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ZADATAK ZAVRSNOG RADA :
Ispitivanje inhibicijskih svojstava a-terpinolena na enzim butirilkolinesterazu
metodom po Ellmanu (postotak inhibicije, vrsta inhibicije);

Odredivanje kineti¢kih parametara Ky, Ky, Viax Vmac™', Kj i K'| enzima

butirilkolisteraze u prisustvu a-terpinolena kao inhibitora.



Sazetak

Enzimi su katalizatori u bioloskim sustavima. Ubrzavaju reakcije snizenjem energije aktivacije. Gotovo
svi poznati enzimi su proteini. Najvazniji dio enzima je aktivno mjesto u kojem se odvija specifi¢na
reakcija. Butirilkolinesteraza (BUChE) pripada skupini kolinesteraza odnosno estereaza. Esteraze spadaju
u grupu hidrolaza. BUChE inaktivira neurotransmiter acetilkolin (ACh) i kao takva postala je terapeutski
cilj u poodmaklim fazama Alzheimerove bolesti

Kao izvor enzima koristena je butirilkolinesteraza (BuChE) iz seruma konja, a kao supstrat
enzima kori$ten je butiriltiokolin jodid (BuTChl). Kao inhibitor enzima koriten je a-terpinolen. Iz
Lineweaver-Burk, Hanes-Wolf i Eisenthal — Cornish-Bowden prikaza te izra¢unatih postotaka inhibicije
zakljuéeno je da a-terpinolen pokazuje sposobnost inhibicije enzima BUChE.

Kako se povecava koncentracija a-terpinolena povecava Se i postotak inhibicije. Takoder je
zakljuceno da se radi o inhibiciji mijeSanog tipa te su odredeni odgovarajuci kineticki parametri Ky, Viax

K™, Vina™, Ky i K.

Kljuéne rijedi: butirilkolinesteraza, inhibicija a-terpinolena, kinetika, Alzheimerova demencija.



Summary

Enzymes are catalysts in biological systems. Accelerate reactions by lowering the activation energy.
Nearly all known enzymes are proteins. The most important part of the enzyme is their active site where
reactions take place. Butyrylcholinesterase (BUChE) belongs to a class of cholinesterase or esterase.
Esterases belong to the group of hydrolases. BUChE inactivates the neurotransmitter acetylcholine (ACh)
and as such has become a therapeutic target in later stages of Alzheimer's disease.

Butyrylcholinesterase (BuChE) enzyme was obtained from the horse serum, and as a
substrate of the enzyme was used butyrylthiocholine iodide (BUTChl). The enzyme used was a-
terpinolene. From Lineweaver-Burk, Hanes-Wolf and Eisenthal - Cornish-Bowden display and calculated
the percent inhibition was concluded that a-terpinolene shows the ability to inhibit the enzyme BuChE.

a-Terpinolene inhibits BUChE in dose dependent manner. It was also concluded that it is

a mixed type inhibition and certain corresponding kinetic parameters Ky, Vinax, Kn™™, Vina ™, K; and K;'.

Keywords: butyrylcholinesterase, inhibition, a-terpinolene, kinetics, Alzheimer's dementia
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UvoD

Enzimi su velike bioloSke molekule koje kataliziraju (ubrzavaju) razliite reakcije u
organizmu. Po reakcijama koje kataliziraju enzimi se svrstavaju u Sest 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 specifican
supstrat i djeluje na specificne reakcije. Enzimi sadrze aktivno srediSte koje je dio
njihove strukture i ima to¢no 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
do¢i u fizicki kontakt sa svojim supstratom. Nekada se smatralo da molekula supstrata
pristaje u aktivno mjesto molekule enzima kao $to klju¢ pristaje u bravu, tj. da su enzim
i supstrat medusobno komplementarni. Medutim, 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.
Kineti¢ki parametri Ky I Vmax su vazne Karakteristike enzima. Ky je koncentracija
supstrata pri kojoj je popunjena polovica aktivnih mjesta i mjera je ¢vrstoée kompleksa
enzim-supstrat (kada je k.1>>k;) dok Vpax 0znacava najveéu teoretski mogucu brzinu
rada enzima (kada je [S]oo>[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
meduprodukata metabolizma. BUChE moze hidrolizirati acetilkolin i nadoknaditi
acetilkolinesterazu (AChE) kada su njene razine iscrpljene. Kod Alzheimerove bolesti,
u mozgu se smanjuje razina AChE, dok se razina BuChE povecava ili ostaje
nepromijenjena. Kako bolest napreduje ocituju se promjene u razinama BuChE.
Inhibitori su molekule koje ili umanjuju aktivnost enzima ili potpuno deaktiviraju

enzim; kao inhibitor butirilkolinesteraze u ovom radu koristen je a-terpinolen.



