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GORAN SINKO

Institut za medicinska istrazivanja i medicinu rada
Ksaverska cesta 2, Zagreb

IstraZzivane su stereoselektivne interakcije acetilkolinesteraze (EC 3.1.1.7) i
butirilkolinesteraze (EC 3.1.1.8) sa R- i S-enantiomerima etopropazina (10-(2-dietil-
aminopropil) fenotiazin hidroklorida). Enantiomeri su priredeni odjeljivanjem iz
racemata primjenom stereoselektivne tekucinske kromatografije i frakcijskom
kristalizacijom. Aktivnost butirilkolinesteraze iz seruma konja u odsutnosti i prisutnosti
enantiomera etopropazina, mjerena je sa supstratom acetiltiokolinom spektro-
fotometrijskom metodom, koja omogucava pocetak mjerenja aktivnosti unutar nekoliko
desetaka milisekundi. Objedinjenim postupkom prilagodbe teoretske krivulje
eksperimentalnim vrijednostima odredene su konstante za reakciju enzima sa
supstratom i reverzibilnu inhibiciju etopropazinom, primjenom tri kineticka modela
opisana u literaturi i Ccetiri inaCice tih modela. Modeli su se razlikovali po
pretpostavljenim molekulskim vrstama, koje nastaju izmedu enzima, supstrata i
etopropazina. Konstante inhibicije izracunane iz svih modela pokazale su da je afinitet
butirilkolinesteraze za R-enantiomer oko 2,5 puta veci nego za S-enantiomer u rasponu
temperature od 12 do 37 °C. Model, koji pretpostavlja Sest parametara za hidrolizu
supstrata i dva parametra za inhibiciju enzima, najbolje je pristajao eksperimentalnim
podacima. Na mutantima rekombinantne acetilkolinesteraze miSa pokazano je da se
promjenom strukture aktivhog mjesta enzima stereoselektivnost za enantiomere moze
povedati (Y337A) ili pak biti obrnutog smjera (Y124Q i W286A) u odnosu na
stereoselektivnost butirilkolinesteraze misa, konja i Covjeka. Acetilkolinesteraza misa
oko 1600 puta slabije je inhibirana racematom etopropazinom nego butirilkolinesteraza
i nije stereoselektivna prema enantiomerima.

(121 stranice ukljucuju 44 slike, 17 tablica i 65 literaturnih vrela; jezik: hrvatski)
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modifications of these models. The kinetic models differed in presumed molecular
species, formed among the enzyme, substrate and ethopropazine. Inhibition constants
calculated from all kinetic models revealed that butyrylcholinesterase had 2.5 times
higher affinity for R-ethopropazine than for S-ethopropazine at a temperature range 12-
37°C. The kinetic model with six parameters for substrate hydrolysis and two
parameters for enzyme inhibition best fitted the experimental data. Recombinant
mouse acetylcholinesterase with mutations in enzyme active site showed that
stereoselectivity can be increased (Y337A) or reversed (Y124Q and W286A) in
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1. UvOD

1.1. Kolinesteraze

1.1.1. Klasifikacija i uloga kolinesterazéa

Acetilkolinesteraza (AChE, EC 3.1.1.7) je enzim koji u Zivéano-misi¢nim
sinapsama vrlo ucinkovito hidrolizira neurotransmiter acetilkolin (ACh). AChE je jedan
od najucinkovitijih enzima u prirodi, zasluzan za izuzetno brz prijenos Ziv¢anih impulsa.
Ideju o enzimu koji moZe razgraditi acetilkolinski ester predstavio je H. Dale 1914. god.

Istrazivanjima kolinesteraza i njihovim izoliranjem iz razlicitih bioloskih izvora
stvorilo je potrebu klasifikacije kolinesteraza. UocCilo se da kolinesteraze iz raznih izvora
pokazuju razlicitu supstratnu specificnost i razli¢ito bivaju inhibirane raznovrsnim
inhibitorima.> Ovo svojstvo kolinesteraza dovelo je do njihove podjele na AChE i
pseudokolinesteraze odnosno butirilkolinesterazu (BChE, EC 3.1.1.8). Vec je spomenuto
da AChE vrlo ucinkovito hidrolizira acetilkolin, a BChE osim $to hidrolizira acetilkolin
hidrolizira i vece kolinske estere s obzirom na acilnu skupinu. To je kljuc njihova imena
iako za BChE nije poznat fizioloski supstrat kao ni jednoznacna fizioloska uloga.
Kolinesteraze se pojavljuju osim kod sisavaca i kod drugih kraljeznjaka, ali i kod
beskraljeZznjaka. AChE beskraljeznjaka nije toliko specificna prema acetilkolinu kao
supstratu tako da je klasifikacija enzima prema supstratnoj specificnosti u njihovom
primjeru nedostatna.

Kolinesteraze su prisutne u raznim tkivima u organizmima kraljeznjaka pa uloga
AChE izvan sinapsi nije razjaSnjena, primjerice uloga AChE vezane na membrani
eritrocita.? BChE je takoder prisutna u raznim tkivima, a najvise je ima u krvnoj plazmi.
Pretpostavka je da BChE ima vaZnu ulogu u organizmu s farmakolo3Skog i toksikoloskog
stajaliSta bududi je sposobna hidrolizirati razlicite estere, kao $to su veliki neutralni
esteri ili ¢ak negativni esteri na pr. aspirin® jednako ucinkovito kao i butirilkolin.1 BChE
u plazmi moze znacajno doprinositi perifernoj kolinergi¢noj ravnotezi, koja regulira
kljuéne funkcije hematopoetickog i imunoloskog sustava.® Zanimljivo je da se i AChE i
BChE javljaju tijekom neurogeneze, prije pojave sinapsi, zbog cega je cjelokupnost
njihove fizioloSke uloge jos pod velom tajne.

AChE je enzim koji se povezuje s nekoliko bolesti kao Sto su Alzheimer-ova

bolest, Parkinson-ova bolest i miastenia gravis (lat. myasthenia gravis).
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1.1.2. Strukturna svojstva acetilkolinesteraze i butirilkolinesteraze

Kolinesteraze pripadaju porodici enzima, hidrolazama, koje karakterizira o/
smatanje.* Hidrolaze (EC 3) cine veliku skupinu proteina sa raznim funkcijama te ih
dijelimo na lipaze, peptidaze, dehalogenaze i adhezijske proteine. AChE i BChE su
srodni enzimi uz 54%-tnu identicnost proteinske sekvencije kada se usporede riblja AChE
(lat. Torpedo californica; TcAChE) i covjeéja BChE.®> Usporedbom trodimenzionalne
strukture aminokiselinskih kostura ovih enzima, bez bocnih lanaca, uocava se
poklapanje preko 95%. U strukturi oba enzima konzervirani su cisteina koji tvore tri
disulfidna mosta u monomeru, te cistein preko kojeg se monomeri povezuju u dimer.®
Medu konzerviranim aminokiselinama su i aminokiseline kataliticke trijade serin, histidin
i glutamat. Kataliticka trijada kolinesteraza razlikuje se od one serinskih proteaza po
tome $to je aspartat zamijenjen ve¢ spomenutim glutamatom.

Nakon kristalizacije TcAChE koju su nacinili Sussman i suradnici 1991. god.
otkriveno je da se aktivno mjesto AChE nalazi na dnu Zdrijela koje je duboko oko 20 A i
Siroko na ulazu oko 5 A.° To je bilo iznenadujuée s obzirom da je ovaj enzim jedan od
najucinkovitijih poznatih enzima, koji moze hidrolizirati 16 000 molekula supstrata u
sekundi, pa se ocekivalo aktivno mjesto na povrsini enzima. Zapravo enzim hidrolizira
supstrat dobro izdvojen od okolnog medija. Aktivno mjesto Covjecje BChE je za nekih
200 A® vece od onog AChE (= 500 A® prema 200 A®) i to zato $to se kod BChE umjesto 14
aromatskih aminokiselina aktivhog mjesta AChE nalazi njih 8, a umjesto Sest se nalaze
manje alifatske ili polarne aminokiseline. Ova razlika smatra se odgovornom za razli¢ita
kineticka svojstva AChE i BChE. Daljnjim istrazivanjima aktivnog mjesta AChE i BChE
kristalografskim metodama, metodama genetickog inzenjerstva i kinetickim mjerenjima
utvrdena su Cetiri domene unutar aktivnog mjesta.”® To su periferno mjesto na ulazu u
aktivno mjesto enzima na koje se prvo vezu pozitivno nabijeni supstrati i inhibitori,
kationsko vezivno mjesto koje stabilizira vezanje kvaternog dusika acetilkolina,
aciliraju¢e mjesto sa oksianionskom Supljinom i mjesto vezanja acilnog dijela supstrata

(acilni dzep).



DISERTACUJA uvoD

1.1.3. Prirodne varijante covjecje butirilkolinesteraze

Genetika covjeCje BChE podrobno je istrazivana tako da je otkriveno vise od
trideset prirodnih inacica s razli¢itim mutacijama. Pojava mutacija koje dokidaju
enzimsku aktivnost, tihe mutacije (eng. silent), dovele su do zakljucka da BChE nema
esencijalnu ulogu u organizmu, koja bi ogranicavala prirodnu mutagenezu. Pojavnost
mutacija BChE pracena je diljem svijeta kao pokazatelj povijesnih migracija i
prilagodbe.®*°

Procjena je da gotovo Cetvrtina populacije zapadnoeuropskih zemalja ima u
organizmu neku inacicu BChE.'! Cesta inadica BChE je atipéna inadica sa tockastom
mutacijom aspartata 70 u glicin (D70G) koja smanjuje specificnost enzima. Posljedica
ove mutacije je nemogucnost hidrolize sukcinilkolina koji se koristi tijekom operativnih
zahvata za opustanje misica, takoder djeluje kao inhibitor AChE. Takve osobe su vitalno
ugroZzene ako ih se tretira sa sukcinilkolinom tijekom anestezije. Opcenito osobe sa
inaCicama BChE razli¢ito reagiraju na inhibitore kolinesteraza, a to je svojstvo
iskoristeno za laboratorijski postupak utvrdivanja inacica BChE.***3
UvrijeZzeno je misljenje da BChE, bududi da dobro hidrolizira ACh, §titi AChE od

toksi¢nih ksenobiotika s ciljem odrzavanja vitalne funkcije neurotransmisije.***

1.2. Inhibitori kolinesteraza

1.2.1. Reverzibilni i progresivni inhibitori

Inhibitori su spojevi koji ometaju ili onemogucuju aktivnost enzima, a njihovo
djelovanje moze biti reverzibilno ili ireverzibilno. Da bi neki inhibitor bio ireverzibilan
njegova struktura mora oponasati strukturu prijelaznog stanja koja se javlja u enzimu
tijekom katalitickog ciklusa i kovalentno se vezati na aminokiselinu koja sudjeluje u
reakciji sa supstratom.

Reverzibilni inhibitori veZzu se nekovalentno u aktivho mjesto kolinesteraza
(etopropazin, edrofonij, takrin, huperzin A i dr.) ili se veZu na periferno mjesto enzima
na ulazu u aktivno mjesto (propidij, galantamin, tubokurarin i dr.)." Takoder su
sintetizirani inhibitori koji se istovremeno mogu reverzibilno vezati na oba mjesta na
enzimu kao 3to su dekametonij i donepezil.' Donepezil je lijek (Aricept®) koji se daje
bolesnicima s Alzheimer-ovom bolescu kako bi im se povecala razina kortikalnog
acetilkolina.

Ireverzibilni inhibitori djeluju tako da se kovalentno veZu na serin kataliticke

trijade cime je onemogucena normalna hidroliza supstrata ACh (Slika 1.1B). U
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ireverzibilne inhibitore kolinesteraza ubrajamo karbamate (bambuterol, ezerin i dr.) i
organofosforne spojeve od kojih su najjaci inhibitori kemijski bojni otrovi (sarin, soman,
tabun, VX i dr.). Neki od ovih spojeva ne dokidaju enzimsku aktivnost u potpunosti
bududi da voda spontano regenerira serin kataliticke trijade. Vrijeme poluraspada (ti/,)
za reakciju dekarbamoilacije i defosforilacije kolinesteraza inhibiranih moze iznositi od
dvadesetak minuta pa do nekoliko sati.*>*® Enzim moze ireverzibilno izgubiti aktivnost

nakon inhibicije organofosfornim spojevima kao $to su bojni otrovi.

A Acetllkolm Tetraedarsko prijelazno stanje Regeneracija s vodom
A veoma brza
\/\ N
\/\ /@ 7"on o
AN - o - -
O H-y N A o OH /\NH OH N/\NH A o
O )O - j H
SER GLU < SER GLU < HIS SER
. o] ij i Regeneracija s vodom
B Organofosforni i D, Pentaedarsko prijelazno stanje g veomajspora
Spoj O P\ OR; .
NC OR, (.) CN  R;0O o
NC P\ORl RzO
o- N H\ Ox_OH (2 \
_ ) H
SER SER GLU HIS SER
Slika 1.1 Usporedba mehanizama hidrolize supstrata i ireverzibilne inhibicije

kolinesteraza. Mehanizam hidrolize acetilkolina kolinesterazama odvija se
preko tetraedarskog prijelaznog stanja. Nakon nukleofilnog napada na
karbonilni ugljik acetiltiokolina nastaje ester serina i octene kiseline koji biva
naknadno izrazito brzo hidroliziran od strane vode (A).'” Mehanizam
inhibicije kolinesteraze organofosfornim spojem je slican, jer takoder
nastaje ester serina i organofosforne kiseline (B). Buduci je atom fosfora
okruZen s Cetiri atoma kisika, regeneracija serina hidrolizom estera vodom je
jako usporena. Vodi je onemogucen nukleofilni napad zbog odbijanja
negativnih naboja na kisicima organofosfornog spoja i onog vode.
Organofosforni spoj strukturom oponasa tetraedarsko prijelazno stanje Sto ga

c¢ini jakim inhibitorom kolinesteraza.
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1.2.3. Etopropazin

Etopropazin (10-(2-dietilaminopropil)fenotiazin hidroklorid; Slika 1.2) iz grupe
spojeva fenotiazina, koristi se kao neurolepticni lijek u tretmanu Parkinsonove bolesti.
Spomenuto je da je etopropazin selektivni reverzibilni inhibitor BChE koji se
primjenjuje tijekom mjerenja aktivnosti AChE u uzorcima kada su prisutna oba enzima
AChE i BChE.'®?° Etopropazin je kiralni spoj sa asimetri¢nim ugljikovim atomom u
pobocnom lancu. Opravdano je ocekivati da bi pojedini enantiomeri etopropazina mogli
pokazivati razliku u inhibiciji kolinesteraza bududi da su one gradene od kiralnih
aminokiselina.?*?* Poznato je da ¢e se enantiomeri medusobno razlikovati u kiralnom
okruzenju pa se ova pojava koristi prilikom odjeljivanja enantiomera iz racemicne

smjese tj. ekvimolarne smjese enantiomera.

>

Slika 1.2 Kemijske sturukture inhibitora etopropazina i supstrata acetiltiokolina (ATCh).
Kiralni ugljikov atom etopropazina oznacen je zvjezdicom. Atom dusika je
oznacen plavom, kisika crvenom, ugljika sivom i sumpora Zutom bojom.

