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ZADATAK ZAVRSNOG RADA :

> Ispitati u¢inkovitost a- i f-jonona na inhibiciju acetilkolinesteraze (AChE)

metodom po Ellmanu.



Sazetak

Enzimi su biokatalizatori koji kataliziraju reakcije na nacin da stabiliziraju
prijelazno stanje, najvise energijsko stanje na reakcijskom putu. Enzimi su visoko
specifi¢ni i po reakcijama koje kataliziraju i po supstratu. Acetilkolinesteraza (AChE) je
enzim iz skupine hidrolaza. Njezina je fizioloska uloga hidroliza neuroprijenosnika
acetilkolina (ACh) tijekom prijenosa Ziv€anih impulsa. Nalazi se u sinapsama te
zivéanim i glija stanicama ljudskog mozga.

Alzheimerova bolest se manifestira kao gubitak paméenja, "izgubljenost™ u vremenu i
prostoru, nemoguénost samostalnog zivota, §to dovodi do potpune ovisnosti o stalnoj
skrbi 1 njezi druge osobe. LijeCenje je ograni¢eno samo na ublazavanje pojedinih
popratnih simptoma, a smatra se da inhibicija acetilkolinesteraze ima klju¢nu ulogu u
ublaZzavanju simptoma Alzheimerove demencije.

U ovom radu a- i f-jonon su ispitivani kao inhibitori acetilkolinesteraze. Uoceno je da
se povecanjem koncentracije o- i f-jonona poveéava i postotak inhibicije AchE-a.
Najveéa vrijednost inhibicije za a-jonon postignuta je pri koncentraciji od 90,9 ug mL™

i iznosi 17,1 %, dok je za S-jonon pri koncentraciji od 113,6 pg mL™ te iznosi 24,17 %.

Kljuéne rije¢i: a-jonon, p-jonon, acetilkolinesteraza, Alzheimerova bolest, inhibicija.



Summary

Enzymes are biocatalysts that catalyse reactions by stabilizing the
transition state, the highest energy state in the reaction pathway. Enzymes are highly
specific by the reactions they catalysed, as well as their substrate.

Acetylcholinesterase (AChE) is an enzyme from the hydrolases group. Its physiological
role is the hydrolysis of the neurotransmitter acetylcholine (Ach) during transmission of
nerve impulses. It is found in the synapses and the nerve and glial cells of the human
brain. Alzheimer’s disease is manifested as forgetfulness, disorientation in time and
space, the inability of independent living, which leads to total dependence on a constant
concern and care from others. Treatment is limited to the alleviation of some
accompanying symptoms. Inhibition of acetylcholinesterase plays a key role in
alleviating the symptoms of Alzheimer’s dementia.

In this study a- and p-ionone were tested for their inhibition ability on
acetylcholinesterase. It has been observed that increasing the concentration of a- and f-
ionone, the percentage of inhibition also increases. The maximum inhibitory activity for
a-ionone of 17,1 % was reached at 90,9 pg mL™ while p-ionone reached 24,17 % at a

concentration of 113,6 pg mL™.

Keywords: a- ionone, s-ionone,acetylcholinesterase, Alzheimer’s dementia, inhibition.
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1. UvOD

Enzimi su biokatalizatori bez Cije se prisutnosti vecina reakcija u Zivim
organizmima ne bi odvijala ili bi tekla vrlo sporo. Funkcioniraju na na¢in da snizavaju
energiju aktivacije pojedine reakcije te je na taj naCin ubrzavaju i do milijun puta.
Zahvaljuju¢i svom obliku, strukturi, hidrofilnim 1 hidrofobnim svojstvima, enzimi su
veoma specificni.

Acetilkolinesteraza (AChE) i butirilkolinesteraza (BChE) su enzimikoji spadaju u
grupu serinskih esteraza. AChE hidrolizira acetilkolin (ACh) i povezana je sprijenosom
zivéanih impulsa te redovito nalazimo u sinapsama dok se BChE, poznata kao i plazma
kolinesteraza ili pseudokolinesteraza, hidrolizira butirilkolin, sintetizira u jetri i nalazi u
vecoj koli€ini u plazmi.

