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6DaHWDN

Alzheimerova bolegtAD) jeng XpHVWDOLML REOLN GHREH®Q FLMH S
su serazvile mnoge hipoteze koje sedwose ngprimarni uzrok bolestt NROL@HUJLp

hipoteza amiloidne kaskadezhipoteza OLMHpHQMH MR& XYLMHN QLMH

F
]JERJ WRJD

aAWR QLMH MDVQR RGUHretih@nuJ@aha GL X]UFR

GLMDJQRVWLFLUDQRP GHPH QF Linhibiori Galiestaraze kbji QDM p H &
X E O D admprivkXolesti.

Acetilkolinesteraza (AChE; E.C. 3.1.1.7 HQ]JLP YDAaDQ NRG SUYLK
Alzheimerove bolesti) i butirilkolinesteraz8{ChE; E.C. 3.1.1.8 HQ]LP YDabDQ NR

odmaklih stadija Alzheimerove bolestsu strukturno homolognienzimi iz skupine

KLGUROD]D =ERJ VSHFLILPQRVWL DNWLYQRJ PMHVWD Q

]ODpDMQR UD]JOLNRYDWL

Cilj ovoga radaje ispitati sposobnost inhibicije enzima acetilkolinesteraze
butirilkolinesteraze N R U L & W-Elé)ridrid lkao inhibitorée odrediti vrstu inhibicije.
,VSLWLYDQMH VH YUAGLOR VSHNWURIRWRPHWDhXQYDWEK
SRVWRWDND LQKLEL F-elehten]ivkauid Xapibic irervbbbaGebrima,

iako je inhibicija BUChEELOD QHaAWR VODELM BostotdR @RlikcexseQD $&K
smanjuje proporcionalno sa smanjenjem koncentracije inhibitolaneweavetBurk,

EadieHofstee, HanedVoolf i Eiserthal zCornishBowden prikazaM H X WdaseyratQ R
R PLMH&DQRPVHYYKX BRGWRHX QL Nk, B W\ Vb & Brididd H W U L

. O M X p Q HAlZheihErpa bolest, acetilkolinesteraza, butirilkolinesterazdemen,
inhibicija, enzimskakinetika



Summary

Alzheimer's diseasgAD) 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 @hgpothesis)itere 8 no proven medication to
curethedisease because the major cause @fdikease is not clearlyfiiged Cholinesterases
iQKLELWRUV DUH XVHG LQ Wittbnhy/to ahizNoBteh@3mRAm$.O JKHLP HU

Acetylcholinesterase (AChE; E.C. 3.1.limportant at early stages ofDA and
butyrylcholinesterase (BChE; E.C. 3.1.1.8, important at later stages Df) Are structurally
homologais enzymes that belong to trgroup ofhydrolasesTheir inhibition with the same

compound may vary significantjue to the specificity of tleacive site.

The aim of this study was to examine the ability eflemeneto inhibit AChE and
BuChEas well ago determine the type of inhibitioimhibitory activity was investigated using
Ellman's spectrophotometric methdelom the calculategbercentages of inhition, it was
concluded that-elemenenhibited both enzymeis concentration dependant manrathough
the inhibitory activiy of BUChE was weaker than inhibitory activity AChE. After reviewing
the results using Lineweav8urk, EadieHofstee, HanedVoolf and Eisenthal+ Cornish
Bowden plotst was concluded thatelemenexhibits a mixed type inhibition and appropriate

kinetic parameters were determined K&, Vimax KmP, Vima*P.

Keywords: Alzheimer's diseaseacetylcholinesterasebutyrylcholinesterase, -elemene,

inhibition, enzymatic kinetics
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Uvod

%H] HQ]JLPD EL GDQPW SIRNIDWHPR ELRXQHUPRIFL (
L YUOR VSHFLILPpQL ELRNDWD OL]DW RuUAkti\aé&jédkemigskiiH O XM X \
reakcija, odnosno pronalaZzeut' V- . QLaRP HQHUJL NIR hijdjbjwtliegk D F L M H
UHDNFLMH QjexmldoXey DH pSURD X NW Y H U X Hiko]®otitaM X UHD N
WLVXuD LOL PLHO MMMXREMH S/HWHO UHDNFLML WH Ptgm® MH L]O
reakcijama koje katalizirajuJ D ] O L N X Mldda&hzind:\oWgidoreduktaze, hidrolaze,
ligaze, transferaze, izomeraze i liazeLQHWLpPNL ISDIUDRHWDAIQH VX
karakteristike enzima&wu je koncentracija supstrata pri kojojlpezina reakcije jednaka
polovici maksimalne, ¥max MH EUJLQD SUL SRWSXQRM JDVLUHQRVWL

Acetilkolinesteraza (AChE) i butirilkolinesteraza (BuChE) su enziojiide zbog
VYRMH XORJH X RUJDQL]JPX LQWHQ]JLYQR LVWUDaXMX XQ>
$&K( L %X&K( VYUVWDQH X VNXSLQX KLGUROjed®2 YDA&QH
R G Q D Méurb@légererativnin bolestiodernog diX & \WAfzZbeimeove bolesti (D).
U razvijenim zemljama svijeta, odnosno svim zemljdwaW DURJ VW([DKdjR¥eQ LAWY D
ubraja i Hrvatska), oko 5@ starijin od 85 godina boluje od Alzheimé&r&d mozgu
pacijenata GROD]L GR JXELMANri2urdw® @eL entdkbjehijdmncentracije
DFHWLONROLQD $&K L DNWLYQRVWL $&KJbzieRda MH HN\
EROHVW QLMH L]OMHpPpLYD QDMXVSMHaQLML SULVWXS
predstavljaju inhibitori kolinesteraza od kojih su neki dostupni komercijadodijekovi.
Sve VH pHA&iH spbRrwikdirahHiz ELOMDND ]D OLMHpPHQMH UD]QLK
demencije, zbog relativno lake dostupnosti, niske cigame manjegbrojanuspojavalU

ovom radu je kao inhibitor acetil butirilkolinesteraze kot & W-élégen.

Elemen ePRQRFLNOLpPNLNRWNMHVHDMSWDRY QL GLR PQRJL
Kako se radi o spoju male molekulske mase, vjerojatno je da lako prolazi kroz krvno
PRAGDQX EDULMHUX WH VWRJD SUHGV W mttwailbbleSiRWHQ F L
NDR aWR MH $'



1.230a, ',2
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11.4,9y$1, 6867%$9

ALY p D Q L(lat.¥yshiaiervosum46JUDYRP MH L XVWURMVWYR
SULPDQMX L UD&pODQMLL DQMMXX @VDp DLQ L\t SHRHEDMD & DRVIN R
najboliegRGJRYRUD L QMHJRYX SUH@RAHQMX L]YUAQLP RUJL

,DNR VYRMLP XVWURMHP L GMHODWQR&UX pLQL MH
MRUIRORA&NL:VH GLMHOL QD

X VUHGAIAMDIAW V XV

X SHULIHUQL aLYpDQL VXVWDY
a funkcionalno je podijeljen na:

X somatski i

x DXWRQRPQL &81YpDQL VXVWDY

6UHGLAQML WVPHRNMDVNRWLL MRHG |IDAWLUHQ X OXEDQMVNRN
]JDAWLUHQH X NUDOMHAQLpPQRP NDQDOX D L]JJUDYXMX JD
ALYpDQD YanDdyel@ netirona sisoma ili tijelo iz kojeg polaze izdanci, zvani
aksonidendti. 3SHULIHUQL aLYpDQL VXVWDY VDVWRML VH RG a
PRAGLQH JUDQDMX VH SR WLMHOX WH VSDMDMX VUHGL?
6RPDWVNL 46 MH SRG XWMHFDMHP OMXGVNH YROMH L
PRaGLQH L ALYDFD NRML SULPDMX YDQMVNH SRGUDAaDMFE
NUHWDQMHRP SDFOH@BMSURWQR DXWRQRFOQUUBALYY B QAL ¥
funkcije i nije pod utjecajem ljudske volje ni svijesti. On u sebi ujedinjujewblika,
PHYXVREQR SURWXUMHpPQD VXVWDHDYD VLPSDWLNXV L SD
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1.1.1.Neuroprijenosnici

Dodirna mjest izmey X ALYPpDQLK VWDQLFD LOL UaRWPXN D N
SRYUALQH L]YUAQRJ RUJDQD QD]YDQD VX VLQDSVDPD 1I
QD SRYUALQX VXVMHG Q hrijegntsbi€) Y FSR PJROIXG XNNRX LKKH X HRS R G
MHGQRJ QHXURQD 4LUH QD VOMHGHULEQARXSRID RPR IXD XWN
GDNOH XVNODYHQR GMHORYDQMH ALYPpDQRJ VXVWDYD
VH LIJUDYQR MHU VH L]PHYyX ]DYU&HWND SUHVLQDSWLY{
QHXURQD QDOD]L VEZaxeBVisty NdDrdrxnSriitéDL SRV WRML RGJIRYL
UHFHSWRU QD PHPEUDQL GUXJRJ QHXURQD X VLQDSVL
NHPLMVNX WYDU 3ULPMHULFH GRSDPLQVNLUgeHFHSWF
neuroprijenosnike N D R & BeRtoMrH Kemgkim vezivanjemneuroprijenosnikai
UHFHSWRUD ]DSRpLQMX SURPMHQH X SRVWVLQDSWLpPpNF
potencijal, odnosno signal za dainf ULMHQRY OHYyXWLP QHNH SULN
SREXYyXMX SRVWVLQDSWLPpNH QHXURQH Q@aha®Rm¥,PDQM XN
UDJOLNXMX VH SREXyXMXiUL L A Qtehli& ILE sé/ndlidizbri@jeriX URS U L N

nekih neuroprijenosnikianjinova uloga u tijelf.

Tablica 1.1. Popis nekimeuroprijenosnikanjihovih funkcija

Neuroprijenosnik Uloga u tijelu
60XaL ]D NRQWUROX PL3
Acetilkolin PR&GLQH L |D UHJXODFL

YLaAaLK | XQ Nreuwhibna Xmozga
Acetilkolin je SR E X y X Mopiijend3rhikX

2GJRYRUDQ MH |]D RVMH
Dopamin LVWR WDNR L P Dkojé Logise @
PMHVWX GMHORYDQMD
inhibicijsku ulogu.

