie—Hofstee, Hanes—Woolf i Eisenthal — Cornish-Bowden prikaza. Za razlicite

koncentracije inhibitora odreduje se skup sjecista s koordinatama te se ovisno 0 nacinu

"kretanja" tih sjecista (porastom koncentracije inhibitora) odreduje vrsta inhibicije'?.

kompetitivna

1
v

1
odsjetak =

akompetitivna

‘max

ln|H1

mijesana

Ku

nagib =
g VTTKQI

1
odsjetal = —
e e

|
-
@

nekompetitivna

ﬁ
I

7 |

K

“| -

Slika 1.19. Lineweaver-Burke prikaz razlicitih vrsta inhibicija.
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kompetitivha

<

nagib)

X odsjefak = Vyae

mijesana

nagib|=|—Ky

odsjelak = Voo

Vinax

e

nagib

akompetitivha

wle

nekompetitivna

odsjedak = Vigy

v
s

Slika 1.20. Eadie-Hofstee prikaz razli¢itih vrsta inhibicija.

kompetitivna

s
v
K,
odsjetak = M
Vmax
e ;
mijesana
5
v
nagib =
max
K
odsjeéak = 7 L
_KM max

akompetitivna

nagib =
max

K,
odsjetak = i
Vmax

nekompetitivna

7 et = K
— odsjecarn =
K 4 Ve

Slika 1.21. Hanes-Woolf prikaz razli¢itih vrsta inhibicija.
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kompetitivna akompetitivha

=Sz =5 Ky Ku

mijesana

Vnax

s
=5z =51 Ky Ku -5z =51 Ky Ku

Slika 1.22. Eisenthal — Cornish-Bowden prikaz razli¢itih vrsta inhibicija®.
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1.4. KOLINESTERAZE | INHIBICIJA

1.4.1. Struktura i mehanizam djelovanja acetilkolinesteraze

Kolinesteraze se prema enzimskoj nomenklaturi ubrajaju u skupinu hidrolaza,
podskupinu esteraza i potpodskupinu hidrolaza estera karboksilnih kiselina.
Acetilkolinesteraza (engl. acetylcholinesterase, AChE, Klasifikacijska oznaka E.C.
3.1.1.7) tzv. "prava kolinesteraza" je sloZen protein ¢iju osnovnu strukturu ¢ini 12 S-
nabranih plo¢a okruzenih s 14 a-uzvojnica §to je klasificira u skupinu hidrolaza a/f-
strukture. Dokazano je da je kristalna struktura ljudske AChE visoko homologna strukturi
ACHhE iz enzima elektri¢ne jegulje (Electrophorus electricus L.). Prostor interakcije sa
supstratima, ali 1 s drugim ligandima, kod ljudske AChE precizno je odreden s 14
aromatskih aminokiselina rasporedenih kroz aktivho mjesto enzima. U svojoj strukturi

ljudska AChE ima tri N-glikozilacijska mjesta Asn-X-Ser/Thr®,

Slika 1.23. 3D-struktura acetilkolinesteraze (PDB-2ACE)Y'.
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Aktivno mjesto enzima je 20 A dugacko i oko 5 A §iroko Zdrijelo, a €ine ga Cetiri

domene:

a) katalitiCko mjesto (kataliticka trijada Ser-His-Glu s oksianionskom Supljinom),

b) kolinsko mjesto (kation-t mjesto vazno za stabilizaciju pozitivno nabijenoga
kvarternog dijela kolinskih supstrata),

¢) acilni dzep odgovoran za vezanje acilnog dijela ACh i

d) periferno mjesto koje je smjesteno na rubu zdrijela (odgovorno za alostericki
mehanizam inhibicije AChE pri visokim koncentracijama ACh).

AChE je jedan od najucinkovitijih enzima u prirodi, zasluzan za izuzetno brz
prijenos zivéanih impulsa jer vrlo ucinkovito hidrolizira neuroprijenosnik acetilkolin.
Mehanizam hidrolize kolinesterazama se odvija u tri koraka koji obuhvacaju nastajanje
Michaelisovog kompleksa, aciliranje enzima i njegovo deaciliranje vodom. Zadnja dva
procesa ukljucuju tetraedarsko prijelazno stanje kojeg Cine aktivni serin i supstrat.
Kljuénu ulogu ima stvaranje meduprodukta u kojemu se acilna skupina sa supstrata

prenosi na serinski ostatak enzima?®.

GluzagHisaar Seras GlugagHisasr Serag
P L NN s
?,H"N\’?N‘-" CL “H‘N\\?N"H OA(
0—< o
~ b [
--.Ni- "-N
acetilkolin kolin
Gl_u334'HiSa;;7.' Sersga GlugsHisasz Serzgs
o H—o) o’LO' NJ_N‘ 0)
H_N 7 N ; H- Nz
0
octena
kiselina H,0
GluzagHisqar /ISBFZGG GlusayHisasr )Sermg
oPvon Nty 9 <« 070 N
H-"sg " ~H -N
Ho>g hs I-L({;j%'a
I
H

Slika 1.24. Reakcijski stupnjevi u hidrolizi acetilkolina kataliziranog
kolinesterazama. Broj aminokiselina odnosi se na polozaj aminokiseline u ljudskoj
AChE?,
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1.4.2. Struktura i mehanizam djelovanja butirilkolinesteraze

Butirilkolinesteraza (engl. butyrylcholinesterase, BUChE, Klasifikacijska oznaka
E.C. 3.1.1.8) tzv. "pseudokolinesteraza" je slozen enzim sli¢ne strukture i mehanizma
djelovanja kao kod acetilkolinesteraze. Kristalna struktura ljudske BUChE odredena je
desetak godina kasnije od kristalne strukture AChE, a razlog tomu je veliki broj
glikozilacijskih mjesta koja joj omogucuju dugotrajnu stabilnost u plazmi gdje je njezina
aktivnost i najizrazenija. Razlika je u tome $to umjesto 14 aromatskih aminokiselina koje
se nalaze unutar aktivnog mjesta AChE, kod BuChE je njih 6 zamijenjeno alifatskim
aminokiselinama §to volumen aktivnog mjesta BuChE ¢ini veéim za oko 200 A u odnosu
na aktivno mjesto AChE. lako postoje razlike u sastavu aminokiselina mehanizam

hidrolize supstrata je jednak.