Acetilkolinesteraza je od iznimne vaznosti za o¢uvanje homeostaze organizma buduci
da je njen supstrat, acetilkolin, jedan od prijenosnika Ziv€¢anih impulsa. Inhibitori
acetilkolinesteraze su tvari koje sprje¢avaju razgradnju neuroprijenosnika acetilkolina i
na taj nacin imaju utjecaj na funkciju mozga. Istrazivanja tih spojeva se provode u nadi
da se pronade lijek za neurodegenerativne poremecaje poput Alzheimerove demencije.
U ovom radu je istrazivano inhibicijsko djelovanje a- i f-jonona, spojeva nastalih

degradacijom karotenoida.



2. OPCI DIO

2.1. Enzimi

Enzimi su biokemijski katalizatori koji po svom sastavu spadaju u grupu
globularnih proteina. Gotovo svi poznati enzimi su proteini, uz iznimku malog broja
katalitickih RNA molekula. Visoko su specificni po reakcijama koje kataliziraju kao 1
po odgovarajué¢im supstratima, tako pojedini enzim najcesée Katalizira samo jednu ili
nekoliko srodnih reakcija. Molekule koje sudjeluju u reakciji (supstrat) vezu se na
specifi¢no aktivno mjesto u molekuli enzima stvaraju¢i kratkozivu¢i meduprodukt.
Supstrat koji se veZe za enzim ima to¢no odredeni oblik, a aktivno mjesto enzima je
modelirano tako da se supstrat savrSeno prostorno uklopi, a da se u isto vrijeme
onemogucuje vezivanje drugih molekula neodgovarajuceg oblika. Taj nacin vezivanja
se naziva princip "klju¢ - brava”. Teorija induciranog pristajanja smatra da se aktivno
mjesto u potpunosti prilagodi supstratu (oblikom) tek kada dode do vezivanja supstrata
naenzim.

Za aktivnost mnogih enzima potrebni su i kofaktori. Kofaktori ili koenzimi su malene
proteinske Cestice vezane za enzim jac¢im ili slabijim vezama. Enzim bez kofaktora se
naziva apoenzim, a cjelokupan, kataliticki aktivan enzim je holoenzim. Enzimi
ubrzavaju reakcije na nacin da olakSavaju postizanje prijelaznog stanja, odnosno
smanjuju energiju aktivacije koju je potrebno prijec¢i da bi se reakcija odvila. Aktivnost
mnogih enzima se moze inhibirati vezanjem malih molekula i iona. Inhibicija enzimske
aktivnosti glavni je kontrolni mehanizam u bioloskim sustavima te pruza uvid u

mehanizam djelovanja enzima.

Supstrat
+ —_—

Aktivno
mjesto

ES kompleks

Enzim

Slika 1. Princip "kljuc-brava”



2.1.1.  Klasifikacija enzima

Do danas je poznato i klasificirano oko 4000 enzima. S obzirom na velik broj,
biokemicari ih odavno pokusavaju sistematizirati. Kao osnovu za klasifikaciju uziman
je tip reakcije koju kataliziraju, kemijski sastav supstrata, tip veze koju cijepaju pa i sam
kemijski sastav koenzima. Klasifikacija se radila prema razli¢itim kriterijima i na
razli¢ite nafine. Medunarodna unija je 1961. godine preporucila novu klasifikaciju i
nomenklaturu enzima, tako da se sada enzimi dijele u 6 klasa prema reakcijama koje
kataliziraju. Svaka klasa se dijeli na vise podklasa, a svaka podklasa na vise skupina te
na kraju svaka skupina na vise podskupina. Podjela enzima po klasama prikazana je u
tablici 1. Prema ovoj klasifikaciji svaki enzim ima $ifru od 4 broja. Prvi broj oznacava

