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substrate of the enzyme was used butyrylthiocholine iodide (BuTChI). The enzyme used was α-

terpinolene. From Lineweaver-Burk, Hanes-Wolf and Eisenthal - Cornish-Bowden display and calculated 

the percent inhibition was concluded that α-terpinolene shows the ability to inhibit the enzyme BuChE.  
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UVOD 
 

Enzimi su velike biološke molekule koje kataliziraju (ubrzavaju) razliĉite reakcije u 

organizmu. Po reakcijama koje kataliziraju enzimi se svrstavaju u šest skupina: 

oksidoreduktaze (reakcije oksidacije i redukcije), transferaze (prijenos skupina atoma), 

hidrolaze (reakcije hidrolize), liaze (eliminacija skupina atoma uz nastanak dvostruke 

veze), izomeraze (reakcije izomerizacije) i ligaze (reakcije stvaranja kovalentne veze uz 

istodobnu hidrolizu adenozin-trifosfata). Gotovo svi do sada poznati enzimi su po 

kemijskom sastavu proteini, s tim da je svaki pojedini enzim odgovoran za specifiĉan 

supstrat i djeluje na specifiĉne reakcije. Enzimi sadrţe aktivno središte koje je dio 

njihove strukture i ima toĉno definiran oblik. Denaturiranjem enzimi gube svoju 

funkciju, iako definirani niz aminokiselina ostaje nepromijenjen. Mnogi se enzimi 

sastoje od proteinskog i neproteinskog (prostetskog) dijela. Da bi djelovao, enzim mora 

doći u fiziĉki kontakt sa svojim supstratom. Nekada se smatralo da molekula supstrata 

pristaje u aktivno mjesto molekule enzima kao što kljuĉ pristaje u bravu, tj. da su enzim 

i supstrat meĊusobno komplementarni. MeĊutim, pokazano je da je enzim 

komplementaran prijelaznomu stanju, tj. onomu kemijskom obliku koji supstrat mora 

poprimiti pri prelasku u produkt reakcije pa je upravo to razlogom ubrzanja reakcije. 

Kinetiĉki parametri KM i Vmax su vaţne karakteristike enzima. KM je koncentracija 

supstrata pri kojoj je popunjena polovica aktivnih mjesta i mjera je ĉvrstoće kompleksa 

enzim-supstrat (kada je k-1>>k2) dok Vmax oznaĉava najveću teoretski moguću brzinu 

rada enzima (kada je [S]∞>[E]). 

 Butirilkolinesteraza (BuChE) je enzim koji pripada skupini kolinesteraza 

odnosno esteraza. Esteraze su enzimi koji kataliziraju hidrolizu esterske veze, npr. 

lipida (lipaze, fosfolipaze), nukleinskih kiselina (nukleaze) i mnogih drugih 

meĊuprodukata metabolizma. BuChE moţe hidrolizirati acetilkolin i nadoknaditi 

acetilkolinesterazu (AChE) kada su njene razine iscrpljene. Kod Alzheimerove bolesti, 

u mozgu se smanjuje razina AChE, dok se razina BuChE povećava ili ostaje 

nepromijenjena. Kako bolest napreduje oĉituju se promjene u razinama BuChE. 

Inhibitori su molekule koje ili umanjuju aktivnost enzima ili potpuno deaktiviraju 

enzim; kao inhibitor butirilkolinesteraze u ovom radu korišten je α-terpinolen. 
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1. OPĆI DIO 
 

1.1. Enzimi 
 

Enzimi su katalizatori u biološkim sustavima. Oni imaju veliku katalitiĉku moć. Mogu 

povećati brzinu reakcije za faktore od 10
6
 puta i više. Ubrzavaju reakcije sniţavanjem 

energije aktivacije. Enzimi usmjeruju kemijske pretvorbe, a takoĊer i posreduju u 

pretvaranju jednog oblika energije u drugi. Kataliziraju reakcije na taj naĉin tako da 

stabiliziraju prijelazno stanje. U prisutnosti enzima mnogo se brţe doseţe ista toĉka 

ravnoteţe. Gotovo svi enzimi koji su poznati su proteini. Oni su uĉinkoviti katalizatori 

jer imaju sposobnost specifiĉnog vezanja raznovrsnih molekula. Ta specifiĉnost enzima 

proizlazi iz precizne interakcije supstrata s enzimom. Za tu preciznost je zasluţna 

trodimenzionalna struktura enzimskog proteina.
1
 

 

 

 

Slika 1. Reakcijski tijek nekatalizirane i katalizirane reakcije 
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1.1.1. Struktura enzima 

 

Enzimi se mogu klasificirati u dvije grupe: jednostavni i konjugirani. Jednostavni su 

enzimi sastavljeni samo od proteina dok su konjugirani enzimi sastavljeni od 

proteinskog i neproteinskog dijela. Konjugirani enzimi nazvani holoenzimi su 

kombinacija proteinskog dijela apoenzima i jednog ili više kofaktora. Kofaktori mogu 

biti organske molekule, koenzimi, ili anorganske komponente (metalni ioni).
2
 

 

 

 

 

Slika 2. Strukture konjugiranih enzima
2
 

 

 