Vodikovi atomi nisu prikazani radi preglednosti.
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1.3. Stereoselektivnost kolinesteraza

1.3.1. Kiralnost i nomenklatura enantiomera

Kiralnost, vrsta stereoizomerije, jedna je od osnovnih pojava u prirodi i
karakteristicna je za Zivi svijet i njegove osnovne gradevne jedinice aminokiseline,
Secere i lipide. Molekula je kiralna kada se ne moze preklopiti s vlastitom zrcalnom
slikom, poput dlanova ruke (gr¢. xeip (cheir) - ruka). Enantiomerima se naziva par
kiralnihn molekula koje se odnose kao predmet i zrcalna slika, a smjesa dvaju
enantiomera u molarnom omjeru 1:1 racemicnom smjesom. Stereoizomeri imaju
identi¢nu kemijsku strukturu, tj. atomi su u molekuli povezani na isti nacin, ali je
prostorni raspored atoma drugaciji. Stereoizomeri se dijele na konformacijske i
konfiguracijske, a konfiguracijski opet na geometrijske i opticke. U geometrijske
stereoizomere ubrajamo cis- i trans-izomere. Opticke stereoizomere Cine enantiomeri i
dijastereomeri. Razlika u prostornom rasporedu atoma unutar molekule moze uzrokovati
razliku u bioloskim svojstvima optickih stereoizomera, odnosno enantiomera i
dijastereomera.??’ Enantiomeri zakrecu ravninu polariziranog svjetla, a to svojstvo prvi
je uocio J. B. Biot 1815. god. Na osnovi prostornog, trodimenzionalnog, modela
molekula J. H. van’t Hoff i J.-A. Le Bell neovisno su 1874. god. postavili teoriju
podrijetla opticke aktivnosti. Razlikuju se cetiri oblika kiralnosti: srediSnja, osna,
planarna i helikoidalna kiralnost (Slika 1.3 a, b, ¢ i d). Kod molekula je najcesca
sredisnja kiralnost. Kiralna molekula (slikal.3 a) ima asimetri¢no srediste, tj. centar
asimetrije kada su na nekom atomu (ugljik, dusik, fosfor, sumpor i drugi) vezana Cetiri
razlicita supstituenta usmjerena u vrhove tetraedra. Molekule koje imaju dva, tri ili n
kiralnih centara imaju 2" stereoizomera. Neki od tih stereoizomera su enantiomeri, dok

su ostali dijastereomeri, tj. ne odnose se kao predmet i zrcalna slika.

o)
COCH cl Ho0e T ‘
* J— “\\\\H o
H3C)Vg: H>:C N¢ (el @G‘
a b c OJ d

Slika 1.3 Cetiri oblika kiralnosti: sredi$nja (a), osna (b), planarna (c) i heliko-
idalna (d).®

Sustav nomenklature enantiomera, Cahn-Ingold-Prelogova (CIP) nomenklatura®,
oznacava apsolutne strukture kiralnog centra oznakama konfiguracije R (lat. rectus -
desno) ili S (lat. sinister - lijevo) s obzirom na raspored prioritetnih skupina oko

kiralnog, asimetricnog, sredista (Slika 1.4). Ova nomenklatura rangira supstituente na
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kiralnom centru s obzirom na atomski broj atoma vezanog na kiralni atom. Atomi veceg
atomskog broja imaju visi prioritet. Ako dva supstituenta na kiralnom srediStu imaju isti
prioritet, sljedeci atomi vezani na prvi atom takoder se rangiraju dok se ne uoci razlika.
VisSestruke veze se promatraju kao odgovarajuci broj jednostrukih veza s atomom istog

atomskog broja.

zrcalna ravnina

R-enantiomer S-enantiomer

Slika 1.4 Primjer odredivanja apsolutne konfiguracije enantiomera (mlijecna kiselina).
Redoslijed skupina prema stupnjevima prioriteta je OH > COOH > CH; > H
odnosno brojcano 1 > 2 > 3 > 4. Gledanjem u smjeru kiralnog sredista i
skupine najnizeg stupnja prioriteta (atom vodika) odreduje se slijed preostalih
skupina. Ako je redoslijed preostalih skupina u vrhovima imaginarnog trokuta
sukladan smjeru kazaljki na satu, onda se radi o R-enantiomeru, a ako je taj

redoslijed suprotan, radi se o S-enantiomeru.?®

1.3.2. Stereoselektivne interakcije kolinesteraza

Acetilkolinesteraza i butirilkolinesteraza su stereoselektivni enzimi $to se ocituje
u njihovoj interakciji s kiralnim supstratima i inhibitorima kao sto su kiralni kinuklidinski
esteri, karbamati i organofosforni spojevi, koji se kovalentno vezu u kataliticko mjesto
enzima.?** Kod skupine kiralnih organofosfornih spojeva (OP-spojevi) uoéena je razlika
u djelovanju pojedinih enantiomera iako se u praksi ovi spojevi rabe u racemicnom
obliku. Kako bi se utvrdila toksi¢nost pojedinih enantiomera Zivcanih bojnih otrova
sarina, somana i VX-a, oni su priredeni u istrazivacke svrhe. Toksi¢no djelovanje OP-
spojeva temelji se na inhibiciji acetilkolinesteraze (AChE) cijom se inhibicijom
onemogucava hidroliza neurotransmitera acetilkolina i prijenos Zivcanih impulsa.

Toksicnost OP-spojeva izrazava se kao doza spoja kod koje ugiba 50% tretiranih Zivotinja
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(LDsg). Soman je spoj sa dva kiralna centra, na fosforu P(z) i ugljiku C(z), i ima cetiri
dijastereomera. Pokazalo se da P(-) stereoizomeri somana imaju priblizno 50 puta viSu
akutnu toksi¢nost u odnosu na P(+) stereoizomere.®® Stereoizomeri P(-)-somana i (-)-
sarina pokazuju slicnu toksicnost na misevima (LDsp ~ 40 pg/kg). U slucaju VX-a pokazalo
su kombiniranjem sintetskih i enzimskih metoda. C(+) i C(-) enantiomeri somana
sintetizirani su iz opticki Cistih enantiomera pinakoilnog alkohola, a P(+) i P(-)
enantiomeri somana odvojeni su inkubacijom s o-kimotripsinom koji specifi¢cno veze
P(-)-soman.®** Enantiomeri VX-a priredeni su sintetski polazeé¢i od opticki Cistih

preteca.*®®

1.4. Mehanizam interakcija kolinesteraza sa supstratima i inhibitorima
1.4.1. Kineticki modeli i jednadzbe

1.4.1.1. L. Michaelis—M. L. Menten®

Michaelis i Menten-ova predstavili su model hidrolize supstrata enzimom 1913
god. Njihov model razvijen je na proucavanju aktivnosti invertaze (B-
fruktofuranozidaza, EC 3.2.1.26), enzima koji hidrolizira saharozu na glukozu i fruktozu,
i temelji se na pretpostavci da enzim i supstrat prvo stvaraju reverzibilni kompleks ES,
Michaelis-ov kompleks, definiran konstantom disocijacije Ks. Nakon stvaranja tog
kompleksa enzim prevodi supstrat u produkt ili produkte reakcijom prvog reda, koju
opisuje konstanta brzine k. G. E. Briggs i J. B. S. Haldane predlozili su 1925. g. izvod
Michaelis-Menten-ina jednadzbe iz stacionarnog stanja, koje nastupa onda kad je
koncentracija ES kompleksa u vremenu stalna tj. kompleks nastaje i nestaje istom
brzinom (Slika 1.5). Ovu jednadZbu takoder se moZe izvesti i iz predstacionarnog stanja
odnosno kada je koncentracija nastalog produkta zanemariva (P=0), a koncentraciju

supstrata mozemo smatrati jednaku pocetnoj (S=S,).

k
E+sk—+1~|zs—>k3 E+ P
-1

Slika 1.5 Shema Michaelis-Menten-ina modela reakcije enzima sa supstratom prema

Briggs—Haldane-u. Konstante brzine k; i k; odnose se na stvaranje i
raspadanje Michaelis-ovog kompleksa ES, a konstanta brzine k; odnosi se na

stvaranje produkta P.
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Da bi izveli Michaelis-Menten-inu jednadZzbu potrebno je napisati diferencijalnu
jednadzbu promjene koncentracije Michaelis-ova kompleksa ES u vremenu koja

predstavlja razliku brzina nastajanja i nestajanja ovog kompleksa.

% — k. E-S—(k,ES+kES)=0 (1.1)

Iz pretpostavke stacionarnog stanja vrijedi da je dani diferencijal jednak nuli

k,E-S=ES(k, +k,) (1.13)
Sredivanjem izraza i prebacivanjem konstanata na istu stranu dobivamo izraz za
Michaelis-ovu konstantu K,

E-S k&, +k, K

1.1b
ES k., m (1.10)

Aktivnost enzima, v, definirana se kao produkt konstante brzine ks; i koncentracije
Michaelis-ova kompleksa ES,
V =k, -ES (1.2)

a maksimalna aktivnost enzima, Vy,, kao produkt ukupne koncentracije enzima E, i k3

V., =k, -E, (1.2a)
Kataliticka konstanta ks moZe se poistovjetiti s keat, koja predstavlja korak (ili korake)
kojim enzim prevodi supstrat u produkt.
Supstitucijom u jed. 1.1b koncentracije enzima E sa razlikom ukupne koncentracije

enzima E, i koncentracije Michaelis-ovog kompleksa ES dobiva se

E-S_(E,-ES)-S _

=K 1.1c
ES ES " ( )
Izlu¢ivanjem Michaelis-ovog kompleksa ES na lijevu stranu jednakosti dobiva se
ES = _ & (1.1d)
K.,/S+1
te supstitucijom u jed. 1.2 koncentracije ES dobivenim izrazom
vV =k E, Vin (1.3)

*K_/S+1 K. /S+1

dobiva se poznati oblik Michaelis-Menten-ine jednadzbe.

Mehanizmi inhibicije enzima temeljeni na Michaelis-Menten-inom modelu

Iz Michaelis-Menten-ina modela moZe se izvesti jednadzba za kompetitivhu
inhibiciju enzima gdje supstrat i inhibitor kompetiraju za isto mjesto vezanja na
enzimu. Stvaranjem enzim-inhibitor kompleksa El smanjuje se koncentracija enzima koji

moze hidrolizirati supstrat.
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k k
E+S=—==FES3»F+P
K.1
+I“K|
El

Slika 1.6 Shema mehanizma kompetitivne inhibicije reakcije enzima sa supstratom.

Vezanje inhibitora na slobodni enzim mijenja koncentraciju slobodnog enzima E

dostupnog za reakciju sa supstratom, a ukupna koncentracija enzima iznosi
E, =E+ES+EI (1.4)

Koncentracija slobodnog enzima E nakon supstitucije ElI kompleksa sa konstantom

disocijacije enzim-inhibitor kompleksa K, iznosi
E=(E,-ES)/@+1/K,) (1.4a)

UvrStavanjem jed. 1.4a u jed. 1.1c i daljnjim transformacijama dobiva se izraz za
kompetitivnu inhibiciju enzima
\Y

YK @WK /S+1 (-9

Iz Michaelis-Menten-ina modela moZe se izvesti i jednadzbu za nekompetitivnhu
inhibiciju enzima u kojoj inhibitor onemogucuje stvaranje produkta nakon $to se veze

na Michaelis-ov kompleks.

k+1 k3
E+S <——ES —>E + P
k-1
+ || K +1 | Ky
k+1
El+ S IES
k-l

Slika 1.7 Shema mehanizma nekompetitivne inhibicije reakcije enzima sa supstratom.

Vezanje inhibitora na Michaelis-ov kompleks smanjuje koncentraciju Michaelis-

ovog kompleksa zbog cega pada brzina nastajanja produkta u enzimskoj reakciji
E, =E+ES+EI+IES (1.6)
Koncentracija slobodnog enzima E iznosi
E=E, /(1-1/K,)-ES (1.6a)
UvrStavanjem jed. 1.6a u jed. 1.1c i daljnjim transformacijama dobiva se izraz za

nekompetitivnu inhibiciju enzima

10
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o Vol @+ VK)

1.7
K,/1S+1 (1)

lako se ranije Michaelis-Menten-in model koristio u opisivanju aktivnosti kolinesteraza
pokazalo se da on nije prikladan budu¢i da teoretska krivulja ne opisuje
eksperimentalne podatke bilo da AChE pokazuje inhibiciju supstratom ili da BChE
pokazuje prividnu ,,aktivaciju”“ odnosno ,,inhibiciju*“ supstratom kada je koncentracija

supstrata manja ili visa od Kp,.

1.4.1.2. D. D. van Slyke—G. E. Cullen®®

U isto vrijeme kada su L. Michaelis i M. L. Menten razvijali svoj model reakcije
izmedu enzima i supstrata, istrazivaci D. D. van Slyke i G. E. Cullen predloZili su 1914.
g. drugaciji mehanizam od njihova proucavajuéi kinetiku ureaze.® 3¢ van Slyke i Cullen
pretpostavili su da prvi korak u reakciji izmedu enzima i supstrata nije reverzibilan vec

ireverzibilan (Slika 1.8).

k+1 k3
E+S —> ES—>»E + P

Slika 1.8 Shema reakcije izmedu enzima i supstrata prema van Slyke i Cullen-u.

Bududi da nema ravnotezne reakcije izmedu ES i E promjena koncentracije ES u
vremenu t rezultira nesto drugacijom jednadZbom od one izvedene iz Michaelis-Menten-

ina modela.

% =k ,E-S—kES (1.8)
Van Slyke i Cullen pretpostavili su takoder da se koncentracija kompleksa ES ne mijenja
tijekom reakcije, odnosno pretpostavili su stacionarno stanje reakcije. Ta pretpostavka
znaci da se jed. 1.8 moze izjednaciti s nulom. IzluCivanjem koncentracije kompleksa ES
na lijevu stranu jednakosti i supstitucijom koncentracije slobodnog enzima E sa razlikom

ukupne koncentracije enzima E, i koncentracije kompleksa ES dobiva se izraz

E
ES = 0 .
(k, 1k,)/S+1 (1.82)

Uvrstavanjem izraza za ES u jed. enzimske aktivnosti (jed. 2) dobiva se slijededi izraz

11
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V=—m (1.9)

k, S
Ova jednadzba enzimske aktivnosti vrlo je slicna Michaelis-Menten-inoj jednadzbi 1.3 s
tom razlikom da je konstanta K, zamijenjena kvocijentom ks/k.;. Buduci da je kvocijent

konstanata takoder konstanta nije moguce razlikovati kvocijent ks/k.; od konstante K.

1.4.1.3. J. L. Webb

Webb je predloZio mehanizam reakcije izmedu enzima i supstrata koji predvida
vezanje druge molekule supstrata na periferno mjesto na enzimu te promjenu u
enzimskoj aktivnosti.®” U osnovi enzim reagira sa supstratom kao kod Michaelis-Menten-
ina modela kada je koncentracija supstrata toliko mala da je vezanje supstrata na
periferno mjesto enzima zanemarivo, odnosno koncentracija SES kompleksa je
zanemariva. Porastom koncentracije supstrata povecava se udio SES kompleksa u

reakcijskoj smjesi pa se mehanizam reakcije enzima sa supstratom mijenja (Slika 1.9).

Ks bk
SE + S SES——SE + P
Kss Kss
Ks ks
E + S ES——> E +P

Slika 1.9 Shema reakcije izmedu enzima i supstrata prema Webb-u.®’

Jedna od pretpostavki u Webb-ovom modelu, je ta da nema razlike u afinitetima enzima
za supstrat bilo da se supstrat veZe u aktivnho mjesto enzima na slobodni enzim (Ks) ili
na kompleks ES (Kss). Takoder nema razlike u afinitetu kada se supstrat veze na
periferno mjesto na slobodni enzim (Kss) ili na reverzibilni kompleks ES kada je prva
molekula supstrata vezana u aktivho mjesto enzima (Kss). U modelu parametar b
predstavlja utjecaj vezanja druge molekule supstrata na ES kompleks na cjelokupnu
aktivnost enzima. Kada je b manji od jedan, supstrat inhibira enzim, a kada je b veci od
jedan, supstrat aktivira enzim. Polazeci od istih pretpostavki kao u Michaelis-Menten-
inom modelu, da je sustav u stacionarnom stanju tj. koncentracija kompleksa ES je

stalna u vremenu, ovaj model opisuje slijedeca jednadzba aktivnosti (izvod u Prilogu)

veo Vo (+b-S/K) (1.10)
(Ks/S+1) ([@+S/K)

12
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Usporedbom jed. 1.10 sa Michaelis-Menten-inom jed.1.3 uocavamo da se radi o
produktu Michaelis-Menten-ine jed. sa kvocijentom koji u sebi sadrzi parametre b i Kss.
Kada bi parametar b izjednacili s jedan, kvocijent bi se pokratio i jed. 1.10 poprimila bi
oblik Michaelis-Menten-ine jed. 1.3. Konstanta Ks u tom slucaju postaje Michaelis-ova
konstanta K.