8NOMXpHQ MH X UHJXOL
Serotonin NDR 4WR VX UDVSRORAl
percepc MD X OHYyQRM PRjat
inhibicijski neuroprijenosniku reakciji na
bol.
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1.1.2.Acetilkolin

Acetilkolin (engl.acetylcholingACh) pLM D M tHaWimldaipNRazAna na slici
1.1.,je prvi otkriveni neuropjenosnik ,]JOXpXMH VH X DXWRQRPQRP aLYp}p
QHXURPLEALUQRM VSRM@DDLFVYDPDEWRMQLBEQMHJ ALYpPDQRJ
sintetizira iz kolina i acetikoenzima A (acetiCoA) uz prisustvo enzima kohacetit

transferaze.

Slika 1.1. Strukturna formula acetilkolina

$FHWLONROLQ VH XNODQMD UD]JJUDGQMRP L] VLQDS!
acetilkolinesteraza (englacetylcholinesterase $&K( NRQWUROLUD SULMHC
LPSXOVD X \RRMONVQRDSML FHQWUDOQRJ L SHULIHUQRJ ¢
SUHVLQDSWLPNLP ]DYUWAHWFE BB M) P ® Bl Kok Pdda S U L M H C
GHSRODUL]DFLMVNL Y D©®OH >XQDR/ODD FG BR S UND I LMRY@ K H WIDNIDS
$&K SULYXpH PMHKXULkaHs 05 R QRIS @N RID Y\WE GMAADIVE W LEHINFX
PXNRWLQX 2VORERYHQD WYDU GLIXQGLUD NUR] SXNRWL
na kojemu su brojnerdée SWRUVNH EMH @ D& {ebigifd. Qud s tiNaRéddpBora
]D DFHWLONROLQ QLNRWLQVNL L PXVNDULQWIWML 1LNRW
PYRURYLPD L VUHGLAQMIBR6AD YAOWVNRIPUYRVWIDKXPLALULPI
JODWNLP PLALULPD WNkbkaLjsgeva ReddirBria € éeGeptorincgpna
SRVWVLQDSWLPpNRI QHXURQD SRVWDMH SURSXVQD ]D Q
izvaQ QHXURQD LPD PQRJR YLaH Q HnhBRaj¥ kEijgkilpbten6i R JD X
NRML VH aLUL GDOMH L DNW Dakle WBzaviienMACE Ralreice@ét X U R Q H
GROD]L GR GHSRODUL]DFLMHNG RxoW Vaz@daigomLAMRI SRGU
sinaptipNRM SXNRWLQL OCBBV HoRWM® G& Hishostvlja polarizacija
SRVWVLQDSWLPpNH PHPEUDQHAH L SULMHQRV LPSXOVD SUH
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e
acetilkolin

zivéani zavrsetak
- akson

acetil-=CoA

),—\ kolin

o © ©

kolin-acetil o © ©

transferaza / \
/

= °3
CoA acetilkolin kolinski
‘_/Qa S nosagd
'S
> @ ‘I

(]
@ | m—
sinapti¢ka acetat /
pukotina
/ \ cetllkolmesteraza / Kolin
receptor ~N—
acctilkolina
dendrit

post-sinapticka membrana

Slikal2. 6KHPDWVNL SULND] NROLQHUJLpQH VEQDSVH L
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1.2. ALZHEIMEROVA BOLEST

Alzheimerova bolest (englAlzhimer's diseaseAD) e QDM XpHVWDOLML
GHPHQFLMH SULVXWQH2KHNRAOWHUYRFRGOWHAWMB QD RG R
ove bolesti do 2050. godine HPHQFLMD MH NOLQLPNL VLQGURP X]JUF
RELPpQRLpPNIRRIQLOL SURJUHVLYQRJ WLMHND VD VWHpPHQL
NRUWLNDOQLK IXQNFLMD XNOMXpXMXuL SDPUHQMH L
RULMHQWDFLMX VSRVREQRVW XpHQMD JRYRU L UDpXC
SRPXUHQD RIWVAVWVRMOHIHQMD RELpPpQR SUDUHQD JXELV
VRFLMDOQRJ SRQDaDQMD L PRWLYDFLMH &aWR NDWNDGI
SRVWDYLOD SRX]GDQD GLMDJQR]D GHPHQFLMH QDYHG
SULVXWQL QDMRBIQMIHD MEM 8@ IR WHHYMDYOMD X VWDULMRM
oko 1% u dobi od 60 godina i raste dvostruko svakih pet godina, tako da u dobi od 85
JRGLQD XpHVWDORVWXW.]QRVL L]PHVyX L

(SLGHPLRORANH VWXGLMH VX SRNDB]NMSGHF&DL @ L\WKWIOH
WH SRVWRMDQMH VSHFLILPQRJ OLSRSURWHLQD $SR( X
nastanka AD.'DNOH $' MH EROHVW VWDQLFD PRAaGDQH NR
karakterizira je brzaprogresivnost i ireverzibilnostW H R &WaH ¥ H Q ®&hika. VW
Okarakterizirana je gubitkom neurona te nastankom senilnih plakova i neurofibrilarnih
petlji. Do degeneracije dolazX UD]JOLPpLWLP QHVURED Y MRHI) RANMDLNPX Lk
NROL®IHUQRUDGUHIQ WVHWR WR QR QIKWDM. P W L XISK\WXNDEL QDQ |
SRUHPHUDM hoj Nar@ri§)jiH Eddinpi potrebni za sintezu i razgradnju
DFHWLONROLQD % Qpagijdatas YAX u]@inosu na kontrolnu populaciju.
7TDNRYyHU SRND]DOR VH GD MH X $' VPDQMHQ BURMLB&LNR
PXVNDULQVNLK UHFHSWRUWDV X3/RWD M H Q/IDFNRAGRRG. R W H 0 HIY

prikazan usporedni kaz zdravih i oboljelih neuronta zdravog i oboljelog mozga.
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Slika 1.3. Usporedba zdravogeurona i zdravog mozga s oboljelima od Alzheimerove
bolestf-"8



2SuL GLR

1.2.1. . RO L Q Falipatpza

.ROLQHUJLPQD VNXSLQD QHXURQD MH JODYQL QHXU]I
2YL QHXURQL RGUADYDMX NRUWLNDOQX [x&tsdaMa@RVW S
NRUWHNVD PRGXOLUDMX VSR]QDMX XpHQMH ]DGDuUH L
EXGQRVWL 3RUHRRIDWXWRDYLDHU X 'pVH MDYOMD X UD]
XNOMXpXMXUL VPDQM Hagatltransidlasel YuGoBXoWa i NiR€é¢ Q

acetilkolina.

.ROL Qnrd Lhipofeza se temelji na pretpostavci da je AD uzrokovana
S R U Hjernl imetabolizma neuroprijenoshik® FHWLONROLQD NRML XWMH
SDPUHQMH 6PDWUD VH G BacétiRrari3fetaze, RngnkhlddgdvividgN R O L Q
VLQWH]X DFHWLONROLQD WH GD VH SRYHUDQMHP QMl
XEODADYDQMH VLPSWRPD #H B®RIWWLERMIWIHQON R DV QMK R RaH
YLaAaH QDpLQD XNOMXpXMXiL SRYHUDQMH VLQWH]H DFHYV
oVOREDYDQMD L] SUHVLQDSWLpPpNLK FLIMDU aSIRWDAN\DL QLD SIV
NROLQHUUIUHRHSWRUD 9HULQD GDQD&aQMIEK OLMHNRYD V)

1.2.2. Amiloidna hipoteza

,]JYDQVWDQLpQL DPLORLGQL SODNRYL N&hlddVH VDV\
SURWHLQD L QHXURILEULODUQL pYRURYL XQXWDU QHX
oblika mikrotubularnih2proteina karakteriziraju ADNavedeno se pojavljuje i u ostalim
neurodegenerativnim poreddd MLPD NDR L X Qé&wR&qQuQmdtka JGUDY

manjem opsegu.

Prva karakteristika bolesti je akumulacija plakova abnormalréimiloida u
PR]J]JX 3ODNRYL VH VDVWRMH R G-BRatinoKisdirhS\WiaGid JUDY
-amiloidnim plakovima. -DPLORLG MH [UDJPH Q &vhilddHprékiso UR W H L (
SURWHLQD $33 $33 MH ]1QDpDMDQ X UDVWX QHXURQ
popravka nakon ozljeda. U Alzheimerovoj bolesti, nepoznati proces uzrokuje proteolizu
APP-a na manje fragmente i jedan od novonastalih fragmenata forhteQ VWD QLpPpQH
fibril arne nakupine poznate i kao senilni plakovi

10
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Amiloidna hipoteza se temelji na pretpostavci dap&ptid odnosno njegove
QDNXSLQH L SODNRYL NRML VX SURQDYHQL QD PR]JX REI
i uzrokuju njihovo odumiranje. Apeptid nastajecijepanjemAPP-a SRPREX -

sekretaza (-sekretazni puf)

1.2.3. 2 thipoteza

Tau protein( 2protein) RELPp QR H NV 8ubhiPdd|e DeMnifegya \sha
stabilizacija mikrotubula) RVIRULOLUDQL SURWHLQ YHAH PLNURWXE
dovodi do njihove mstabilnost 2Zhipoteza se temelji na pretpostavci da dolazi do
SRUHPHUDMD RGQRVQZRroklng kbji $&advaaiddonikfetublld i na taj
QDpPpLQ GLVaiNdY Qdgradaflje citoskeleta. Nakon toga spaja s drugim
2SURWHLQLPD S UdurpfidritaxneQetlje (WBR X Q

11
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1.3. ENZIMI

1.3.1.0snovna svojstva enzima

(QJLPL NDWD O L pmysriRnirha XY B &Qihdtekularni’ X U H'yKOjM L
usmjeruju kemijskeSUHW Y RUEH 7D N RpgrétvadradjR dhbbBliXadveXergije
u drugi na primjer u fotosintezi6 L] X]HWNRP PDOH V NiKdBUk@HskihD WD O LV
(RNA) molekulasvi suenzimpo VDVWDYX SURWHLQL L LPDMX VSRVRE
UD]J]OLPLWLK PROHNXOD 3RVMHGXNMXY NHDW N X NP\ B OUMLL
faktore 16 L YLEHU]DYDMX UHDNFLMH WDNR GD RODN&ADMX Q
PLMHQMDMXUL UDYQRWHAXUDPMRL NPYONRH HUMBNFH DINFLMH E
EH] HQJLPD L QH GRPDFDMX RPP MBIWIDIDhraginbeNAIMa ovisi
o prisutnosti malih molekula nazvanih kofaktori. Enzim bez svojeg kofaktora naziva se
apoenzimgok se potpurkatD OLW LpNL DN W Lhivibedzim@lika R43°D]LY D

supstrat '

koenzim
+ A\' l —_
=
apoenzim kofaktor holoenzim
(proteinski dio) (neproteinski dio) (cijeli enzim)

Slika 1.4. Prikaz strukture enzima
Kofaktori se mogu podijelitha
X metale i
X male organske molekul@&oenzimj.