1. OPCI DIO

1.1. Enzimi

Enzimi su katalizatori u bioloSkim sustavima. Oni imaju veliku kataliticku mo¢. Mogu
povecati brzinu reakcije za faktore od 10° puta i vise. Ubrzavaju reakcije snizavanjem
energije aktivacije. Enzimi usmjeruju kemijske pretvorbe, a takoder i posreduju u
pretvaranju jednog oblika energije u drugi. Kataliziraju reakcije na taj nacin tako da
stabiliziraju prijelazno stanje. U prisutnosti enzima mnogo se brze doseZe ista toCka
ravnoteze. Gotovo svi enzimi Kkoji su poznati su proteini. Oni su ucinkoviti katalizatori
jer imaju sposobnost specificnog vezanja raznovrsnih molekula. Ta specifi¢nost enzima
proizlazi iz precizne interakcije supstrata S enzimom. Za tu preciznost je zasluzna

trodimenzionalna struktura enzimskog proteina.*

A bez enzima
energija
aktivacije
© imom bez enzima
i energija
e aktivacije|sa
E’ enzimom
@ |reaktanti ukupna
c energija
Ll reakcije
produkti
>

Tijek reakcije

Slika 1. Reakcijski tijek nekatalizirane i katalizirane reakcije



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 vise kofaktora. Kofaktori mogu

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

Metalni
kofaktor

Metalni

kofaktor

Slika 2. Strukture konjugiranih enzima®

Apoenzimi imaju slozenu strukturu koja se sastoji se primarne, sekundarne i
tercijarne i/ili kvarterne strukture. Primarna, sekundarna i tercijarna struktura je
proizasla iz polipeptidnog lanca koji je prosao procese savijanja i ucvrs¢ivanja prilikom
sinteze formiraju¢i tako vodikove i disulfidne veze. Polipeptidni lanac se slaze u
energetski stabilniju strukturu stvaraju¢i 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 odredene

funkcionalne grupe. Koenzimi su &esto vitamini ili potjecu od vitamina.?



1.1.2.  Nomenklatura i podjela enzima

Prihvaceni sustavi za sistematizaciju i nomenklaturu enzima obuhvacaju tri osnovna

principa:?

* imena enzima, pogotovo onih koji zavrSavaju na -—aza se daju samo
pojedina¢nim enzimima, odnosno ne bi se trebali davati sustavima koji sadrze
viSe od jednog enzima,

» enzim se naziva i klasificira po reakciji koju katalizira. Reakcija mora biti u
potpunosti istrazena, a mehanizam dobro opisan. Intermedijerni koenzimi i
razlicite grupe koje sudjeluju u mehanizmu se ne dodaju u naziv enzima,

= enzim se klasificira po tipu katalizirane reakcije i numerira se

¢etveroznamenkastim kodom radi neupitne identifikacije.



Tablica 1. Enzimi su podijeljeni u dest klasa®

VRSTA KATALIZIRANE
KLASA IME PRIMJER
REAKCIJE

dehidrogenaze,
1. Oksidoreduktaze Oksidacija-redukcija reduktaze, oksidaze,

peroksidaze, katalaze

2. Transferaze Prijenos kemijskih grupa kinaze, fosfomutaze

fosfataze, tiolaze,

. o - ' fosfolipaze,
3. Hidrolaze Hidroliticko cijepanje veza )
deaminaze,
ribonukleaze, esteraze
Nehidroliti¢ko cijepanje dekarboksilaze,
] ostavljajuéi dvostruske veze, aldolaze, hidrataze,
4. Liaze ) o ] )
alternativno: adicija grupa na dehidrataze, sintetaze,
dvostruke veze liaze
Promjena geometrijskog izomeraze, mutaze (ne
5. Izomeraze )
rasporeda u molekuli sve)
Spajanje dviju molekula nakon
6. Ligaze ¢ega slijedi hidroliza molekule  sintetaze, karboksilaze

koja ima veliki AG

1.2. Enzimska aktivnost

Pojam enzimska aktivnost podrazumijeva osobinu enzima da odredenom brzinom
katalizira transformaciju supstrata u produkt. Aktivnost enzima oznacava koli¢inu
supstrata koja se pod utjecajem enzima u jedinici vremena transformira u produkt
reakcije. Aktivnost enzima ovisi 0 mnogo cimbenika od kojih su najvazniji pH,
temperatura, koncentracija enzima, koncentracija supstrata, koenzimi, aktivatori,
inhibitori, hormoni i druge bioloski aktivne tvari.®

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

mjesto). Aktivno mjesto je definirano relativno malim brojem aminokiselina smjestenih




u unutrasnjosti u hidrofobnom dijelu proteinske molekule, ¢ije prostorno uredenje
odgovara molekuli supstrata, te je kao takvo odgovorno za njegovu kataliticku moc¢.
Aminokiseline koje izgraduju 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 Cemu nastaje kompleks enzim—supstrat (po principu
kljuc-brava). Kod nekih enzima aktivno mjesto moze imati definirano prostorno
uredenje prije i poslije vezanja supstrata (slika broj B), ali moZe i mijenjati prostorno

uredenje U trenutku povezivanja sa supstratom (slika broj C).*

W o
Aktivno mjesto

{(kontaktne aminokiseline) Substrat £R
] \ ___ Aktivno € &3 5
\ Wt ) ES k;)r;lpleks
a p c /‘.
-4:" -;_ -__. ¥ ‘ b ‘ En’ljm
N  — | — Substrat ( %
1 35 526263 101 108 129 + — N ! \
. Aktivno Vs g
[ 2. miesto >
\ N & ES kompleks
Enzim

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).*



1.3. Enzimska kinetika

Proucavanje brzina kemijskih reakcija naziva se kinetikom, a proucavanje enzimskih
reakcije kemijskom kinetikom. Najjednostavniji nacin na koji se moze odrediti brzina
reakcije jest mjerenje koncentracije produkta u ovisnosti o vremenu. Brzina V je
koli¢ina A koja nestane u odredenoj jedinici vremena.