G. Cauet i suradnici primijenili su Webb-ov model u opisu aktivnosti BChE
konjskog seruma i uocili da se Webb-ov model moZe reducirati buduci da su slijedece
enzimske specije E, ES, SE i SES u termodinamickoj ravnotezi.® Iz termodinamike

proizlazi da nije bitan put kojim se postize neko stanje vec razlika u slobodnim

energijama pocetnog i konacnog stanja. Stoga ravnotezu E <= ES== SES mozemo
zanemariti, a ako je vrijednost Kss konstante puno veca od Ks konstante tada takoder
omjer Ks/ Kss mozemo zanemariti. Cauet-ova jednadzba aktivnosti BChE glasi
_V,-[L+b-S/K)
(K /S+SIK +1)

(1.11)

Iz Webb-ovog modela izveo sam model inhibicije enzima reverzibilnim
inhibitorom. Pretpostavio sam vezanje inhibitora u aktivno i periferno mjesto na enzimu
sa odgovarajucim konstantama disocijacije A 1 K[. Budu¢i da je etopropazin
kompetitivni inhibitor BChE i kod koncentracija supstrata nizih od 100 pmol dm?, u
modelu sam ispustio ravnotezu izmedu El i IES kompleksa. Ta ravnoteza znacila bi
nekompetitivnu inhibiciju BChE (jed. 1.7) u podrucju koncentracija supstrata nekoliko

puta nizih od Kss.

Ks bk
SE + S SES—>SE + P
/
Kss Kss
Ks I Kk,
E + S ES——> E + P
A
+I“K|A +l K|P
1
El IES

Slika 1.10 Shema reverzibilne inhibicije enzima izvedena iz Webb-ovog modela.

Iz ovog modela izveo sam slijedecu jednadZbu inhibicije enzima

v V,-(1+b-S/K)
Ki@+1 /KN /S+L+SIK +1/KT)

(1.12)

13
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U jednadzbi je prvi clan nazivnika jednak onome u jed. za kompetitivnu inhibiciju
izvedenu iz Michaelis-Menten-ina modela (jed. 1.5), dok drugi ¢lan nazivnika opisuje
kompeticiju inhibitora i supstrata za periferno mjestu na enzimu. Nacinio sam dvije
izmjene modela inhibicije. U prvoj izmjeni ispustio sam konstantu A} pa jednadzba
aktivnosti glasi
v V,-(1+b-S/K)
Ks@L+1/KY)/S+(@Q+S/Kg)

(1.13)

U drugoj izmjeni sam izjednacio konstante k' i K|, te se jednadzba za aktivnost
mijenja u
v V., -1+b-S/K)
Ki@+1 /KN /S+@QL+SIKg +1 /K]

(1.14)

1.4.1.4. T. L. Rosenberry

T. L. Rosenberry i suradnici predlozili su detaljan mehanizam hidrolize supstrata
acetilkolinesterazom koji ukljucuje vezanje druge molekule supstrata na periferno
mjesto na enzimu i njen utjecaj na cjelokupnu enzimsku aktivnost (Slika 1.11).%° Model
predvida razlike u konstantama brzina aciliranja k,, deaciliranja ks, eliminacije
produkta kp pod utjecajem periferno vezane molekule supstrata. Model predvida i dva
alternativna puta nastajanja produkata i to da se u prvom stupnju oslobada produkt P
pa potom produkt A ili drugi put kod kojeg prvo nastaje produkt A pa potom produkt P.
Ovaj model ne predvida razliku u vezanju supstrata na periferno mjesto enzima bez
obzira da li je aktivno mjesto slobodno ili acilirano, ali pretpostavlja razliku u afinitetu
perifernog mjesta za supstrat ukoliko je produkt P jo$§ prisutan u aktivhom mjestu
enzima.

Ovaj model je poprilicno sloZzen te ga nisam primijenio u analizi
eksperimentalnih podataka buduéi da bi bilo vrlo tesko evaluirati svih 13 kinetickih

parametara iz dostupnih eksperimentalnih podataka.

14
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K_p2
EPSp+A——= ESp+ P

ek,

ak fk_p 3
ESSp—> EAPSp —> EAS, —>=ESp+ A

J
ksl ik.s ksl||ik.s kSA‘ k.
kg ki ko dk p K3
E+ S=—=—ESp=—=ES » EAP —» EA — E+ A
K.g k.1 -P
cks
¥ k

-P
EP+A— E+ P
Slika 1.11 Shema reakcije hidrolize supstrata acetilkolinesterazom prema Rosen-

berry-u.*®

1.4.1.5. J. Stojan—D. Fournier

J. Stojan, D. Fournier i suradnici predlozili su nekoliko kinetickih modela koji
opisuju enzimsku hidrolizu supstrata ATCh.*°*? Eksperimentalno su Kkoristili enzim AChE
iz vinske musice (lat. Drosophila melanogaster) koji pokazuje inhibiciju aktivnosti pri
visSim koncentracijama supstrata kao i AChE kraljeZznjaka. Osnovni kriterij u razvoju
kinetickog modela je taj da se sa minimalnim brojem kinetickin parametara opise
slozena kinetika kolinesteraza, a da se pri tome postigne najmanje odstupanje
teoretske krivulje od eksperimentalnih podataka.

Kako bi se smanjio broj kinetickih parametara u modelu (Slika 1.12) konstanta
disocijacije reverzibilnog enzim-supstrat kompleksa Ks ukljucena je u konstantu
aciliranja serina k,, buduc¢i da ne pretpostavlja nakupljanje ES kompleksa tijekom
reakcije. U usporedbi sa Michaelis-Menten-inim modelom, to bi znacilo da je povratna
reakcija disocijacije ovog kompleksa izrazito spora, odnosno k. << k.;. Mehanisticki, to
znaci da ce svaka molekula supstrata koja ude u aktivno mjesto enzima biti hidrolizirana
od strane enzima, analogno van Slyke—Cullen-ovom modelu. Uporiste ovoj pretpostavci
pruza izrazito velika kataliticka moc kolinesteraza. U modelu se uz parametar b
pojavljuje i parametar a. Parametar a predstavlja utjecaj druge molekule supstrata,
vezane na periferno mjesto na enzimu, na konstantu acetiliranja serina k,. Konstante
disocijacije enzim-supstrat kompleksa K; i K, odnose se na periferno vezani supstrat uz
pretpostavku da aciliranje serina mozZe imati utjecaja na promjenu afiniteta enzima za

periferno vezanje supstrata.
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ak2 bk3
SE+ S —> SEA—>SE + P

K

E+S — EA—> E+P

K2

Slika 1.12 Shema reakcije izmedu enzima i supstrata prema Stojanu i Fournier-u.*°

Iz navedenog modela izvodi se slijedeca jednadZba enzimske aktivnosti

E,A,S
V= 0
SA+S/K,)IA+b-S/IK,)+ k,(L+S/IK)/Tk,(L+a-S/K,)]

(1.15)

Stojan-Fournier-ov model sam prosirio tako da ukljucuje inhibiciju reverzibilnim
inhibitorom (Slika 1.13). Pretpostavio sam dvije mogucnosti u modelu, kompeticiju
inhibitora i supstrata u aktivhome mjestu enzima i takoder kompeticiju u perifernome
mjestu enzima. Afinitet enzima za inhibitor predstavljaju konstante disocijacije enzim-

inhibitor kompleksa u aktivnome mjestu A i u perifernome mjestu enzima A .

ak, bk 3
SE+ S —> SEA—>SE + P

Kl K2
/ Ky / K
E+S—> EA—> E+P
A |
+ || K| +l K|P
/ /
El IEA

Slika 1.13  Shema reverzibilne inhibicije enzima izvedena iz Stojan-Fournier-ovog

modela.

Iz sheme reverzibilne inhibicije enzima (Slika 1.13) izveo sam slijedecu jednadZbu

aktivnosti enzima u prisutnosti reverzibilnog inhibitora

V= S i LA S | (1.16)
S(1+72+7F)/(1+b'S/K2)+k3(1+71+K7IA)/[k2(l+a'S/K1)]

Stojan i Fournier prosirili su svoj model reakcije izmedu supstrata i kolinesteraze

ukljucivsi u njega najnovije kristalografske spoznaje o vezanju supstrata ATCh u aktivno
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mjesto enzima (Slika 1.14).** Uspjelo se prirediti kristalnu strukturu AChE iz ribe
Torpedo californica sa supstratom koji je bio u tolikom suvisku da je u potpunosti
inhibirao aktivnost enzima (ATCh = 0,50 mol dm™). Buduci da je aktivnost enzima bila
inhibirana, u kristalima su se uspjele uocCiti uz acilirani serin kataliticke trijade, jo$
dvije molekule ATCh vezane u aktivnhome mjestu enzima (Slika 1.14). Kako ovo nisu
uobicajeni odnosi koncentracija enzima i supstrata, koji se inaCe primjenjuju u
kinetickim pokusima, nije bilo moguce do sada potvrditi ovakav mehanizam hidrolize

temeljem kinetickih mjerenja.

E199 \\“@

Slika 1.14 Kristalna struktura acetilkolinesteraze sa supstratom acetiltiokolinom (0.5 mol

dm™) vezanim u aktivnom mjestu enzima. Slika je preuzeta iz Ref. 42.

Dosadasnji model (Slika 1.12) proSiren je uvodenjem nekoliko dodatnih
ravnoteznih reakcija koje se odnose na vezanje supstrata na enzim (Slika 1.14).%%*
Autori su izjednacili konstante disocijacije K; i K, koje se odnose na vezanje supstrata
na periferno mjesto na enzimu i zamijenili ih konstantom Kp. Takoder su u model uvrstili
reverzibilni kompleks enzima i supstrata u aktivhome mjestu ES sa konstantom
ravnotezZe K, koja se odnosi na ravnotezu izomernih formi kompleksa enzima i supstrata
u aktivnome ES i perifernome mjestu SpE. Analogno konstanti K, uvedena je konstanta
K. koja se odnosi na acilirani enzim. Najveca razlika izmedu dva Stojan-Fournier-ova
modela (Slika 1.12 i Slika 1.15) je ta, $to drugi model sada ukljucuje tercijarne

komplekse enzima sa dvije molekule supstrata SpES i SpEAS.
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soEs K2y 5 A 2Kap gE 4 P

A
Kp +S Kp +S

/
Ke Ky Ky 3
E+ S==SpE<—=—ES —» EA—> E+P

Slika 1.15 ProSirena shema reakcije izmedu enzima i supstrata prema Stojanu
i Fournier-u.*? Dani kineticki model temelji se na modelu opisanom shemom
1.12.

JednadZba reakcije enzima i supstrata izvedena iz proSirenog Stojan-Fournier-ovog

modela glasi

E k.S (1.17)
S S S s? S
/L+b- )+ kKK L+ + > Hk,(L+a >
" KP) KoK ( Ko KoK, KPZKL) [4( /(P)]

V=

2
S(l+i+ S + ?
Ko KoKy KoKy

Ovaj model sam takoder prosirio ukljucivsi kompeticiju inhibitora i supstrata u
aktivnome mjestu enzima i takoder kompeticiju u perifernome mjestu enzima (Slika

1.16). Afinitet enzima za inhibitor predstavljaju konstante disocijacije enzim-inhibitor

kompleksa u aktivnome mjestu K" i u perifernome mjestu enzima K| . Ponovno prema

analogiji sa K, konstantom k* konstanta predstavlja ravnotezu izomernih formi enzima

s inhibitorom vezanim u aktivhome i perifernome mjestu.
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SpEAS
Kp"+s
o EAS
K|L 1 K|_|_
' k b
IE SpESE 2 5 EA X3 5E+ P
y A A
+ || Kp Kp |l +S Kpll +S
' Kp K Tk, ks
E+S‘:SPE‘_ES—DEA—)> E+ P
/ /
+{[Kip +1[Kyp
y y

IES IEA
Slika 1.16 Shema reverzibilne inhibicije enzima izvedena iz proSirenog Stojan-Fournier-

ovog modela reakcije enzima i supstrata (Slika 1.15).

Iz modela proSirenog za stvaranje reverzibilnih kompleksa inhibitora sa enzimom izveo

sam slijedecu jednadzbu aktivnosti enzima u prisutnosti inhibitora

e (1.18)
A+B
2
A=s@ey > o S L Uy, 7)
Ko KoKy, K p K Kip Ke (1.19)
2
B=khK@r>v-—> v > o SU b by ava )
KP KPKL KP KL KPKLKLP Kl,P Kl LKl P K

1.4.2. U¢inak temperature na enzimsku aktivnost*®

U kinetici je poznat utjecaj temperature na ireverzibilne kemijske reakcije koji
je opisao S. A. Arrhenius i dok su J. W. Gibbs i J. H. van't Hoff opisali utjecaj na
ravnotezne reakcije. Buduci da su enzimi prirodni katalizatori, koji ubrzavaju kemijsku
reakciju snizavanjem energije prijelaznog stanja bez utjecaja na ravnotezu izmedu
reaktanata i produkata, na njih se takoder mogu primijeniti zakoni koji vrijede i za
enzimski ne katalizirane reakcije. Kod enzima je bitno spomenuti da zagrijavanjem
enzima iznad fizioloSke temperature nastupa denaturacija enzima. Tim procesom, iako
ne dolazi do cijepanja kovalentnih veza, naruSava se tercijarna struktura enzima

prekidanjem vodikovih veza i drugih slabih veza unutar polipeptidnog lanca enzima. To
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je posljedica razlike u jacinama veza buduci da energija prosjecne vodikove veze iznosi
20 kJ mol?, a energija kovalentne veze oko 400 kJ mol™. Tijekom denaturacije
zamjenjuju se intramolekulske vodikove veze s onima izmedu polipeptidnog lanca i
molekula otapala, odnosno vode. Kada se mjeri aktivnost nekog enzima kao funkcija
temperature treba imati na umu da je doljnja granica temperature tocka ledista
reakcijske smjese, a gornja granica je vec¢ spomenuta temperatura denaturacije
enzima. Temperatura kod koje je 50% strukture enzima naruSeno, definira se kao
temperatura denaturacije enzima.

Rezultati koji se dobiju iz ovakvog eksperimentalnog pristupa nisu uvijek
jednoznacni te njihova interpretacija zahtijeva oprez buduci da promjena temperature
moze utjecati na promjenu konformacije enzima, uzrokovati pojavu izoformi enzima te

moZe djelovati i na supstrat.
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2. CILJ RADA

Acetilkolinesteraza i butirilkolinesteraza su stereoselektivni enzimi $to se ocituje
u njihovoj interakciji s kiralnim supstratima kao $to su kinuklidinski esteri i kiralnim
inhibitorima kao Sto esteri fosforne i karbaminske kiseline. Ovi spojevi se kovalentno
vezu u kataliticko mjesto enzima. Razlika u brzini reakcije izmedu enantiomera kiralnog
spoja posljedica je prostornog rasporeda radikala na kiralnom atomu i mogucnosti
njihovog smjestaja u aktivhom centru enzima. Enantiomer koji bolje pristaje u aktivni
centar enzima brze i reagira s enzimom, odnosno ima veci afinitet za enzim nego drugi
enantiomer. 3°%°

Ovim radom Zelio sam istraziti mehanizam inhibicije kolinesteraza
enantiomerima i racematom etopropazina. Etopropazin je reverzibilni inhibitor
butirilkolinesteraze koji stvara samo nekovalentne veze unutar aktivhog mjesta enzima.
On se koristi kao specifi¢ni inhibitor butirilkolinesteraze prilikom mjerenja aktivnosti
acetilkolinesteraze u preparatima koji sadrze oba enzima. Interakcije kolinesteraza i
etopropazina mjerio sam pomocu standardnih i brzih kinetickih metoda mjerenja
aktivnosti enzima u prisutnosti supstrata acetiltiokolina, te neposrednim mjerenjem
vezanja etopropazina na enzime bez prisutnog supstrata.