Aktivno mjesto je, sli¢no kao i kod AChE, u obliku Zdrijela dubokog oko 20 A.
Uloga perifernog mjesta, smjestenog na ulazu u zdrijelo, dodijeljena je Asp70, za kojeg
se pokazalo da je vazan za aktivaciju/inhibiciju BuChE te Tyr332. Kolinsko mjesto
BuChE nije specifi¢no za pozitivno nabijene ligande, ve¢ taj enzim moze hidrolizirati i
neutralne pa ¢ak i neke negativno nabijene ligande. Acilni dzep kod BuChE sadrzava

leucin i valin koji omoguéavaju hidrolizu veéih supstrata kao $to je butirilkolin (BuCh)®®.

Slika 1.25. 3D-struktura butirilkolinesteraze (PDB-1P0I)*,
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1.4.3. Usporedba acetilkolinesteraze i butirilkolinesteraze

Acetilkolinesteraza (AChE; E.C. 3.1.1.7) i butirilkolinesteraza (BuChE;

E.C. 3.1.1.8) enzimi su koji se zbog svoje uloge u organizmu intenzivno istrazuju unutar
podru¢ja biomedicine i toksikologije. AChE se sintetizira u koStanoj srzi, mozgu i
miSi¢ima, a osim u ziv€anim stanicama, miSi¢ima i mozgu nalazi se i u krvi gdje je vezana
na eritrocite. BuChE je u viSoj koncentraciji prisutna u centralnom i perifernom zivéanom

sustavu, cerebrospinalnoj tekuéini te crijevima, plu¢ima, gusteradi i jetri®,

Iako strukturno homologni, ovi enzimi razlikuju se prema katalitickoj aktivnosti,
odnosno specifi¢nosti prema supstratima koje mogu hidrolizirati te selektivnosti za
vezanje mnogih liganada. Acetilkolinesteraza je enzim visoko specifican za hidrolizu
acetilkolina i ne moze hidrolizirati supstrate ve¢e od propionilkolina, za razliku od
BuChE koja hidrolizira puno $iri spektar estera (propionil(tio)kolin, benzoil(tio)kolin i
dr.) ukljucujuéi i voluminozne neutralne estere (heroin, kokain, prokain i dr.) pa ¢ak i
neke negativno nabijene estere (aspirin), i to brzinama bliskima brzini hidrolize
butirilkolina, za ¢iju je razgradnju specifi¢na. Razlika izmedu ovih kolinesteraza je i ta
$to uz suvisak ACh dolazi do inhibicije AChE dok kod BuChE dolazi do aktivacije**°.

1.4.4. Inhibitori kolinesteraza u lijeCenju Alzheimerove bolesti

Raspodjela AChE i BUuChE u zdravom mozgu iznosi 80:20 % dok se u mozgu
pacijenata oboljelih od AD omjer mijenja od 1:1 pa ¢ak i do 1:11 (11 puta vise BuChE),
u odmaklim fazama AD*2. Boljim omjerom inhibicije AChE i BuChE mogla bi se postiéi
veca efikasnost u tretmanu bolesti. Povijest inhibitora kolinesteraza pocinje 1 prije otkrica
ovih enzima. Naime, u¢inak mnogih biljaka koje su se rabile u tradicionalnim obredima
africkih plemena kod dokazivanja krivnje osudenicima, ali i1 biljaka koje se jo$ 1 danas
rabe u tradicionalnoj kineskoj medicini, temelji se na spojevima koji inhibiraju AChE.
Kako je kasnije otkriveno, inhibicija kolinesteraza postize se vezanjem spojeva
nekovalentnim interakcijama (reverzibilna inhibicija) ili kovalentnim vezanjem za serin

kataliticke trijade (ireverzibilna ili progresivna inhibicija).

33



Op¢i dio

Mnogi reverzibilni inhibitori su prirodnog podrijetla i izolirani su iz biljaka, na
primjer alkaloidi i flavonodi. Najuspjesniji pristup lije¢enju odnosno ublazavanju
simptoma Alzheimera, barem za sada, koji je proizasao iz kolinergi¢ne hipoteze,
predstavljaju inhibitori kolinesteraza. U klini¢koj upotrebi su sintetski reverzibilni
inhibitori AChE donepezil (Aricept®) i takrin (Cognex®), prikazani na slici 1.26.
Reverzibilni inhibitori vezu se u aktivno, periferno ili istodobno na oba mjesta enzima.
Takrin je bio prvi dostupni, akridinski baziran spoj, za tretiranje AD, no njegova primjena
je danas ograni¢ena zbog toksi¢nosti za jetru. Donepezil je piperidinski visokoselektivni
inhibitor AChE sa zanemarivim utjecajem na BuChE. Umjereno poboljsava kognitivne

funkcije u pacijenata s blagom ili umjerenom AD i nije hepatotoksi¢an kao takrin.

Da bi neki kolinesterazni inhibitor bio ireverzibilan, on u aktivnome mjestu
enzima mora formirati Michaelisov tip kompleksa s katalitickim serinom, zatim se
inhibitor kovalentno veZe za serin, pri ¢emu se prijelazno stanje stabilizira interakcijama
s aminokiselinama u oksianionskoj Supljini. Prvi poznati inhibitor kolinesteraza,
karbamat fizostigmin, izoliran iz sjemenki biljke kalbarski grah (Physostigma venenosum
Balf.) rabi se u terapiji Alzheimerove bolesti, a dugo se uspjesno rabio i za lijeCenje
glaukoma. Osim prirodnog karbamata fizostigmina brojni sinteti¢ki karbamati imaju
primjenu kao lijekovi, na primjer rivastigmin (Exelon®), ¢ija je struktura takoder
prikazana na slici 1.26. Tijekom klini¢kih studija ovog lijeka zapazeno je poboljSanje
spoznajnih funkcija 1 sposobnosti uz ocuvanje dnevnih aktivnosti u osoba oboljelih od

AD*1°,

donepezil

34



Op¢i dio

N

takrin

K
\\
I\

rivastigmin

Slika 1.26. Prikaz strukture donepezila, takrina i rivastigmina.
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1.5. (-)-B-ELEMEN

Biljke 1 biljni pripravci se od davnina koriste za ublazavanje razlicitih bolesti i tegoba
te predstavljaju vrlo vazan izvor bioaktivnih spojeva. Istrazivanja su pokazala da spojevi
iz pojedinih biljaka posjeduju sposobnost inhibicije enzima AChE, tako da bi se mogle
primjenjivati za tretiranje AD. Zbog specifi¢nosti aktivnog mjesta AChE i BuChE,
njihova inhibicija istim spojem mozZe se znacajno razlikovati. U ovom radu se ispitivala
sposobnost inhibicije kolinesteraza koristeci (-)-f-elemen kao inhibitor.