klasu, drugi podklasu, tre¢i skupinu, a etvrti podskupinu.®



Tablica 1. Klasifikacija enzima®

dehidrogenaze
kataliziraju reakcije oksidacije i reduktaze
1 OKSIDOREDUKTAZE . )
redukcije oksidaze
peroksidaze
kataliziraju prijenos metilnih, )
o ) o ] kinaze
2 TRANSFERAZE acilnih, fosfatnih, amino i drugih )
. transaminaze
skupina s molekule na molekulu
o . esteraze
kataliziraju hidrolizu esterskih,
. o o fosfataze
3 HIDROLAZE eterskih, peptidnih, glikozidnih i
_ proteaze
drugih veza .
fosfolipaze
kataliziraju cijepanje C-C, C-O,
C-N i drugih veza eliminacijom dekarboksilaze
4 LIAZE )
atoma uz stvaranje dvostruke aldolaze
veze
kataliziraju reakcije
izomerizacije, odnosno izomeraze
5 IZOMERAZE - )
geometrijske promjene unutar mutaze
molekule
kataliziraju nastajanje veza C-C,
6 LIGAZE C-0, C-N, C-S uz hidrolizu sintetaze
ATP-a

Primjer klasifikacije enzima koji je istrazivan u ovom radu bila bi:
EC3.1.1.7.

>

>
>
>
>

EC —engl. Enzyme Commission number

EC 3 — Hidrolaze

EC 3.1. — Djeluju na esterske veze
EC 3.1.1. — Hidrolaze karboksilnih estera

EC 3.1.1.7. — Acetilkolinesteraza (djeluje na acetilkolin)




2.2. Acetilkolin i acetilkolinesteraza

Acetilkolin (ACh) je neuroprijenosnik neuromisi¢ne sinapse i preganglijskih
sinaptickih te preganglijskih i postganglijskih parasinaptickih aksona. Sintetizira se iz

kolina i acetil-koenzima A (acetil-CoA) uz djelovanje enzima kolin-acetil-transferaze.

O H,C
/U\ \N*/CH?)
H.C o/\/ N
3 CH

3
Slika 2. Acetilkolin

Acetilkolinesteraza (AChE, 3.1.1.7) je enzim iz klase hidrolaza, podklase serinskih
esteraza i skupine hidrolaza karboksilnih kiselina. AChE moZzemo naéi u Ziv€anim i
glija stanicama ljudskog mozga. Njena fizioloska uloga je hidroliza neuroprijenosnika
ACh tijekom prijenosa zivéanih impulsa (slika 3), koja se moze objasniti u nekoliko
koraka. Prvo se ACh otpusta iz predsinaptiCkog Zivca u sinapticku pukotinu zbog
akcijskog potencijala koji prolazi stanicom. Potom ACh difundira kroz sinapsu te se
veze na ACh receptor (koji kontrolira ulazak K* iona u postsinapticki Zivac ili migi¢nu
stanicu). Na ovaj nacin se stvara akcijski potencijal u postsinapti¢koj stanici. Tada

AChE brzo hidrolizira ACh 1 prekida Ziv€ani impuls.



i Kolin (Ch) @ Kolin acetiltransferaza (ChAT)

B Acetilkolin (ACh) . Acetilkolinesteraza (AChE)
mh Acectat

receptor

Akcijski
potencijal

Presinapticki neuron

Postsinapticka
membrana

Slika 3. Shematski prikaz prijenosa zivéanog impulsa s pred-sinaptickog neurona

napost-sinapti¢ku membranu?

AChE spada u najucinkovitije enzime iz skupine serinskih hidrolaza - brzina
hidrolize supstrata je bliska brzinama difuzijski kontroliranih reakcija. ACh-om
posredovani prijenosi ziv€anih impulsa su od zivotne vaznosti jer je iznenadan prekid
0vog procesa smrtonosan, a promjene vode do narusavanja kognitivnih i neuromisi¢nih
funkcija, kao npr. u slucaju Alzheimerove bolesti. AChE nije samo enzim koji sudjeluje
u kolinergi¢nom zivéanom sustavu nego ima ulogu i u drugim bioloSkim procesima kao

Sto su neuritogeneza, adhezija i diferencijacija stanica te nastajanje amiloidnih vlakana.?