 Apoenzimi imaju sloţenu strukturu koja se sastoji se primarne, sekundarne i 

tercijarne i/ili kvarterne strukture. Primarna, sekundarna i tercijarna struktura je 

proizašla iz polipeptidnog lanca koji je prošao procese savijanja i uĉvršćivanja prilikom 

sinteze formirajući tako vodikove i disulfidne veze. Polipeptidni lanac se slaţe u 

energetski stabilniju strukturu stvarajući trodimenzionalno tijelo apoenzima. Koenzimi, 

organske komponente, djeluju zajedno s apoenzimom kako bi napravile potrebne 

promjene supstrata. Funkcija koenzima je da jednoj molekuli supstrata oduzima 

funkcionalne grupe i dodaje drugoj, odnosno kao transportni sustav odreĊene 

funkcionalne grupe. Koenzimi su ĉesto vitamini ili potjeĉu od vitamina.
2 
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1.1.2. Nomenklatura i podjela enzima 

 

Prihvaćeni sustavi za sistematizaciju i nomenklaturu enzima obuhvaćaju tri osnovna 

principa:
2
 

 

 imena enzima, pogotovo onih koji završavaju na –aza se daju samo 

pojedinaĉnim enzimima, odnosno ne bi se trebali davati sustavima koji sadrţe 

više od jednog enzima; 

 enzim se naziva i klasificira po reakciji koju katalizira. Reakcija mora biti u 

potpunosti istraţena, a mehanizam dobro opisan. Intermedijerni koenzimi i 

razliĉite grupe koje sudjeluju u mehanizmu se ne dodaju u naziv enzima; 

 enzim se klasificira po tipu katalizirane reakcije i numerira se 

ĉetveroznamenkastim kodom radi neupitne identifikacije. 
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Tablica 1. Enzimi su podijeljeni u šest klasa
2 

 

KLASA IME 
VRSTA KATALIZIRANE 

REAKCIJE 
PRIMJER 

1. Oksidoreduktaze Oksidacija-redukcija 

dehidrogenaze, 

reduktaze, oksidaze, 

peroksidaze, katalaze 

2. Transferaze Prijenos kemijskih grupa kinaze, fosfomutaze 

3. Hidrolaze Hidrolitiĉko cijepanje veza 

fosfataze, tiolaze, 

fosfolipaze, 

deaminaze, 

ribonukleaze, esteraze 

4. Liaze 

Nehidrolitiĉko cijepanje 

ostavljajući dvostruske veze, 

alternativno: adicija grupa na 

dvostruke veze 

dekarboksilaze, 

aldolaze, hidrataze, 

dehidrataze, sintetaze, 

liaze 

5. Izomeraze 
Promjena geometrijskog 

rasporeda u molekuli 

izomeraze, mutaze (ne 

sve) 

6. Ligaze 

Spajanje dviju molekula nakon 

ĉega slijedi hidroliza molekule 

koja ima veliki ΔG 

sintetaze, karboksilaze 

 

 

1.2. Enzimska aktivnost 
 

Pojam enzimska aktivnost podrazumijeva osobinu enzima da odreĊenom brzinom 

katalizira transformaciju supstrata u produkt. Aktivnost enzima oznaĉava koliĉinu 

supstrata koja se pod utjecajem enzima u jedinici vremena transformira u produkt 

reakcije. Aktivnost enzima ovisi o mnogo ĉimbenika od kojih su najvaţniji pH, 

temperatura, koncentracija enzima, koncentracija supstrata, koenzimi, aktivatori, 

inhibitori, hormoni i druge biološki aktivne tvari.
3
 

 Dio enzima koji je odgovoran za njegovo djelovanje je aktivni centar (aktivno 

mjesto). Aktivno mjesto je definirano relativno malim brojem  aminokiselina smještenih 
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u unutrašnjosti u hidrofobnom dijelu proteinske molekule, ĉije prostorno ureĊenje 

odgovara molekuli supstrata, te je kao takvo odgovorno za njegovu katalitiĉku moć. 

Aminokiseline koje izgraĊuju aktivno mjesto ne moraju biti susjedne aminokiseline u 

peptidnom lancu (slika broj A). Supstrat (tvar na koju enzim djeluje) ulazi u aktivni 

centar i vezuje se za njega pri ĉemu nastaje kompleks enzim–supstrat (po principu 

kljuĉ-brava). Kod nekih enzima aktivno mjesto moţe imati definirano prostorno 

ureĊenje prije i poslije vezanja supstrata (slika broj B), ali moţe i mijenjati prostorno 

ureĊenje u trenutku  povezivanja sa supstratom (slika broj C).
4 

 

 

 

Slika 3. Aktivno mjesto enzima: aminokiseline koje sudjeluju u aktivnom mjestu 

(A), strogo definirano aktivno mjesto (B), aktivno mjesto koje mijenja svoju strukturu 

potaknuto vezivanjem supstrata (C).
4 

  



 

7 
 

1.3. Enzimska kinetika 
 

Prouĉavanje brzina kemijskih reakcija naziva se kinetikom, a prouĉavanje enzimskih 

reakcije kemijskom kinetikom.
 
Najjednostavniji naĉin na koji se moţe odrediti brzina 

reakcije jest mjerenje koncentracije produkta u ovisnosti o vremenu. Brzina V je 

koliĉina A koja nestane u odreĊenoj jedinici vremena.  