Ona je jednaka brzini nastanka P:*
A—P 1)

Karakteristike enzimski katalizirane reakcije:”
- brzina enzimski katalizirane reakcije obi¢no je veca od brzine te iste reakcije
katalizirane ne-bioloskim katalizatorom
- enzimi su visokospecifi¢ni te uglavnom jedan enzim katalizira samo jednu
reakciju pod odredenim fizikalno-kemijskim uvjetima
- u organizmu postoji mnostvo enzima od kojih svaki pojedini katalizira odredenu

reakciju koje su medusobno povezane unutar metabolizma

1.3.1.  Michaelis-Menten model enzimski kataliziranih reakcija

Michaelis i Menten su pocetkom 20. stoljeca analizirali kinetiku enzimske reakcije na
temelju jednostavne pretpostavke da supstrat (S) mozZe biti preveden u produkt (P) samo
ako dode u funkcionalni dodir s enzimom (E), stvaraju¢i kompleks enzim-supstrat

(ES):®

E+S—ES—E+P (2)

E+S — ES (k1) (3) ki-konstanta nastajanja kompleksa
ES—>E+S (ky) 4) k.1-konstanta disocijacije kompleksa
ES — E +P (kp) (5) ko-konstanta nastajanja produkta
E+P—ES (k) (6) k.,-konstanta disocijacije produkta



Kompleks ES koji je nastao povezivanjem enzima E sa supstratom S ima dvije
moguce sudbine. On se moze disocirati na E i S uz konstantu brzine k.4, ili moze prijeci
u produkt P uz konstantu brzine k. Kompleks ES moze ponovo nastati iz E i P uz
konstantu brzine k.. MoZe se promatrati samo brzina reakcije na pocetku (vo) kada je

koncentracija produkta zanemariva i nema povratne reakcije (k2[P]~0).!
v = ky[ES] (7)

[ES] se mozZe izraziti pomocu poznatih veliina. Brzine kojima ES nastaje 1 razgraduje

se su:t

Brzina nastanka kompleksa ES=k;[E][S] (8)
Brzina razgradnje kompleksa ES=(k_; + k;)[ES] 9)

Maksimalna brzina reakcije, Vmax, postize se kad su sva kataliticka mjesta na

enzimu zasi¢ena suspstratom, to jest kada je [ES]=[E]r!

Vinax = k2[Elr (10)

Vo = vmaxm (11)

Kwm Je Michaelisova konstanta. Ona je jednaka koncentraciji supstrata pri kojoj
je brzina reakcije jednaka polovici maksimalne. Ky ima dimenziju koncentracije i nije

ovisna o koncentracijama enzima i supstrata.’

Pri malim koncentracijama supstrata, kada su one puno manje od Ky, izraz za V, imati

ée sljededi oblik:*

Vo = (Z22x) [s] (12)

Km



Pri ovim uvjetima reakcija ¢e biti prvog reda i te¢i ¢e brzinom koja je izravno
razmjerna koncentraciji supstrata.
Pri velikim koncentracijama supstrata, kada su one puno veée od Ky, Vo ¢e tada biti:*

VO = Vmax (13)

Pocetni nagib = V/KM

0.83V
0.75V
0.67V

0.5V

0 ' : '. ,
0 Km 2Ky 3Ky 5Ky
Slika 4. Kinetika tipa Michaelis-Menten
1.3.1.1. Linearizacije Michaelis-Menten jednadZbe

Svrha kineti¢kih mjerenja su odredivanje vrijendosti Ky 1 Vmax.

e Lineweaver-Burk prikaz: Ovaj prikaz predstavlja reciprocni oblik Michaelis-
Menten jednadZbe te glasi:

1 _ Ky 1 1

Vo Vinax S Vimax

(10)



<=

1
odsjetak =
/)/ Vnmx

Y

Slika 5. Lineweaver-Burk prikaz

Eadie-Hofstee prikaz: Eadie-Hofstee jednadzba izvedena je mnozenjem

Lineweaver-Burk jednadzbe s vo«Vax te glasi:

(11)

— )
Vo _Vmax_KM*?

\C odsjetak = Viypax

Slika 6. Eadie-Hofstee prikaz

Hanes-Wolf prikaz: Mnozenjem Lineweaver-Burk jednadzbe sa [S], dobijemo

Hanes-Woolf jednadzbu:

S My S (12)

Vo Vimax Vimax
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<

s

1

nagib =
VHI(I.X

Kn

odsjetak =
max

ey

Slika 7. Hanes-Wolf prikaz

Kwm 1 Vmax. Za svako mjerenje na

Eisenthal — Cornish-Bowden prikaz: Vrlo koristan grafi¢ki nacin odredivanja

nosi se vrijednost -[S] na os Kmax i vrijednost v

na os Vmax. Povuce se pravac kroz svakih par to¢aka. Km i Vimax su koordinte

sjeciSta pravaca.