Rezultate eksperimentalno izmjerenih enzimskih aktivnosti u odsutnosti i
prisutnosti etopropazina interpretirao sam primijenivsi osam kinetickih modela. Modeli
se razlikuju po pretpostavkama vezanja inhibitora u aktivno i/ili periferno mjesto na
enzimu i po vrsti kompleksa enzima koji mogu nastati vezanjem supstrata i/ili
inhibitora. Modeli su iskuSani prilagodbom teoretskih jednadzbi izvedenih iz predlozenih
kinetickih modela na eksperimentalno izmjerene enzimske aktivnosti u odsutnosti i
prisutnosti etopropazina, te su izracunane kataliticke konstante hidrolize acetiltiokolina
i konstante disocijacije etopropazina. Valjanost kinetickog modela, dodatno sam iskusao
prilagodbom teoretske krivulje na eksperimentalne podatke izmjerene pri raznim
temperaturama. Promjena temperature uti¢e na enzimsku aktivnost te se ocekuje da ¢e
pruZziti dodatne podatke o mehanizmu enzimske reakcije sa supstratom i enzimom. Kako
bih povezao stereoselektivnost butirilkolinesteraze sa strukturom aktivnog mjesta
enzima, odredio sam konstante reverzibilne inhibicije butirilkolinesteraze Covjeka, misa
i konja, te nekih mutanata miSje acetilkolinesteraze kojima su promijenjene
aminokiseline unutar aktivnog mjesta.

Da bi se utvrdila stereoselektivnost kolinesteraza prema enantiomerima
etopropazina, bilo je potrebno prethodno odijeliti enantiomere etopropazina iz
racemata primjenom kiralne tekucinske kromatografije i frakcijske kristalizacije.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Enzimski preparati

Kao izvor enzima koristena je ljudska krv (acetilkolinesteraza iz eritrocita i
butirilkolinesteraza iz seruma), procis¢eni preparat BChE seruma konja, te
rekombinantna AChE, BChE i mutanti AChE misa.

Uzorci krvi, dobiveni od zdravih osoba, uzimani su u heparinizirane epruvete i
centrifugirani 20 minuta, nakon cega je plazma odvojena od eritrocita. Za mjerenje
enzimske aktivnosti eritrociti su dva puta isprani od ostataka plazme i razrijedeni u
fosfatnom puferu (0,1 mol dm™®) do volumena pune krvi. Kao izvor BChE koristena je
plazma vise osoba koje imaju ili samo uobicajenu serumsku butirilkolinesterazu i/ili
koju od varijanti (inacica) BChE. Fenotip BChE utvrden je uobicajenom procedurom za
fenotipiranje butirilkolinesteraze.**?

BChE iz konjskog seruma komercijalno je dostupan preparat (Sigma, SAD), kojoj
se titracijom s organofosfornim inhibitorom (DEPQ) poznate koncentracije odredla
koncentracija aktivnih mjesta.***°

Rekombinantni enzimi AChE, BChE te mutanti AChE miSa bili su poklon prof. P.
Taylora sa kalifornijskog sveucilista San Diego, SAD. Ovi enzimi priredeni su metodama
genetickog inZenjerstva i ekspresijom u embrionalnim stanicama ljudskih bubrega (HEK

293).8

3.2. Supstrati i inhibitori

Kao supstrati kolinesteraza koriSteni su: acetiltiokolinov jodid (ATCh; Fluka-
BioChemika, Svicarska i Sigma, SAD) i butiriltiokolinov jodid (BTCh; Sigma, SAD). Kao
inhibitori koristeni su racemicni etopropazin (Sigma, SAD) i razdvojeni enantiomeri
etopropazina te organofosforni inhibitor DEPQ (7-(0,0-dietilfosfiniloksi)-1-metil-
kinolinijev metilsulfat).** Osnovne otopine ATCh (150 mmol dm™) i BTCh (100 mmol
dm™) te racemi¢nog i enantiomerno ¢istog etopropazina (1,0 mmol dm™) pripremane su

u deioniziranoj vodi.
3.3. Pufer i reagensi
Pufer koriSten u eksperimentima opisanima u ovom radu bio je natrijev fosfatni

pufer (0,1 mol dm™; pH 7,4). Pufer je dobiven titracijom vodenih otopina odgovarajucih

soli Na;HPO, i NaH,PO,, koncentracije 0,1 mol dm3. pH pufera odredivan je SevenEasy
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pH-meterom sa InLab® 413 kombiniranom elektrodom (Mettler-Toledo GmbH, Svicarska)
na 25 °C. Za kalibraciju pH-metra koriStena je standardna puferska otopina (pH 7.00 +
0.01; Mettler-Toledo GmbH, Svicarska). Tiolni reagens DTNB (5,5-ditiobis-2-
nitrobenzojeva kiselina) (Sigma, SAD) priredivan je kao 6,6 mmol dm™ otopina u

fosfatnom puferu (0,1 mol dm™; pH 7,4).

3.4. Odjeljivanje enantiomera etopropazina

3.4.1. Frakcijska kristalizacija

Za odjeljivanje enantiomera etopropazina u vec¢im kolicinama primijenjena je
frakcijska kristalizacija diastereoselektivnih soli dibenzoilne vinske kiseline. Ovaj
postupak opisan je u literaturi za spoj prometazin koji je kemijski srodan
etopropazinu.*® Kako bi se dobila slobodna baza etopropazina dodano je 3,01 g (8,63
mmol) racemicnog etopropazin hidroklorida, etera i vodena otopina natrijeva hidroksida
(2 mol dm™). Eterski sloj je odijeljen od suspenzije, a preostali vodeni sloj dodatno je u
dva navrata ispiran eterom. Eterski slojevi su spojeni i suSeni na kalijevom karbonatu.
Nakon suSenja eter je uklonjen uparivanjem uz sniZzeni tlak i dobiveno je 2,71 g
slobodne baze (8,67 mmol). Koli¢ina dobivene baze prividno je visa zato jer nije bilo
moguce uparivanjem ukloniti sav eter. Ovako dobivena baza otopljena je sa suviskom
0,0'-dibenzoil-p-vinske kiseline (8,67 mmol) u kipu¢em acetonu. Nakon spontanog
hladenja otopine istalozili su se bijeli kristali koji su potom izolirani filtriranjem te
dodatno procis¢eni dvostrukom kristalizacijom iz acetona i zavr$snom kristalizacijom iz
apsolutnog etanola. Kristali etopropazinijevog dibenzoil-p-tartarata (1,08 g) prevedeni
su u hidroklorid prevodenjem etopropazina u slobodnu bazu i taloZzenjem etopropazin
hidroklorida iz eterske otopine propuhivanjem plinovitog vodikovog klorida. Kao finalni
produkt dobiven je (-)-etopropazin hidroklorid, 0,60 g, uz iskoriStenje 40% i
enantiomernu cistocu 99,1% ([a]p=-11,5°; c¢=0,05, EtOH). Spajanjem maticnica i
njihovim uparivanjem do suha te naknadnom ekstrakcijom slobodne baze etopropazina
dobiveno je 1.50 g (4,80 mmol) etopropazina. Vec¢ opisanim postupkom kristalizacije
etopropazina sa 0,0'-dibenzoil-L-vinskom kiselinom (4,80 mmol) dobiven je u konacnici
(+)-etopropazin hidroklorid, 0,76 g, uz iskoristenje 51% i enantiomernu cistocu 97,9%
([a]o=*11,7°; c=0,07, EtOH).
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3.4.2. Kiralna tekucinska kromatografija (HPLC)

Kromatografija visoke ucinkovitosti provedena je na Knauer HPLC sustavu
(Knauer GmbH, Njemacka) koji se sastojao od Knauer WellChrom Maxi-Star K-1001
pumpe, injektora sa 20 pL petljom (Knauer HPLC 6-port-valves) i UV detektora
(KnauerWellChrom K-2500). Odjeljivanje pikova na koloni praceno je na valnoj duljini
A=254 nm. Za racunalnu analizu kromatograma koristen je racunalni program Knauer
Eurochrom 2000. Tijekom kromatografske analize praéeni su slijedeci parametri:

k1': faktor kapaciteta za prvoizlazeci enantiomer (t;/t,-1, ti»-vrijeme zadrZavanja
analita na koloni, t,-vrijeme izlaska fronte otapala);

k,': faktor kapaciteta za drugoizlazedi enantiomer (t,/t,-1);

o: faktor selektivnosti (a=k,'/k;");

Rs: faktor rezolucije (Rs=2(k.-ki)/(witw,), w je Sirina kromatografskog pika na
baznoj liniji koju ocrtavaju tangente kroz tocke infleksije na bocnim stranicama
kromatografskog pika).

HPLC kolone polisaharidnog tipa s kiralnim nepokretnim fazama proizvod su Daicel
Chemical Industries, Ltd. (Japan), a kolone cetkastog tipa takoder sa kiralnim
nepokretnim fazama proizvodi Iris Technologies, Inc. (SAD). Sve su kolone bile

analitickog tipa, duljine 250 mm i unutrasnjeg promjera 4,6 mm.
3.4.3. Cirkularni dikroizam (CD)

CD spektri enantiomera etopropazin hidroklorida snimani su na JASCO J-810
spektropolarimetru (JASCO Research Ltd., Kanada) na 25 °C u kvarcnim kivetama s
optickim putom 1 cm. Koncentracije etopropazina tijekom mjerenja bile su u rasponu
(1-6)-10™ mol dm’®.

3.4.4. Opticko zakretanje
Opticko zakretanje etanolskih otopina enantiomera etopropazin hidroklorida

odredivano je na PolAAr 21 automatskom polarimetru (Optical Activity Ltd., Engleska)

pri sobnoj temperaturi (~ 25 °C) u kiveti optickog puta 10 cm.
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3.4.5. Nuklearna magnetska rezonancija (NMR)

Za snimanje NMR spektara koriSten je Bruker Avance DRX500 spektrometar koji
radi na frekvenciji protona od 500,13 MHz i sadrzi 5 mm probu za obrnutu detekciju i
dodatak za z-gradijente. *H-NMR spektri su snimani sa spektralnom $irinom od 9 000 Hz,
65 000 tocCaka u spektru uz digitalnu rezoluciju od 0,05 Hz po tocki i sa 8-16 skeniranja.
Tetrametilsilan (TMS) je bio unutarnji standard. Uzorci od 20 mg bili su otapani u
etanolu-dg, kloroformu-d; ili acetonitrilu-d;. *C APT NMR spektri su snimani sa
spektralnom Sirinom od 25 000 Hz, 65 000 tocaka u spektru uz digitalnu rezoluciju od
0,05 Hz po tocki i sa 200-500 skeniranja (APT eng. Attached Proton Test).

Dvodimenzijski DQF COSY spektri snimani su uz 7 000 Hz spektralnu Sirinu u obje
domene, 1 000 tocaka u vremenskoj domeni i 512 inkrimenata za svaki set podataka uz
linearnu predikciju i ,,zero filling” 1 000 tocaka (DQF COSY eng. Double Quantum
Filtered - Correlation Spectroscopy). Vrijeme relaksacije bilo je dvije sekunde, a spektri
su obradeni sa sinusnim uteznim funkcijama. Digitalna rezolucija bila je 6,8 Hz po tocki
u obje f1 i f2 domene nakon dva skeniranja.

HSQC (eng. Heteronuclear Single Quantum Correlation) i HMBC (eng.
Heteronuclear Multiple Bond Correlation) spektri snimani su uz vrijeme relaksacije od
1,5 sekundi i osam skeniranja po inkrementu. Sirina spektra od 7 000 Hz bila je u
akvizicijskoj domeni f2 i Sirina od 25 000 Hz u vremenskoj domeni fl. Podatci su
prikupljeni u matricu (1024 X 256) i obradeni pomocu transformiraju¢e matrice (2 000 x
1 000) uz ,,zero filling” u f1 domeni. Digitalna rezolucija bila je 2,4 Hz i 20,3 Hz po tocki
u odgovarajucim f1 i f2 domenama. Sinusna multiplikacija provedena je prije Fourierove
transformacije. U HMBC spektrima, relaksacija sparivanja dugog dometa bila je
pode$ena na 60 ms.

Dvodimenzijski TPPI NOESY spektri snimani su uz vrijeme mijeSanja od 400 ms i
obradeni sa sinusnom kvadratnom funkcijom pomaknutom za m/2 u obje domene (TPPI
eng. Time-Proportional Phase Increment). Sirina spektra bila je 7 000 Hz u obje domene
i vrijeme relaksacije 1,5 sekundi. Podatci su prikupljeni u matricu (2 048 x 512) te
obradeni pomocu transformiraju¢e matrice (2 000 x 1 000). Spektri su snimani uz 8

skeniranja uz digitalnu rezoluciju 3,4 i 6,8 Hz po tocki u pripadajucoj f1 i f2 domeni.
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3.5. Mjerenje aktivnosti kolinesteraza

3.5.1. Standardna spektrofotometrijska metoda

Enzimska aktivnost acetilkolinesteraze i butirilkolinesteraze prema ATCh i BTCh,
u odsutnosti i u prisutnosti inhibitora, mjerena je spektrofotometrijskom metodom po
Ellmanu koriste¢i DTNB kao tiolni reagens.*’ Enzimskom hidrolizom supstrata nastaje
tiokolin koji reagira s DTNB-om pri ¢emu se oslobada Zuto obojeni anion 5-tio-2-
nitrobenzojeve kiseline (TNB™ anion, Slika 3.1), a porast apsorbancije aniona prati se na
valnoj duljini A=412 nm. Kao spektrofotometar koriSten je CARY 300 s termostatiranjem
(Varian Inc., Australija). Reakcijska smjesa sadrzavala je 0,1 mol dm™ fosfatni pufer
pH=7,4, 0,33 mmol dm™ DTNB, enzim (kontrolna proba) ili enzim i inhibitor (inhibirana
proba), dok je ATCh dodavan na kraju. Usporedo je mjerena aktivnost inhibiranih i
kontrolnih proba. Ukupni volumen reakcijske smjese bio je 1,0 mL. Konacno razrjedenje
eritrocita bilo je 600 puta, a mjerenja aktivnosti radena su prema slijepoj probi koja je
sadrzavala eritrocite, DTNB i pufer. Konacno razrjedenje plazme bilo je 300 puta, a
mjerenja aktivnosti su radena prema slijepoj probi koja je sadrzavala pufer i DTNB.
Mjerenje aktivnosti zapoceto je trideset sekundi nakon dodatka supstrata u reakcijsku
smjesu. Kod svih mjerenja promjena apsorbancije AA/min bila je priblizno 0,1 i linearna
s vremenom odnosno mjerenja su provedena u uvjetima nepromjenjivosti pocetne
koncentracije supstrata. Na slican je nacin mjerena aktivnost BChE iz konjskog seruma,
rekombinantnih misjih enzima: AChE, mutanata AChE i BChE. Aktivnost enzima izrazena
kao promjena apsorbancije po minuti (AA/min) preracunana je i izrazena u gmol-ovima
hidroliziranog supstrata u minuti po mililitru uzorka krvi, plazme ili koncentraciji
aktivnih mjesta enzima. Prilikom racuna enzimske aktivnosti koristena je vrijednost
molarnog ekstinkcijskog koeficijenta (€) koja odgovara temperaturi na kojoj su mjerenja
izvodena.”® Sve aktivnosti korigirane su za spontanu hidrolizu ATCh. Konacne
koncentracije reagenasa bile su: DTNB (0,33 mmol dm™), ATCh (0,0020-75 mmol dm),
etopropazina (0,020-20 pmol dm™).

|
N S kolinesteraza + S O N S R
/N\/\/ \"/ —_— \N/\/ OS/S\R - N/\/ \S/ + R—§S
(o]

~CH,COOH -\ N\
DTNB TNB
acetiltiokolinov jodid 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzojeva kiselina) R= 0, anion
OH
o
N
N\
o

Slika 3.1 Shematski prikaz Ellman-ove metode.
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3.5.2. Spektrofotometrijska metoda zaustavljenog protoka

Tehnika zaustavljenog protoka omoguéava spektrofotometrijsko mjerenje
enzimske aktivnosti neposredno nakon mijeSanja reaktanata (desetak milisekundi,
koliko iznosi mrtvo vrijeme uredaja odnosno vrijeme mijeSanja reaktanata) kao i
precizno mjerenje aktivnosti pri malim koncentracijama supstrata u uvjetima njegove
potpune hidrolize, odnosno visokih aktivnosti u uvjetima nepromjenjivosti pocetne
koncentracije supstrata.