 Ona je jednaka brzini nastanka P:
1
 

 

A→P    (1) 

 

Karakteristike enzimski katalizirane reakcije:
5
 

- brzina enzimski katalizirane reakcije obiĉno je veća od brzine te iste reakcije 

katalizirane ne-biološkim katalizatorom 

- enzimi su visokospecifiĉni te uglavnom jedan enzim katalizira samo jednu 

reakciju pod odreĊenim fizikalno-kemijskim uvjetima 

- u organizmu postoji mnoštvo enzima od kojih svaki pojedini katalizira odreĊenu 

reakciju koje su meĊusobno povezane unutar metabolizma 

 

 

1.3.1. Michaelis-Menten model enzimski kataliziranih reakcija 

 

Michaelis i Menten su poĉetkom 20. stoljeća analizirali kinetiku enzimske reakcije na 

temelju jednostavne pretpostavke da supstrat (S) moţe biti preveden u produkt (P) samo 

ako doĊe u funkcionalni dodir s enzimom (E), stvarajući kompleks enzim-supstrat 

(ES):
5
 

 

 

E + S ↔ ES ↔ E + P                (2) 

E + S → ES (k1)                        (3) 

ES → E + S (k-1)                       (4) 

ES → E + P (k2)                        (5) 

E + P → ES (k-2)                       (6) 

 

k1-konstanta nastajanja kompleksa 

k-1-konstanta disocijacije kompleksa 

k2-konstanta nastajanja produkta 

k-2-konstanta disocijacije produkta 
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 Kompleks ES koji je nastao povezivanjem enzima E sa supstratom S ima dvije 

moguće sudbine. On se moţe disocirati na E i S uz konstantu brzine k-1, ili moţe prijeći 

u produkt P uz konstantu brzine k2. Kompleks ES moţe ponovo nastati iz E i P uz 

konstantu brzine k-2. Moţe se promatrati samo brzina reakcije na poĉetku (v0) kada je 

koncentracija produkta zanemariva i nema povratne reakcije (k-2[P]≈0).
1
 

 

       [  ]    (7) 

 

[ES] se moţe izraziti pomoću poznatih veliĉina. Brzine kojima ES nastaje i razgraĊuje 

se su:
1 

 

Brzina nastanka kompleksa ES=k1[E][S]     (8) 

Brzina razgradnje kompleksa ES=(k-1 + k2)[ES]    (9) 

 

 Maksimalna brzina reakcije, Vmax, postiţe se kad su sva katalitiĉka mjesta na 

enzimu zasićena suspstratom, to jest kada je [ES]=[E]T:
1
  

 

       [ ]     (10) 

 

 Michaelis-Menten jednadţba glasi:
1
 

 

         
[ ]

[ ]   
    (11) 

 

 KM  je Michaelisova konstanta. Ona je jednaka koncentraciji supstrata pri kojoj 

je brzina reakcije jednaka polovici maksimalne. KM ima dimenziju koncentracije i nije 

ovisna o koncentracijama enzima i supstrata.
1
 

 

Pri malim koncentracijama supstrata, kada su one puno manje od KM, izraz za V0 imati 

će sljedeći oblik:
1 

 

    (
    

  
) [ ]    (12) 
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 Pri ovim uvjetima reakcija će biti prvog reda i teći će brzinom koja je izravno 

razmjerna koncentraciji supstrata. 

Pri velikim koncentracijama supstrata, kada su one puno veće od KM, v0 će tada biti:
1 

 

             (13) 

 

 
 

Slika 4. Kinetika tipa Michaelis-Menten 

 

 

1.3.1.1. Linearizacije Michaelis-Menten jednadžbe 

 

 Svrha kinetiĉkih mjerenja su odreĊivanje vrijendosti KM i Vmax.  

 

 Lineweaver-Burk prikaz: Ovaj prikaz predstavlja reciproĉni oblik Michaelis-

Menten jednadţbe te glasi: 

 

 

     
 

  

    

 

 
 

 

    
    (10) 
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Slika 5. Lineweaver-Burk prikaz 

 

 

 Eadie-Hofstee prikaz: Eadie-Hofstee jednadţba izvedena je mnoţenjem 

Lineweaver-Burk jednadţbe s v0*Vmax te glasi: 

  

            
  

 
    (11) 

 

  

 

Slika 6. Eadie-Hofstee prikaz 

 

 

 Hanes-Wolf prikaz: Mnoţenjem Lineweaver-Burk jednadţbe sa [S], dobijemo 

Hanes-Woolf jednadţbu: 

 

 

   
 

  

    
 

 

    
     (12) 
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Slika 7. Hanes-Wolf prikaz 

 

 

 Eisenthal – Cornish-Bowden prikaz: Vrlo koristan grafiĉki naĉin odreĊivanja 

KM i Vmax. Za svako mjerenje nanosi se vrijednost -[S] na os Kmax i vrijednost v 

na os Vmax. Povuče se pravac kroz svakih par točaka. KM i Vmax su koordinte 

sjecišta pravaca. 