— Yo
Vmax =7y +?*KM

(13)

‘/IH ax ‘

—S2 =51

Ky Kwm

Slika 8. Eisenthal — Cornish-Bowden prikaz
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Vrsta inhibicije se moze odrediti pomoc¢u Eisenthal — Cornish-Bowden prikaza
na natin da Se za razli¢ite koncentracije inhibitora odreduje skup sjecista (sa
koordinatama Ky*P, Vna™) te se ovisno nadinu "kretanja" tih sjeciSta (porastom
koncentracije inhibitora) odreduje vrsta inhibicije. Kada su tocke sjecista paralelne s Ky
osi radi se o kompetitivnoj inhibiciji (slika 9a), a ako su tocke sjecista paralelne s Viax
osi radi se o nekompetitivnoj inhibiciji (slika 9c). Slucaj c i d (slika 9) prikazuju smjer

"kretanja" toCaka sjeciSta za mijeSanu i akompetitivnu inhibiciju.

. (b)

o

K C K

VPP {c)

j ) W

app. app-
m K K""

Slika 9. Odredivanje vrste inhibicije: a) kompetitivna, b) mijeSana, c) nekompetitivna i
d) akompetitivna. Za svaku vrstu inhibicije, strelica pokazuje smjer kretanja
zajednickog sjecista (Ku*, Vma™™") na grafu, koje se pomite kako koncentracija
inhibitora raste.’
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1.4. Inhibicija enzimske aktivnosti

Inhibitor (lat. inhibire: zadrzati, prijeciti) u biokemiji je tvar koja usporava ili u
potpunosti zaustavlja enzimski kataliziranu kemijsku reakciju. Inhibitori enzimske
reakcije mogu biti ireverzibilni i reverzibilni. Karakteristicno 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 moZze povratiti nikakvom fizikalnom metodom, ali ju je
moguce povratiti odredenim kemijskim metodama. Ako je inhibitor reverzibilan, povrat
enzimske aktivnosti moze se ostvariti uklanjanjem inhibitora bilo kemijskim bilo
fizikalnim putem.’

Razlikujemo tri vrste reverzibilnih inhibitora koji se mogu medusobno razluciti

na temelju kineti¢kih parametara:*

e Kompetitivni inhibitor smanjuje brzinu katalize na taj nac¢in da smanjuje broj
enzima koje veZu supstrat. On ¢esto nalikuje na supstrat i veZe se na aktivno
mjesto enzima. Kod konkurentne ili kompetitivne inhibicije, enzim moze vezati
ili supstrat (tvore¢i kompleks ES) ili inhibitor (El), ali nikad oba (ESI). Glavna
znacajka kompetitivne inhibicije je da se ona moZe nadvladati velikom

koncentracijom supstrata. Kompetitivni inhibitor prividno povecava Ky (Slika

10). Prividno vrijednost Ky, zvana K,'*, broj¢ano je jednaka:

KPP = Ky (1 + [11/K) (14)

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

inhibitor.

13



1 / V Kompetitivni

/ inhibitor

Bez inhibitora

I
/ 1/Vimax = 1/Vmax

1K, 1Ky O 1/[5]

Slika 10. Lineweaver-Burk prikaz kompetitivne inhibicije

e Akompetitivni inhibitor se ne veze 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 K, (Slika 11).

Vezno Prividni Ky i V4, iznose:

Km Km
Kl = K%P "M _ " M_
M M al 1+ﬂ
Kry
’ _ app Vmax _ Vmax
Vmax - Vmax ar 1+ﬂ
K’I

gdje je K'; je konstanta nastajanja kompleksa ESI, a o' faktor za koji se
KM i Vmax.

(15)

(16)

smanjuju
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*  Akompetitivni inhibitor

4——/
(\
Bez inhibitora
1V
0 1/1[51

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 zasi¢en supstratom), ali pri tome ne smanjuje
broj molekula enzima koje mogu vezati supstrat. Pri nekompetitivnoj inhibiciji,
inhibitor i supstrat se mogu istodobno vezati na razli¢ita mjesta. Vrijednost V.

se smanjuje , V.oPP a K,, ostaje nepromijenjen (Slika 13). Prividni Vpax iznosi:

max:?

— yavp _ Vmax _ Vmax
- Vmax - - e (17)

a Ll
1+KI

gdje je o faktor za koji se smanjuje Vmax, @ K; konstanta nastajanja kompleksa ElI.

Nekompetitivni
]/ v inhibitor
I \ Bez inhibi
]/Vma)( inhibitora
]/Vmax
A AL O 1/[8]

Slika 14. Lineweaver-Burk prikaz nekompetitivne inhibicije
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MijeSani inhibitor - u ovoj vrsti inhibicije inhibitor se moze vezati ili na sam
enzim, pri ¢emu zauzme aktivni mjesto (kompetitivna inhibicija) i tada se
supstrat ne moze vezati jer je aktivno mjesto ve¢ zauzeto, ili na ve¢ postojeci
enzim-supstrat kompleks, ali ne zauzimaju¢i aktivno mjesto namijenjeno
pravom supstratu (osobina nekompetitivne inhibicije). Ky, se povecava, a V.
smanjuje (Slika 15). Prividni Viax | Ky iznose:

’ _ app __ Vmax _ Vimax
Vmax - Vmax - ar - 1+ [1] (24)
K_r,
[1]
1+—|K
I app_OCKM_( Kz) M
K = Ky'b ==t =~ : (25)
Kry

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 V4.
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1.5. Butirilkolinesteraza

Butirilkolinesteraza (BuChE) je enzim koji se sintetizira u jetri i nakon toga se izlu¢uje
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 S$irok raspon razli¢itih esteraza koje se razlikuju po svojem
specificnom supstratu, proteinskoj strukturi te njihovoj bioloskoj funkciji. Osim u
plazmi i u jetri aktivnost enzima dokazana je i u drugim tkivima, poput masnog tkiva,

tankog crijeva, pluca i bijele tvari mozga.®

Slika 15. Struktura butirilkolinesteraze (PDB: 1PO0I)°
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1.5.1.  Fizioloska i farmakoloska uloga

Njena fizioloska uloga nije poznata. Pretpostavlja se da sudjeluje u metabolizmu lipida 1
lipoproteina te u hidrolizi butirilkolina, intermedijernog metabolita koji nastaje tijekom
metabolizma ne-esterificiranih masnih kiselina u jetri. Isti enzim sudjeluje i u prijenosu
spore zivéane provodljivosti, dok u sinapsama u srediSnjem Zzivéanom sustavu
razgraduje acetilkolin.'® Acetilkolin (ACh) je neuroprijenosnik neuromisiéne sinapse i
preganglijskih simpatickih te preganglijskih 1 postganglijskih parasimpatickih aksona.
To je jedini klasi¢ni neuroprijenosnik $to nije aminokiselina ili izravno sintetiziran iz
aminokiseline. U perifernom zivéanom sustavu acetilkolin izaziva kontrakciju misica,
suzenje zjenice, pojacavanje peristaltike crijeva, usporavanje rada srca, proSirenje
krvnih zila, pojac¢ano lucenje Zlijezda znojnica, slinovnica te Zeluanih i1 bronhalnih
zlijezda. U srediSnjem ziv€anom sustavu acetilkolin ima vaznu ulogu u odrzavanju

C e . . s 11
stanja svijesti i procesima ucenja i paméenja.

1.5.2.  Butirilkolinesteraza i patolo$ka stanja

Pored svoje uloge u metabolizmu lipida, promjene butirilkolinesteraze (BuChE)
uocene su u bolesnika koji imaju razli¢ite neoplazme, poput karcinoma pluca i
novotvorine stanica hematopoetskog sustava. Aktivnost BUuChE smanjena je kod
bolesnika s malignim tumorima Zeludca, debelog crijeva i prostate.

Danas je poznato da su BuUChE i acetilkolinesteraza (AChE) povezane s patogenezom i
progresijom Alzheimerove bolesti. BUChE i AChE su ciljno mjesto djelovanja lijekova
koji inhibiraju njihovu kataliticku aktivnost i stoga se koriste za lijeCenje Alzheimerove

bolesti.'?
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1.5.3. Alzheimerova bolest

Alzheimerova bolest je progresivna i degenerativna bolest srediSnjeg ziv€anog sustava
koja se klinicki ocituje kao propadanje intelektualnih (kognitivnih) sposobnosti uz
promjenu ponasanja i licnosti, u tolikoj mjeri da ometa svakodnevne aktivnosti
bolesnika i znafajno smanjuje kvalitetu njegovog zivota. Od ove bolesti uglavnom
obolijevaju ljudi starije zivotne dobi, a moguca su oboljenja i kod mladih osoba. Bolest
je dobila ime po njemackom neurologu Aloisu Alzheimeru koji je 1906. godine prvi
opisao 51-godisnju bolesnicu sa simptomima paranoidnih ideja, gubitka pamcenja i
poremecaja govora. Pojavljivanje Alzheimerove bolesti je podjednako medu spolovima,
dok je prevalencija znacajno visa u Zena, Sto je vjerojatno posljedica nesto duljeg
zivotnog vijeka kod Zena. Moguéi ¢imbenici koji povecavaju rizik od nastanka
Alzheimerove bolesti su traume glave, bolesti Stitnjace, depresivna stanja, nizi stupanj
edukacije, iako njihova uloga nije jednozna¢no potvrdena. Nasuprot tome smatra se da
dugotrajna terapija ne-steroidnim protuupalnim lijekovima i statinima smanjuje rizik od
nastanka Alzheimerove bolesti.