.DNR VX NRHQ]JLPL pHVWR SRWHNOL RG YLWDg$db@QD PRJIX
YyYUVWR YH]DQL NRHQ]JLPL VH.]JRYX SURVWHWLpPNH VNXSL

12
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1.3.2.Princip djelovanja enzima

Prvi korak enzimske katalize je nastanak kompleksa esmpstrat (ES).
6XSVWUDWL VH YHAX QD VSHFLILpQL GLR HQ]JLPD QD]YD
OGUHYHQLP DPLQRNLVHOLQDPD pLML E R¢s@@ueiRzidvridoQFL QD
VXGMHOXMX X NLGDQMX LOL QDVWDQNX YH]D 7L VH R
8SUDYR MH DNWLYQR PMHVWR RQR SRGUXpMH HQ]LPD
aNWLYDFLMH &aWR HQ]JLPX GDMH VYRMVWYR XEUhRDQMD Ul
LOQWHUDNFLMDPD D VSHFLILPQRVW YH]DQMdatkdaly LVL R \
aktivname mjestu.9 UOR MH NRUL YV Q Doréve, prikdzana MalslitdiaD kb peD

SUHGORALR (PLO )LVFKHU 8 WRP MH PRGHOX DNV
komplementarno obliku supstréta

Supstrat
=+ —

Aktivno
mjesto

ES kompleks

Enzim

Slika15. 0RGHO NOMXpD L EUDYH ]D YH]DQMH HQ]L

Aktivna mjesta nekih enzima papraju strukturu komplementarraupstratu tek nakon
AWR VH VXASIVIWDIMDVBURHFHY GLQDPLPNRJ SUHSR]QDYDQM
pristajanjea model je prikazan na sliciél

Supstrat u
v ES kompleks

Enzim

Slika 1.6. Model induciranog pristajanja za vezanje enzima i supstrata

13
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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 nastaaal® Hi L GLR
enzima je imenovan prema vrsti reakcije koju kataliziraju, dok neki u naziwel inos
korijen supstrata i reakcije koju kataliziraju. Obzirom na veliki broj enzima bila je
SRWUHEQD MHGLQVWYHQD NODVLILNDFLMD SD MH OHyX(
SUHSRUXPLOD QRYX QRPHQNODW XasiRkdcijNeazbnise dijedeD FLM X t
X amwowwvD RELWHOML L WR SUHPD UHDNFLMDPD NRMH N
SRGNODVD D VYDND SRGNODVD QD Y IGMH WINDHS 5Q B MLN@B L
U tablicil2. MH SULND]DQD SRGMHOD HQ]JLPD X @aHVW NODVD

Tablica 12. Klasifikacija enzima

KLASA NAZIV VRSTA PRIMJERI
REAKCIJE
1 OKSIDOREDUKTAZE  oksidacija dehidrogenaze
redukcija oksidaze
prijenos
funkcionalnih i
2 TRANSFERAZE skupina (meti, tfaﬂ§am'naze
acil-, amine, kinaze
fosfat)
3 HIDROLAZE hidrolizasupstrata kolinesteraze,
lipaze peptidaze
cijepanje CC,
C-O, GN i drugih dekarboksilaze
4 LIAZE veza eliminacijom
atoma uz stvaranje aldolaze

dvostruke veze

unutarmolekulska izomeraze
IZOMERAZE i
S O preraspodjela utaze
nastajanje veza .
6 LIGAZE C-C, GO, CN, smteta.ze
C-S uz hidrolizu karboksilaze
ATP-a

14
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1.3.4.Michaelis-Menten model

3URXPDYDQMH EU]JLQD HQ]L P ifiskoi KihetiRdWE Gddibe VH QD]
1913.LeonoU OLFKDHOLV L O0DXG OHQWHQ SUHGMRARDMD/AQME
NLQHWLpPND VYRMVWYD PQRJLK HQ]JLPD

k
( b < (bE+P (1.1)

Enzim E povezuje se sa supstratom S u kompleksu ES, uz konstantu krzine k
.RPSOHNV (6 LPD GYLMH PRJXUH VXGELQHtaRB®&iHeVH GLVI
ki LOL PR&H GDWL SURG XN WBin% hast&ka\ MzOracneEE sl QH N

brzina nastanka komplek&S=k[E][S], (1.2)

brzina razgradnje komplek&S=(k; + kz)[ES]*%. (1.3)

T

~_ e ,—e,——e———,————————— ——— — —

S
— — %Vmax
|
|
|

Slika 1.7. Kinetika tipa Michalis-Mentert®

[S] —>

.RG HQJLPD NRML SRGOL MMehnten brir@ H&ViedktijedlL FK DH O L
SR Y H i DQ M HeRijd\sBpStFata (BYasimptots§ ULEOLADYD PDNWLP DOQRM
kDR 48WR MH SULND]DQRVQBDWOMIFIEU]LQD UHDNFLMH SR
NDWDNOLRWMKBYWD QD H Qdtiakom, jdjast knthGelE S]4E]

15
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Vmax Otkriva obrtni broj enzima, to jest broj molekula supstrata koji molekula
HQJLPD SUHWYRUL X SURGXNW X MHGLQLFL YUHPHQD NI
Taj je brojjednak konstanti brzinek NRMD VH QD]JLYD L NDWWDOLWLpPNRP

Goesl G317 (1.4)

6OMHGHUL L]JUD] S UG QWBQOMBGQBE&BEX LV

~ A 472
L %Oeuﬁ%—A% (1.5)

Koncentracija supstrata pri kojoj je brzina reakcije jedrnakavici maksimalne brzine
reakcije zove se Michaelisova konstanka:). Km nekog enzima ovisi o pojedinom
VXSVWUDWX WH R Y DQM YV NuriedXoat Mehh feDaktia Pinske)aROs& W R V X

16
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1.3.5.Linearizacije MichaelissOHQWHQ MeHGQDGa

SUHFL]QLMH RGUHYLYDQMHKm NVRHRMRIXNILHK MHD UIDNPRI W

M H G Q D G & E DMéniten KrBnidf@rmiva u linearni oblik. Razlikujemo Lineweaver
Burk, EadieHofstee, Hane®Voolf i Eisenthal+CornishBowden linearizirani prika?.

¥ Lineweaver-Burk ili dvostruko-UHFLSURpPQL SULND]

INQDQRVL VH NDR IXQNFLMD >6@ L GRELW:K VH SUD

na apscist1/Ku te nagibom pravc&w/Vmax (slika 18.). LineweaveiBurk linearizirani
oblik MichaelisMentH Q M H GpeDs&adjgiHe MHGHULP L]JUD]RP

L2 2 p 2 (16)

Ky

nagib =
g Vmax

1

odsjeCak =
Vmax

T

s
Ky

Slika 1.8. LineweavesBurk prikaz

17
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¥, Eadie-Hofstee prikaz

Na apscisu se nano¢i[S], a na ordinatw i dobije se pravac s nagiborim
(slika 1.9.). EadieHofsteelinearizirani oblik MichaelisMentHQ MHGQDGAEH SUHG\
jesIMHGHULP LJUD]RP

RL &oeF -z & w7

A
\ odsjecak = Viygy

Ky
Slika 1.9. EadieHofstee prikaz

18
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¥ HanesWoolf prikaz
Na apscisu se nanosi [S], a na ordinatuv{Bifobije se pravac s nagibomViax

(slika 110). HanesWoolf linearizirani oblik MichaelisMentHQ MHGQDGAEH SUHG\
jesIMHGHULP LJUD]RP

E (1.8)

S|

.. Ku
odsjecak =
Vmax
T
/iJKM s

Slika 1.10. HanesWoolf prikaz

19
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¥ Eisenthal £Cornish-Bowden prikaz

Na apscisum/Vmax 0s) senanosg S]/v vrijednosti a na ordinatul(Vmax0s) se
nanose vrijednostiiv. Za vidH SUDYDFD UDJREPMWUIDWRQERELMX VF
koordinatnim osima kojadgovaraju vrijednostimdm/Vmax i 1/NVmax Za razliku od
Eisenthal +CornishBowden grafaVmaxpremakwu ovaj prikaz je korisniji u praksi, jer se
OLQLMH VLMHNX SRGi &W DLWPXNEXRACRVBHI FREBHDLMRAAMBNE)XQ U H VD PR
koja su u prvom kvadranttB UHDOQRP VOXpDMX SUDYWRpPWH QHHYRM
GRELMHPR Y amRP\RHKL R@2AGROVEUHVMHFLAWD SUDYDFD
Km/Vmax i 1/Vmax0d kojih medijan daje najbolju vrijednosty i Vmad® Eisenthal +
CornishBowden linearizirani oblik MichaechkOHQWHQ M Hhi@d3tBvied Ejél
SIMHGHULP LJUD]RP