Elemen, molekulske formule CisH24, pripada klasi organskih spojeva koji se zovu
terpenski spojevi odnosno podklasi seskviterpena. Terpenski spojevi (sin. terpenoidi,
izoprenoidi) ili, krace, terpeni su Siroko rasprostranjena grupa biljnih produkata. To su
spojevi nastali kondenzacijom izoprenskih molekula. 1zopren, odnosno 2-metilbut-1,3-

dien, je spoj sastavljen od 5 ugljikovih atoma:

% =

Slika 1.27. Struktura izoprena.

Tablica 1.3. Podjela terpena prema broju izoprenskih jedinica®,

VRSTA BROJIC ATOMA | EROJIZOERENSHKIh
JEDINICA

semiterpeni 5 1
monoterpeni 10 2
seskviterpeni 15 3
diterpeni 20 4
triterpeni 30 6
tetraterpeni 40 8
politerpeni 5n n
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Seskviterpeni su znacajni sastojci eteri¢nih ulja. Sastoje se iz tri izoprenske
jedinice, a biogenetski nastaju iz farnezil-pirofosfata koji moze izomerizirati u
odgovaraju¢i alilni izomer, nerolidil-pirofosfat, §to doprinosi strukturnoj raznolikosti
seksviterpena. Dijele se na aciklicke i ciklicke (monocikli¢ke, bicikli¢ke, triciklicke).
Najpoznatiji primjeri acikli¢kih seskviterpena su farnezol i nerolidol. Od monociklickih
seskviterpena jedan od najpoznatijin spojeva je upravo p-elemen. IUPAC (eng.
International Union for Pure and Applied Chemistry) naziv mu je: (1S,2S,4R)-1-etenil-
1-metill-2,4-bis(prop-1-en-2-il)cikloheksan, a strukturna formula ovog spoja je prikazana

na slici 1.28.

Y
=

Slika 1.28. Struktura (-)-#-elemena.

Nalazi se u mnogim biljkama i za¢inima. Sastavni je dio eteri¢nog ulja idirota
(Acorus calamus L.), damaséanske crnjike (Nigella damascena L.), javanske citronele
(Cymbopogon winterianus), etiopske kadulje (Salvia aethiopis L.), crnog papra (Piper
nigrum L. ), moze se izolirati iz lis¢a limuna (Citrus limon L.) i mnogih drugih biljnih
vrstat1®,

Brojne studije su pokazale da p-elemen posjeduje antiviralnu, antimikrobnu i
posebno antikancerogenu aktivnost. Sinteza (-)-#-elemena iz (S)-(+)-karvona prikazana
je naslici 1.29.
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(S)-(+)-karvon

(-)-p-elemen

(5)-(+)-karvon (-)-p-elemen-3-on

Slika 1.29. Sinteza (-)-s-elemena iz (S)-(+)-karvona®®.

Elemen izoliran iz ekstrakta tradicionalne kineske biljke Rhizoma zedoariae je
odobren u Kini od strane kineske agencije za hranu i lijekove (engl. China state Food and
Drug Administration) kao antineoplasti¢ni lijek te se koristi u lije¢enju malignih tumora.
lako mehanizam djelovanja nije u potpunosti razjasnjen, pretpostavlja se da pojacava
citotoksi¢nost cisplatina u lije¢enju raka pluca, glioblastoma i drugih tumora®. Cisplatin
je citostatik sa Sirokim spektrom djelovanja koji se koristi u tretmanu tumora glave, vrata,
pluéa i gastrointestinalnog trakta?l. Zajednicki uc¢inak ovih spojeva je povecanje
oslobadanja citokroma C iz mitohondrija u citoplazmu te proteolitickih enzima kaspaza
koji reguliraju apoptozu. Istrazivanja ukazuju na to da apoptoza (programirana smrt
stanice kao odgovor na patoloSka oStecenja stanice 1 fizioloSke podraZaje) ima kljuénu
ulogu u borbi protiv raka. Dovoljna je jedna molekula ili metabolic¢ki put koji bi ciljano
usmjerili apoptozu na maligne stanice, a pretpostavlja se da upravo S-elemen stvara
okida¢ za apoptozu?®?2, Zaustavljanje staniénog ciklusa ( prijenos iz Go/G1 faze u S fazu)
I nekroze (odumiranje stanica u zivim tkivima uzrokovano vanjskim ¢imbenicima) Su

moguéi mehanizmi zasluzni za antikancerogeni uéinak S-elemena??.
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Lijekovi koji se zZele koristiti za tretiranje bolesti srediSnjeg zivéanog sustava
trebali bi neometano prolaziti krvno-mozdanu barijeru. Krvno-mozdana barijera je
specijalizirana struktura koja omoguc¢ava neometan i uc¢inkovit rad neurona i odrzavanje
homeostaze u mozgu, a sastoji se od fizicke barijere i sustava transportnih mehanizama.
Barijeru sacinjavaju endotelne stanice koje su zaduzene za kontrolu prolaska razlicitih
metabolita i drugih kemijskih tvari iz i u krvotok, gruSanje krvi, upalne procese,
vazodilataciju i vazokonstrikciju itd. Medutim, Alzheimerova bolest moze razoriti krvno-
mozdanu barijeru i na taj nadin izazvati dodatno pogorsanje?. Kako bi lijekovi male
molekulske mase mogli pro¢i kroz barijeru u znacajnijoj koli¢ini moraju biti vrlo lipofilni
i ne smiju imati masu veéu od 403,20 g/mol®. p-elemen, s masom od 204,35 g/mol, ima

upravo ta svojstva.
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1.6. METODE ODREDIVANJA INHIBICIJSKE
SPOSOBNOSTI

Odredivanje sposobnosti inhibicije kolinesteraza moze se izvoditi in vivo i in vitro.
Kod in vivo ispitivanja obi¢no se radi o model organizmima (ribe, miSevi, Stakori), a kod
in vitro ispitivanja Koristi se komercijalno pribavljeni enzim ("gotovi" liofilizirani
proizvod) ili se izolira iz krvi i tkiva raznolikih organizama. Uglavnom se radi o

spektrofotometrijskim metodama?®.