Posljednjih godina intenzivna su istrazivanja vezana uz biokemijske promjene u
tkivu sredi$njeg ziv€anog sustava osoba oboljelih od Alzheimerove bolesti. Djelovanje
BuChE progresivno se poveéava 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 moze predstavljati nacin ublazavanja simptoma Alzheimerove bolesti,

poboljsanje kognitivnih funkcija i moduliranje neuropatoloskih markera bolesti.*?
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Jedna od najvaznijih promjena na mozgu kod oboljelih od Alzheimerove bolesti je
stvaranje senilnih ili neuritskih ploca (plakova). One nastaju izvan neurona, a u njima se
nakuplja poseban protein tzv. f-amiloid. Te su ploc¢e veli¢ine oko 0,2 mikrometra, a

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

4 e L
by W, 7

~ ey :
Bojano hematoksilinom i
eozinom

Fluorescencijski mikroskop (strelicom
su oznaceni centralni dijelovi senilnih ploca)

Slika 16. Senilne ploce (plakovi)™

Senilne se ploCe obi¢no nalaze u blizini kapilara ili ve¢ih krvnih Zila koje su
koncentrirale p-amiloid u stjenkama. Osima g-amiloida, u senilnim se plo¢ama mogu
naci i brojni drugi proteini: trombin i tkivni aktivator plazminogen, inhibitori proteaza,
enzimi i proteini koji su vazni u imunosnom sustavu (primjerice komplementi). Senilne
se plo¢e uglavnom mogu naci u kori velikog mozga, ali ima ih i u jo$ nekim dijelovima
mozga. Druga vazna dijagnosticka znacajka Alzheimerove bolesti je degeneracija

neurofibrila koja se odvija unutar stanica tj. unutar neurona.**
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Normalni neuron

Mikrotubuli

“ Neuron sa degeneriranim

neurofibrilama

Slika 17. Usporedni prikaz normalnog neurona i neurona s degeneriranim

neurofibrilima®®

Kod uznapredovalog stadija Alzheimerove bolesti mozak je pacijenata difuzno
atrofi¢an, dok je ukupna tezina mozga smanjena za 20 i viSe posto. Gledano svjetlosnim
mikroskopom uocavaju se Siroka podrucja bez ziv€anih stanica (viSe od 40% stanica
vec¢ih od 90 nanometara zauvijek propada), dok su preostale stanice smanjena volumena
sa smanjenim dendritima i gubitkom sinapsa. Alzheimerova bolest je obiljeZena
poremecajem unutar svih znanih AChE sustava. Cini se da su kognitivne promjene
uzrokovane ponajprije degeneracijom kolinergi¢nih neurona u kori velikog mozga i

hipokampusa, §to dovodi do smanjenja kolinergi¢nog prijenosa.**
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Slika 18. Usporedni prikaz razlika mozga zdrave osobe i osobe oboljele od

Zdravi mozak
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1.6. a-Terpinolen

a-Terpinolen je bezbojna do jantarno obojena tekucina ili ulje koje se koristi kao
otapalo za smole i eteri¢na ulja, te u proizvodnji sintetskih smola i sintetskih aroma.
Karakterizira ga slatkasti miris koji podsjeca na bor i okus limuna, netopljiv je u vodi i
ima manju gusto¢u od nje. Neka od kemijskih imena koja se koriste kao sinonimi za
o terpinolen su: terpinolen, izoterpinen i dr.*® a-Terpinolen se moZe naéi u tragovima u
vinovoj lozi (lat. Vitis vinifera), perSinu i u nekim drugim biljkama. o-Terpinolen
pripada prirodnoj skupini metadiena, odnosno grupe terpena koji na para (p) polozaju

imaju metilnu skupinu i dvije dvostruke veze.™

Slika 19. a-Terpinolen®

Tablica 2. Fizikalne osobine terpinolena®®

Vreliste 187°C
Topljivost U vodi, 9.5mg/Lna25°C
Gustoca 0,8632g/cm®na 15°C
Tlak pare 0,74 mm Hgna 25° C
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1.7. Spektrofotometrija

Spektrofotometrija je nacin odredivanja koncentracije materijala u uzorku mjerenjem
koli¢ine svjetla koju je uzorak apsorbirao.’ Spektrofotometar je uredaj za analizu
spektra elektromagnetskog zracenja. Spektrofotometar je spektrometar koji se sastoji od
izvora zraCenja, monokromatora i detektora. Monokromator je tako izveden da je
moguce mijenjati valnu duljinu zraenja koje propusta. Biljezenjem intenziteta zracenja
koje je uzorak apsorbirao, propustio ili reflektirao ovisno o valnoj duljini nastaje
spektar.” Razlikuju se &etiri osnovna spektroskopska instrumenta:?

- jednosnopni,

- dvosnopni — prostorno odijeljenih snopova,

- dvosnopni — vremenski odijeljenih snopova, i

- viSekanalni instrumenti.

zaslon

f foto- uredaj za
referentna Saredg,
I I kiveta detektor olitavanje
O g filtar i P, R
ST
izvor e s \
e
2 kiveta za
uzorak foto-
detektor
referentna LT A
zaslon kiveta P,
D\/‘\N\’ uredaj za
oCitavanje
izvor o s l
hv filtar ili djelitelj d(z-:-)\w SR 550 100
O monokromator snopa : razlike [
!
zrcalo DVM
(b)
kiveta za
uzorak
100 -
50— opticki
0 klin
detektor

referentna
nule

kiveta
> pojacalo
mreZasto
zrcalo
Kiveta za fotodetektor

uzorak P :
zrcalo

motor

hv filtar ili
O~ o kransion

sektorsko
zrcalo
pogled

sprijeda — propusni dio

zrcalo

Slika 21. Prikaz spektrofotometra: (a) jednosnopni instrument;
(b) dvosnopni instrument s prostorno razdvojenim snopovima;

(c) dvosnopni instrument s vremenski razdvojenim snopovima®
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1.7.1.