86sL RE- U- £ (19)

a=s
V = Vmax

Slika 1.11 Eisenthal +CornishBowden prikaZ®.
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1.3.6.Inhibicija enzimske aktivnosti

SNWLYQRVW PQRJLK HQ]JLPD VH PRAH LQKLELUDWL
Inhibicija, koja PR&aH E L W LnaJikr&vertiiln& je @lavni kontrolni mehanizam u
ELRORANLP eXevzivilbi halbitbr vrlo sporo disocira s ciljrgpenzima, jer je na
QMHJD 3stkowrlentridili nekovalentno vezan. Neki ireverzibilni inhibitori vrlo su
YDAQL OLMHNRYL SULP M HEhzintskh &ktivQostFkoj@ LjeQinHibirBndS L U L Q
LUHYHU]JLELOQLP LQKLELWRURP VH QH PRAH SRYUDWLWIL
PRIJXUH SRYUDWLWL RGUHYHQLP NHPLMVNLP PHWRGDI
inhibiciju karakterizira brza disocijacija kompleksa enzimhibitor, a povrat enzimske
DNWLYQRVWL PRaH VH RVWYDULWL XNODQMDQMHP LQKL|
SRVWRMH pHWokaJihhiBi€& Q@ 8u:WLSD

X kompetitivna,

X

akompetitivna,

x

nekompetitivna i

PLMHaADQD LQKLELFLMD

8 SULVXVWYX LQKLELWRUD NLQHWLpPpNL SDURPHIWUL NRN
Vmad®P (app = prividni, od englppareny2.

x

Kod kompetitivne ili konkurentske inhibicije, en]LP PRaH YH]DWL LOL V
W'Y Rkompleks ES) ili inhibitor (EI), ali nikada oba (ESI). Kompetitivni se inhibitor
YHaH QD DNWLYQR PMHVWR HQ]JLPD ]JERJ pHJD MH VSULN
mjesto. 2Q VPDQMXMH EU]LQX UHDNFLMH MHU VPDQMXMH
supdrat. Reakgski put, prikazan na slici.12, pokazuje kako se dovoljno velikom
NRQFHQWUDFLMRP VXSVWUDWD PRaH QDGYODGDWL NRP
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Slika 1.12 Kinetika kompetitivnog inhibitora

Kompetitivni inhibitor Q H X W Myafehl S Y L G Q RKg RYWRI DY DpL GD M
SRWUHEQR YLaH VXSVWUénwhpzita Peakdije VTid pévitivaiedd&t RGUH Y
Ku, zvana- 28¥EURMPDQR MH MHGQDND

Oaa . .
-5 L -giSE>? -4 (1.10.)
gdje je [+koncentracija inhibitora, K konstantalisocijacije kompleksanzim
inhibitor.

Slika 1.13. LineweavefBurk prikaz kompetitivne inhibicije

22
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Kod akompetitivne inhibicie LQKLELWRU VH YHA&H VDRPRR QD N

supstrat. Vezno mjesto za akompetitivni inhibitor se formira tek nakon interakcije enzima

L VXSVWUDWD 2YD LQKLELFLMD VH QH PRapstr@t® GYODGI

Reakcijski put akompgivne inhibicije prikazan je na slici.14.

Slika 1.14. Kinetika akompetitivnog inhibitora

Na slici 115. je prikazano kako su u prisutnosti akompetitivnhog inhibiddraci Ku

podjednako smanjeni. Prividnt £i 8, ¢ siznose:

Oaa, Ay Ay,
L - L—= L . 1.11.
e A 5 9 ( )

_ i
£
Va0

A 0aa; lgia |, lgia
Gosl 8psl = L —, (1.12)

Yado

gdje je K'| je konstanta nastajanja kompleksa ESI, daktor za koji se smanjuju

-& &oe
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Slika 1.15. LineweavefBurk prikaz akompetitivne inhibicije
Pri nekompetitivnoj inhibiciji , inhibitor i sugstratsemogu istodobno vezati na
UD]OLDpLW DstaY Nd,kBmpkelbsHenzismhibitor- VX SVWUDW QH PRA&H GDW

3RSXW DNRPSHWLWLYQH QL QHNRPSHWLWLYQD VH LQK

koncentracije supstratilehanizam intbicije prikazan jena slici 116.

Slika 1.16. Kinetika nekompetitivnog inhibitora
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IHNRPSHWLWLYQL LQKLELWRU GMHOXMWMmnWRANR aWR

novu vrijednost8 % ali pri tome ne smanjuje broj molekula enzima koje mogu vezati

supstrat. Ky ostaje nepromijenjen (slika .17.). Inhibitor jednostavno smanjuje

koncentraciju funkcionalnog enzima.

Prividni Vimaxiznosi:

A Oaa, Igia | loia
&osl 8psl L el (1.13))
Yo

gdje je . faktor za koji se smanjujémax aK; konstanta nastajanja kompleksa El

Slika 1.17. LineweavefrBurk prikaz nekompetitivne inhibicije
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Kod PLMHEADQH UQXKIEHIPARH VH PRAaH YH]DWL QD HQ]I
kompleks enzimfLQKLELWRU (, , VW R i aRdhRlek® éhziksupsttattuH ] D W L
WDNR]JYDQR GUXJR DNWLYQR PMHVW R-s$stiairhiHidX QDVWI

(ESI). Mehanizam inlhicije prikazan je na slici 118

Slika1.18 OHKDQL]DP PLMHADQH LQKLELFLMH

,QKLELWRU RWHADYD Y H]D Q KitHa V¥ Se\sivadjDjaVmiveimy/ H SRY H

i Km iznose:

i L Qéél_ lgia L Igia
&oe Oe ~ >7 (1.14.)
n >
5>V
. oaa Ay, BT
-gL-£ L ﬁ“L 55—, (L15)

Yo

gdje je . faktor za koji se smanjuj¥max Ki konstanta nastajanja kompleksa Kl je

konstanta nastajanja kompleksa ESI, faktor za koji se smanjuju g£i 8 ¢ &%*2
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Na slikamal.19:1.22. SULND]DQ MH QDpLQ RGUHLheWBaQMD YUVW
Burk, EadietHofstee, HanesNoolf i Eisenthal £tCornishBowden prikazazD UD]OLpLWH
NRQFHQWUDFLMH Is€sKup BjealiaRskobrdR&@ahs texshldvism Q D p L Q X
NUHWDQMD WLK VMHFLAWD SRUDVWRP NRQ¥HQWUDFLN\

Slika 1.19.LineweaverBurke gikaz U D] O L p Lihibi€ijay UV W D
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Slika 1.20.Eadie-Hofstee prikazU D] O L p Livhibi€ijay U V W D

Slika 1.21.HanesWoolf SULND] UD]J]OLpPpLWLK YUVWD LQK
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Slika 1.22.Eisenthal+Cornish % RZGHQ SULND] UD]OdbLWLK YUV
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1.4. KOLINESTERAZE | INHIBICIJA

1.4.1.Struktura i mehanizam djelovanja acetilkolinesteraze

Kolinesteraze se prema enzimskamenklaturi ubrajaju u skupinkidrolaza,
podskupinu esteraza ipotpodskupinu hidrolaza estera karboksilnih kiselina.
Acetilkolinesteraza (englacetylcholinesterase AChE, klasiikacijska oznaka E.C.
3.11L7YW]Y SUDYD NROLQHVWHUD]D MH VORAHQ SURWE
QDEUDQLK SORpPD .-XKNVXKMBQER & WR MH NODVLILFLUD X \
struktureDokazano je da jkristalna struktura ljudske AChE visoko homologna strukturi
A&K( L] HQ]JLPD H O H Elétthbptotubl elecHidlt P Mrbktor interakcije sa
VXSVWUDWLPD DOL L V GUXJLP OLJDQGLPD NRG OMX!
DURPDWVNLK DPLQRNLVHOLQD UDVSRUHVHQLK NUR] DNV
ljudska AChE ima trN-glikozilacijska mjesta AsiX-Ser/Tht®,

Slika 1.23. 3D-struktura acetilkolinesteraze (PEEB\CE)".
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Aktivno mjestoHQ]JLPD MH c GXJDpNR L RNR c &LURNR &
domene:

D NDWDOLWLpPpNR tRM&ESeMBGIND MDNOLWQhRDVNRP aXSOML(
b) kolinsko mijesto (kationE PMHW\DWRR |]D VWDELOL]JDFLMX SR]LW
kvarternog dijela kolinskih supstrgta

c DFLOQL GAHS RGJRYRUDQ |]DiYH]DQMH DFLOQRJ GLMHC
d) periferno mjesto koje @ PMHAWHQR QDRGXIRY RGQRMBODORVWHUL
mehanizam inhibicije AChE pri visokim koncentracijama ACh).