1.6.1. Spektrofotometrija

Spektrofotometrija je metoda koja mjeri apsorpciju emitiranog elektromagnetskog
zraCenja do koje dolazi kada se odredeni uzorak podvrgne samom zrac¢enju. U tablici 1.4.
se nalaze nazivi i simboli, s pripadaju¢im definicijama, Kkoji se primjenjuju u

apsorpcijskim mjerenjima.

Tablica 1.4. Nazivlje i simboli u apsorpcijskim mjerenjima.

NAZIV | SIMBOL DEFINICIJA

Snaga zracenja P, Po energija zratenja (u ergima) kojau 1 s pada
na 1 cm? povrsine detektora

Transmitacija T dio upadnog zracenja koji je prosao kroz
: P
otopinu: T =—
Py

Po - ulazna snaga snopa svijetlosti,
P - snaga snopa svijetlosti nakon

apsorpcije
Apsorbancija A logaritam odnosa zra¢enja koji je prosao
kroz otopinu (Po) i upadnog zracenja (P):
4 = log2
= log—
5p
Duljina puta zracenja b
Apsorptivnost a* A
a=
b *c
¢ — koncentracija apsorbirajuce vrste
Molarna apsorptivnost ™ A
E =
b xc
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“b se izrazava u cm; ¢ se izrazava U g/L

b se izrazava u cm; ¢ se izrazava u mol/L

Funkcijski odnos izmedu veli¢ine mjerene apsorpcijskom metodom i one koja se

odreduje (koncentracija c) poznat je kao Beerov zakon:
P
A =log?=a*b*c (1.16.)

Na slici 1.30. prikazan je snop paralelnog zracenja prije i nakon prolaska kroz sloj
otopine debljine b i koncentracije ¢ vrste koja apsorbira. Posljedica medudjelovanja

fotona i Eestica koje apsorbiraju jest smanjenje snage snopa s Po na P 24,

l

otapalo

Pizvora Po

I _ referentna zraka -

izvor putc otopina
svjetlosti Djxl . m

. Pizvora P

mijerna zraka :
ogledala

2|
Slika 1.30. Prigusivanje snopa zradenja kao rezultat apsorpcije u otopini®.

Uredaj za mjerenje apsorbancije naziva se spektrofotometar. Shematski prikaz

ﬁ DETEKTOR

SPREMNIK
S UZORKOM

spektrofotometra prikazan je na slici 1.312,

MONOKROMATOR

DISPERZIJSKI
UREPAJ

ZRACENJA

Slika 1.31. Shematski prikaz spektrofotometra.
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1.6.1.1. Metoda po Ellmanu

Ellmanova metoda je jednostavna spektrofotometrijska metoda koja se koristi za
odredivanje inhibicijske sposobnosti kolinesteraza. Metoda se temelji na reakciji tzv.
Ellmanovog reagensa, DTNB [5,5'-ditio-bis(2-nitrobenzojeva)] kiselina, koji sluzi kao
indikator, s tiolnom skupinom koja se oslobada u reakciji sintetskog supstrata
acetiltiokolina (ATChl) i enzima AChE.

Reakcijom nastaje 2-nitro-5-merkaptobenzojeva kiselina (TNB), koja dalje u vodi
ionizira pri ¢emu nastaje zuto obojeni TNB™ anion kod neutralnog ili alkalnog pH.
Apsorpcijski maksimum DTNB-a je na valnoj duljini od 320 nm, dok je apsorpcijski
maksimum TNB- na valnoj duljini od 412 nm (slike 1.32. i 1.33.). Ellmanova metoda je

brza metoda kod koje se dodatkom jednog mola tiola oslobada jedan mol TNB2,

NO,
NO,
S COOH
) COOH TNB
RSH + I
S COOH NO,
/S\
NO, R S COOH
Tiol DTNB Disulfid

Slika 1.32. Mehanizam reakcije Ellmanovog reagensa (DTNB) s tiolnom
skupinom (-SH).
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Op¢i dio

+ AChE N ] ] .
(CH3)3NCH,CH,SCOCH; + H,0 — (CH3);NCH,CH,S™ + CH;COO™ + 2H

+
(CHy)sNCH,CH,S™ + RSSR ——» RS (obojeni kompleks) + (CHs)sNCH,CH,SSR

R="0o,N
COO-

Slika 1.33. Mehanizam Ellmanove reakcije prilagodene za odredivanje sposobnosti
inhibicije enzima AChE.

Odredivanje inhibicijske sposobnosti etericnih ulja i njihovih komponenti na
enzim BuChE metodom po Ellmanu koristi isti mehanizam kao i prethodno opisana
metoda za AChE. Razlika je u tome $to se umjesto AChE koristi BuChE, kao i umjesto
acetiltiokolina (ATChl) sintetski supstrat butiriltiokolin (BuTChl).
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Eksperimentalni dio

2.1. KEMIKALIJE

ACETILKOLINESTERAZA

Izvor enzima: AChE (E.C. 3.1.1.7) iz elektrofora elektri¢ne jegulje Tip V-S,
Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim, Njemacka);
Supstrat: acetiltiokolin jodid (ATChl), Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim,
Njemacka): koncentracije u sustavu: 0,5 mmol/L; 0,4 mmol/L; 0,3 mmol/L;
Tiolni reagens: DTNB ([5,5'-ditio-bis(2-nitrobenzojeva)] kiselina, Sigma-
Aldrich GmbH (Steinheim, Njemacka);
Uzorak (inhibitor): (-)-p-elemen, Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim,
Njemacka) otopljen u 96% etanolu; koncentracije u sustavu: 0,0136 mg/mL;
0,0068mg/mL; 0,0034 mg/mL;
0,1 mol/L fosfatni pufer (pH = 8);
0,1 mol/L fosfatni pufer (pH = 7) s dodatkom 0,12 mol/L natrijevog
bikarbonata i

96% etanol, Kemika (Zagreb, Hrvatska).