 

        
  

 
         (13) 

 

 

 
 

Slika 8. Eisenthal – Cornish-Bowden prikaz 

 

  



 

12 
 

 Vrsta inhibicije se moţe odrediti pomoću Eisenthal – Cornish-Bowden prikaza 

na naĉin da se za razliĉite koncentracije inhibitora odreĊuje skup sjecišta (sa 

koordinatama KM
app

, Vmax
app

) te se ovisno naĉinu "kretanja" tih sjecišta (porastom 

koncentracije inhibitora) odreĊuje vrsta inhibicije. Kada su toĉke sjecišta paralelne s KM 

osi radi se o kompetitivnoj inhibiciji (slika 9a), a ako su toĉke sjecišta paralelne s Vmax 

osi radi se o nekompetitivnoj inhibiciji (slika 9c). Sluĉaj c i d (slika 9) prikazuju smjer 

"kretanja" toĉaka sjecišta za miješanu i akompetitivnu inhibiciju. 

 

 

 

 

 

Slika 9. OdreĊivanje vrste inhibicije: a) kompetitivna, b) miješana, c) nekompetitivna i 

d) akompetitivna. Za svaku vrstu inhibicije, strelica pokazuje smjer kretanja 

zajedniĉkog sjecišta (KM
app

, Vmax
app

) na grafu, koje se pomiĉe kako koncentracija 

inhibitora raste.
6
 

  



 

13 
 

1.4. Inhibicija enzimske aktivnosti 
 

Inhibitor (lat. inhibire: zadrţati, prijeĉiti) u biokemiji je tvar koja usporava ili u 

potpunosti zaustavlja enzimski kataliziranu kemijsku reakciju. Inhibitori enzimske 

reakcije mogu biti ireverzibilni i reverzibilni. Karakteristiĉno za ireverzibilnu inhibiciju 

jest potpuni gubitak enzimske aktivnosti nakon nekog vremena, osim ako je inhibitor 

bio prisutan u manjoj koncentraciji nego enzim. Enzimska aktivnost koja je inhibirana 

ireverzibilnim inhibitorom se ne moţe povratiti nikakvom fizikalnom metodom, ali ju je 

moguće povratiti odreĊenim kemijskim metodama. Ako je inhibitor reverzibilan, povrat 

enzimske aktivnosti moţe se ostvariti uklanjanjem inhibitora bilo kemijskim bilo 

fizikalnim putem.
7
 

 Razlikujemo tri vrste reverzibilnih inhibitora koji se mogu meĊusobno razluĉiti 

na temelju kinetiĉkih parametara:
1 

 

 Kompetitivni inhibitor smanjuje brzinu katalize na taj naĉin da smanjuje broj 

enzima koje veţu supstrat. On ĉesto nalikuje na supstrat i veţe se na aktivno 

mjesto enzima. Kod konkurentne ili kompetitivne inhibicije, enzim moţe vezati 

ili supstrat (tvoreći kompleks ES) ili inhibitor (EI), ali nikad oba (ESI).
 
 Glavna 

znaĉajka kompetitivne inhibicije je da se ona moţe nadvladati velikom 

koncentracijom supstrata. Kompetitivni inhibitor prividno povećava KM (Slika 

10). Prividno vrijednost KM, zvana   
   , brojĉano je jednaka: 

 

   
      (  [ ]   )    (14) 

 

gdje je [ ] koncentracija inhibitora, a KI konstanta disocijacije kompleksa enzim-

inhibitor.  
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Slika 10.  Lineweaver-Burk prikaz kompetitivne inhibicije 

 

 

 Akompetitivni inhibitor se ne veţe na slobodni enzim, nego samo na ES 

kompleks . Vezno mjesto za akompetitivni inhibitor se formira tek nakon 

interakcije enzima i supstrata. On smanjuje prividnu vrijednost    (Slika 11). 

Vezno Prividni   i      iznose: 

 

  
    

    
  

  
 

  

  
[ ]

   

      (15) 

 

    
      

    
    

  
 

    

  
[ ]

   

      (16) 

 

gdje je K'I je konstanta nastajanja kompleksa ESI, a α' faktor za koji se smanjuju 

   i     . 

 

  



 

15 
 

 

 

 

Slika 12. Lineweaver-Burk prikaz akompetitivne inhibicije 

 

 

 Nekompetitivni inhibitor djeluje tako da smanjuje obrtni broj enzima (to je 

broj molekula supstrata koji molekula enzima pretvori u produkt u jedinici 

vremena, kada je enzim potpuno zasićen supstratom), ali pri tome ne smanjuje 

broj molekula enzima koje mogu vezati supstrat. Pri nekompetitivnoj inhibiciji, 

inhibitor i supstrat se mogu istodobno vezati na razliĉita mjesta. Vrijednost      

se smanjuje ,     
   

, a    ostaje nepromijenjen (Slika 13). Prividni Vmax iznosi: 

 

    
      

    
    

 
 

    

  
[ ]

  

  ,    (17) 

 

gdje je α faktor za koji se smanjuje Vmax, a KI konstanta nastajanja kompleksa EI. 