2.2.1.  Struktura i aktivno mjesto AchE

Prva molekulska struktura AChE je otkrivena (rijeSena) rendgenskom
strukturnom analizom ¢ime je potvrdeno da je ovaj enzim serinska hidrolaza. AChE je
polimorfni enzim, vezan na membrane stanica preko kolagenske uzvojnice, a sastavljen
je od globularnih katalitickih podjedinica, svaka mase 70-80 kDa. Ove podjedinice se
grupiraju u oligomerne strukture koje se dijele na dvije klase: globularne strukture
(sastavljene od monomera, dimera ili tetramera) i asimetri¢ne strukture (koje se dijele u
tri posebne grupe: kataliti¢ke, kolagenske i nekolagenske podjedinice).’

Prva otkrivena (rijeSena) trodimenzionalna struktura AChE (Torpedo -californica,
TcAChE) je pokazala da se kataliticka trijada, slicna onima u drugim serinskim
hidrolazama i proteazama, sastoji od sljede¢ih aminokiselina: serina (Ser200), histidina
(His440) i glutaminske kiseline odnosno glutamata (Glu327). AChE je alostericki enzim
Sto je dokazano kinetiCkim istrazivanjima. Na alostericku stranu se vezu odredeni
supstrati, reverzibilni inhibitori i organofosforni spojevi. Kada je ligand vezan na
perifernu stranu, on moze sprjeCavati ulazak supstrata u zdrijelo te tako moze
promijeniti konformaciju samog aktivnog mjesta. U visokoj koncentraciji ACh sam
inhibira, alosterickim mehanizmom, AChE tako §to se veze na periferno mjesto i time

mijenja konformaciju aktivnog mjesta te sprjecava vezanje u aktivni centar i hidrolizu.



Slika 4. Struktura TCAChE s ACh vezanim u aktivnom mjestu’

Aktivno mjesto je dugacko 20 A a drijelo ili grlo je §iroko 5 A. Cetiri podregije

aktivnog mjesta koje sudjeluju u hidrolizi su:
1. periferno mjesto smjesteno na rubu Zdrijela
2. anionsko mjesto (mjesto vezanja kolina ili hidrofobno mjesto)

3. esterazno mjesto (kataliticko mjesto, katalitiCka trijada s oksianionskom

Ilrupomll)

4. acilni "dzep" odgovoran za smjestanje acilnog dijela supstrata.



Tablica 2. Uloga strukturnih domena aktivnog mjesta AchE®

AMINOKISELINSKI

molekule supstrata u aktivno mjesto AChE. Time se

alosteri¢kim mehanizmom inhibira kataliti¢ka aktivnost.

ULOGA DOMENE
OSTATCI

Ser200
Sadrzi kataliti¢ku trijadu ¢ija je uloga hidroliza supstrata. His440
Glu327
Stabilizacija tetraedarskog meduprodukta ACh koji nastaje GlyL18
tijekom hidrolize (Gly i Ala su donori vodikovih veza) Glyl19
Ala201

Vazan za smjeStanje acilnog dijela supstrata ¢ime se odreduje
orijentacija supstrata prema katalitickom serinu i ostatku Phe288
enzima. Prisutni aminokiselinski ostatci odreduju dimenzije Phe290

acilnog dzepa i time veli¢inu supstrata koji se mogu smjestiti

u zdrijelo aktivnog mjesta kolinesteraza.
Vazno za stabilizaciju kvarternog amonijeva liganda,
pozitivno nabijena amonijeva grupa kod ACh moze stvarati Trp84
stabilnu vezu s aromatskim prstenovima. Triptofan ima ulogu Tyr330
u orijentaciji i smjesStanju nabijenog dijela supstrata $to Phe338
ubrzava hidrolizu kolinskih supstrata.