Ellmanova metoda

Ellmanova metoda je spektrofotometrijska metoda koja sluzi za mjerenje

aktivnosti kolinesteraza pri ¢emu rabi tiokolinske supstrate.

Ellmanov reagens

(5,5'-ditiobis-2-nitrobenzojeva kiselina ili DTNB) se koristi za odredivanje 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. Oslobodeni TNB™ ion ima intenzivno Zutu boju.

Apsorpcijski maksimum DTNB-a je pri valnoj duljini od 320 nm, dok se koli¢ina

oslobodenog TNB™ mjeri pri duljini od 412 nm.?®

RSH +

Tiol

NO,
HS COOH
S COOH TNB
D
s COOH NO,
~ S\
NO, R S COOH
DTNB Disulfid

Slika 22. Ellmanova reakcija za odredivanje tiola
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

Kao izvor enzima kori$tena je butirilkolinesteraza (BUChE) iz seruma konja, a kao
supstrat enzima koriSten je butiriltiokolin jodid (BuTChl). Kao inhibitor enzima
koristen je a-terpinolen. Za ispitivanje sposobnosti inhibicije BUChE koristena je
modificirana spektrofotometrijska metoda po Ellmanu koriste¢i DTNB kao tiolni

reagnes.

2.1. Priprema kemikalija

Da bi se izvrsila sva mjerenja pripremljene su sljedece otopine:
e enzim BuChE otopljen u puferu pH=8, koncentracije 0,03 U/mL

e otopine supstrata (BuTChl) koncentracija u sustavu: 0,1 mM; 0,2 mM; 0,3 mM,;
0,4 mM i 0,5mM

e DTNB otopljen u puferu pH=7 + 0,12 mM NaHCO;

e otopine uzorka (inhibitora) a-terpinolen u etanolu, koncentracija u sustavu:
0,0568 pg m/L; 0,0114 pg m/L; 0,0023mg m/L

Tablica 3. Priprema kemikalija za rad

Kemikalija Volumen / uL Koncentracija
u sustavu
Pufer 180
DTNB 10 0,3mM
BuTChl 10 0,5mM
BuChE 10 0,03 U/mL
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2.1.1.  Odredivanje kinetickih parametara i sposobnosti inhibicije
BuChE

Tablica 4. Shema otopina u eksperimentu

H,O Kontrola BL; BL, Uzorak M Uzorak BL

Pufer 190 200 200 180 190
DTNB 10 10 10 10 10
Uzorak / / / 10 10
BuChE 10 / 10 10 /
BuTChl 10 10 / 10 10

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

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

pocinje reakcija. Ne-enzimska hidroliza pracena je tzv. "blank" mjerenjima,

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

BuTChl koji se zamijeni jednakim volumenom pufera. Mjerenje se vrsilo pomocu

viSekanalnog citaca mikrotitarskih plocica "Sunrise" (Tecan, GmbH, Austrija) uz

automatsko mijesanje 1 pohranjivanje podataka na racunalo.
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3. REZULTATI

U ovom radu je ispitana sposobnost inhibicije enzima butirilkolinesteraze uz
inhibitor a-terpinolen. Odredeni su kineti¢ki parametri Ky, Ky®™, Vinax | Vina™" i vrsta
inhibicije.

Nacinjeni su razliciti prikazi iz kojih su na temelju odgovarajucih sjecista ili iz
jednadzbe pravca, kako bi se Sto preciznije odredili kineticki parametri odredene
vrijednosti navedenih kinetickih parametara. Koristeni prikazi su: Lineweaver-Burk,
Hanes-Wolf i Eisenthal — Cornish-Bowden.

Dobiveni rezultati prikazani su slikama 23.-28., a odredeni kineticki parametri

sumarno su prikazani u tablici 5.

350 -
y =3,513x - 2,6286 300 -

y = 7,3486x - 7,9201 250 -
y = 4,5483x - 4,036 200 -

@ Bezinh
B ="0,025mg/mL"
I =0,05mg/mL

150 -
100 -

1/v

1/s

Slika 23. Lineweaver-Burk prikaz ovisnosti brzine hidrolize BuTChl o njegovoj
koncentraciji
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y = 6,5587x + 0,4682
y=8,0003x+0,5598 15

y=9,0847x +1,7117

20 -

[s)/v

@ Bezinh
1=0,0114 mg/mL
% 1=0,0023 mg/mL

0,5 1 1,5 2

-10 -

Slika 24. Hanes-Wolf prikaz ovisnosti brzine hidrolize BuTChl 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.