Mjerenje enzimske aktivnosti ovom tehnikom provedeno je na dva nacina s
obzirom na koncentraciju enzima i supstrata prisutnu tijekom mjerenja prema Ellman-
ovoj metodi opisanoj u poglavlju 3.5.1. Prvi nacin karakterizira prisutnost manje
koncentracije enzima u reakcijskoj smjesi zbog Cega sporije nastaje produkt odnosno
koncentracija supstrata se ne mijenja tijekom mjerenja i to opazamo kao linearni
porast apsorbancije kroz nekoliko minuta. Ovi uvjeti su istovjetni onima koji se
primjenjuju prilikom mjerenja aktivnosti klasicnom spektrofotometrijskom metodom
(Slika 3.2A). Drugi nacin mjerenja karakterizira potpuna hidroliza supstrata u produkte.
Ovakvo mjerenje zahtijeva viSe enzima u reakcijskoj smjesi kako bi brZze nastupila
potpuna hidroliza. U ovom slucaju opazamo eksponencijalni porast apsorbancije
produkta koja s vremenom postize maksimalnu vrijednost i ostaje nepromijenjena Sto se
oCituje kao plato reakcijske krivulje (Slika 3.2B). Vrijednost apsorbancije na platou
eksponencijalne krivulje odgovara pocetnoj koncentraciji supstrata koja je koristena
prilikom mjerenja. Reverzibilna inhibicija enzima mjerena je tako da je mjerena
aktivnost BChE konja prema ATCh uz prisutnost najmanje Cetiri koncentracije inhibitora
Cije su koncentracije bile odabrane tako da inhibiraju BChE od ~10% do ~90%. Usporedo
s mjerenjem inhibiranih proba, mjerena je i aktivnost kontrolnih proba za svaku
koncentraciju ATCh.

Mjerenja su provedena na spektrofotometru CARY 300 (Varian Inc., Aut) s
temperaturnom kontrolom i sa ,,stopped flow* dodatkom (SFA-20 MX, Hi-Tech Scientific
Ltd., UK) i na PQ/SF 53 ,,stopped flow* uredaju (Hi-Tech Scientific Ltd., UK). ,,Stopped
flow* uredaj sastoji se od Strcaljki, komore za mijeSanje reakcijske smjese i kivete za
mjerenje enzimske aktivnosti (Slika 3.3). Od ukupno cetiri $trcaljki, tri se mogu koristiti
za pohranu reaktanata npr. enzim, supstrat i inhibitor, dok cetvrta sluzi za prihvat
sadrZaja iz kivete u kojoj se mjeri enzimska aktivnost. Reakcijska smjesa pripremala se
tako Sto se u jednu Strcaljku stavljao enzim i DTNB, a u drugu supstrat, odnosno

supstrat i inhibitor. U trenutku mijeSanja sadrzZaji iz obje Strcaljke mijeSaju se u omjeru
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1:1, pa koncentracije reaktanata u S$trcaljkama moraju biti dvostruko veée od

koncentracija u kiveti tijekom mjerenja enzimske aktivnosti.

0.125+4 0.125+4
A B
0.1004 0.1004
o 0.0754 o 0.0754
— —
<t <t
< 0.0504 < 0.0504
0.0254 0.0254
OOOC T T T T 1 OOOC T T T T
0.0 0.5 1.0 15 20 25 0.0 25 5.0 75 10.0
Vrijeme / min Vrijeme / min
Slika 3.2 Mjerenje enzimske aktivnosti koristenjem spektrofotometrijske metode
zaustavljenog protoka. Koncentracija enzima u reakcijskoj smjesi tako je
odabrana da apsorbancija produkta raste linearno s vremenom (A) i
eksponencijalno do potpune hidrolize supstrata (B).
Spremnik
lzvor
) | svjetla
Potisak Kiveta
Mijesanje 1l
reaktanata Sustar
E detekcije l Sklopka
] Otpad
Spremnik
Slika 3.3 Shematski prikaz rada uredaja sa zaustavljenim protokom ,,stopped flow*.

Mjerenja aktivnosti BChE prema ATCh provedena su na valnoj duljini A=412 nm. Konacno

razrjedenje ishodne otopine enzima (2 mg cm™) bilo je 100 puta u uvjetima iscrpljivanja

supstrata ili 2000 puta u uvjetima nepromjenjivosti pocetne koncentracije supstrata.
Konacne koncentracije reagenasa bile su: DTNB (0,33-0,50 mmol dm™), ATCh (0,020-75

mmol dm™), etopropazina (0,020-20 pmol dm™).
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3.6. Metoda gaSenja fluorescencije

Ova metoda pokazala se pogodnom za neposredno mjerenje konstanti
disocijacije kompleksa kolinesteraza i reverzibilnih liganada, jer ne zahtijeva prisutnost
enzimskog supstrata.*® Metoda se temelji na fluorescenciji enzimskih kromofora, koji je
u nasem slucaju aminokiselina triptofan. Da bi do$lo do fluorescencije prvo treba
pobuditi triptofane iz osnovnog u viSe energetsko stanje njihovim izlaganjem UV
zracenju (Aex=280 nm), a potom se prati fluorescencija kao posljedica vracanja u
osnovno energetsko stanje (A.m=337 nm). Kada se u otopinu enzima doda odredena
koli¢ina nekog liganda, npr. etopropazina, stvara se ravnoteza izmedu kompleksa enzim-
ligand i slobodnog enzima odnosno liganda. Posljedica nastajanja enzim-ligand
kompleksa je gaSenje triptofanske fluorescencije u aktivnhom mjestu enzima radi
njihovog zasjenjenja molekulama etopropazina. Buduéi da ravnoteza ne nastaje
trenutno, moguce je mjeriti konstante brzine asocijacije (k.;) i disocijacije (k)
kompleksa, a omjer tih konstanata daje ravnoteZznu konstantu disocijacije (Kp). Ovom
metodom odredivane su konstante disocijacije (Kp) kompleksa etopropazina, u
racemic¢nom i enantiomerno cistom obliku, i BChE konja, BChE misa, te mutanata AChE

misa.

3.7. JednadZbe primijenjene u obradi rezultata

Racunalni programi

Komercijalni racunalni programi koriSteni prilikom izracunavanja kinetickih
konstanti bili su Excel 2002 (Microsoft Corp., SAD) i GraphPad Prism 4.00 (GraphPad
Software Inc., SAD). Kori$ten je i nekomercijalni racunalni program za izracun kinetickih

konstanata koji je originalno razvio Duggleby, a prilagodio Stojan.*%>°

Aktivnost enzima
Enzimska aktivnost (v) racuna se iz linearnog porasta apsorbancije (AA/min) TNB
aniona prema slijedecoj jednadzbi:

AA/min
V=——-
€

dil (3.1)

gdje je molarni ekstinkcijski koeficijent TNB aniona (€) i faktor razrjedenja osnovne
otopine enzima (dil). Prilikom mjerenja aktivnosti s iscrpljivanjem supstrata (metoda

zaustavljenog protoka) pocetna enzimska aktivnost racuna se prema danom izrazu:
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v K i (3.2)

€
gdje je A apsorbancija postignuta nakon potpune hidrolize supstrata (plato
eksponencijalne krivulje) i k konstanta brzine. Produkt A-k predstavlja tangentu (nagib

pravca) na eksponencijalnu krivulju koju opisuje jed. 3.3 u vremenu (t=0).
y=A-(1-e*Y (3.3)
Ostale jednadzbe enzimske aktivnosti koje su izvedene iz kineti¢kinh modela biti

¢e opisane u poglavljima u kojima se raspravljaju ti modeli.

Konstante disocijacije (Hunter-Downs prikaz)

Konstante disocijacije enzim-inhibitor kompleksa moguce je odrediti mjerenjem
aktivnosti enzima u odsutnosti i prisutnosti inhibitora pri raznim koncentracijama
supstrata. Osnovnu jednadZzbu po kojoj se moze provesti racun izveli su Hunter i
Downs*, a u knjizi Aldridge-Reiner'® izvedene su jednadZbe za raunanje konstanti
disocijacije enzim-inhibitor kompleksa uzevsi u obzir vezanje supstrata i/ili inhibitora
na alostericko i/ili aktivno mjesto enzima.

Prividna konstanta inhibicije enzima K; s, reverzibilnim inhibitorom definirana je

slijededim izrazom

Kigp =—— (3.4)

gdje je enzimska aktivnost u odsustvu inhibitora v,, enzimska aktivnost u prisutnosti
inhibitora v; i koncentracija inhibitora | u reakcijskoj smjesi. Dani izraz moZe se

transformirati u drugu jednadZbu pravca

\Y; [
—2 = +1 3.5
v "% (3.5)

i i,app

Takoder se jed. 3.5 moZe prevesti u jednadzbu hiperbole poznatiju kao Hill-ova
jednadzba

Do.=1-Yi— A
Vo  (Kiwy 71)"+1

l.app

(3.6)

kojom se inhibicija iskazuje kao doseg inhibicije (D.l.; 0<D.l.<1), A je maksimalni doseg
inhibicije i parametar n je mjera idealnosti krivulje ili kooperativnost (n>0). Jednadzba
3.6 preuredi se tako da nije u obliku razlomka i da v, bude na lijevoj strani, a v; na

desnoj strani jednakosti
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Vo Kinop = Vi (14 Ki ooy ) (3.5a)
Sada se mozZe napisati jednadzZba reciprocna jed. 3.5

Vil Haw (3.5b)

Vo 1+ K

MnoZenjem jed. 3.5b sa -1 i naknadnim dodavanjem jedinice sa lijeve i desnhe strane

dobiva se slijededi izraz
4 K. l+K... —K
1-JiogDiew . AT (3.5c)
Y I+K I+ K I+K

o l,.app l,.app l,.app

koji je potrebno dodatno urediti dijeljenjem brojnika i nazivnika s koncentracijom
inhibitora (1)

v b ! (3.5d)
\Y; 1+ K 1+K.. /1

[¢] 1,app 1,app

Zamjenom jedinice u brojniku sa A i potenciranjem omjera (K; app/1) U nazivniku na n-tu
dobiva se Hill-ova jed. 3.6.

Kako bi se iz niza prividnih konstanti inhibicije enzima (K;app) reverzibilnim
inhibitorom odredila konstanta inhibicije enzima (K;) Kkoristi se Hunter-Downs

jednadzba:**

K.
—L.S+K, 3.7
P i @3.7)

®

K

i,app =

U toj jednadzbi S je koncentracija supstrata kod koje je odredena prividna konstanta
inhibicije (Kiapp) 1 (Ki)) reverzibilna konstanta supstrata za slobodni enzim. Ako se
pretpostavi da enzim ima alostericko mjesto na koje se mogu vezati supstrati i/ili
inhibitori dolazi se do izraza koji objedinjuje kompeticiju supstrata i inhibitora u
aktivnom i alosteri¢kom mjestu enzima.*®
P (1+K/S) - (1+S/K)
vap (K/S) - (UK, + UK, +I/(K,K))+ UK, + K/ (K,Kss)

(3.8)

U jed. 3.8 prividna konstanta inhibicije enzima (Ki a5p) 0OVvisi 0 koncentraciji inhibitora (i),
ali i o koncentraciji supstrata (S). Konstante disocijacije kompleksa enzim-supstrat i
enzim inhibitor u aktivnom mjestu enzima su Kg i K, a konstante disocijacije

kompleksa enzim-supstrat i enzim inhibitor u alosterickom mjestu enzima su Kss i K;.
Konstante disocijacije (metoda gaSenja fluorescencije)
Konstante disocijacije (Kq) za etopropazin i ChE preparate racunate su prema

slijedecim izrazima:
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y = C. e'kobs‘t (39)

Ky =k, -L+k, (3.10)
k

K, =—~ 3.11

> = % (3.11)

JednadZzbom 3.9 odreduje se konstanta brzine gaSenja fluorescencije (ko) koja
eksponencijalno ovisi o vremenu (t). Eksponencijalna jednadzba (3.9) takoder je
definirana platoom (C) koji odgovara koncentraciji nastalog kompleksa enzim-
etopropazin. Koreliranjem niza (kos) sa odgovaraju¢im pocetnim koncentracijama
etopropazina (C,), jed. 3.10., dobiva se pravac nagiba (k.;) i odsjecka na ordinati (k), a
omjer ovih dviju veli¢ina definira konstantu disocijacije (Kp), jed. 3.11.

Jednadzba 3.9 izvedena je iz ravnoteze nastajanja i disocijacije kompleksa
enzim-ligand (EL) gdje su slobodni enzim (E) i slobodni ligand (L), a konstanta brzine

nastajanja kompleksa (k.;) i konstanta brzine disocijacije kompleksa (k.;).

k
E+L <<= EL

Ky
Iz dane ravnoteZe moZe se napisati diferencijalna jednadzba koja opisuje promjenu

koncentracije kompleksa EL u vremenu t

%:k+l-E-L—k_l-EL, (3.93)
a supstituiranjem koncentracije slobodnog enzima E sa razlikom ukupne koncentracije

enzima (E,) i koncentracije nastalog EL kompleksa dobiva se slijededi izraz:

oEL (E

B, =E+EL = —= =k, ,—EL)-L—k, -EL (3.9b)

Uredivanjem izraza sa desne strane jednakosti, odnosno izlucivanjem EL dobiva se

izraz pogodan za integriranje uz supstituciju EL u x i uvodenjem parametara a i b.

OEL oX

—=k,-E,-L-EL-k,-L+k,) => —=a-b-X 3.9¢c

81: +1 o] ( +1 —1) 8t ( )
a=k,EL Db=k,L+k,

Uredivanjem izraza za integriranje i njegovim integriranjem uz granice integrala od 0

do = dobiva se logaritamska jednadZba sa konstantom integriranja o.

o0

Ia—XZTat _, Inl-bx)_, (3.9d)
sd—-b-x g -b

Konstanta integriranja o izracuna se iz pocetnih uvjeta integriranja odnosno u t=0

koncentracija kompleksa EL jednaka je nuli (x=0)

33



DISERTACIJA MATERUJAL | METODE

t=0=>x=0 a:'n—;1 (3.9¢)

Vrijednost konstante a uvrStava se u prijasnji izraz 3.9d

In(a-bx):t+ln_a
-b -b

i logaritamski ¢lanovi se prebace na lijevu stranu i svedu pod zajednicko logaritmiranje

(3.9f)

uz mnozenje jednadzbe sa -b.