Uloga u selektivnoj inhibiciji kolinesteraza i inhibiciji AChE
supstratom. U slucaju visoke koncentracije supstrata dolazi do Tyr72
njegovog vezanja na periferno mjesto AChE te do promjene Tyriza

konformacije enzima $to onemogucava vezanje druge

Trp286




2.2.2. Mehanizam hidrolize ACh

Mehanizam hidrolize acetilkolina acetilkolinesterazom odvija se u nekoliko
koraka. Prvi korak je prenoSenje acilne skupine acetilkolina na serin u aktivnom mjestu
enzima, pri ¢emu se oslobada kolin. Acilirani meduprodukt se zatim hidrolizira ¢ime se

oslobadaju enzim i octena Kkiselina.

2.3. Alzheimerova bolest

Alzheimerova bolest je degenerativna bolest stanica mozdane kore i okolnih
struktura. Progresivna je, neizlje¢iva, sa somatskim komplikacijama i smrtnim ishodom.
Alois Alzheimer, njemacki lije¢nik, je 1906. godine po prvi put opisao slucaj bolesti
demencije kod jedne od svojih pacijentica, Auguste Deter. Tada je iznio i tipi¢ne
klinicke simptome poput poremecaja u pamcenju, ali i neuropatolosku sliku koja je
ukljucivala senilne plakove i1 neurofibrilarne snopic¢e. Alzheimerova bolest je
najucestaliji oblik demencije, a najve¢i rizicni ¢imbenik za nastanak ove bolesti je
starost. Kod vecine osoba s ovom bolesti prvi simptomi se najcesce javljaju u 6.
desetljecu zivota nakon ¢ega bolest brzo napreduje, a otprilike 5 godina od uocavanja
prvih simptoma dolazi do teske demencije. Od postavljanja dijagnoze bolesti bolesnici
prosjecno zive 5-10 godina.

Alzheimerova bolest narusava vazne metabolicke procese koji odrzavaju neurone
zdravima. Ti poremecaji uzrokuju prestanak rada Ziv€anih stanica, gubitak veze s
drugim Ziv€anim stanicama i na kraju dolazi do smrti. UniStavanje i smrt neurona
dovodi do gubitka paméenja, promjena u ponasanju I teSko¢a u obavljanju
svakodnevnih aktivnosti.

Nakon desetljeca istrazivanja, Alzheimerova bolest je 1 dalje neizljeciva i1 time se
smatra jednim od najznacajnih zdravstenih izazova. Jo$ uvijek ne postoji odgovarajuce
lijecenje, stoga se ono uglavnom svodi na odgodu uznapredovalih faza bolesti i
ublazavanje simptoma. Obzirom na sve veci broj oboljelih osoba, istrazivanja
Alzheimerove bolesti su od velike vaznosti jer imaju za cilj pronalazak lijeka,
sprjeCavanje nastanka bolesti i smanjenje njene progresije.

U klinickim pokusima najvise Su koristeni i najbolje prouceni kolinomimetici,

naj¢e$¢i inhibitori acetilkolinesteraze. Inhibitori zaustavljaju ili smanjuju aktivnost
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acetilkolinesteraze, enzima koji razgraduju acetilkolin. Acetilkolin je neuroprijenosnik

koji ima vaznu ulogu u hipokampusu i mozdanoj kori u procesima pamdéenja.

Donepezil, galantamin i rivastigmin su inhibitori kolinesteraza koji se danas koriste u

lijeCenju u ranoj i srednjoj fazi bolesti. Sva tri inhibitora su jednako u¢inkovita i mogu

privremeno poboljsati paméenje jer odrzavaju visu razinu acetilkolina u mozgu. Ovi

lijekovi su pokazali mala, ali svejedno znacajna poboljSanja u obavljanju svakodnevnih

aktivnosti 1 u ponasanju pacijenata. lako se inhibitori kolinesteraze trenutno najvise

koriste u lijeCenju ove bolesti, oni samo prolazno i kratkotrajno usporavaju progresiju

bolesti, i to samo kod nekih bolesnika u ranom stadiju.