 

 

Slika 14. Lineweaver-Burk prikaz nekompetitivne inhibicije 
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 Miješani inhibitor - u ovoj vrsti inhibicije inhibitor se moţe vezati ili na sam 

enzim, pri ĉemu zauzme aktivni mjesto (kompetitivna inhibicija) i tada se 

supstrat ne moţe vezati jer je aktivno mjesto već zauzeto, ili na već postojeći 

enzim-supstrat kompleks, ali ne zauzimajući aktivno mjesto namijenjeno 

pravom supstratu (osobina nekompetitivne inhibicije).    se povećava, a      

smanjuje (Slika 15). Prividni Vmax i KM iznose: 

 

    
      

    
    

  
 

    

  
[ ]

   

      (24) 

 

  
    

    
   

  
 

(  
[ ]

  
)  

  
[ ]

   

  ,   (25) 

 

gdje je α faktor za koji se smanjuje Vmax, KI konstanta nastajanja kompleksa EI, K'I 

je konstanta nastajanja kompleksa ESI, a α' faktor za koji se smanjuju    i     . 
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1.5. Butirilkolinesteraza 
 

Butirilkolinesteraza (BuChE) je enzim koji se sintetizira u jetri i nakon toga se izluĉuje 

u krv. Pripada skupini kolinesteraza odnosno esteraza. Esteraze spadaju u grupu 

hidrolaza. One cijepaju estere na kiseline i alkohol kemijskom reakcijom koju nazivamo 

hidroliza. Postoji širok raspon razliĉitih esteraza koje se razlikuju po svojem 

specifiĉnom supstratu, proteinskoj strukturi te njihovoj biološkoj funkciji. Osim u 

plazmi i u jetri aktivnost enzima dokazana je i u drugim tkivima, poput masnog tkiva, 

tankog crijeva, pluća i bijele tvari mozga.
8 

 
 

Slika 15. Struktura butirilkolinesteraze (PDB: 1P0I)
9  
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1.5.1. Fiziološka i farmakološka uloga 

 

Njena fiziološka uloga nije poznata. Pretpostavlja se da sudjeluje u metabolizmu lipida i 

lipoproteina te u hidrolizi butirilkolina, intermedijernog metabolita koji nastaje tijekom 

metabolizma ne-esterificiranih masnih kiselina u jetri. Isti enzim sudjeluje i u prijenosu 

spore ţivĉane provodljivosti, dok u sinapsama u središnjem ţivĉanom sustavu 

razgraĊuje acetilkolin.
10

 Acetilkolin (ACh) je neuroprijenosnik neuromišićne sinapse i 

preganglijskih simpatiĉkih te preganglijskih i postganglijskih parasimpatiĉkih aksona. 

To je jedini klasiĉni neuroprijenosnik što nije aminokiselina ili izravno sintetiziran iz 

aminokiseline. U perifernom ţivĉanom sustavu acetilkolin izaziva kontrakciju mišića, 

suţenje zjenice, pojaĉavanje peristaltike crijeva, usporavanje rada srca, proširenje 

krvnih ţila, pojaĉano luĉenje ţlijezda znojnica, slinovnica te ţeluĉanih i bronhalnih 

ţlijezda. U središnjem ţivĉanom sustavu acetilkolin ima vaţnu ulogu u odrţavanju 

stanja svijesti i procesima uĉenja i pamćenja.
11

 

 

 

1.5.2. Butirilkolinesteraza i patološka stanja 

 

 Pored svoje uloge u metabolizmu lipida, promjene butirilkolinesteraze (BuChE) 

uoĉene su u bolesnika koji imaju razliĉite neoplazme, poput karcinoma pluća i 

novotvorine stanica hematopoetskog sustava. Aktivnost BuChE smanjena je kod 

bolesnika s malignim tumorima ţeludca, debelog crijeva i prostate. 

Danas je poznato da su BuChE i acetilkolinesteraza (AChE) povezane s patogenezom i 

progresijom Alzheimerove bolesti. BuChE i AChE su ciljno mjesto djelovanja lijekova 

koji inhibiraju njihovu katalitiĉku aktivnost i stoga se koriste za lijeĉenje Alzheimerove 

bolesti.
12
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1.5.3. Alzheimerova bolest 

 

Alzheimerova bolest je progresivna i degenerativna bolest središnjeg ţivĉanog sustava 

koja se kliniĉki oĉituje kao propadanje intelektualnih (kognitivnih) sposobnosti uz 

promjenu ponašanja i liĉnosti, u tolikoj mjeri da ometa svakodnevne aktivnosti 

bolesnika i znaĉajno smanjuje kvalitetu njegovog ţivota. Od ove bolesti uglavnom 

obolijevaju ljudi starije ţivotne dobi, a moguća su oboljenja i kod mlaĊih osoba. Bolest 

je dobila ime po njemaĉkom neurologu Aloisu Alzheimeru koji je 1906. godine prvi 

opisao 51-godišnju bolesnicu sa simptomima paranoidnih ideja, gubitka pamćenja i 

poremećaja govora. Pojavljivanje Alzheimerove bolesti je podjednako meĊu spolovima, 

dok je prevalencija znaĉajno viša u ţena, što je vjerojatno posljedica nešto duljeg 

ţivotnog vijeka kod ţena. Mogući ĉimbenici koji povećavaju rizik od nastanka 

Alzheimerove bolesti su traume glave, bolesti štitnjaĉe, depresivna stanja, niţi stupanj 

edukacije, iako njihova uloga nije jednoznaĉno potvrĊena. Nasuprot tome smatra se da 

dugotrajna terapija ne-steroidnim protuupalnim lijekovima i statinima smanjuje rizik od 

nastanka Alzheimerove bolesti. 