In(a_bxj:-b-t (3.99)
a
Nastali izraz pogodan je za antilogaritmiranje i naknadno izlucivanje x koji predstavlja

koncentraciju EL kompleksa sa lijeve strane jednadzbe
1-2x et x:%(l—e'b't) (3.9h)
a

Bududi da se eksperimentalno mjeri gaSenje fluorescencije, promjena koncentracije
enzima E, a dani izraz se odnosi na stvaranje kompleksa EL potrebno je jednadzbu
transformirati u oblik pogodan za pracenje gasenja fluorescencije. U prvom koraku

lijeva i desna strana jed. se mnoZi sa -1
a -b-t a a bt .
x=—\l-e (-1 =-x=——+—¢ 3.9i
ey S (3.90)

i u drugom koraku tako uredi da samo eksponencijalni dio ostane na desnoj strani, i tada

se lijevu stranu moze supstituirati say, a omjer a/bsaC

a a -b-t -b-t H
-X+—=—8 => :C-e 3.9
b b y (3.91)

UvrStavanjem umjesto b izraza sa konstantama brzina nastajanja i disocijacije

kompleksa dobiva se jednadzba koja opisuje gaSenje fluorescencije:

y =C.e katkalt (3.9K)

Odnos konstanti disocijacije za racemat i enantiomere

S ciljem objedinjavanja inhibicije enzima enantiomerima i racematom
etopropazina koristen je slijede¢i izraz za K, racemata kao funkciju K*® pojedinih
enantiomera

2
K=—— 3.12
Y 412
KIR KIS
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Ova jednadzba izvodi se iz jed. za ravnoteznu konstantu disocijacije EI kompleksa
(38.12a), gdje je | koncentracija racemata, odnosno ekvimolarne smjese enantiomera
(R:S=1:1)

E-I
K =— 3.12a
= ( )
pa koncentraciju kompleksa El ¢ini suma koncentracija kompleksa ER i ES
k-E1__El (3.12b)
El ER+ES

Supstitucijom kompleksa ER i ES sa pripadajuéim konstantama disocijacije dobiva se
slijededi izraz
E-I E-I

'"ER+ES E-R E-S
R + S
Kl Kl

(3.12¢)

Izraz je potrebno dodatno urediti izlucivanjem E u nazivniku te supstitucijom
koncentracija enantiomera R i S sa 1/2 buduc¢i da je racemat ekvimolarna smjesa

enantiomera

o El E-l 2
' E-R E-S E.If 1 1 1 1 (3.12d)
m T s + T s
K| K, 2 \K[ K} K" K,

Utjecaj temperature na kineticke konstante
Za pracenje temperaturnog utjecaja na brzinu enzimske hidrolize supstrata ATCh
primijenjena je Arrhenius-ova jed.:
k=A- e (3.13)
koja definira eksponencijalnu promjenu konstante brzine reakcije k s temperaturom T
uz energiju aktivacije E5, opcu plinsku konstantu R i predeksponencijalni ili frekvencijski
faktor A.** Logaritmiranjem Arrhenius-ove jed. dobiva je jednadzba pravca
Ink=InA-E, /RT (3.14)
Takoder primjenom Gibbs-ove jednadzbe (3.15) mogucée je odrediti entalpiju (A*H) i
entropiju (A*S) aktivacije za enzimsku hidrolizu supstrata

NG = RT(InkFB - |n$j = A*H- TA'S (3.15)

U ovoj jednadzbi ks je Boltzmann-ova konstanta (1,38062-10% JK™), h je Planck-ova
konstanta (6,6262-10* Js) i k je konstanta brzine reakcije.
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Gibbs-ova jednadzba (3.15) primijenjena je i u odredivanju standardne entalpije (AH®) i
entropije (AS°) stvaranja reverzibilnin kompleksa enzim-supstrat odnosno enzim-
inhibitor.

AG®° = -RT -InK, = AH° — TAS® (3.16)
U danoj jednadZzbi K., oznacava ravnoteznu konstantu afiniteta koja je reciprocna
disocijacijskoj konstanti (Keq=1/Kp). Dijeljenjem jed. 3.16 sa -RT dobiva se van't Hoff-
ova jednadzba
AHO£+ AS°
R T R

INK, = - (3.17)
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Tablica 3.1  Strukturne formule spojeva koriStenih u ovome radu, njihova kemijska

imena i kratice.

Struktura spoja

Trodimenzionalna

struktura spoja

Kemijsko ime

spoja

Kratica

spoja

Supstrati

X 1o
‘ ‘ ‘ CH3S05"
T'/ o F"\ota

OEt

acetiltiokolinov jodid

butiriltiokolinov jodid

etopropazin hidroklorid

prometazin hidroklorid

7-(dietoksifosforiloksi)-
1-metil-kinolinijev

metilsulfonat

ATCh

BTCh

DEPQ
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4. REZULTATI

4.1. Inhibicija covjecje acetilkolinesteraze i butirilkolinesteraze etopropazinom

Procjena stupnja otrovanja ljudi antikolinesterazama (nekim pesticidima i
nervnim bojnim otrovima) odreduje se mjerenjem smanjenja aktivnosti eritrocitne AChE
i/ili serumske BChE u ljudskoj krvi. Ako se aktivnost ovih enzima Zeli odrediti u punoj
krvi, bez odjeljivanja eritrocita od plazme, potrebno je primijeniti specificni supstrat
i/ili inhibitor AChE ili BChE, kako bi se utvrdila aktivnost svakog enzima ponaosob. Neki

su autori®?>3

zato predlozili etopropazin kao specificni inhibitor BChE koji u
koncentraciji od 20 pumol dm™ gotovo u potpunosti inhibira BChE dok je stupanj
inhibicije AChE veoma mali. Budu¢i da se etopropazin koristi u obliku hidroklorida,
odnosno kvaternarne amonijeve soli, mogla se ocekivati razlika u stupnju inhibicije
inaCica covjeCje BChE, jer je poznato iz literature da se inadice BChE razlikuju od
uobicajene BChE u interakciji sa supstratima i inhibitorima, koji posjeduju naboj.®***?
Stoga smo zasebno odredili inhibiciju etopropazinom fenotipova BChE u serumu i
inhibiciju AChE u eritrocitima ljudske krvi (Tablica 4.1). Nadalje odredili smo aktivnost
AChE i BChE u punoj krvi uz etopropazin kao inhibitor bez odjeljivanja eritrocita od
plazme. Kolinesterazna aktivnost u punoj krvi (7,16 pmol min™ cm™) dobro se je sloZila s
onom izracunanom kao suma aktivnosti eritrocita i plazme (6,97 pmol min™ cm®). Ova

mjerenja su obavljena na uzorcima krvi 15 osoba.?

Tablica 4.1 Aktivnosti AChE ljudskih eritrocita i fenotipova ljudske serumske BChE
mjerene sa ATCh (1,0 mmol dm™) te inhibicija ovih enzima etopropazinom
(20 umol dm™®). U tablici su navedene srednje vrijednosti i standardna

odstupanja (SD) izracunana iz mjerenja n broja uzoraka eritrocita odnosno

seruma razli¢itih osoba. Aktivnost i inhibicija enzima provedena je
pri 37 °C.%°
. - n TR
Enzim n Aktlvno.s'Fl+ SD_3 Inhibicija + SD
pmol min™ cm %
ATCh (eritrociti) 6 4,66 + 1,08 84
BChE-fenotip (serum)
uu 4 2,86 + 0,57 98 +2
UA 4 1,92 + 0,33 94 +1
FF/FS 5 0,66 + 0,11 92+1
AF 3 0,85+ 0,26 87+1
AJ/AK 6 0,51 +0,14 85+ 3
AA/ZAS 5 0,41 + 0,04 74+ 4
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Srednje vrijednosti aktivnosti (umol min™® cm™) proucavanih BChE fenotipova
kretala se u rasponu od 2,86 za homozigotni uobicajeni fenotip (UU) do 0,41 za atipi¢nu
BChE (AA/AS-fenotip). Svih Sest fenotipova BChE bilo je inhibirano primijenjenom
koncentracijom etopropazina, a stupanj inhibicije opadao je: UU-fenotip bio 98%
inhibiran dok je AA/AS-fenotip bio samo 74% inhibiran. UocCeni pad aktivnosti BChE i
smanjenje inhibicije, posljedica je promjena aminokiselina u aktivnom mjestu inacica
BChE, koje sadrzi fenotip. Tako promjena aspartata 70 u glicin kod atipicne BChE
uzrokuje manji afinitet prema pozitivho nabijenom supstratu i inhibitoru t.j. manju
aktivnost i manju inhibiciju. Pod istim eksperimentalnim uvjetima etopropazin je
inhibirao eritrocitnu AChE svega 8% Sto je u skladu s 5%-tnom inhibicijom, koju su
izmjerili Worek i suradnici.*®

Kako bi se utvrdile disocijacijske konstante kompleksa etopropazina sa AChE ili
BChE, mjerena je inhibicija sa Sirokim rasponom koncentracija etopropazina da bi se
postigla inhibicija aktivnosti izmedu 20% i 80%. U interpretaciji eksperimentalnih
podataka koristeni su kineticki modeli opisani jed. 3.4, 3.7 i 3.8. Pomoc¢u Hunter-Downs
prikaza odredene su konstante disocijacije (K|) iz odnosa prividnih konstanata inhibicije
(Ki,app) AChE i BChE etopropazinom i odgovarajucih koncentracija supstrata ATCh (Slika

4.1). Konstante inhibicije za inhibitor K, i za supstrat Ks i Kss dane su u Tablici 4.2.

Tablica 4.2 Disocijacijske konstante enzim-inhibitor (K, ili K,) i enzim-supstrat
kompleksd (Ks i Kss) ljudske AChE i fenotipova serumske BChE s
etopropazinom odnosno supstratom. Inhibicija je provedena etopro-
pazinom uz supstrat ATCh (1,0-10 mmol dm™) pri 37 °C. Konstante su
izracunane pomocu Jed. 3.4, 3.7 i 3.8. Standardna odstupanja vrijednosti

konstanata bila su do 15%.%°

Etopropazin Konstante za enzim-inhibitor ~Konstante za enzim-supstrat

Enzim pmol dm umol dm mmol dm™
. . Ka =161 Ks= 0,10
Eritrocitna AChE 200 K, = 393 Kss = 7.3
UU-fenotip BChE  0,25-2,0 K =0,16 K = 0,69
AA-fenotip BChE 2,0-10 Ki=7,5 —

Vrijednosti konstanata Ks i Kss odredenih iz inhibicije (Tablica 4.1) dobro se slazu sa
konstantama Ks i Kss koje su dobivene mjerenjem hidrolize ATCh eritrocitnom AChE bez
prisustva etopropazina izra¢unane pomocu jed. 1.10 (pS-krivulje): Ks = 0,1 mmol dm™ i

Kss = 5,7 mmol dm™.
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Slika 4.1 Inhibicija covjecje eritrocitne AChE i fenotipova serumske BChE (UU- i AA-
fenotip) sa etopropazinom uz supstrat ATCh. Svaka tocka predstavlja
srednju vrijednost 4-7 eksperimenata mjerenih pri 37 °C. Prividne
konstante inhibicije izracunane su pomocu jed. 3.4, a pomocu jed. 3.7 i 3.8
konstante K, odnosno K, za UU-fenotip i AChE.?°
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4.2. Odjeljivanje i odredivanje konfiguracije enantiomera etopropazina

4.2.1. Stereoselektivna tekucinska kromatografija (HPLC)i

Poznato je da enantiomeri bioloski aktivnih spojeva mogu posjedovati razlicita
farmakoloska svojstva pa je tako za ocekivati da bi i enantiomeri etopropazina mogli
pokazivati razliku u inhibiciji ¢ovjecje BChE. Pristupilo se odjeljivanju enantiomera kako
bi se ova pretpostavka mogla provjeriti. U literaturi je bio opisan postupak odjeljivanja
enantiomera etopropazina metodom stereoselektivne tekucinske kromatografije visoke
ucinkovitosti (HPLC), ali samo na analiti¢kom nivou.>**> Buduci da je za eksperimente
inhibicije BChE bila potrebna veda kolicina enantiomera etopropazina pokuSala se
pronaci ucinkovitija HPLC metoda ili primijeniti druga metoda kao $to je frakcijska
kristalizacija.

U pokuSaju da se razdvoje enantiomeri etopropazina prema metodi koju su
opisali Ponder i suradnici® koriste¢i Chiacel OJ kolonu, punjenu sa celuloza tris(4-
metilbenzoatom) kao kiralnim izbornikom uz smjesu n-heksan/iso-propanol (80:20, v/v)
kao pokretnu fazu, nije postignuto zadovoljavajué¢e odjeljivanje enantiomera. Stoga
smo ispitali nekoliko polisaharidnih kolona odnosno kolona cetkastog tipa kako bi se
postiglo zadovoljavajuce odjeljivane enantiomera. Testirane kolone bile su: Chiris-D3,
Chiris-AD1, Chiralcel OD, Chiralpak AS, i Chiralcel OB-H, ali samo je Chiacel OJ pokazala
djelomicno odjeljivanje enantiomera (n-heksan/iso-propanol (97:3, v/v)). Dodatak male
kolicine trietilamina u pokretnu fazu bitno je poboljSao odjeljivanje enantiomera, ali
jos nije bilo postignuto potpuno odjeljivanje kromatografskih pikova, sve do bazne
linije. Supstitucijom iso-propanola sa tert-butanolom uspjelo se posti¢i potpuno
odjeljivanje enantiomera etopropazina (Slika 4.2a; n-heksan/t-butanol/trietil-
amin=100:3:0,5; protok pokretne faze 1,0 mL min™®, k' = 1,90, a = 1,68, Rs = 1,81).
Nakon §to su utvrdeni uvjeti odjeljivanja enantiomera pristupilo se odjeljivanju vece
koli¢ine na analitickoj Chiracel OJ koloni. Mana ovakvog odjeljivanja enantiomera je
mali kapacitet kolone tj. koli¢ina spoja koja se odijeli u jednom ciklusu. Stoga se
pribjeglo frakcijskoj kristalizaciji diastereoselektivnih soli kao ucinkovitijoj metodi
priprave vece kolicine enantiomera. Ipak HPLC metoda s Chiracel OJ kolonom posluzila
je utvrdivanju enantiomerne Cistoce kristalizacijom priredenih enantiomera

etopropazina (Slika 4.2b i ¢). KoriStenjem navedenih eksperimentalnih uvjeta postignuto

Postupak kiralne tekucinske kromatografije proveo sam u Laboratoriju za
stereoselektivnu sintezu i biokatalizu, Instituta "Ruder Boskovic¢" pod vodstvom prof.
V. Sunji¢a.
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je bolje odjeljivanje enantiomera (o = 1,68) nego Sto su opisali Ponder i suradnici za
Chiracel OJ kolonu (a = 1,05).
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Slika 4.2 Kromatogrami racemata i enantiomera etopropazina na Kkiralnoj koloni.
Kromatogrami racemata (a) te (+)- i (-)-enantiomera etopropazina priredenih
frakcijskom kristalizacijom (b) i (c). Kromatografski uvjeti: Chiracel OJ kolona
(duljina 250 mm, unutarnji promjer 4,6 mm), Chiracel OJ pretkolona (duljina
50 mm, unutarnji promjer 4,6 mm), pokretna faza n-heksan/t-
butanol/trietilamin (100:3:0,5), protok 1,0 mL min™ i UV detekcija pikova pri
254 nm. Slika je preuzeta iz Ref. 56.

4.2.2. Frakcijska kristalizacija

Odjeljivanje enantiomera etopropazina u obliku slobodne baze (tercijarnog
amina) provedeno je sli¢nim postupkom onome kojeg su opisali Nilsson i suradnici.*® Da
bi se etopropazin preveo u slobodnu bazu, racemican etopropazin hidroklorid (3,01 g,
8,63 mmol) dodan je u smjesu etera i natrijevog hidroksida (2 mol dm™). Eterski sloj je
odijeljen od nastale suspenzije koja je opetovano dva puta izmuckana s eterom. Eterski
slojevi su zatim spojeni i suseni pomocu kalijevog karbonata. Nakon uparivanja etera
dobiveno je 2,71 g (8,67 mmol) slobodne baze. Prividno veca kolicina slobodne baze, u

odnosu na racemat, posljedica je nemogucnosti potpunog uklanjanja etera putem
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uparivanja uz vakuum. Slobodna baza otopljena je u kipuéem acetonu uz suvisak O,0'-
dibenzoil-D-tartarska kiseline (8.67 mmol). Nakon spontanog hladenja otopine
iskristalizirala je sol, Ciji kristali su nakon filtriranja opetovano dvaput prekristalizirani
iz acetona i konacno iz apsolutnog etanola. Nastali etopropazinijev dibenzoil-D-tartarat
(1,08 g) preveden je ponovno u slobodnu bazu ranije opisanim postupkom, a
etopropazin hidroklorid dobiven je taloZzenjem etopropazina iz eterske otopine
propuhivanjem hidroklorida kroz otopinu. Finalni produkt je (-)-etopropazin (0,60 g,
40% iskoriStenje) sa optickim zakretanjem u etanolu [o]p= -11,5 (c=0,05, 25 °C) i
enantiomernim viskom (ev = 99,1%). Maticnice od kristalizacije su spojene i uparene, te
je ponovljen postupak prevodena etopropazina u slobodnu bazu (1,50 g, 4,80 mmol).
Ponavljanjem postupka kristalizacije sa 0O,0O'-dibenzoil-L-tartarskom kiselinom (4,80
mmol) dobiven je (+)-etopropazin (0,76 g, 51% iskoristenje) sa optickim zakretanjem u

etanolu [a]p= +11,7 (c=0,05, 25 °C) i enantiomernim viskom (ev = 97,9%).
4.2.3. Cirkularni dikroizam (CD) i nuklearna magnetska rezonancija (NMR)§

Spektri enantiomera etopropazina snimljeni pomocu cirkularnog dikroizma (Slika
4.3) pokazuju zanimljivo svojstvo enantiomorfskih krivulja da posjeduju sparene
minimume i maksimume kod priblizno 250 nm i 230 nm. Tako (-)-enantiomer ima
minimum, a suprotno njemu (+)-enantiomer maksimum kod priblizno 250 nm
(Ae=+1,14), a nultu tocku odnosno sjeciste krivulja kod priblizno 240 nm. Kod 250 nm
ocekuje se 'L, prijelaz dva aromatska prstena etopropazina s prijelaznim momentima u
antiparalelnim ravninama. Stoga ¢e i mala kiralna perturbacija tih ravnina uzrokovati

kiralni raspored dvaju vektora (Slika 4.3).