Zdravi
neuron

Tau proteini

Amiloidni
plak 7
¢

Oboljeli neuron

A : 5
— Mikrotubuli

iz :
»/, u raspadanju

Slika 5. Razlika mozga zdrave osobe i osobe oboljele od Alzheimerove bolesti®
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IS |, Mozdana kora
=% g [ _' ~>— /
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| | |
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Blaga AD Smanjenje
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—~

Umyjereno
__~"povecanje
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s _ Znatno
”~ smanjenje
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_ Znatno
1 /""i)oveéanje
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\ Znatno
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hipokampusa
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2.4. a-1if-jonon

Jononi su serija kemijski sli¢nih tvari koje su dio grupe spojeva poznatih kao
ketoni ruze. Ta grupa sadrzi i damaskone te damaskenone. Jononi su aromaticni spojevi
koji se Cesto nalaze u eteri¢nim uljima kao npr. U ulju ruze. f-jonon znacajno doprinosi
aromi ruza, unato¢ niskoj koncentraciji, pa je stoga vazan sastojak parfema.

Kombinacija a- i S-jonona, karakteristi¢cna po mirisu ljubiice, koristi se zajedno s

drugim komponentama u industriji parfema i aroma.

Karoteni se djelovanjem enzima karotenoid-dioksigenaze mogu metabolizirati u a- i /-

jonon.”

Tablica 3. Svojstva jonona’

Naziv po IUPAC-u

a: (3E)-4-(2,6,6-Trimethilcikloheks-2-en-1-il)but-3-en-2-on

B: (3E)-4-(2,6,6-Trimethilcikloheks-1-en-1-il)but-3-en-2-on

Kemijska formula
Molarna masa

Gustoca

Temperatura
talista

Temperatura
vreliSta

Ci3H200
192.30 g mol™

: 0,933 gcm?
B: 0,945 g cm™®

a: np
B:-49° C
a: np
B: 126 t0 128 °C

*np - nema podataka
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2.4.1.  Biosinteza jonona

Karotenoidi su prekursori vaznih mirisnih spojeva u cvijecu. Jononi nastaju

degradacijom karotenoida. Reakcija je katalizirana karotenoid-dioksigenazom.

a-karoten karotenoid-dioksigenaza

10-apo-B-10-karotenal karotenoid-dioksigenaza a-jonon

XN X N0

p-jonon C14-dialdehid

Slika 6. Biosinteza jonona’
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2.4.2.  Organska sinteza jonona

Jononi se mogu sintetizirati iz citrala i acetona mehanizmom aldolne

kondenzacije uz pomo¢ heterogenog katalizatora kalcijevog oksida (slike 7a i 7b).
Nukleofilna adicija karbaniona acetona (3) na karbonilnu grupu citrala (4) je
katalizirana pomocu luzine. Produkt aldolne kondenzacije (5) eliminira vodu kroz
enolatni ion (6) da bi se formirao pseudojonon (7).
Reakcija se nastavlja s kiselim katalizatorom, gdje se dvostruka veza u pseudojononu
otvara i tvori karbokation (8). Potom slijedi reakcija izomerizacije, odnosno
preuredenja, koju prati zatvaranje prstena (9). Konacno, atom vodika se izdvaja pomocu
akceptora (Y) te stvara ili a-jonon (10) ili -jonon (11).

o

Slika 7a. Organska sinteza jonona’
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Slika 7b. Organska sinteza jonona’
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2.5. Spektrofotometrija

Spektrofotometrija je tehnika kojom se mijeri apsorpcija emitiranog
elektromagnetskog zracenja ukoliko se odredeni uzorak podvrgne zraenju. Uredaj za

mjerenje koli¢ine apsorbiranog zracenja naziva se spektrofotometar.