Tablica 2.1. Priprema kemikalija za rad.

Kemikalije Osnovna otopina Konac¢na Volumen / pL
koncentracija
Pufer fosfatni pufer (pH = 8) 190
DTNB 13,079 mg u 5 mi 0,3mM 10
pufera (pH =7)
ATChl 15,9 mg u 5 mL pufera 0,5 mM 10
(pPH =38)
ATChE 0,66 U/mL u fosfatnom 0,03 U"/mL 10
puferu (pH = 8)
(-)-p-elemen/ razlicite 10
EtOH konc./96%

“Definicija U (engl. Unit): 1 U acetilkolinesteraze ¢e hidrolizirati 1 pmol acetilkolina, na

kolin i acetat, po minuti pri pH = 8 i temperaturi od 37 °C
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Eksperimentalni dio

Lot # STHG 1024V #oos wicks
robenzoic acid)

] SIEMA-ALﬂl;v
Lot # BCB!

Slika 2.1. Potrebne kemikalije za ispitivanje AChE.

BUTIRILKOLINESTERAZA

e lzvor enzima: BuChk (E.C. 3.1.1.8) iz konjskog seruma, Sigma-Aldrich
GmbH (Steinheim, Njemacka);

e Supstrat: butiriltiokolin jodid (BuTChl), Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim,
Njemacka), koncentracije u sustavu: 0,5 mmol/L; 0,4 mmol/L; 0,3 mmol/L;

e Tiolni reagens: DTNB ([5,5"-ditio-bis(2-nitrobenzojeva)] kiselina, Sigma-
Aldrich GmbH (Steinheim, Njemacka);

e Uzorak (inhibitor): (-)-g-elemen, Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim,
Njemacka) otopljen u 96% etanolu, koncentracije u sustavu:
0,0136 mg/mL; 0,0068mg/mL; 0,0034 mg/mL;

e 0,1 mol/L fosfatni pufer (pH = 8);

e 0,1 mol/L fosfatni puferu (pH = 7) s dodatkom 0,12 mol/L natrijevog
bikarbonata i

e 96% etanol, Kemika (Zagreb, Hrvatska).
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Eksperimentalni dio

Tablica 2.2. Priprema kemikalija za rad.

Kemikalije Osnovna otopina Kona¢na Volumen / pLL
koncentracija
Pufer fosfatni pufer 190
(pPH=8)
DTNB 13,079 mg u 5 ml 0,3 mM 10

pufera (pH = 7)

BuTChl 17,45mgu 5 mL 0,5mM 10
pufera (pH = 8)

BuChE 0,66 U/mL u 0,06 U/mL 10
fosfathom puferu
(PH=8)
(-)-p-elemen/ Razlic¢ite 10
EtOH konc./96%

2.1.1. Odredivanje kinetickih parametara i sposobnosti inhibicije
AChE

Odredivanje inhibicijske sposobnosti (-)-5-elemena na enzim AChE provedeno je
koristenjem modificirane metode po Ellmanu. Mjerenje se vrsilo na visekanalnom ¢itacu
mikrotitarskih ploc€ica "Sunrise" (Tecan GmbH, Austrija) pri valnoj duljini od 405 nm uz
automatsko mijeSanje 1 pohranjivanje podataka na racunalo. Jedna mikrotitarska plocica

ima 96 jaZica. Uredaj je prikazan na slici 2.2.
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Eksperimentalni dio

Slika 2.2. Visekanalni ¢ita¢ mikrotitarskih plocica "Sunrise"

(Tecan GmbH, Austria).
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Eksperimentalni dio

U svakoj jazici reakcijska smjesa sadrzi:

180 uL 0,1 mol/L fosfatnog pufera pH = 8;

e 10 puL 5,5'-ditio-bis(2-nitrobenzojeve kiseline) - DTNB, ¢ija
koncentracija u smjesi iznosi 0,3 mmol/L (poc¢etna otopina pripremljena
u 0,1 mol/L fosfatnom puferu pH = 7 sa dodatkom 0,12 mol/L natrij-
bikarbonata, radi stabilnosti DTNB);

e 10 puL acetilkolinesteraze - AChE, ¢ija koncentracija u smjesi iznosi 0,03
U/mL;

e 10 puL acetiltiokolin jodida — ATChl odredenih koncentracija (pocetne
otopine za AChE i ATChl pripremljene su koriste¢i 0,1 mol/L fosfatni
pufer pH = 8) i

e 10 pL uzorka odredene koncentracije otopljenog u etanolu ili samog

etanola u slucaju kontrolnog mjerenja (utjecaj etanola).

Tablica 2.3. Prikaz otopina od kojih se sastoji pojedino mjerenje.

Kontrola (E) BL (Bg) Uzorak (S)  Uzorak BL

(Bs)
PUFER 180 190 180 190
DTNB 10 10 10 10
(-)-B-elemen 0/10 0/10 10/0 10/0
/EtOH
AChE 10 0 10 0
ATChI 10 10 10 10

E predstavlja aktivnost enzima bez (-)-f-elemena, S predstavlja aktivnost enzima u prisustvu
(-)-p-elemena, a Be i Bs predstavljaju "blank” vrijednosti za E i S.
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Eksperimentalni dio

Konacéni volumen smjese iznosi 220 pL. Uzorci se otpipetiraju u jazice, s time da se
supstrat, ATChI, dodaje neposredno prije pocetka mjerenja buduc¢i da on zapocinje
reakciju. Kod mjerenja kontrole (E) koristi se etanol (inhibicija enzima pribliZzno jednaka
0 %). Pracena je i neenzimska hidroliza na na¢in da je napravljeno tzv. "blank" mjerenje
(BL) odnosno slijepa proba u kojoj se izostavi AChE i zamijeni s jednakim volumenom
pufera (umjesto 180 pL, dodaje se 190 uL pufera). Sva mjerenja su izvedena u sedam

ponavljanja pri sobnoj temperaturi u trajanju od 6 min.