 Posljednjih godina intenzivna su istraţivanja vezana uz biokemijske promjene u 

tkivu središnjeg ţivĉanog sustava osoba oboljelih od Alzheimerove bolesti. Djelovanje 

BuChE progresivno se povećava s vremenom kod pacijenata s Alzheimerovom bolesti 

(AD), a aktivnost acetilkolinesteraze (AChE) ostaje nepromijenjena ili se smanjuje. Kao 

i AChE, BuChE inaktivira neuroprijenosnik acetilkolin (ACh) i kao takva postala je 

terapeutski cilj u Alzheimerovoj bolesti. Selektivna, reverzibilna inhibicija BuChE u 

mozgu moţe predstavljati naĉin ublaţavanja simptoma Alzheimerove bolesti, 

poboljšanje kognitivnih funkcija i moduliranje neuropatoloških markera bolesti.
13
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Jedna od najvaţnijih promjena na mozgu kod oboljelih od Alzheimerove bolesti je 

stvaranje senilnih ili neuritskih ploĉa (plakova). One nastaju izvan neurona, a u njima se 

nakuplja poseban protein tzv. β-amiloid. Te su ploĉe veliĉine oko 0,2 mikrometra, a 

sastoje se od centra i rubnog dijela (Slika 16).
14

 

 

 

 

Slika 16. Senilne ploĉe (plakovi)
15

 

 

 

 Senilne se ploĉe obiĉno nalaze u blizini kapilara ili većih krvnih ţila koje su 

koncentrirale β-amiloid u stjenkama. Osima β-amiloida, u senilnim se ploĉama mogu 

naći i brojni drugi proteini: trombin i tkivni aktivator plazminogen, inhibitori proteaza, 

enzimi i proteini koji su vaţni u imunosnom sustavu (primjerice komplementi). Senilne 

se ploĉe uglavnom mogu naći u kori velikog mozga, ali ima ih i u još nekim dijelovima 

mozga. Druga vaţna dijagnostiĉka znaĉajka Alzheimerove bolesti je degeneracija 

neurofibrila koja se odvija unutar stanica tj. unutar neurona.
14 
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Slika 17. Usporedni prikaz normalnog neurona i neurona s degeneriranim 

neurofibrilima
16

 

 

 

Kod uznapredovalog stadija Alzheimerove bolesti mozak je pacijenata difuzno 

atrofiĉan, dok je ukupna teţina mozga smanjena za 20 i više posto. Gledano svjetlosnim 

mikroskopom uoĉavaju se široka podruĉja bez ţivĉanih stanica (više od 40% stanica 

većih od 90 nanometara zauvijek propada), dok su preostale stanice smanjena volumena 

sa smanjenim dendritima i gubitkom sinapsa. Alzheimerova bolest je obiljeţena 

poremećajem unutar svih znanih AChE sustava. Ĉini se da su kognitivne promjene 

uzrokovane ponajprije degeneracijom kolinergiĉnih neurona u kori velikog mozga i 

hipokampusa, što dovodi do smanjenja kolinergiĉnog prijenosa.
14
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Slika 18. Usporedni prikaz razlika mozga zdrave osobe i osobe oboljele od 

Alzheimerove bolesti
17 
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1.6.  α-Terpinolen 
 

α-Terpinolen je bezbojna do jantarno obojena tekućina ili ulje koje se koristi kao 

otapalo za smole i eteriĉna ulja, te u proizvodnji sintetskih smola i sintetskih aroma. 

Karakterizira ga slatkasti miris koji podsjeća na bor i okus limuna, netopljiv je u vodi i 

ima manju gustoću od nje. Neka od kemijskih imena koja se koriste kao sinonimi za  

α terpinolen su: terpinolen, izoterpinen i dr.
18

 α-Terpinolen se moţe naći u tragovima u 

vinovoj lozi (lat. Vitis vinifera), peršinu i u nekim drugim biljkama. α-Terpinolen 

pripada prirodnoj skupini metadiena, odnosno grupe terpena koji na para (p) poloţaju 

imaju metilnu skupinu i dvije dvostruke veze.
19 

 

 

 

Slika 19. α-Terpinolen
20 

 

 

Tablica 2. Fizikalne osobine terpinolena
18

 

Vrelište 187 °C 

Topljivost U vodi, 9.5 mg / L na 25 ° C 

Gustoća 0,8632 g / cm
3
 na 15 ° C 

Tlak pare 0,74 mm Hg na 25 ° C 
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1.7. Spektrofotometrija 
 

Spektrofotometrija je naĉin odreĊivanja koncentracije materijala u uzorku mjerenjem 

koliĉine svjetla koju je uzorak apsorbirao.
21

 Spektrofotometar je ureĊaj za analizu 

spektra elektromagnetskog zraĉenja. Spektrofotometar je spektrometar koji se sastoji od 

izvora zraĉenja, monokromatora i detektora. Monokromator je tako izveden da je 

moguće mijenjati valnu duljinu zraĉenja koje propušta. Biljeţenjem intenziteta zraĉenja 

koje je uzorak apsorbirao, propustio ili reflektirao ovisno o valnoj duljini nastaje 

spektar.
25

 Razlikuju se ĉetiri osnovna spektroskopska instrumenta:
22

 

- jednosnopni, 

- dvosnopni – prostorno odijeljenih snopova, 

- dvosnopni – vremenski odijeljenih snopova, i 

- višekanalni instrumenti. 