Transmitacija (T) otopine definira se kao dio upadnog zracenja koji je prosao

kroz otopinu:
T =— (1)

gdje je Py ulazna snaga snopa svjetlosti, a P snaga snopa svjetlosti nakon apsorpcije.

lzvor Izarak Detektor

Slika 8.Prigusivanje snopa zratenja kao rezultat apsorpcije u otopini®

Apsorbancija (A) se definira jednadzbom:

A='10g10T='l(i,gpzlogTPO (2)
Odnos izmedu izmjerene vrijednosti apsorpcije nekog uzorka i veli¢ine koja se odreduje
(koncentracija c) poznat je kao Beerov zakon:

A=log%=a-b-c (3)

gdje je a - konstanta proporcionalnosti odnosno apsorptivnost (apsorpcijski koeficijent),
b - duljina puta zracenja kroz uzorak, a C - koncentracija apsorbirajuce vrste.
Budu¢i da je apsorbancija veli¢ina bez dimenzija, jedinice za apsorpcijski koeficijent

odreduju se uz pretpostavku da je lijeva strana jednadzbe bezdimenzijska.
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2.5.1. Ellmanova metoda

Ellmanova metoda je spektrofotometrijska metoda koja se koristi za mjerenje
aktivnosti enzima acetilkolinesteraze (AChE). Metoda se temelji na reakciji
Ellmanovog reagensa, DTNB (5,501-ditiobis-(2-nitrobenzojeva kiselina)) s tiolnim
skupinama supstrata koji nastaje djelovanjem AchE, pri ¢emu nastaje 2-nitro-5-
merkaptobenzojeva kiselina (TNB), koja dalje u vodi ionizira u TNB" anion kod
neutralnog ili alkalnog pH. Oslobodeni TNB' ion ima intenzivno zutu boju. Metoda po
Ellmanu se temelji na brzoj reakciji kod koje se dodatkom jednog mola tiola oslobada
jedan mol TNB™-a. Dok je apsorpcijski maksimum DTNB-a pri 320 nm, koli¢ina
oslobodenog TNB™-a mjeri se kod valne duljine od 412 nm (apsorpcijski maksimum
TNB-a).

NO,
HS COOH
S COOH TNB
RSH + —_—
S COOH NO,
~ S\
NO> R S COOH
Tiol DTNB Disulfid

Slika 9. Ellmanova reakcija za odredivanje tiola®

Ellmanova reakcija za odredivanje inhibicijske sposobnosti enzima AChE se odvija

prema sljede¢im jednadzbama®;
+ AChE + ) ) +
(CH3)3sNCH,CH,SCOCH; + H,0 —> (CH3);NCH,CH,S™ + CH;COO™ + 2H

+ +
(CH3)sNCH,CH,S™ + RSSR ——» RS~ (obojeni kompleks) + (CHg)sNCH,CH,SSR

COO
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

U ovom radu koristen je enzim acetilkolinesteraza (AChE) izoliran iz elektrofora

elektricne jegulje (Tip V-S), kao supstrat enzima koriSten je acetitiolkolin jodid

(ATChl), a kao inhibitor enzima testirani su o-jonon i f-jonon. Za ispitivanje

sposobnosti inhibicije AChE koristena je modificirana spektrofotometrijska metoda po

Ellmanu, kod koje je kao tiolni reagens koristen DTNB.

3.1.

YV V V VY

Priprema kemikalija

Za potrebe mjerenja pripremljene su sljedece otopine :

Fosfatni pufer 0,1 M, pH=7 i pH=8

enzim AchE je otopljen u puferu pH=8, koncentracije 0,03 U mL™

otopina supstrata (ATChl), koncentracija u sustavu: 0,5 mM

DTNB je otopljen u puferu pH=7 + 0,12 mM NaHCO3;, kona¢ne koncentracije
0,3mM

otopine uzorka (inhibitora) a-jonona u etanolu, koncentracija u sustavu:
45,5; 56,8; 68,1; 79,51 90,9 ug mL™

otopine uzorka (inhibitora) p-jonona u etanolu, koncentracija u sustavu:
68,1; 79,5; 90,9; 102,31 113,6 ug mL™.

Slika 10. Priprava kemikalija
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3.2. Postupak

Uzorci se otpipetiraju u jazice, prema shemi iz tablice 4, s tim da se supstrat,
acetiltiokolin (ATChl), dodaje neposredno prije pocetka mjerenja budué¢i da se njime
zapocinje reakcija. Ne-enzimska hidroliza pracena je tzv. "blank" mjerenjima, odnosno
slijepim probama. U jednoj slijepoj probi izostavljena je AChE, a u drugoj ATChl koji

se zamijeni jednakim volumenom pufera.