Sposobnost inhibicije enzima racuna se prema formuli:

% inhibicije AChE = (AK - AA/ AK) x 100,  (2.1)

gdje je AA apsorbancija test otopine , a AK je apsorbancija kontrolnog uzorka.

2.1.2. Odredivanje kinetickih parametara i sposobnosti inhibicije
BuChE

Odredivanje inhibicijske sposobnosti (-)-f-elemena na BuChE provedeno je koristenjem
iste metode i tehnike kao i za enzim AChE.

Umjesto ATChlI koristi se sintetski butiriltiokolin jodid (BuTChl) koncentracija (0,5; 0,4
i 0,3) mmol/L u smjesi i BuChE ¢ija koncentracija u smjesi iznosi 0,06 U/mL. Pocetne
otopine BuTChl i BuChk su pripremljene u 0,1 mol/L fosfathom puferu

pH = 8. Ostali sastojci reakcijske smjese i mehanizam reakcije su identicni.
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Rezultati

3.1. KINETICKI PARAMETRI I SPOSOBNOST
INHIBICIJE AChE

Inhibicijska sposobnost p-elemena na enzim acetilkolinesterazu (AChE)
ispitivana je metodom po Ellmanu (opisana u poglavlju 1.6.1.1.). Odredena je vrsta
inhibicije pomoc¢u Lineweaver-Burk, Eadie-Hofstee, Hanes-Woolf i Eisenthal — Cornish-
Bowden prikaza. Dobiveni rezultati su prikazani slikama 3.1.-3.7. Vrijednosti kineti¢kih
parametara Ky, Kv?P, Vinax | Vimax®® odredene su iz Eisenthal — Cornish-Bowden prikaza

na temelju odgovarajucih sjecista pravaca.

Lineweaver-Burk prikaz
8000,0 1

7000,0 -

6000,0 -

bez |

1=0,0136 mg/mL
4000,0 - | 1=0,0068 mg/mL
1=0,0034 mg/mL

5000,0 -

v

3000,0 -

2000,0 -

1000,0 - \'\

0,0 T T T T 1
0{0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0

-1000,0 -

~—

1/[S]

Slika 3.1. Lineweaver-Burk prikaz ovisnosti brzine hidrolize ATChl o njegovoj
koncentraciji.
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Rezultati

0,3 -

0,2

Eadie-Hofstee prikaz

1,0 2,0
VI[S]

® bez |

1=0,0136 mg/mL

m 1=0,0068 mg/mL

1=0,0034 mg/mL

Slika 3.2. Eadie-Hofstee prikaz ovisnosti brzine hidrolize ATChl o njegovoj
koncentraciji.

Hanes-Woolf prikaz

15000,0 - obez |
2 1=0,0136 mg/mL
£, 10000,0 - W =0,0068 mg/mL
1=0,0034 mg/mL
5000,0 -
0,0 e .
-1,0 -0, 0j0 0,5 1,0 1,5 2,0
-5000,0 - [S]
-10000,0 -
-15000,0 -

Slika 3.3. Hanes-Woolf prikaz ovisnosti brzine hidrolize ATChl o njegovoj
koncentraciji.
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Rezultati

Eisenthal — Cornish-Bowden prikaz je radi preglednosti konstruiran posebno bez

inhibitora kao i za sve koncentracije inhibitora.

bez |
1000,0 y =-2X + 714,29
_900,0 y = -2,5x + 625
£ 800,0 y = -3,3333x + 909,09
= 700,0
600,0 ®[S]=0,5 mM
5000 A[S]=0,4 mM
' m [S]=0,3 mM

400,0
300,0
200,0
100,0

0,0

0,0 100,0 200,0 300,0

400,0 Kt/ Vimax

Slika 3.4. Eisenthal — Cornish-Bowden prikaz bez inhibitora.

6000,0 - 1=0,0136 mg/mL
y =-2x + 5000
> 50000 y = -2,5x + 3333,3
- y = -3,3333x + 2000
4000,0
©®[S]=0,5 mM
3000,0 A [S]=0,4 mM
m[S]=0,3 mM
2000,0
1000,0 1
0,0 : , , . .

0,0 500,0 1000,0 1500,0 2000,0 2500,0 3000,0 K..JV
M" V'max

Slika 3.5. Eisenthal — Cornish-Bowden prikaz za koncentraciju inhibitora
0,0136 mg/mL.
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Rezultati

max

>

1/

1400,0 1 1=0,0068 mg/mL
1200,0 y =-2x + 1250
y=-25x+1111,1
1000,0 y =-3,3333x + 833,33
800,0 © S]=0,5 mM
A[S]=0,4 mM
600,0
H [S]=0,3 mM
400,0
200,0
0,0 . .
0,0 200,0 400,0 600,0 800,0
KM/Vmax

Slika 3.6. Eisenthal — Cornish-Bowden prikaz za koncentraciju inhibitora
0,0068 mg/mL.

800,0 1 1=0,0034 mg/mL
. 700, y = -2X + 714,29
ZE y =-2,5X + 666,67
< 600,0 y = -3,3333x + 714,29
500,0 ®[S]=0,5 mM
A[S]=0,4 mM
400,0
m [S]=0,3 mM
300,0
200,0
100,0
0,0 T T T 1
0,0 100,0 200,0 300,0 4000 KV,

Slika 3.7. Eisenthal — Cornish-Bowden prikaz za koncentraciju inhibitora
0,0034mg/mL.
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Rezultati

Na temelju prikazanih Lineweaver-Burk, Eadie—Hofstee, Hanes—Woolf i
Eisenthal — Cornish-Bowden grafova te uz pomo¢ slika 1.19.-1.22. odredeno je da se radi
0 inhibiciji mijeSanog tipa. U tablici 3.1. prikazane su vrijednosti kinetickih parametara
( Km, Kv®P, Vinax 1 Vmax®P ) odredenih na temelju Eisenthal — Cornish-Bowden grafa
(opisano u poglavlju 1.3.5.)