ACK( MH MHGDQ RG QDMXpPLQNRYLWLMLK HQJLPD X ¢
SULMHQRYV ALYpDQLK L Ri®Xiarvlidiravelicbpiehbenik aceplkofnN R
Mehanizam hidrolize kolinesterazama se odvi@dulJ L NRUDND NRML REXKYDI
Michaelisovog kompleksa, aciliranje enzima i njegovo deaciliranje vodom. Zadnja dva
SURFHVD XNOMXpXMX WHWUDHGDUVWRseS8UJILM$@D]|QR VYV
.OMXpQX XORJX LPD VWYDUDQMH PHYyXSURGXNWD X NR

prenosi na serinski ostatak enzifha

Slika 1.24. Reakcijski stupnjevi u hidrolizi acetilkolina kataliziranog
kolinesterazama. Broj aminokiseiRGQRVL VH QD SRORADM DPLQRNL
AChE®.
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1.4.2.Struktura i mehanizam djelovanja butirilkolinesteraze

Butirilkolinesteraza (engbutyrylcholinesteraseBuChE klasifikacijska oznaka
E.C. 3.1.1.8)W]Y SVHXGRNROLQHVWHUDI@H WWUXN R/ H QI
djelovanja kao kod acetilkolinesteraze. Kristalna struktura ljudsk@ B( RGUHYHQD M|
desetak godina kasnije od kristalne strukture AChE, a razlog tomu ja tedi
JOLNR]JLODFLMVNLK PMHVWD N R MOstivgRakiigdieRedjeididaM X G X J |
aktivnosti najizra&nija 5D]OLND MH X WRPH aWR XPMHVWR DURP
se nalaze unutar aktivnog mjesta AChE, kod BUChE je njih 6 zamijenjeno alifatskim
DPLQRNLVHOLQDPD a&4WR YROXPHQYBNWL Y RNRMH\WWOD R
na aktivno mjesto AChElako postoje razlike u sastavu aminokiselina mehanizam

hidrolize supstrata je jednak

$NWLYQR PMHVWR MH VOLPpQR NDR L NRG $&K( X R
Uloga perifernog mjesta VP M H&ZQ\DH R @D | X XodiBlignaNe-ASpR0za kojeg
VH SRND]J]DOR GD MH YDabDQ ]D DNWLY RdinskbXmjespoK LELFL N
Bu&K( QLMH VSHFLILPQR ]D SR]LWLYQRP®@BHE LWHQHR OILJ1DQ
neutralneSD pDN L Q H NnbiehtJigante$ BLRO Q LkoG BWCBEVD GUAaDYD
OHXFLQ L YDOLQ NRML RPR B¥VWVDLY DWMESOuMrkBIidBoah)X YH LK

Slika 1.25. 3D-strukturabutirilkolinesteraze (PDELPO)*,
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1.4.3.Usporedba acetilkolinesteraze butirilkolinesteraze

Acetilkolinesteraza (AChE; E.C. 3.1.1.7) i butirilkolinesterazauGBE;
E.C. HQJLPL VX NRML VH JERJ VYRMH XORJH X RUJDC
SRGUXpMD ELRPHGLFLEEK (L VWM RWNVQWRWR JLMBbzHu NRaAWDQ
PLALULPD D RVLP X ALYpDQLP VWDQLFDPD PLALULPD L P
QD HULWURFLWH %X&K( MH X YLARM NRQFHQWUDFLML S
VXVWDYX FHUHEURVSLQDOQRM WHpPKXLEQHWH FULMHYLF

,DNR VWUXNWXUQR KRPRORJQL RYL HQ]JLPL UD]JOLN.
odnosno pecifipQRVWL SUHPD VXSVWUDWLPD NRMH PRJX KL
vezanje mnogih liganad&af FHWLONROLQHVWHUD]D MH iHQ@iiLP YLVRI
DFHWLONROLQD L QH PRAH KLGUROL]JLUDWL VXSVWUDW
%X&K( NRMD KLGUROL]JLUD SXQR aLUL VSHNWDU HVWHU
GU XNOMXpXMXuUuL L YROXPLQR]QH QHXQNU BQJQ HSHV pMH\U
neke negativno nabijene estere (aspirin), i to brzinama bliskima brzini hidrolize
butirilkolina ]D pLMX MH UD]JWRazBKAi¥XH YagiH kolindste@43e i ta
AWRVX)LADN $&K GROD]L GR LQKLELFL hotakhadi¢'GRN NRG

144, , QKLELWRUL NROLQHVWHUD]D X OLMHpPpHQ

Raspodjela AChE i BUChE u zdravom mozgu iznosi 80:20 % dok se u mozgu
SDFLMHQDWD REROMHOLK RG $' RPMHU PLMHQMD RG
u odmaklimfazama AD% BolimoPMHURP LQKLELFLMH $&K( L %X&K( PI
YHUD HILNDVOQRVW. aRNUMWYWDWQOQ ERBIHVRMUID NROLQHVWH I
RYLK HQJLPD 1DLPH XpLQDN PQRJLK ELOMDND NRMH VX
DIULPNLK SOHPHQD NRG GRNDJLYDQMD NULYQMH RVXYyH
rabe u tradicionalnoj kineskoj medicini, temelji se na spojevima koji inhibiraju AChE.
.DNR MH NDVQLMH RWNULYHQR LQKLELFLMD NROLQH'
nekovalentnim interakcijama (reverzibilna inhibicija) ili kovalentnim vezanjem za serin
NDWDOLWLpNH WULMDGH LUHYHU]JLELOQD LOL SURJUHV

33



2SuL GLR

Mnogi reverzibilni inhibitori su prirodnog podrijetla i izolirani su iz biljaka, na
primjer alkaloidi i flavonodi. 1DMXVSMH&GQLML SULVWXS OLMHpPpHQM
VLPSWRPD $O]KHLPHUD EDUHP ]D VDGD NRML MH SU
predstavljaju inhibitori kolinesteraza8 NOLQLPNRM X SR Wéber&dinivX VLQ!
inhibitori AChE donepezil $ULF HiStah (CRJQH[S SULND]D2BL QD VC
5HYHU]JLELOQL LQKLELWRUL YH&aX VH X DNWLYQR SHULI
Takrin jebio prvi dostupniakridinski baziran spoga tretiranje ADno njegova primjena
MH GDQDV RJUDQLpHQD ]BdhdpakilReNoWeriaiQdRiVvigdkoselektidid W U X
LOQKLELWRU $&K( VD |DQHPDULYLP XWMHFDMHP QD %X&K
funkcije upacijenatas blagom ili umjerenom AD i nije hepatottkL pDQ NDR WDNULQ

Da bi neki kolinesterazni inhibitor bio ireverzibilan, on u aktivnome mjestu
HQ]JLPD PRUD IRUPLUDWL OLFKDHOLVRY WLS NRPSOHNYV
LQKLELWRU NRYDOHQWQR YHAH ]D VHULQ teBktljarpaHP X VH
V DPLQRNLVHOLQDPD X RNVLDQLRQVNRM axXxsoMLQL :
karbamat fizostigmin, izoliran iz sjemenki biljkalbarski grahPhysostigma venenosum
Balf) UDEL VH X WHUDSLML $O]KHLPHURYH HROHWVMWhHQ@MG
glaukoma.Osim prirodnog karbamatdL]RVWLJPLQD EURMQL VLQWHWLE
primjenu kao lijekovi, na primjer ULYDVWLJPLQ ([HsDukiQr$ W CoNLRSCH U H
prikazana na slici.26. 7LMHNRP N O L QudpNijeka \DREG@HRR MH SRERO]
VSR]QDMQLK IXQNFLMD L VSRVREQRVWL X] RpXYDQMH G
AD4’16.
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Slika 1.26. Prikaz strukture donepezila, takrina i rivastigmina.
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1.5.(-)- -ELEMEN

%LOMNH L ELOMQL SULSUDYFL VH RG GDYQLQD NRULV\
WH SUHGVWDYOMDMX YUOR YDADQ L]YRU ELRDNWLYQLK
iz pojedinih biljaka posjeduju sposobnost inhibicije enzima AChE, taka da mogle
primjenjivati za tretiranje AD.=ERJ VSHFLILPQRVWL DNWLYQRJ PMH
QMLKRYD LQKLELFLMD LVWLP VSRMbvBmR&RlaG st iSpiHivi@ Dp DM Q
sposobnost inhilF LM H NROLQH V(W Hdlkehéb kadbmbihitév H U L

Elemen, molekulske formule 16H24, pripada klasi organskih spojeva koji se zovu
terpenski spojevbdnosno podklasi seskviterpengerpenski spojevidgin. terpenoidi,
LIRSUHQRLGL LOL NUDUOUH WHUSHQL VX @a&LURNR UDVSU
spojevi nastali kondenzacijom izoprenskih molekula. 1zopren, odnosneti#outl,3

dien, je spoj sastavljen od 5 ugljikovih atoma:

Slika 1.27.Struktura izoprena

Tablica 1.3. Podjela terpena prema broju izoprenskih jedthica

VRSTA BROJIC ATOMA | PROJIZOERENSKIH
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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6HVNYLWHUSH GastoipL W H D M§adtoj sX @ MriDizoprenske
jedinice, a biogenetski nastaju iz farfneSILURIRVIDWD NRML PRaH L]R
RGIJRYDUDMXUL DOLORQUUR]IRFPHUW Q3 WR ARSI WLQRVL VWU
seksviterpenaDijele se naDFLNOLpPpNH L FLNOLPpNH PRQRKELNOLpPNH
IDMSR]QDWLML SULPMHUL DFLNOLPpNLK VHVNYLWHUSHQL

seskviterpena jedan odajpoznatijih spojeva je upravo -elemen IUPAC [eng

International Union for Pure and Applied Chemigtnaziv mu je:(1S2S4R)-1-etenit
1-metill-2,4-bis(prop-1-en-2-il)cikloheksan a strukturna formula ovagpoja je prikazana

na slici 128

Slika 1.28. Struktura {)- -elemena

1DOD]JL VH X PQRJLP ELOMNDPD L |DpLQLPD 6DVWD
(AcoruscalamusL.), GD P D a4 D Q V NNigekald@niasclrid..), javanske citronele
(Cymbopogorwinterianug, etiopske kaduljeSalvia aethiopid..), crnog papraFiper
nigrumL. ), PRAH VH L]R O linnuBa/Qitrds]linh & )i Dhnogih drugih biljnih
vrste1®,

Brojne studije su pokazale daelemen posjedujantiviralnu, antimikrobnu i
posebnaantikancerogenu aktivnostinteza(-)- -elemenaz (S)-(+)-karvonaprikazana

je na slicil.29.
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Slika 1.29. Sinteza {)- -elemena iz9)-(+)-karvond®.