 

 

Slika 21. Prikaz spektrofotometra: (a) jednosnopni instrument; 

(b) dvosnopni instrument s prostorno razdvojenim snopovima; 

(c) dvosnopni instrument s vremenski razdvojenim snopovima
22
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1.7.1. Ellmanova metoda
 

 

Ellmanova metoda je spektrofotometrijska metoda koja sluţi za mjerenje 

aktivnosti kolinesteraza pri ĉemu rabi tiokolinske supstrate. Ellmanov reagens  

(5,5'-ditiobis-2-nitrobenzojeva kiselina ili DTNB) se koristi za odreĊivanje broja ili 

koncentracije tiolnih skupina u uzorku. Tioli reagiraju s DTNB-om i tom reakcijom 

nastaje 2-nitro-5-merkaptobenzojeva kiselina (TNB), koja zatim u vodi ionizira u TNB
-
 

anion kod neutralnog ili alkalnog pH. OsloboĊeni TNB
-
 ion ima intenzivno ţutu boju. 

Apsorpcijski maksimum DTNB-a je pri valnoj duljini od 320 nm, dok se koliĉina 

osloboĊenog TNB
-
 mjeri pri duljini od 412 nm.

23
 

 

 

Slika 22. Ellmanova reakcija za odreĊivanje tiola 

 

  



 

26 
 

2. EKSPERIMENTALNI DIO 
 

Kao izvor enzima korištena je butirilkolinesteraza (BuChE) iz seruma konja, a kao 

supstrat enzima korišten je butiriltiokolin jodid (BuTChI). Kao inhibitor enzima 

korišten je α-terpinolen. Za ispitivanje sposobnosti inhibicije BuChE korištena je 

modificirana spektrofotometrijska metoda po Ellmanu koristeći DTNB kao tiolni 

reagnes.  

 

2.1. Priprema kemikalija 
 

Da bi se izvršila sva mjerenja pripremljene su sljedeće otopine: 

 enzim BuChE otopljen u puferu pH=8, koncentracije 0,03 U/mL 

 otopine supstrata (BuTChI) koncentracija u sustavu: 0,1 mM; 0,2 mM; 0,3 mM; 

0,4 mM i 0,5mM 

 DTNB otopljen u puferu pH=7 + 0,12 mM NaHCO3  

 otopine uzorka (inhibitora) α-terpinolen u etanolu, koncentracija u sustavu: 

0,0568 μg m/L; 0,0114 μg m/L; 0,0023mg m/L 

 

 

Tablica 3. Priprema kemikalija za rad 

 

Kemikalija Volumen / µL Koncentracija 

u sustavu 

Pufer 180  

DTNB 10 0,3mM 

BuTChI 10 0,5mM 

BuChE 10 0,03 U/mL 
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2.1.1. OdreĊivanje kinetiĉkih parametara i sposobnosti inhibicije 

BuChE 

 

 

Tablica 4. Shema otopina u eksperimentu 

 

H2O Kontrola BL1 BL2 Uzorak M Uzorak BL 

Pufer 190 200 200 180 190 

DTNB 10 10 10 10 10 

Uzorak / / / 10 10 

BuChE 10 / 10 10 / 

BuTChI 10 10 / 10 10 

 

 

Uzorci se "otpipetiraju" u jaţice, prema shemi koja je prikazana u tablici 4. 

Supstrat, BuTChI, se dodaje neposredno prije mjerenja. Njegovim dodatkom 

poĉinje reakcija. Ne-enzimska hidroliza praćena je tzv. ''blank'' mjerenjima, 

odnosno slijepim probama. U jednoj slijepoj probi nije dodana BuChE, a u drugoj 

BuTChI koji se zamijeni jednakim volumenom pufera. Mjerenje se vršilo pomoću 

višekanalnog ĉitaĉa mikrotitarskih ploĉica ''Sunrise'' (Tecan, GmbH, Austrija) uz 

automatsko miješanje i pohranjivanje podataka na raĉunalo. 
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3. REZULTATI 
 

U ovom radu je ispitana sposobnost inhibicije enzima butirilkolinesteraze uz 

inhibitor α-terpinolen. OdreĊeni su kinetiĉki parametri KM, KM
app

, Vmax i Vmax
app

 i vrsta 

inhibicije.  

Naĉinjeni su razliĉiti prikazi iz kojih su na temelju odgovarajućih sjecišta ili iz 

jednadţbe pravca, kako bi se što preciznije odredili kinetiĉki parametri odreĊene 

vrijednosti navedenih kinetiĉkih parametara. Korišteni prikazi su: Lineweaver-Burk, 

Hanes-Wolf i Eisenthal – Cornish-Bowden. 

Dobiveni rezultati prikazani su slikama 23.-28., a odreĊeni kinetiĉki parametri 

sumarno su prikazani u tablici 5.  

 

 

 

Slika 23. Lineweaver-Burk prikaz ovisnosti brzine hidrolize BuTChI o njegovoj 

koncentraciji 
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Slika 24. Hanes-Wolf prikaz ovisnosti brzine hidrolize BuTChI o njegovoj 

koncentraciji 
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Eisenthal – Cornish-Bowden (ECB) prikaz je radi preglednosti konstruiran posebno za 

sve koncentracije inhibitora kao i bez inhibitora. 

 

 
 

Slika 25. ECB prikaz bez inhibitora 

 

 
 

Slika 26. ECB prikaz za koncentraciju inhibitora 0,0023 mg / mL 
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Slika 27. ECB prikaz za koncentraciju inhibitora 0,0114 mg / mL
 

 

 

Slika 28. ECB prikaz za koncentraciju inhibitora 0,0568 mg / mL
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U tablici 5. su prikazane vrijednosti kinetiĉkih parametara odreĊenih na temelju 

prethodnih grafova. 