Tablica 3.1. Odredeni kineticki parametri.

bez inhibitora [1]=0,0034 mg/mL
Kwm 0,3461 /
Km2PP / 0,1091
Vimax 0,0024 /
Vmax?PP / 0,0017

Postotci inhibicije enzima AChE izracunati su prema formuli 2.1. Rezultati

inhibicijskog ucinka razli¢itih koncentracija f-elemena pri koncentraciji supstrata ATChl
0,5 mM prikazani su u tablici 3.2.

Tablica 3.2. Postotci inhibicije za razli¢ite koncentracije inhibitora.

[1] (mg/mL) % inhibicije
0,0136 87,05
0,0068 42,33
0,0034 5,64
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Rezultati

Iz dobivenih podataka moze se izracunati i ICso Vvrijednost - tj. ona koncentracija

inhibitora potrebna da bi se postigla inhibicija enzima od 50 %. Na apscisu se nanesu

koncentracije inhibitora, a na ordinatu % inhibicije iz tablice 3.2. Iz jednadzbe pravca je

izraCunata vrijednost 1Csg koja iznosi 0,0087 mg/mL. Graficki prikaz se nalazi na slici

3.8.

100,000
90,000
80,000
70,000
60,000
50,000
40,000
30,000
20,000
10,000

0,000

¢ inhibitora

0,000

Slika 3.8. Graf ovisnosti koncentracije inhibitora o postotku inhibicije.

y =8172,6x - 21,387

r'S

0,005 0,010 0,015 94 inhibicije
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Rezultati

3.2. KINETICKI PARAMETRI I SPOSOBNOST
INHIBICIJE BuChE

Lineweaver-Burk, Eadie-Hofstee, Hanes-Woolf i Eisenthal — Cornish-Bowden

prikazi za enzim butirilkolinesterazu se nalaze na slikama 3.9.-3.15.

900,0 - Lineweaver-Burk prikaz
800,0 -
700,0 -
600,0 -
500,0 -
2
i
400,0 - bez |
300,0 1 1=0,0136 mg/mL
m 1=0,0068 mg/mL
200,0 - 1=0,0034 mg/mL
100,0 +
0,0 T T 1
0,0 20 1[S] 40 6,0

Slika 3.9. Lineweaver-Burk prikaz ovisnosti brzine hidrolize BuTChl o njegovoj
koncentraciji.
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Eadie-Hofstee prikaz

> 0,5 -
0,4 -
0,3 ®obezl
1=0,0136 mg/mL
m 1=0,0068 mg/mL
1=0,0034 mg/mL
-15 -1,0 A 15
VI/[S]

Slika 3.10. Eadie-Hofstee prikaz ovisnosti brzine hidrolize BuTChl o njegovoj
koncentraciji.

Hanes-Woolf prikaz

> 1.000,0 ~
7)
800,0 -
600,0 -
®hezl
1=0,0136 mg/mL
W [=0,0068 mg/mL
1=0,0034 mg/mL
2,0
~200,0 H [S]
-400,0 -
Slika 3.11. Hanes-Woolf prikaz ovisnosti brzine hidrolize BuTChl o njegovoj

koncentraciji.
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Rezultati

Eisenthal — Cornish-Bowden prikaz je radi preglednosti konstruiran posebno bez

inhibitora kao i za sve koncentracije inhibitora.

bez I
5 700,0 1 y =-2X + 454,55
5 y = -2,5x + 588,24
< 6000 y = -3,3333x + 625
500,0 ®[S]=0,5 mM
A[S]=0,4 mM
400,0
E[S]=0,3mM
300,0
200,0
100,0
0,0 T T T T
0|0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0
_100’0 . KM/Vmax

Slika 3.12. Eisenthal — Cornish-Bowden prikaz bez inhibitora.

1=0,0136 mg/mL
700,0 - y = -2X + 555,56
y =-2,5x + 526,32
y =-3,3333x + 588,24

®[S]=0,5 MM
A[S]=0,4 mM

300,0 “
’ H[S]=0,3 mM
200,0 -
100,0 -
0,0 T T T T T 1
0,0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0 300,0
Ky/Vmax

Slika 3.13. Eisenthal — Cornish-Bowden prikaz za koncentraciju inhibitora
0,0136 mg/mL.
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Rezultati

1=0,0068 mg/mL y =-2x + 500

700,0 y = -2,5x + 526,32
g y = -3,3333x + 625
>
S 600,0
>00.0 ©[S]=0,5mM
400,0 A[S]=0,4 mM
m[S]=0,3 mM
300,0
200,0
100,0
0,0 T T T 1
0,0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0 300,0
I‘(M/Vmax

Slika 3.14. Eisenthal — Cornish-Bowden prikaz za koncentraciju inhibitora

0,0068 mg/mL.
1=0,0034 mg/mL
700,0 y = -2x + 476,19
g y = -2,5X + 526,32
2 6000 y = -3,3333x + 625
500,0
®[S]=0,5 mM
400,0 A[S]=0,4 mM
300,0 m[S]=0,3mM

200,0

100,0

0,0

150,0 200,0 250,0
Kv/Vmax

0,0 50,0 100,0

Slika 3.15. Eisenthal — Cornish-Bowden prikaz za koncentraciju inhibitora
0,0034 mg/mL.
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Rezultati

Za enzim butirilkolinesterazu je na temelju istih prikaza kao i za
acetilkolinesterazu zakljuceno da se radi o inhibiciji mijeSanog tipa te su na isti nacin
odredeni kineticki parametri za razli¢ite koncentracije inhibitora (tablica 3.3.) i postotci

inhibicije enzima (tablica 3.4.).