$ Snimanje CD i NMR spektara te njihovu interpretaciju nacinili su prof. P. Novak i dr. D.
Ziher, Pliva, Istrazivacki institut.
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Slika 4.3 CD spektar (+)- i (-)-etopropazin hidroklorida u vodi pri 25 °C. Na slici je
prikazana razlika promjena intenziteta apsorbancije lijevo i desno cirkularno

polariziranog svjetla s promjenom valne duljine. Slika je preuzeta iz Ref. 56.

Dva prijelazna vektora opisuju negativan torzijski kut za (+)-enantiomer koji
rezultira negativnim sparivanjem odnosno negativnim Cotton-ovim ucinkom, dok se
pozitivni Cotton-ov ucinak javlja kod (-)-enantiomera. Negativno sparivanje koje se
javlja kod (+)-enantiomera moZe se objasniti perturbacijom prstena A i B jakim
neveznim hidrofobnim interakcijama izmedu njih i metilne skupine. Metilna skupina
remeti simetriju dvaju prijelaza, a nalazi se ispod ,,krova“ tri kondenzirana prstena na
strani prstena A Sto potvrduje kristalna struktura i dvodimenzijski NOESY NMR spektar
sniman u otopini (NOESY eng. Nuclear Overhauser enhancement spectroscopy). Sukladno
ovome pozitivno sparivanje uoceno kod (-)-enantiomera rezultira sa zrcalnim
rasporedom prijelaznih vektora. Negativha konformacijska kiralnost (M) otkriva S-
konfiguraciju na kiralnom centru (-)-enantiomera, dok pozitivha konformacijska
kiralnost (P) otkriva R-apsolutnu konfiguraciju na kiralnom centru (+)-enantiomera.
Ovako dodijeljene apsolutne konfiguracije u skladu su s kristalnom strukturom (+)-

enantiomera prometazin hidroklorida, N-dimetilamino kongenera etopropazina, kojem
je objavljena R-apsolutna konfiguracija.*®
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negativno sparivanje
(S-enantiomer)

Slika 4.4 Odredivanje konfiguracije enantiomera etopropazina ekscitonskom kiralnom
metodom. Negativna kiralnost izmedu 'L, prijelaznih dipola u S-enantiomeru.

Slika je preuzeta iz Ref. 56.

Triciklicki ne planarni dio molekule etopropazina posjeduje ravninu simetrije te
moze poprimiti dvije konformacije u obliku ¢amca. Ove konformacije su enantiotopne
kada u blizini nema prisutnih elemenata kiralnosti. Buduéi da molekula etopropazina
posjeduje kiralni centar u pokrajnjem lancu, kod svakog enantiomera konformacije
triciklickog dijela molekule postaju diastereotopne te jedna od njih postaje energetski
stabilnija u osnovnome stanju. Kristalografski podaci za racemi¢ni etopropazin®’
pokazuju zanimljiva strukturna svojstva molekule u krutom stanju koja mogu posluZziti
za objasnjenje konformacije etopropazina u otopini (Slika 4.5). Triciklicki prsten je
blago i asimetri¢no izbacen iz dviju aromatskih ravnina, a atom sumpora nalazi se 0,111
A udaljen od ravnine B i samo 0,036 A od ravnine A (Slika 4.4). Istovjetne udaljenosti za
atom dusika jesu 0,003 i 0,034 A.
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Slika 4.5 Kristalna struktura racemicnog etopropazina (a; prikazan je S-enantiomer) i
kemijska struktura sa numeracijom atoma (b). Slike su preuzete iz Ref.56 i
57.

Asimetri¢ni raspored dva aromatska prstena takoder se ocituje u torzijskim
kutovima veza oko N i S atoma. Stoga dihedralni kut C(4a)-N(10)-C(10a)-C(8a) iznosi
+45,01° a njemu istovjetan kut C(10a)-N(10)-C(4a)-C(9a) u nasuprotnom prstenu A iznosi
-43,57° (A=1,44°) takoder dihedralni kut C(8a)-S(9)-C(9a)-C(4a) iznosi +38,04°dok
njemu istovjetan kut na suprotnom prstenu B C(9a)-S(9)-C(8a)-C(10a) iznosi -
36,57°(A=1,47°).

Snimanje protonskih i ugljikovih NMR spektara etopropazina kombinacijom
jedno- i dvodimenzijskih metoda pokazalo je da tri seta metilenskih protona na
poloZajima 11, 14 i 16 imaju svojstvo diastereotopnosti odnosno pokazuju razli¢ite
kemijske pomake kao posljedicu kiralne perturbacije u samoj molekuli. Najveca
magnetska neekvivalentnost uocena je u kloroformu za CH, protone neposredno uz
kiralni centar, a signali im se pojavljuju kod 4,97 i 3,97 ppm. 2D NOESY spektar
pokazuje zanimljive kontakte izmedu H13-H4 i H13-H3 protona (Slika 4.6) otkrivajuci
prostornu bliskost izmedu C-13 metilne skupine i aromatskog dijela molekule koja je
usporediva s strukturom S-etopropazina u kristalnom stanju (Slika 4.5).°” Dodatno linije
H4,5 dubleta u 'H-NMR spektru, snimanom u acetonitrilu, ne$to su 3ire $to upucuje na
mogucu interakciju ovih protona sa m-sustavom triciklickog prstena. Takoder je uoceno

da dvije etilne skupine vezane na dusik imaju razli¢ite kemijske pomake u *C-NMR
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spektru Sto moze biti posljedica ili kiralne perturbacije u molekuli ili preferirane

orijentacije ovih strukturnih dijelova u otopini.

Slika 4.6
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NOESY NMR spektar etopropazina u acetonitrilu (CD3sCN). Spektar prikazuje
krizne signale izmedu prostorno bliskih protona (atoma) na udaljenostima

manjima od 5A. Slika je preuzeta iz Ref. 56.

4.3. Inhibicija kolinesterazéd enantiomerima i racematom etopropazina

4.3.1. Inhibicija butirilkolinesteraze konja

Komercijalno dostupna procis¢ena butirilkolinesteraza iz seruma konja pokazala

se kao pogodan enzimski pripravak jer sadrzi mnogo manje drugih proteina nego nativna

plazma iz ljudske krvi pa su nespecificna vezanja inhibitora na protein zanemariva. Kako

bi se odredile konstante disocijacije enzim-inhibitor kompleksa, provedena su mjerenja

inhibicije BChE konja racemicnim etopropazinom u prvom navratu, a potom i s

pojedinacnim enantiomerima etopropazina. U preliminarnom pokusu inhibicije ljudske

BChE enantiomerima etopropazina utvrdena je stereoselektivnost prema enantiomerima

uz priblizno dva puta ve¢i afinitet BChE za R-etopropazin (K, (R)= 0,15 umol dm™ i K, (S)=
0,27 umol dm™ na 10°C).

48



DISERTACUJA REZULTATI

4.3.1.1. Standardna metoda

Standardnom  spektrofotometrijskom metodom*’ izmjerene su aktivnosti
prociscenog preparata BChE iz konjskog seruma sa i bez prisutnosti etopropazina.
Raspon koncentracija racemi¢nog etopropazina kretao se od 50,0-10 000 nmol dm™, a
raspon koncentracija supstrata ATCh od 20,0-10 000 pmol dm™. Eksperiment je bio tako
proveden da se je mjerila inhibicija aktivnosti BChE kod odredene koncentracije
supstrata s nekoliko odabranih koncentracija etopropazina (Tablica 4.3). Koncentracije
etopropazina odabrane su tako da njihova vrijednost bude manja i visa od vrijednosti
prividne konstante inhibicije s obzirom na koncentraciju supstrata kod koje se mjerenje
provodi (Slika 4.7). Takoder je provedena usporedna analiza rezultata racunanjem
prividne konstante inhibicije (K .) primjenom linearne jed. 3.4 i nelinearne jednadzbe
3.6. Dobiveni eksperimentalni podatci inhibicije mogu se korelirati sa koncentracijom
inhibitora kao doseg inhibicije (1-vi/Vv,) ili kao omjer aktivnosti izmjerene bez inhibitora
i aktivnosti izmjerene u prisutnosti inhibitora (v,/v;). Na istovjetan nacin je provedena i

analizirana inhibicija BChE konja pojedinacnim enantiomerima etopropazina.

Tablica 4.3 Inhibicija konjske BChE etopropazinom uz 1,0 mmol dm™ supstrat ATCh pri
25 °C. Aktivnosti enzima izmjerene su u odsutnosti (Vo) i prisutnosti (v;)
etopropazina. Koncentracije inhibitora tako su odabrane da omoguduju

raspon inhibicije aktivnosti enzima od 20% do 80%.

Etopropazin Aktivnost BChE Doseg inhibicije

nmol dm?®  umol min® cm?® ¥ /v (1-vi/v,)
0 7,73 1,000 0,000
100 5,90 1,311 0,237
200 4,79 1,614 0,380
500 3,05 2,535 0,605
1000 1,95 3,959 0,747
2000 1,18 6,549 0,847
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Slika 4.7 Inhibicija BChE konja etopropazinom (l) uz 1,0 mmol dm™ ATCh kao supstrat
pri 25 °C. Nelinearna ovisnost dosega inhibicije (1-vi/v,) 0 koncentraciji
etopropazina i linearna ovisnost omjera (vo,/Vvi) i koncentracije etopropazina
prikazane su na Grafu A i B. Parametar A predstavlja maksimalni doseg
inhibicije dok parametar n odstupanje od idealnosti krivulje. Ako je n=1
krivulja je idealna. Konstante su izraCunane prema jed. 3.4 i 3.6. Podatci su iz
Tablice 4.3.

Iz odnosa prividnih konstanata inhibicije K s, (0dredenih iz nelinearne regresije)
i koncentracije supstrata (Hunter-Downs prikaz, jed. 3.6 i 3.7) odredena je konstanata

inhibicije konjske BChE etopropazinom (Slika 4.8).

3000- K,
™ Kl,app:T S+ KI
<
S 20001
o)
S
C
2 10001
xf» K=(187,2 + 19,8) nmol dm™>
Ks=(0,779 £ 0,065) mmol dm™

1 1 3 5 7 9
ATCh / mmol dm™

Slika 4.8 Konstante inhibicije BChE konja racematom etopropazina (Hunter-Downs
prikaz) pri temperaturi 25 °C. Svaka pojedina prividna konstanta inhibicije
(Ki,app) izracunana je iz inhibicije s minimalno pet koncentracija etopropazina
kod pripadajucih koncentracija supstrata (0,05, 0,10, 0,50, 1,0, 4,0, 7,0 i

10,0 mmol dm™). Konstante su izracunane prema jed. 3.6 i 3.7.

50



DISERTACUJA REZULTATI

Utjecaj temperature na inhibiciju enantiomerima

Inhibicije BChE konja provedena je kako s racemicnim etopropazinom (25,
37 °C) tako i s pojedinacnim enantiomerima (12, 20, 25, 30 i 37 °C) kako bi se utvrdio
doprinos pojedinacnih enantiomera u inhibiciji racematom.®® Vidljivo je da s porastom
temperature afinitet enzima za enantiomere opada, a istu pojavu uoCavamo i za
(Tablica 4.4).

Stereoselektivnost enzima, izrazena kao omjer konstanti disocijacije kompleksa enzim-

supstrat ATCh Sto se ocituje u povecanju vrijednosti K, i Kg

inhibitor, mijenja se s temperaturom 1,84—2,77, ali ne ukazuje na njen sustavan porast
odnosno pad. Moze se primijetiti da je najniZa stereoselektivnost pri 12 i 37 °C. Buduci
da se enantiomeri etopropazina reverzibilno vezu u aktivho mjesto BChE konja,
interakcije koje ostvaruju unutar aktivnog mjesta nisu izrazito stereoselektivne Sto ima
za posljedicu relativno nizak omjer afiniteta enzima prema enantiomerima. Vrijednosti
Ks konstanata minimalno se razlikuju izmedu enantiomera na odredenoj temperaturi Sto
jasno upucuje da se enantiomeri vezu na isto mjesto u aktivhom mjestu enzima (Slika
4.9).

Tablica 4.4 Stereoselektivnost inhibicije BChE konja enantiomerima etopropazina pri
raznim temperaturama. Disocijacijske konstante inhibicije K, (R) i K, (S)
kompleksa enantiomera etopropazina (0,050 - 10 umol dm™) i BChE
izracunane iz jed. 3.7. Konstante disocijacije K enzim-supstrat kompleksa
dobivene su iz pokusa sa R- i S-etopropazinom uz supstrat ATCh (0,10, 1,0
3,0 mmol dm™). Svaka pojedina¢na prividna konstanta inhibicije izracunana

je iz inhibicije s minimalno pet koncentracija inhibitora.

Ki (R) Ki (S) Stereoselektivnost Ks) / mmol dm™
t/°C nmol dm Ki (S) 7 Ki(R) S-enantiomer R-enantiomer
12 100+11 185+ 20 1,85 +0,28 0,44 +0,03 0,42 +0,02
20 124+ 9 342+29 2,77 £0,31 0,78+0,06 0,76 +£0,09
25 147 £12 352 + 33 2,40 £ 0,30 1,16 £0,09 1,12 +£0,09
30 222+25 507 +47 2,29 +0,33 1,63+£0,13 1,67+0,14
37 455+44 836+ 76 1,84 +£0,24 2,71+0,16 2,73+0,22
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Slika 4.9 Inhibicija BChE konja enantiomerima etopropazina pri 30 °C (Hunter-Downs
prikaz). Inhibicija je provedena sa R-etopropazinom (0) i S-etopropazinom (0)
(0,050 - 10 pmol dm™) uz supstrat ATCh (0,10, 1,0 i 3,0 mmol dm™). Svaka
pojedinacna prividna konstanta inhibicije izracunana je iz inhibicije s
minimalno pet koncentracija inhibitora. Konstante su izracunane prema jed.
3.5i3.7.