 

Tablica 5. OdreĊeni kinetiĉki parametri  
 

LINEWEAVER-BURK 

 Bez inhibitora [I]=0,0023 mg/mL [I]=0,0114mg/mL 

KM 0,195   

KM 
app

  0,96 1,14 

Vmax 0,38   

Vmax 
app

  0,13 0,25 

HANES-WOLF 

 Bez inhibitora [I]=0,0023 mg/mL [I]=0,0114mg/mL 

KM 0,065   

KM 
app

  0,8 0,62 

Vmax 0,192   

Vmax 
app

  0,43 0,33 

EISENTHAL - CORNISH-BOWDEN 

 Bez inhibitora [I]=0,0023mg/mL [I]=0,0114mg/mL 

KM 0,1   

KM 
app

  0,045 0,19 

Vmax 0,17   

Vmax 
app

  0,115 0,11 
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Na temelju prikaza Eisenthal - Cornish-Bowden odreĊene su i konstante inhibicije KI i 

K'I za pojedinu koncentraciju inhibitora.  

 

Tablica 6. OdreĊene KI i K'I vrijednosti 

 

[I]/mg / mL KI K'I 

0,0023 / 0,005 

0,0114 0,006 0,005 

 

 

Iz prikaza Eisenthal – Cornish-Bowden odreĊena je i vrsta inhibicije. Slika 30 priloţena 

je kao dokaz na temelju kojega je zakljuĉeno da se radi o inhibiciji miješanog tipa. Iz  

prikaza Eisenthal – Cornish-Bowden odreĊeni su kinetiĉki parametri KM, KM
app

, Vmax i 

Vmax
app

 iz kojih je konstruiran graf prikazan na slici 30. Vrijednosti KM  odnosno KM
app

 

nanesene su na apscisu, a Vmax odnosno Vmax
app

 na ordinatu kako bi se dobio smjer 

kretanja toĉaka sjecišta. Dobiveni smjer ukazuje za inhibiciju miješanog tipa (usporedba 

sa slikom 9b). 

 

 

 

Slika 29. Smjer kretanja toĉaka sjecišta na ECB prikazu 
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Postotci inhibicije enzima BuTChI izraĉunati su prema sljedećoj formuli : 

 

% inhibicije BuTChI = [ (AK – AA) / AK  ] x 100,   (24) 

 

AA je apsorbancija test otopine 

AK je apsorbancija kontrolnog uzorka. 

 

Rezultati inhibicijskog uĉinka razliĉitih koncentracija α-terpinolen pri koncentraciji 

supstrata BuTChI 0,5 mM prikazani su u tablici 7. 

 

 

Tablica 7. Postotci inhibicije za razliĉite koncentracije inhibitora 

 

[I]/ mg mL
-1 

% inhibicije 

0,0568 80,1 

0,0114 42,6 

0,0023 6,7 
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4. RASPRAVA 
 

U ovom radu je ispitana sposobnost inhibicije enzima butirilkolinesteraze 

(BuChE) korištenjem α-terpinolena kao inhibitora. Grafovi Lineweaver-Burk, Hanes-

Wolf i Eisenthal – Cornish-Bowden prikazani su slikama 23-29. Na temelju ovih 

prikaza i postotaka inhibicije koji su izraĉunati (tablica 7.) moţe se vidjeti da je  

α-terpinolen pokazuje sposobnost inhibicije enzima BuChE. Kako se povećava 

koncentracija α-terpinolena tako se povećava i postotak inhibicije. Maksimalna 

inhibicija je postignuta pri koncentraciji od 0,0568 mg/mL i iznosi 80,1 %. 

  Iz prikaza Eisenthal – Cornish-Bowden moţe se zakljuĉiti da je rijeĉ o inhibiciji 

miješanog tipa. Kao dokaz priloţena je slika 29. s odgovarajućim objašnjenjem. Iz 

jednadţbi pravaca izraĉunati su kinetiĉki parametri  KM i Vmax za reakciju hidrolize 

butiriltiokolin-jodida (BuTChI), enzimom BuChE te KM
app

 i Vmax
app

 za istu reakciju u 

funkciji razliĉitih koncentracija inhibitora. Svi rezultati su sumarno prikazani u tablici 5. 

Izraĉunate su i konstante inhibitora za miješani tip inhibicije i pri koncentraciji od 

0,0114 mg/mL, a iznosile su: KI=0,006 te KI'= 0,005. 
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5. ZAKLJUĈAK 
 

 Ispitivanjem sposobnosti inhibicije enzima butirilkolinesteraze zakljuĉeno je da 

α-terpinolen pokazuje sposobnost inhibicije enzima. 

 

 Povećanjem koncentracije α-terpinolena povećava se postotak inhibicije, a 

najveća inhibicija je postignuta pri koncentraciji od 0,0568 mg/mL i iznosi 

80,1 %,  

 

 Na temelju prikaza Lineweaver-Burk, Hanes-Wolf i posebno Eisenthal – 

Cornish-Bowden vidljivo je da se radi o inhibiciji miješanog tipa. 

 

 Konstante inhibitora za miješani tip inhibicije su KI=0,005 i KI'=0,006. 
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