Tablica 3.3. Kinetickih parametri odredeni na temelju Eisenthal — Cornish-Bowden

prikaza.
bez inhibitora [11=0,0136 [1]=0,0068 [1]=0,0034
mg/ml mg/mL mg/mL
Kwm 0,3676 / / /
Km2PP / 0,1333 0,1800 0,4412
Vmax 0,0036 / / /
Vmax2PP / 0,0025 0,0027 0,0040

Tablica 3.4. Postotci inhibicije za razli¢ite koncentracije inhibitora pri koncentraciji
supstrata BuTChl 0,5 mM.

[1] (mg/mL) % inhibicije
0,0136 17,11
0,0068 9,84
0,0034 6,09
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4. RASPRAVA



Rasprava

Cilj istrazivanja u okviru ovog diplomskog rada je odrediti vrstu inhibicije i
kineticke parametre enzima acetilkolinesteraze i butirilkolinesteraze u prisustvu
S-elemena kao inhibitora te ispitati sposobnost inhibicije enzima koristenjem navedenog
inhibitora. Koristeni enzim AChE je iz elektrofora elektri¢ne jegulje, dok je BuChE iz
konjskog seruma. Testirane su serije uzoraka razli¢itih koncentracija (0,0136 mg/mL,
0,0068 mg/mL i 0,0034 mg/mL), a kao supstrat koristen je acetiltiokolin jodid (ATChl),
odnosno butiriltiokolin jodid (BuTChl) c¢ije su koncentracije u sustavu iznosile
0,5 mmol/L, 0,4 mmol/L i 0,3 mmol/L.

Odredivanje vrste inhibicije vrsilo se pomoc¢u Lineweaver-Burk, Eadie-Hofstee,
Hanes-Woolf i Eisenthal — Cornish-Bowden prikaza (opisanih u poglavlju 1.3.5.). Za
enzim AChE ovisnosti brzine hidrolize acetiltiokolin jodida o njegovoj koncentraciji su
prikazane slikama 3.1.-3.7. Na temelju nacrtanih prikaza i uz pomo¢ slika 1.19.-1.22.,
gdje je prikazano odredivanje vrste inhibicije pomocu “kretanja“ sjeciSta pravaca,
dobivenih za razlic¢ite koncentracije inhibitora, s koordinatnim osima, odredena je vrsta
inhibicije. Zakljuceno je da se radi o inhibiciji mijeSanog tipa, ¢iji je mehanizam prikazan
na slici 1.17. Za enzim BuChE ovisnosti brzine hidrolize butiriltiotiokolin jodida o
njegovoj koncentraciji nalaze se na slikama 3.9.-3.15. Odredivanje vrste inhibicije se

vr§ilo na isti na¢in kao i za AChE te je takoder zakljuceno da se radi o inhibiciji mijeSanog

tipa.

Kineticki parametri Ky, Kv?P, Vmax i Vma@® odredeni su pomocu Eisenthal —
Cornish-Bowden prikaza. Iz jednadzbi pravaca izracunati su kineti¢ki parametri K i Vimax
za reakciju hidrolize ATChl/BuTChl enzimom AChE/BUChE te Ky i Vmax®P za istu
reakciju u funkciji razliCitih koncentracija inhibitora. Za enzim AChE rezultati su

prikazani u tablici 3.1., dok su za enzim BuChE prikazani u tablici 3.3.
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Rasprava

Budu¢i da se zbog specificnosti aktivnog mjesta enzima, njihova inhibicija istim
spojem moze znaCajno razlikovati, posebna paznja posvefena je i istrazivanju i
pronalasku selektivnih inhibitora pojedinih kolinesteraza. 1z izracunatih postotaka
inhibicije (tablice 3.2. 1 3.4.) vidljivo je da f-elemen pokazuje sposobnost inhibicije obaju
enzima. Kod inhibicije AChE, najveca inhibicija je postignuta kod uzorka koncentracije
0,0136 mg/mL u iznosu od 87,05 %.

Kod inhibicije BUChE uzorak koncentracije 0,0136 mg/mL pokazuje najveéu
inhibicijsku sposobnost s vrijednoséu od 17,11 %.
lako S-elemen pokazuje sposobnost inhibicije obaju enzima, inhibicija BUuChE je znatno
slabija u odnosu na AChE. Na temelju rezultata mozZe se zakljuciti da se postotak
inhibicije AChE i BUChE smanjuje proporcionalno sa smanjenjem koncentracije uzorka.

Za AChE je izraCunata i 1Cso vrijednost kao mjera njene inhibitorne moéi.
Prilozena je slika 3.8. s odgovaraju¢im objasSnjenjem postupka racunanja. ICso iznosi

0,0087 mg/mL.
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5. ZAKLJUCAK



Zakljucak

X/
L X4

X/
L X4

Elemen je monociklic¢ki seskviterpen koji zbog svojih svojstava moze proci krvno-
mozdanu barijeru $to je vazno kod lijekova za tretiranje bolesti sredis$njeg Ziv€anog

sustava (Alzheimerova bolest) te je kao takav bio predmet ovog istrazivanja.

Cilj rada bio je odredivanje kineti¢kih parametara Km, Kvu®P, Vimax | Vma@® enzima
acetilkolinesteraze i butirilkolinesteraze u prisutnosti S-elemena kao inhibitora te
ispitivanje inhibicijskih svojstava inhibitora na enzime spektrofotometrijskom

metodom po Ellmanu.

Na temelju prikaza Lineweaver-Burk, Eadie-Hofstee, Hanes-Woolf i Eisenthal —
Cornish-Bowden vidljivo je da se radi o inhibiciji mije$anog tipa te su pomocu
Eisenthal — Cornish-Bowden grafa odredeni kineti¢ki parametri Ky, Km?, Viax i

Vmaxapp .

Ispitivanjem sposobnosti inhibicije enzima AChE zakljuceno je da S-elemen pokazuje
dobru sposobnost inhibicije, dok za BuChE ne pokazuje znacajniju sposobnost
inhibicije. Maksimalna inhibicija AChE postignuta je pri koncentraciji s-elemena od
0,0136 mg/mL i iznosi 87,05 %, dok maksimalna inhibicija BUChE pri istoj

koncentraciji uzorka iznosi 17,11 %.

ICs0 vrijednost (inhibitor p-elemen) za enzim AChE iznosi 0,0087mg/mL.
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