Tablica 4. Shema priprave reakcijske smjese

Pufer 190 200 200 180 190
DTNB 10 10 10 10 10
Uzorak / / / 10 10
AChE 10 / 10 10 /
ATChlI 10 10 / 10 10

Mjerenje se vrsilo pomocu visekanalnog ¢ita¢a mikrotitarskih plocica "Sunrise" (Tecan,
GmbH, Austrija), (slika 11), uz automatsko mijeSanje i pohranjivanje podataka na

rac¢unalo.

Sposobnost inhibicije enzima racuna se po formuli:
% inhibicije AChE = (Ak - Aa/ Ak) x 100 4)

gdje je Aa apsorbancija test otopine, a Ax je apsorbancija kontrolnog uzorka.
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Slikall. Visekanalni ¢ita¢ mikrotitarskih plo¢ica "Sunrise”

- |

Slika 12. Automatska mikropipeta i otopine razli¢itih koncentracija inhibitora
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4. REZULTATI

U ovom radu ispitana je sposobnost inhibicije enzima acetilkolinesteraze uz
inhibitore iz grupe jonona (a- i f-jonon).

Rezultati inhibicijskog ucinka razli¢itih koncentracija a- i f-jonona prikazani su
u tablici 7. Iz prikazanih rezultata moze se zakljuciti da jononi pokazuju umjerenu
sposobnost inhibicije te da porastom koncentracije inhibitora raste i postotak inhibicije
enzima.
Maksimalan postotak inhibicije postignut je pri koncentraciji a-jonona 90,9 pg mL™ i
iznosi 17,1 %. Za f-jonon maksimalna inhibicija iznosi 24,17 % pri koncentraciji 113,6

ng mL™.

Tablica 5. Inhibicija AchE dodatkom razli¢itih koncentracija a- jonona

45,5 4,7
56,8 5,6
68,1 8,6
79,5 16,7
90,9 17,1

21



Tablica 6. Inhibicija AchE dodatkom razli¢itih koncentracija -jonona

68,1 1,1
79,5 7,2
90,9 17,71
102,3 20,25
113,6 24,17




5. RASPRAVA

Alzheimerova demencija je najces¢i oblik demencije u modernom drustvu, a
pogada vise od 20 milijuna ljudi diljem svijeta. Uzrok bolesti jo$ je uvijek nepoznat no
postoji viSe teorija njenog nastanka. NajceSce se govori o genetskom porijeklu, ali
postoje teorije da je u podlozi Alzheimerove demencije mozdani deficit acetilkolina i
poremcaj acetilkolinskog metabolizma. Enzimi potrebni za sintezu i razgradnju
acetilkolina snizeni su za 30% kod pacijenata s Alzheimerovom bolesti u odnosu na
zdrave osobe. Povisenje kolinergicke neurotransmisije moze se posti¢i na vise nacina, a
jedan od njih je povecanje sinteze acetilkolina inhibicijom kolinesteraza.

Cilj ovoga rada bio je ispitati sposobnost inhibicije enzima acetilkolinesteraze
(AChE) koristenjem o- i f-jonona kao inhibitora primjenom spektrofotometrijske
metode po Ellmanu.

Oba testirana spoja su pokazala umjerenu aktivnost inhibicije, a povecanjem
koncentracije povecavao se i postotak inhibicije AChE. Maksimalna inhibicija AChE za
a-jonon postignuta je pri koncentraciji od 90,9 ug mL™ i iznosi 17,1 %, a za - jonon pri

koncentraciji 113,6 ug mL™ te iznosi 24,17 %.
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6. ZAKLJUCAK

» Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da a- i fS-jonon pokazuju
umjerenu sposobnost inhibicije acetilkolinesteraze.

» Povecéanjem koncentracije jonona povecava se postotak inhibicije. Maksimalna
inhibicija AChE za a-jonon iznosi 17,1 % pri koncentraciji 90,9 pg mL™, dok za

[-jonon iznosi 24,17 % pri koncentraciji 113,6 g mL™.
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