Elemen izoliran izekstrakta tradiionalne kineske biljkdRhizoma zedoar@aje
odobren u Kinbd stran&kineske gencije za hranu i lijekoveigl.China statdood and
Drug Administration NDR DQWLQHRSODVWLPQL OLMHN WH VH NRL
lako mehanizamGMHORYDQMD QLMH X SRW S SRR/AWWDLY O R PM U A QG
FLWRWRNVLPQRVW FLVS O, plidblagidnaxdr@ihNubhprf @Cdpatid DN D S O
MH FLWRVWDWLN VD aLURNLP VSHNWURP GMHORYDQMD |
pOXiUD L JDVWURLQGWHDWHGROQPRY XPUDMWDRYLK VSRMEt
RV OREDyD Q MDDz mitaNdRd\ijd R EitbplazmWH SURWHROL®WaZaNLK HQ
koji reguliraju apoptozu.,, VWUDALYDQMD Xap@piozafpoxogmiranasnrs D
VWDQLFH NDR RGJRERMH QHQ MMWRWRGRIPNMH SROMBADRMH
ulogu u borbi protiv rakaDovoljnaje jedna molekula iliPHWDEROLPpNL SXW NRML
usmijerili apoptozu na maligne stanjca pretpostavlja se da upraveelenen stvara
RNLGDp ]D?BSREBXWRNRY OMD QM H( prijahbsg GE® Rze & 8§ fdt)X V D
i nekroze(oduPLUDQMH VWD Q LF Dzrokosdn¥ kdnjskinipIL P IERHLY) IstF L P D
PRJXUL PHKDQL]PL ]DVOXAQL ]Delen@MLNDQFHURJHQL XpL¢
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Lijekovi koji VH a8HOH NRULVWLWL ]D WUHWLUDQMH ERO!
trebali bi neometano prolaziti kval@ RAG D Q X . B<Dvdd: RIRIAKDdpijBra je
VSHFLMDOL]JLUDQD VWUXNWXUD NRMD RPRJXéarfeD QHRP
homeostaze u mozgu, ®&Y WRML VH RG IL]JLPNH EDULMHUH L VXVWI|
%DULMHUX VDpLQMDYDMX HQGRWHOQH VWDQLFH NRMH
PHWDEROLWD L GUXJLK NHPLMVNLK WYDUL Lle,L X NUY
vazodilataciju i vazokonstrikciju itd0 Hy X W LPH IS®PHKRYD EROHVWoPRAaH UD
PRAGDQX EDULMHUX L QD WDM Q BpKaRo hi]lizkovDridale GRGD W
PROHNXOVNH PDVH PRJOL SURUL NUR] EDU loNMgaflhKk X ]QDp!
L QH VPLMX LPDWL PDVX. Y-ékingn,R@Gasom od 208,8@/mol, ima

upravo ta svojstva.
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1 0(72'( 2'5( ,9%1-% ,1BICIJSKE
SPOSOBNOSTI

2GUHYLYDQMH VSRVREQRVWL LQKLEhW®OMHitMROLQHV\
Kodinvivo LVSLWLYDQMD RELPQR VH UDGL R PRGHO RUJDQL]
in vitro ispitivanja koristi se komercijalno pribavljeni enzim ("gotovi" liofilizirani
proizvod) ili se izolira iz krvi itkiva raznolikin organizama. Uglavhom sadr o

spektrofotometrijskim metodarha

1.6.1. Spektrofotometrija

Spektrofotometrija je metoda koja mjeri apsorpciju emitiranog elektromagnetskog
JUDpHQMD GR NRMH GROD]L NDGD VH RESHHW M Q 84.W IREUDIN-
se nalaze nazivi i siboli, s SULSDGDMXUuULP kGjiHsd @rinkjenMjDd & D

apsorpcijskim mjerenjima.

Tablica 1.4. Nazivlje i simboli u apsorpcijskim mjerenjima.

NAZIV | SIMBOL DEFINICIJA

6QDJD |WPDRRHQMD eQHUJLMD JUDPHQMD X |
nalcm SRY UdeteRidda

Transmitacijar GLR XSDGQRJ JUDpHQMEL
. E

otopinu 6L z

Po- ulazna snaga sﬁopa svijetlosti,

P - snaga snopa svijetlosti nakon
apsorpcije

ApsorbancijaA ORJDULWDP RGQRVD ]JUI
kroz otopinu Po) i upadnog] U D p HPR) M

#LZ‘%

Apsorptivnosta’ #

"XOMLQD SXWD JUDPHQM

> U?
ctNRQFHQWUDFLMD DSV

Molarna apsorptivnos .
YL

> U?

40



2SuL GLR

“E VH L]UDADWH X BRRAIFY D
“E VH L]UD&DWH LX] WBdoltY D

)XQNFLMVNL RGQRV L]PHYyX YHOLPLQH PMHUHQH DSV
RGUHYXMH NG& EtdtGeWadBerdy MaRon

# L Z‘%oL =U>0? (1.16.)
Naslici1.30. SULND]DQ MH VQRS SDUDOHOQRJ JUDpPHQMD

otopine debljineb i koncentracijec vrste kojaapsorbira 3RVOMHGLFD PHyYyXGMI
IRWRQD L pHVWLFD NRMH DS VipaBERWdaP¥M'X MHVW VPDQMHC

Slika1.30. 3ULJXALYDQMH VQRSD JUDpHQMD?*®NDR UH]XO

8UHyDM |D PMHUHQMH DSVRUEDQFLMH QD]JLYD VH V
spektrdotometra prikazan je na slici3124,

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
OGUHYLYDQMH LQKLELFLMV N.HVeld8&R 3&RdIRA/IMAKCIiNRIO L QHV W
Ellmanovog reagens®TNB [5,5-ditio-bis(2-nitrobenzojevd) kiselina, koji siXaL NDR
indikator V WLROQRP VNXSLQRP NRMD VH RVOREDYD X
acetitiokolina (ATChl) i enzima AChE.

Reakcijon nastaje-nitro-5-merkaptobenzojeva kiselina (TNHKpja dalje u vodi
LRQLJLUD SUL AXMWR @RDBEBMEIEhHod neutralnog ili alkalnog pH.
Apsorpcijski maksimum DTNE je na valnoj duljini od 320 nm, dok je apsorpcijski
maksimum TNBna valnoj duljini od 412 nnfslike 1.32. i 133). Ellmanova metoda je
brza metoda kod koje se dodatkom jednog molatRMOREDYD MB®DQ PRO 71

Slika 1.32 Mehanizam reakcije Ellmanovog reagensa (DTNB) s tiolnom
skupinom {SH).
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Slika1l33 OHKDQL]DP (OOPDQRYH UHDNFLMH SULODJRYHQH
inhibicije enzima AChE.

2GUHYLYDQMH LQKLELF LivhVuljeHi njil@&h iEBm@ReMtMaL HW H U |
enzim BuChE metodom po Ellmarkeoristi isti mehanizam kao i prethodno opisana
PHWRGD ]D $&K( 5D]JOLND MH X WRPH 8WR VH XPMHVWR
acetiltiokolina (ATChl) sintetski supstrat butiriltiokolin (BuTChl).
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Eksperimentalni dio

2.1. KEMIKALIJE

ACETILKOLINESTERAZA

X lzvor enzima: AChE (E.C. 3.1.1)7L.] HOHNWURIRUD HOMNWULpPQF

Sigma$OGULFK *PE+ 6WHLQKHLP 1MHPDpPND
X Supstrat: acetiltiokolin jodid (ATChJ)SigmaAldrich GmbH (Steinheim,
1 M H P D kddd2ntracije uwsstavu: 0,5 mmol/L; 0,4 mmol/lQ,3 mmol/L;

x Tiolni reagens: DTNB [b,5-ditio-bis(2nitrobenzojeva)] kiselinaSigma
AULFK *PE+ 6WHLQKHLP 1MHPDpPND

x Uzorak (inhibitor): {)- -elemen, SigmaAldrich GmbH (St&nheim,
IMHPDpND RWRSOMHQ X HW D QQRTBE mghR.Q FH QWU
0,0068mg/mL; 0,0034ng/mL;

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

x 0,1 mol/L fosfatni pufer(pH = 7) s dodatkom 0,12 mol/L natrijevog
bikarbonata

X 96% danol Kemika (ZagrebHrvatska)

Tablica 2.1. Priprema kemikalija za rad

Kemikalije Osnovna otopina .RQD&pQ Volumen/ /
koncentracija
Pufer fosfatni pufer (pH= 8) 190
DTNB 13,079 mgu 5 ml 0,3mM 10

pufera(pH=7)

ATChl 159 mgu 5 mL pufere  0,5mM 10
(pH=28)
ATChE 0,66U/mL u fosfatnom 0,03 U/mL 10
puferu(pH = 8)
(-)- -elemen/ rD]OLpl 10
EtOH konc./96%

“Definicija U (engl.Unit 8 DFHWLONROLQHVWHUD]H iiH KLGUROL]
NROLQ L DFHWDW SR PLQXWL SUL S+ L WHPSHUDWXUL
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Slika 2.1. Potrebne kemikgé zaispitivanje AChE

BUTIRILKOLINESTERAZA

X lzvor enzima: BUChEk (E.C. 3.1.1.8z konjskog serumaSigmaAldrich
*PE+ 6WHLQKHLP 1MHPDpPND

X Supstrat: butiriltiokolin jodid (BuT@l), SigmaAldrich GmbH (Steinheim,
1 M H P D kddd2ntracije sustavu: 0,5 mmol/L; 0,4 mmol/i0,3mmol/L;

x Tiolni reagens: DTNB [6,5-ditio-bis(2-nitrobenzojeva)] kiselinaSigma
$OGULFK *PE+ 6WHLQKHLP 1MHPDpPpND

x Uzorak (inhibitor): §)- -elemen, SigmaAldrich GmbH (Steinheim,
1MHPD padtoplien u 96% etanolu, koncentracije u sustavu:
0,0136 mg/mL; 0,0068mg/mL; 0,0803ng/mL;

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

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

X 96% etanol, Kemika (Zagreb, Hrvatska)
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Tablica 2.2. Priprema kemikalija zead

Kemikalije Osnovna otopina .RQDpPpQD 9ROXPHQ
koncentracija
Pufer fosfatni pufer 190
(pH=8)
DTNB 13,079 mg u 5 ml 0,3 mM 10

pufera (pH=7)
BuTChl 17,45 mgu5mL 0,5 mM 10
pufera (pH=8)

BuChE 0,66 U/mLu 0,06 U/mL 10
fosfatnompuferu
(pH=28)
(-)- -elemen/ 5D]OLpL\ 10
EtOH konc./96%
2 2GUHYLYDQMH NLQHWLpPpNLK SDUDPHWDU
AChE