0,6 -

y =0,535x+ 0,107 0,8 -
y=0,425x+0,1275 4 [5]=0,2 mM
0,6 -
y=0,3345x+0,1338 x B [5=0,3 mM]
>E
v =0,2602x+ 0,1301
[S=0,4 mM
> [5]=0,5 mM
I 1
-2 -1,5 1,5
K
0,6 -
Slika 25. ECB prikaz bez inhibitora
y=0,4195x+ 0,0839 0.6 7
B[S]=0,2 mMm
y=0,3747x+0,1124 a
“,é 04 - [S]=0,3 mM
y =0,2725x+ 0,109 o5
< [5]=0,4 mM
y=0,212x+ 0,106
¥ [5=0,5 mM
2 1,5
Ky, PP

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




y=0,29x + 0,058 0.4

y=0,214x+0,0642 0,3

app

=0,1955x + 0,0782 x
¥ g 02

y=0,158x+ 0,079

M [S]=0,2 mM

A [S]F0,3 mM

' Z[S]=0,4 mM
1,5

app
K < [51=0,5 mM

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

y =0,057x+ 0,0057 0.2

y=0,123x+ 0,0369

2 0,15
o
y = 0,0858x+ 0,0343 x
g
> 0,1
y = 0,0644x+ 0,0322 '
0,05
I T T
-1,5 -1 D
0,05
0,1
0,15

#[S]=0,1 mM
4 [5]=0,3 mM
< [S]=0,4 mM
¥ [$]=0,5 mM

0,5

app
K

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

prethodnih grafova.

Tablica 5. Odredeni kineticki parametri

LINEWEAVER-BURK

Bez inhibitora

[1]=0,0023 mg/mL

[11=0,0114mg/mL

Ky 0,195
Ky 2P 0,96 1,14
Vinax 0,38
Vinax P 0,13 0,25
HANES-WOLF
Bez inhibitora [11=0,0023 mg/mL | [1]=0,0114mg/mL
K 0,065
Ky 2P 0,8 0,62
Vinax 0,192
Vinax 2P 0,43 0,33
EISENTHAL - CORNISH-BOWDEN
Bez inhibitora [11=0,0023mg/mL | [1]=0,0114mg/mL
K 0,1
Ky 2PP 0,045 0,19
Vina 0,17
Vinay P 0,115 0,11
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Na temelju prikaza Eisenthal - Cornish-Bowden odredene su i konstante inhibicije K; i
K'| za pojedinu koncentraciju inhibitora.

Tablica 6. Odredene K; i K'| vrijednosti

[1/mg/mL | K, K"
0,0023 /10,005
0,0114 0,006 | 0,005

Iz prikaza Eisenthal — Cornish-Bowden odredena je i vrsta inhibicije. Slika 30 prilozena
je kao dokaz na temelju kojega je zakljuceno da se radi o inhibiciji mijeSanog tipa. Iz
prikaza Eisenthal — Cornish-Bowden odredeni su kineti¢ki parametri Ky, Ky®™®, Vinax i
Vimax ™ iz kojih je konstruiran graf prikazan na slici 30. Vrijednosti Ky odnosno Ky
nanesene su Na apscisu, a Vmax 0dnosno Vpa ™ na ordinatu kako bi se dobio smjer
kretanja tocaka sjeci$ta. Dobiveni smjer ukazuje za inhibiciju mijeSanog tipa (usporedba
sa slikom 9b).

0,18 ~
0,16 -
0,14 -

)

0,12 -

app

0,1 -

max

Vv,

0,08 -

Vmax (

0,06 -
0,04 -
0,02 -

O T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2

Ky (Ky??")

Slika 29. Smjer kretanja tocaka sjecista na ECB prikazu
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Postotci inhibicije enzima BuTChl izracunati su prema sljedec¢oj formuli :

% inhibicije BUTChI = [ (Ax — Ax) / Ax ] x 100, (24)

An je apsorbancija test otopine

Ak je apsorbancija kontrolnog uzorka.

Rezultati inhibicijskog ucinka razli¢itih koncentracija a-terpinolen pri koncentraciji

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

Tablica 7. Postotci inhibicije za razli¢ite koncentracije inhibitora

[11/ mg mL™ | % 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) koristenjem a-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 izracunati (tablica 7.) moze se vidjeti da je
a-terpinolen pokazuje sposobnost inhibicije enzima BUChE. Kako se povecava
koncentracija a-terpinolena tako se povecava i postotak inhibicije. Maksimalna
inhibicija je postignuta pri koncentraciji od 0,0568 mg/mL i iznosi 80,1 %.

Iz prikaza Eisenthal — Cornish-Bowden moze se zakljuditi da je rije¢ o inhibiciji
mijeSanog tipa. Kao dokaz priloZena je slika 29. s odgovaraju¢im objasnjenjem. 1z
jednadzbi pravaca izracunati su kineticki parametri Ky | Vimax za reakciju hidrolize
butiriltiokolin-jodida (BuTChl), enzimom BUChE te Ky*" i Ve za istu reakciju u
funkciji razli¢itih koncentracija inhibitora. Svi rezultati su sumarno prikazani u tablici 5.

IzraCunate su i1 konstante inhibitora za mijeSani tip inhibicije i pri koncentraciji od

0,0114 mg/mL, a iznosile su: K;=0,006 te K,'= 0,005.
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5. ZAKLJUCAK

e Ispitivanjem sposobnosti inhibicije enzima butirilkolinesteraze zakljuceno je da

a-terpinolen pokazuje sposobnost inhibicije enzima.
e Povecanjem koncentracije a-terpinolena povecava se postotak inhibicije, a
najveca inhibicija je postignuta pri koncentraciji od 0,0568 mg/mL i iznosi

80,1 %,

e Na temelju prikaza Lineweaver-Burk, Hanes-Wolf i posebno Eisenthal —

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

e Konstante inhibitora za mijesani tip inhibicije su K;=0,005 i K,'=0,006.
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