2GUHVLYDQMH L QK L E4{-F-elbhénarherZRACIREDH @R¥eVbLe
NRUL&W H Q MdrdmerdeeSpo ElIRaMUOMHUHQMH VH YUALOR QD YL&H
PLNURWLWDUVNLK SORpPLFD 6XQULVH 7HFDQ *PE+ $X
DXWRPDWVNR PLMH4DQMH L SRKUDQMLYDQMH BRIGDWD N
LPD MOmé&LF®M MH SULNR]DQ QD VOLFL
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Slika22. 9LAHNDQDOQL pLWIPRPLRDR WX QUWDLUNAN L K
(Tecan GmbH, Austrja
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8 VYDNRM MDALFL UHDNFLMVND VPMHVD VDGUaAL

X /1 mol/L fosfatnog pufera pk 8;

X [ -ditio-bis(2nitrobenzojeve kiseline) '71% pLMD
koncentracija u smjesi iznosidmmol/L (pRpHW QD RWRSLQD SULS
u 0,1 mol/L fosfathom puferu pkt 7 sa dodatkom @2 mol/L natrij
bikarbonata, radi stabilnbOTNB);

X /| DFHWLONR ®&RH iindddibakhh u smjesi iznosidl
U/mL;

X / Dthtidkolin jodida +ATChl RGUHYH QLK N RSRFpHHQWQUHD F L M
otopine za AChE i ATChl pripremljeHd V X N R WU Imdl\ tasiadtni
pufer pH=8) i

X /| XIRBRDHYHQH NRQFHQWUDFLMH RWRSOMHQ
HWDQROD X VOXpDMX NRQWUROQRJ PMHUHQMD

Tablica 2.3. Prikaz otopna od kjih se sastoji pojedino mjerenje

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

PUFER 180 190 180 190

DTNB 10 10 10 10
(-)- -elemen 0/10 0/10 10/0 10/0

/EtOH

AChE 10 0 10 0

ATChl 10 10 10 10

E predstavlja aktivnost enzima bgj- -elemena S predstavlja aktivhost enzima u prisustvu
(-)- -elemenaa Be i Bs predstavljaju "blank” vrijednosti za E i S.
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.RQDpQL YROXPHQ VPMHVH L]JQRVL /| 8]RUFL VH RW:
VXSVWUDW $7&K, GRGDMH QHSRVUHGQR SULMH SRpH)
reakciju Kod mjerenja kontrole (E) koristi se etanol (inffbli MD HQ]LPD SkKaLEOLAQI
0%). 3UDUIHQMH QKL AV@B KLGUROL]D QD QDpLQ GD MH QDSU
(BL) odnosno slijepa proba u kojoj se izostA@hE i zamijeni s jednakim volumenom
SXIHUD XPMHVWR /I G R G 5wl mMjekehja su izvedenasdtibhd

ponavljanja pri sobnoj temperaturi u trajanju od 6 min.

6SRVREQRVW LQKLELFLMH HQ]JLPD UDpPpXQD VH SUHPD IRL

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

gdje jeAA apsorbancija test otopine AK je apsorbancija kontrolnog uzorka.

2 2GUHYLYDQMH NL Qal¥pbgobhbsti igshibidijip P HW D
BuChEk

2GUHYLYDQMH LQKLEHFIHOHPH @ BRYR BLXRKWISURYHGHQR
iste metode i tehnike kao i za enzim AChE.

Umjesto ATChl koristi se sintetski butiriltiokiol jodid (BuTChl) koncentracijé0,5; 0,4

i 0,3) mmol/L u smjesi i% X & K ( p hddniradijd&ru smjesi iznosi 0,06 P/ 3RpHWQH
otopine BuTChl i BUChE su pripremliene u 0,1 mol/lfosfanom puferu
pH=8.0OstaiVDVWRMFL UHDNFLMVNH VPMHVH L PHKDQL]DP U
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3.REZULTATI



Rezultati

31..,1(7,y., 3$5%$0(75, POBOBNOST

INHIBICIJE AChE

Inhibicijska sposobnost -elemena na enzimacetilkolinesterazu (AChE)

ispitivana je metodom @ Ellmanu (opisana u poglaviju6ll.1.). 2GUHYHQD MH Y U)
inhibicije SRP R 0 X /L QBuZk-iEadi¢Hofstee, HanedVoolf i Eisenthal +Cornish

Bowden prikaza. Dobivemezultati su prikazani slikama 3-3.7. Vrijednosti kL Q HRVLp N L
parametar&m, Km?PP, Vinaxi Vmad®® RGUHYHQH V X CorrfisnBboM@am Krikaza

QD WHPHOMX RGJRwabadD M XuLK VMHFL&WD

8000,0

7000,0 1

6000,0 1

5000,0 1

4000,0

N

3000,0 1

2000,0 -

1000,0 -

0,0

LineweaverBurk prikaz

~—

-1000,0-

1,0 2,0 3,0 4,0 5,0

1/[S]

bez |

1=0,0136 mg/mL
m1=0,0068 mg/mL

1=0,0034 mg/mL

Slika 3.1. LineweavefrBurk prikaz ovisnosti brzine hidrolize ATChl o njegovoj

koncentracij.
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Rezultati

0,3 - Eadie-Hofstee prikaz

0,2
e bez |
1=0,0136 mg/mL
0,1 1 m 1=0,0068 mg/mL
1=0,0034 mg/mL
-2,0 1,0 2,0
V/[S]

-0,3 -

Slika 3.2. EadieHofstee prikaz ovisnosti brzine hidrolize ATChl o njegovoj

koncentraciji
B} HanesWoolf prikaz
15000,0 P obey |
2 1=0,0136 mg/mL
9, 10000,0- m =0,0068 mg/mL
1=0,0034 mg/mL
5000,0 -
0 e .
-1,0 -0, 0,0 0,5 1,0 15 2,0
-5000,0 - [S]
-10000,0 -
-15000,0-

Slika 3.3. HanesWoolf prikaz ovisnosti brzine hidrolize ATChl o njegovoj
koncentraciji.
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Rezultati

Eisenthal +CornishBowden prikaz je radi preglednosti konstrui@sebno bez

inhibitora kao i za sve koncentracije inhibitora.

bez |
1000,0 y =-2X + 714,29
_900,0 y =-2,5X + 625
22 800,0 - y =-3,3333x + 909,0¢
~ 700,0
600,0 4 ®[S]=0,5 mM
A =
500,0 [S]=0,4 mM
H[S]=0,3 mM
400,0
300,0 -
200,0 -
100,0 -
0,0 T T T 1
0,0 100,0 200,0 300,0 400,0 K, /v

Slika 3.4. Eisenthal +CornishBowden prikaz bez inhibitora

6000,0 - 1=0,0136 mg/mL
y =-2x + 5000
>§ 5000,0 y =-2,5x + 3333,3
- y =-3,3333x + 200(
4000,0 -
®[S]=0,5 mM
3000,0 - A[S]=0,4 mM
E[S]=0,3 mM
2000,0
1000,0 A
0,0 : : : . .

0,0 500,0 1000,0 1500,0 2000,0 2500,0 3000,0 K.V
M

max

Slika 3.5. Eisenthal £CornishBowden prikaz za koncentraciju inhibitora
0,0136 mg/mL.
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Rezultati

max

1

1400,0 -

1200,0

1000,0 -

800,0

600,0

400,0 -

200,0 A

1=0,0068 mg/mL

0,0

y =-2X + 1250
y=-2,5x+1111,1
y =-3,3333x + 833,3.

©S]=0,5 mM
A[S]=0,4 mM
E[S]=0,3 mM

0,0

800,0 KM/Vmax

Slika 3.6. Eisenthal £CornishBowden prikaz za koncentraciju inhibitora

800,0 -

700,0

1Nma><

500,0

400,0 -

300,0

200,0 1

100,0 A

0,0

0,0068 mg/mL.

[=0,0034 mg/mL

600,0

y =-2X + 714,29
y =-2,5x + 666,67
y =-3,3333x + 714,2!

©[S]=0,5 mM
A[S]=0,4 mM
E[S]=0,3 mM

0,0

400,0 K, /V

max

Slika 3.7. Eisenthal +CornishBowden prikaz za koncentracijohibitora

0,0034ng/mL.
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Rezultati

Na temelju prikazanih LineweaverBurk, Eadietofstee, HaneaNoolf i
Eisenthal=CornishBowden grafovde uzSRPRU VO4ARD RGUHYHQR MH GD V
OLQKLELFLML PUMMEBQRISUANNBDPDQH VX YULMHGQRVWL NL
( K, Kv?P, Vimax i Vma@®®) RGUHYHQ LK EsenthdlH ediniMBXwden grafa

(opisano u poglavlju.B.5.)

Tablica3.1. 2GUHYHQHWLpNL SDUDPHWUL

bez inhibitora [11=0,0034 mg/mL
Kwm 0,3461 /
KmaPp / 0,1091
Vmax 0,0024 /
Vma@P / 0,0017

Postotci inhibicije enzima AK( LJ]UDpXQDWL VX .SWRdARIRAt IRUP XO
LQKLELFLMVNRJ XpLQND 4@lBnéna prikohicetadijiRupstnat AVChD FL M D

0,5 mM prikazani su u tablici.3.

Tablica32. 3SRVWRWFL LQKLELFLMH ]D UD]JOLPpLWH NRQFHQWL

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

,] GRELYHQLK SRGDWDN D IG®RvéjedndsH- t). Jdn®d kodcgmracia L
inhibitora potrebna da bi se postigla inhibicija enzima od 5IN&oapscisu se nanesu
koncentracije inhibitta, a na ordinatu % inhibicije tablice 32. ,] M H GeQpba&:a je

LIUDp X QD W DCoYkdja izhdS QEO®WNng/mLGrafLpNL SULND] VH QDOD]L
3.8.

100,000 -
90,000 -
80,000 -
70,000 y = 8172,6x 21,387
60,000
50,000
40,000 *
30,000
20,000
10,000

0,000 . . .
0,000 0,005 0,010 0,015 04 inhibicije

>

¢ inhibitora

Slika 3.8. Graf ovisnosti koncentracije inhibitora o postotku inhibicije.
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Rezultati

32..,1(7,y., 3$5$0(75,SPOSOBNOST
INHIBICIJE BuChE

LineweaverBurk, EadieHofstee, Haned®Voolf i Eisenthal + CornishBowden

prikazi za enzim butirilkohesteraa se nalaze na slikan®9-3.15.

900,0 LineweaverBurk prikaz
800,0 -
700,0 -
600,0 -
500,0 1
2
—
400,0 7 bez |
300,01 1=0,0136 mg/mL
m |=0,0068 mg/mL
200,0 - 1=0,0034 mg/mL
100,0 -
0,0 T T 1
0,0 2,0 1/[S] 4,0 6,0

Slika 3.9. LineweaverBurk prikaz ovisnosti brzine hidrolize BuTChl o njegovoj
koncentraciji
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Rezultati

Eadie-Hofstee prikaz

> 0,5 -
0,4 -

0,3

obezl
1=0,0136 mg/mL
m1=0,0068 mg/mL
1=0,0034 mg/mL

-1,5 -1,0 -0,5

L5 Vis)

Slika 3.10. EadieHofstee prikaz ovisnosti brzine hidrolize BuTChl o njegovoj
koncentraciji.

> 100,04
)
800,0
600,0

HanesWoolf prikaz

®bezl
1=0,0136 mg/mL
m 1=0,0068 mg/mL
[=0,0034 mg/mL

-200,0 A

-400,0 -

2,0
[S]

Slika 3.11 HanesWoolf prikaz ovisnosti brzine hidrolize BuTChl o njegovoj
koncentraciji.
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Rezultati

Eisenthal +CornishBowden prikaz je radpreglednosti konstruiran posebno bez
inhibitora kao i za sve koncentracije inhibitora.

bez |
g 700,0 - y =-2X + 454,55
g y =-2,5x + 588,24
S 600,0 y =-3,3333x + 62¢
500,0 - ®[S]=0,5 mM
A[S]= 0,4 mM
400,0 ~
E[S]= 0,3 mM
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/Vm.:-lx

Slika 3.12 Eisenthal£CornishBowden prikaz bez inhibitora

1=0,0136 mg/mL
% 700,0 - y =-2x + 555,56

g y =-2,5x + 526,32
S 600,0 y =-3,3333x + 588,2
500,0
400,01 * [S]=0,5 mM
A[S]=0,4 mM
300,0 A
! m[S]=0,3 mM
200,0 -
100,0 A
0,0 T T T T T 1
0,0 50,0  100,0 150,0 2000 250,0  300,0
Ku/Vmax

Slika 3.13. Eisenthal£CornishBowden prikaz za koncentraciju inhibitora
0,0136 mg/mL.
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Rezultati

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

. 700,0 y =-2,5x + 526,32
3 y =-3,3333x + 62
< 6000
500,0 [S]=0,5 mM
400,0 A[S]=0,4 mM
m[S]=0,3 mM
300,01
200,0 -
100,0 -
0,0

0,0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0 300,0
I(M/Vmax

Slika 3.14. Eisenthal=CornishBowden prikaz za koncentraciju inhibitora
0,0068 mg/mL.

[=0,0034 mg/mL
y =-2x + 476,19

% 700,0
£ y =-2,5x + 526,32
5. 600,0 y =-3,3333x + 625
500,0
®[S]=0,5 mM
400,0 - A[S]=0,4 mM
300,0 A E[S]=0,3 mM
200,0 -
100,0
0,0 T T T
0,0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0

KM/Vmax

Slika 3.15. Eisenthal£CornishBowden prikaz za koncentracijohibitora
0,0034mg/mL.
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Rezultati

Za enzim butirilkolinesterazu

aFHWLONROLQHVWHUD]

jena temelju istin prikaza kaoi za

X ]DNOM X p ldgdtiRa @/BI WK QDGILV R/ L @I

RG WML NL@aamerii BLUD]JOLPpLWH NR Q F(thlivd 3D) Fhostolc LQKLE L)

inhibicije enzima (tablica 3.).

Tablica 3.3. .LQHWL pN LK REDUHyEH€EMELUEIsenthal = CornishBowden

prikaza.
bez inhibitora [1]=0,0136 [I]=0,0068 [1]=0,0034
mg/mL mg/mL mg/mL
Kwm 0,3676 / / /
KmaPP / 0,1333 0,1800 0,4412
Vmax 0,0036 / / /
Vma@PP / 0,0025 0,0027 0,0040

Tablica 34. SRVWRWFL LQKLELFLMH ]D UD]@riLkphdhtrad§iRQFHQV

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

&LOM LVW Ukvia &BgQdiplbmskog radge odrediti vrstu inhibicije i
NLQHWLpNH SDUDPHWUH HQ]JLPD DFHWLONROLQHVWHU
-elemena kao inhibitora ispitati sposobnost inhibicijgi Q ]L P D N R Wavadereg M H P

inhibitora. . RUL&WHQL HQ]JLP $&K( MH L] HOHNWURIRUD HOHN
konjskog seruma7HVWLUDQH VX VHULMH X]RUDND UD]JOLpPLWLK
0,0068 mg/mL i 0,0034 mg/mL), a kad X S V W U Dj@&/adétiRakbliad WdHHQATChI),

odnosno butirtiokolin jodid (BuTChl) pLMH VX NRQFHQWUDFLMH X V
0,5mmol/L, 0,4mmol/L i 0,3mmol/L.

2G UHYyLWsEE@MNMbicije YUSALOR V HnéwRa&BUXK, EadieHofstee,
HanesWoolf i Eisenthal £CornishBowden prikaza (opisanih u pogla 1.3.5.). Za
enzim AChEovisnosti brzine hidrolize acetiltiokolin jodida o njegovoj koncentraciji su
prikazaneslikama 3.1-3.7. Na temelju nacrtanih prikd2 L X] SRPRU-YZ2]L. ND
gdje je prikazalR RGUHYLYDQMH Y UVWHN LKW D B IVHhRWMMFARER B WXC
G RELY HQL Ke kéincehdcld.iphibitora, koordinatniP RVLPD RGUHYHQD M
LQKLELFLMH =D NDGLXBHAR MEL 6BIDVV HP UMKRiZD QriRazaw LSD Pl
na slic¢ 1.17. Za enzim BuChE ovisnosti brzine hidrolize butiriltiotiokolin jodida o
njegovoj koncentracijnalazese na slikama 3.93 2GUHYLYDQMH YUVWH L¢
YUALOR QD LVWL QDpLQ NDR L ]D $&K( WH MH WBogNRYyHU ]I
tipa.

.LQHWLPpNL Ko DKW PRI WbalPP o GUHYHQRPWRU X (LMHQWKDC
CornishBowden prikaza,] MH G Q D G & EW DPHXXMWODNFID MY N LKuHWMA pNL SD L
za reakciju hidrolize ATChI/BuTChl enzimom AChE/BUChEK@®P i Vma@*P za istu
UHDNFLMX X IXQNFLML UD]OLpEaVdnKm NARIEFeREQaAY SUWD FLMD |

prikazaniu tablici3.1., dok su za enzim BuChE prikazani u tab8@.
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Rasprava

BXGXuL GD VH JERJ VSHFLILPQRVWL DNWLYQRJ PMHYV
VSRMHP PRaH ]QDpDMQR UD]JOLNRYDWL SRVHEQD SDa
pronalasku selektivnih inhibitora pojedinih kolinesterazd. L]U D p X@&3totskd K S
inhibicije (tablice 32.i3.4.) vidljivo je da -elemen pokazuje sposobnost inhibicije obaju
enzima.. RG LQKLELFLMH $&K( QDMYHUD LQKLELFLMD MH SR
0,0136 mg/mL u iznosu od 87,05 %.

Kod inhibicije BuChEuzorak koncentracije 0,0136 m§// SRND]XMH QDMYF
LQKLELFLMVNX VSRVREQRVW V YULMHGQRAauUX RG
lako -elemen pokazuje sposobnost inhibicije obaju enzima, inhibicija BUChE je znatno
slabija u odnosu na AChHNa temelju UH]XOWDWD PRaH VH JDNOMXpL)\
inhibicije AChE i BUChE smanjuje proporcionalno sa smanjenjem koncentracije uzorka.

=D $&K( MH L]UDpXdostINDR PMHUD QMHQH LQKLEL
SULORAHQD MN RGURFMDUDMXULP REMDA&Q MGQzModiP SRVW
0,0087 mg/mL.
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ZDNOMXPpDN

™MEOHPHQ MH P RBKRifeipbhkbjpabdg svejk VYRMVWDYD RR&H SUF
PR&GDQX EDULM HatXijekWaza MetiraiPBRY®RH VWL VUHGLAQMHJ
VXVWDYD $O]KHLPHURYD EROHVW WH MH NDR WDNDY

™ &LOM UDGD ELR M HkiR Gatatdetardin QuUIPHV N Q2% erzima
acetilkolinesteraze i butirilkolinesteraze prisutnosti -elemem kao inhibitorate
ispitivanje inhibicijskih svojstavainhibitora na enzime spektrofotometkpm

metodom po Elimanu

™ Na temelju prikazaLineweaverBurk, EadieHofstee, Hane$Voolf i Eisenthal +
Comish% RZGHQ YLGOMLYR MH GD VH UDGL R LQKLELFL
Eisenthal +CornishBowdengrafD RGUHVHQL NLQ KWHK\WBN VnDUDPHW

maxapp-

™ |spitivanjem sposobnosti inicije enzimaAChE ] D N O M X b H€)reM pbk&zDje
GREUX VSRVREQRVW LQKLELFLMH GRN ]D %X&K( QH
inhibicije. Maksimalna inhibicija AChE postignuta je pri koncentraciglemena od
0,0136 mg/mL i iznosi 87,05 %, dokmaksimalna inhibicija BUChE pri isjt

koncentraciji uzorka iznodi7,11 %.

™ |Csp vrijednost (inhibitor -elemen)a enzim AChE iznosi0,0087mg/mL.
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