Za potrebe odredivanja konstante inhibicije K, BChE konja koriSteno je nekoliko
koncentracija supstrata (0,10 - 3,0 mmol dm™®). U svrhu boljeg kinetickog opisa
enzimske hidrolize supstrata ATCh, primijenjene su koncentracije u rasponu od 0,050 do
40,0 mmol dm™, a u analizi rezultata primijenjena je kineti¢ka jednadzba 1.11 izvedena
iz Cauet-ovog modela (Tablica 4.5). Porastom temperature opada afinitet enzima u
katalitickom i perifernom mjestu vezanja supstrata na $to upucuje porast vrijednosti
obiju disocijacijskih konstanata enzim-supstrat Ks i Kss. Bududi da enzimska aktivnost
raste s porastom temperature, takoder raste i vrijednost konstante k. koja se
utrostrucila porastom temperature sa 12 na 37 °C. S koncentracijom supstrata 1,0 mmol
dm™ i nizom, na 25 °C postize se maksimalna enzimska aktivnost dok daljnjim porastom
temperature aktivnost opada (Slika 4.10). Iz rezultata takoder je vidljivo da se
parametar b prakti¢ni ne mijenja s temperaturom i srednja vrijednost iznosi 2,2 ako se
izuzme vrijednost odredena pri 25 °C. Vrijednosti standardnih odstupanja potvrduju ovu
cinjenicu. Parametar b u Cauet-ovom modelu predstavlja mjeru kooperativnog utjecaja
druge molekule supstrata na enzimsku aktivnost odnosno stvaranje tercijarnog
kompleksa enzim-supstrat, SES. Stoga maksimalnu enzimska aktivnost predstavlja
produkt b-ke. Kada se usporede vrijednosti K konstanata odredenih iz inhibicije
(Tablica 4.4) s ovima za danu temperaturu, vidljivo je da se vrijednosti K, konstanata

izracunanih iz pokusa inhibicije nalaze izmedu vrijednosti Ks i Kss.
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Tablica 4.5 Konstante disocijacije enzim-supstrat kompleksa Ks i Kss, kataliticka
konstanta k. I parametar b sa standardnim odstupanjima (£ SD) za
hidrolizu ATCh konjskom BChE pri razlicitim temperaturama. Konstante su
izracunane upotrebom jed. 1.11. Koncentracije supstrata ATCh bile su u

rasponu od 0,05 do 40 mmol dm™.

° Ks Kss Keat®
t/7°C mmol dm> st b
12 0,14 £ 0,01 1,78 £+ 0,15 300 + 16 2,2+0,1
20 0,15+0,01 2,60 £ 0,26 493 + 52 2,2+0,2
25 0,25 +0,02 4,45 + 0,40 591 + 28 1,6 0,3
30 0,27 £ 0,02 4,79 +0,33 758 + 45 2,1+0,2
37 0,48 + 0,04 9,09 £ 0,80 1062 + 81 2,4+0,4

* Koncentracija aktivnih mjesta BChE konja iznosila je 160 nmol dm™.

Aktivnost/ s

Temperatura

Slika 4.10 Hidroliza ATCh konjskom BChE pri razli¢itim temperaturama. Krivulje
aktivnosti rekonstruirane su iz kinetickih konstanti odredenih za hidrolizu
ATCh konjskom BChE (Tablica 4.5, jed. 1.11). Koncentracije supstrata ATCh

bile su u rasponu od 0,050 do 40 mmol dm™.

Provodenje mjerenja enzimske hidrolize ATCh i njene inhibicije enantiomerima
etopropazina pri navedenim temperaturama omogucilo je utvrdivanje termodinamickih
parametara entalpije i entropije za ove reakcije. U analizi podataka primijenjene su
Arrhenius-ova, Gibbs-ova i van't Hoff-ova jednadzba. Primjenom Arrhenius-ove jed. 3.13
odredene su energija aktivacije (E, = 36,2 + 1,2 kJ mol™) i frekvencijski faktor (A = 1,31
+0,61-10° s') za enzimsku hidrolizu ATCh (Slika 4.11).
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Slika 4.11 Energija aktivacije za enzimsku hidrolizu supstrata ATCh sa BChE konjskog
seruma. Podatci za konstantu brzine hidrolize k.,: preuzeti su iz Tablice 4.5,

a energija aktivacije E, je izracunana upotrebom jed. 3.13.

Entalpija i entropija aktivacije izracunane su pomocu jed. 3.15 te entalpija aktivacije
iznosi (A*H = -34,02 + 1,37 kJ mol™), a entropija aktivacije (A'S = 77,6 + 4,6 J K> mol™)
$to je u skladu s ocekivanjem bududi da enzimu raste aktivnost porastom temperature,
odnosno enzimska reakcija je endotermna i enzim cijepa molekulu supstrata na dvije
molekule produkta $to doprinosi povecanju entropije.

Vrijednosti entalpije dobivene za vezanje enantiomera etopropazina na BChE
primjenom Gibbs-ove jed. slicne su po iznosu (AH® = -42,5 + 8,9 -41,4 + 4,5 kJ mol™;
Tablica 4.6) i izmedu njih nema razlike (p = 0.81). To se takoder vidi i na Slici 4.12A
gdje su pravci koji prolaze kroz tocke gotovo paralelni, nagib pravca predstavlja
entalpiju. Razlika u entropiji vezanja enantiomera na enzim takoder nije jako izrazena,
ali je u skladu s eksperimentalnim rezultatima bududi da R-enantiomer jace inhibira
BChE konja.

54



DISERTACUJA

REZULTATI

Tablica 4.6

Entalpija i entropija stvaranja kompleksa enzim-inhibitor (El) i enzim-

supstrat (ES) za BChE konja, enantiomere etopropazina i supstrata ATCh.

Odgovarajuce konstante disocijacije K, K), Ks i Kss (Tablica 4.4 i 4.5)

izmjerene pri 12, 20, 25, 30 i 37 °C, prevedene su u reciprocne konstante

afiniteta pomocu kojih je odredena entalpija i entropija koristenjem jed.

3.17.

Inhibicija BChE

Aktivnost BChE

Enzimski kompleks El ES/SES ES SES
K| K(s) Ks KSS
R-enantiomer S-enantiomer Iz Hunter-Downs-a 1z pS-krivulje Iz pS-krivulje
AH® / kJ mol™ -42,5+ 8,9 -41,4+ 45| -53,8+ 1,1 -36,5+ 6,4 -46,5+ 4,6
AS® / J K'mol™ -13,6 £ 29,8 -16,3+15,1 | -124,3+ 3,6 -53,0+ 21,4 -110,0£15,5

Usporedo s odredivanjem entalpije i entropije za inhibiciju odredeni su ovi

termodinamicki parametri i za enzimsku hidrolizu supstrata ATCh. U racunu su koristena

dva seta podataka. Prvi set disocijacijskih konstanata Ky su one odredene iz inhibicije

enzimske aktivnosti enantiomerima etopropazina (jed. 3.7) i po vrijednostima su blize

Kss konstantama iz pS-krivulje. Uz disocijacijsku konstantu Kss odredena je i konstanta Ks

takoder iz pS-krivulje (jed. 1.11). Najnize vrijednosti entalpije i entropije utvrdene su

za nastajanje kompleksa enzima-supstrat iz pokusa inhibicije. Nastajanje tercijarnog

SES kompleksa je energetski nepovoljnije (AAH® = -10,0 kJ mol™) kao i entropijski (AAS®

= -57,0 J K'mol™) od nastajanja ES kompleksa. Ovaj rezultat je u skladu s ocekivanjima,

jer je energetski zahtjevnije stvaranje kompleksa sainjenog od tri entiteta, te se

ujedno povecava red u sustavu $to rezultira gubitkom entropije.
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Slika 4.12 Konstante inhibicije BChE konja etopropazinom (K)) i konstante za hidrolizu
ATCh (Ks i Kss) pri razlicitim temperaturama (12-37 °C). Inhibicija BChE sa R-
etopropazinom (0) i S-etopropazinom (0) prikazana je na grafu A. Konstante
disocijacije enzim-supstrat kompleksa K, (0) iz Hunter-Downs prikaza te Ks
(0) i Kss (0) iz pS-krivulje prikazane su na grafu B. Konstante disocijacije su

preuzete iz Tablica 4.4 i 4.5 i raCunane prema jed. 3.17.

4.3.1.2. Metoda zaustavljenog protoka

Spektrofotometrijskom metodom zaustavljenog protoka mjerena je aktivnost
BChE iz konjskog seruma s ATCh u prisutnosti i odsutnosti enantiomera i racemata
etopropazina. Raspon koncentracija enantiomera i racemata etopropazina kretao se od
0,50—20,0 umol dm™, a raspon koncentracija supstrata ATCh od 2,0—75 000 pmol dm?.
U analizi eksperimentalnih podataka primijenjeno je nekoliko kinetickih modela i to
Michaelis-Menten-in model te Webb-ov model enzimske hidrolize supstrata koji je
primijenjen u vise inacica s obzirom na mehanizam inhibicije opisan u modelu.
Primijenjeni su i modeli koje su razvili J. Stojan i D. Fournier sa suradnicima.*®*?
Kineticke konstante racunane su istovremenom prilagodbom jednadzbi, izvedenih iz
modela, na eksperimentalne podatke tj. pocetne aktivnosti izmjerene u odsustvu i
prisustvu enantiomera i racemata etopropazina, na odredenoj temperaturi. Svi modeli
su iskuSani na istim eksperimentalnim podatcima.

Usporedbom kinetickih modela i rezultata koji iz njih proizlaze Zelio sam naci
najprikladniji model koji bi zadovoljavajuce opisivao mehanizam enzimske hidrolize
supstrata u prisutnosti inhibitora. Takoder su modeli dodatno usporedivani prema

konstantama inhibicije koje su izraCunane za enantiomere i racemat etopropazina s
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ciljem utvrdivanja zajednickog mehanizma inhibicije za enantiomere i racemat. Kriteriji
za ocjenu modela bili su: konvergiranje rezultata prilagodbe, vrijednost standardnog
odstupanja neke konstante nije smjela biti veca od vrijednosti te konstante i suma

kvadrata odstupanja trebala je biti $to manja.

Michaelis-Menten-in kineticki model

Kinetika acetilkolinesteraza i butirilkolinesterazd ne moZe se zadovoljavajuce
opisati Michaelis-Menten-inim kinetickim modelom $to je <dcinjenica poznata iz
literature.®*"3":38 |pak ovaj model primijenio sam u analizi podataka kako bi rezultate
usporedio sa drugim kinetickim modelima koji su izvedeni iz Michaelis-Menten-ina
modela. Konstante izracunane pomocu ovog modela (Tablica 4.7) u suglasju su sa
konstantama dobivenima iz pokusa mjerenja aktivnosti standardnom spektro-
fotometrijskom metodom (Tablica 4.4). Porast temperature utice na porast vrijednosti
konstante brzine hidrolize supstrata (k.. 0d 488 do 1592 s™*) odnosno enzim je aktivniji
pri visim temperaturama. Takoder je vidljiv utjecaj porasta temperature na afinitet
enzima za supstrat (K,) kao i za inhibitor etopropazin (K| pa je afinitet enzima pri
37 °C preko pet puta manji nego na 12 °C. Stereoselektivhost enzima prema
enantiomerima etopropazina, omjer K, (S) / K, (R), najveca je pri 12 °C (2,94) te najniza
pri 25 °C (1,95) uz prosjecnu stereoselektivnost od 2,4, $to znaci da BChE konjskog
seruma ima preko dva puta veci afinitet za R- nego za S-etopropazin. Kada se usporede
vrijednosti konstanata disocijacije enzim-inhibitor kompleksa K, eksperimentalno
odredene iz inhibicije racematom i one izraCunane iz konstanata inhibicije
enantiomerima (jed. 3.12) uocava se dobro slaganje na danoj temperaturi uz najvece
odstupanje 7,5% na 37 °C. Vrijednosti sume kvadrata odstupanja, koje ukazuju na
dobrotu prilagodbe jed. eksperimentalnim podacima, krecu se od 3,8 do 33,7-10° te ne
pokazuju sustavnu ovisnost o temperaturi. Promatrajuci sukladnost eksperimentalnih
tocaka i krivulje dobivene prilagodbom (Slika 4.13) uocCava se karakteristicno odstupanje
aktivnosti u odsutnosti etopropazina od teoretske krivulje, odnosno krivulja kao da dijeli
tocke u dvije skupine. Prvu skupinu cCine one tocke cCija su vrijednosti vise od krivulje,
dok drugu skupinu karakteriziraju vrijednosti nize od krivulje. Tocke koje predstavljaju
aktivnosti mjerene u prisutnost etopropazina po vrijednostima su bliZze pripadajucim
krivuljama, odnosno enzimsku hidrolizu ATCh uz inhibitor bolje opisuje Michaelis-
Menten-ina jednadzba (Slika 4.13).
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Slika 4.13  OQvisnost pocetnih aktivnosti BChE konjskog seruma o koncentraciji
etopropazina (racemat i enantiomeri) pri 20 °C. Mjerenje aktivnosti je
provedeno uz supstrat ATCh (2,0-75 000 pmol dm™), R-etopropazin (0,5,
1,0, 2,0 i 5,0 pmol dm™), S-etopropazin (1,0, 2,0, 5,0 i 10,0 pmol dm?) i
racemat etopropazina (0,5, 1,0, 2,0 i 5,0 pmol dm™®) i BChE konjskog
seruma (160 nmol dm™). Aktivnost enzima u odsutnosti inhibitora () i u
prisutnosti racemata (0), R- (0) i S-etopropazina (0). Podatcima na
grafovima A, B i C istovremeno je prilagodavana jed. 1.7 izvedena iz

Michaelis-Menten-ina kinetickog modela.

Webb-ov kineticki model

Ovaj model, za razliku od prethodnog, pretpostavlja vezanje dvije molekule
supstrata ne enzim te uvodi parametar b koji opisuje utjecaj druge molekule supstrata
na ukupnu enzimsku aktivnosti.®” U analizi eksperimentalnih podataka enzimska
aktivnosti primijenio sam tri inaCice Webb-ovog modela koje se medusobno razlikuju
prema nacinu na koji opisuju inhibiciju enzima. Prva inacica Webb-ovog modela (Webb-
1) pretpostavlja dvije disocijacijske konstante za enzim-inhibitor kompleks odnosno
pretpostavlja dva vezna mjesta inhibitora na enzim.

Kineticka jednadzba 1.13 izvedena iz Webb-1 modela bolje opisuje
eksperimentalne podatke od Michaelis-Menten-ina modela Sto potvrduju niZe vrijednosti
suma kvadrata odstupanja (Slika 4.14). Uvodenje parametra b u jednadzbu prividno

snizava vrijednosti ke U odnosu na Michaelis-Menten-in model, pa u ovom modelu

59



DISERTACIA REZULTATI

maksimalnu enzimsku aktivnost predstavlja produkt b-k.: (Tablica 4.8). Porast
vrijednosti ke prate porast temperature od 266 do 866 s, dok parametar b ne
pokazuje sustavnu promjenu s temperaturom uz prosjecnu vrijednost od 1,83.
Vrijednosti konstanata Ks takoder su nize po vrijednosti od odgovarajudih K, konstanata,
s time da se afinitet enzima za supstrat takoder smanjuje preko pet puta povecanjem
temperature s 12 na 37 °C. Konstante disocijacije periferno vezanog supstrata na enzim
Kss i do dva reda velicine su vise od odgovarajucih Ks konstanata. Primjerice, na 37 °C
BChE konjskog seruma ima preko trideset puta manji afinitet za vezanje supstrata na
periferno mjesto nego za vezanje supstrata u aktivno mjesto enzima. Konstante
disocijacije za enzim-inhibitor kompleks u aktivnom mjestu enzima K,* i perifernom
mjestu enzima K/ razlikuju se do cCetiri reda veliina s time da su vrijednosti A
konstanata trostruko nize od K; konstanata izracunanih pomocu jednadzbe izvedene iz
Michaelis-Menten-ina modela. Te konstante su bliske konstantama disocijacije Kp
odredenima pomocu metode gasenja fluorescencije, na pr. na 25 °C K za racemat
etopropazina iznosi 58 nmol dm™, a Kp pri 23 °C iznosi 67 nmol dm™. Konstante A7

predstavljaju konstante disocijacije periferno vezanog inhibitora i pokazuju znatno nizi
afinitet enzima za periferno vezanje etopropazina te promjene njihove vrijednosti s
temperaturom ne upucuju na sustavnu ovisnost o temperaturi. Ovim modelom dobiva se
stereoselektivnost BChE za enantiomere etopropazina slicna onoj odredenoj pomocu

Michaelis-Menten-ina modela s time da je ona veca na 12 °C, tj. enzim ima preko pet

puta vedi afinitet za R-etopropazin. PogreSke K| vece su od samih konstanata.
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Tablica 4.8 Webb-ov model (Webb-1): Kataliticke konstante Ks, Kss, b, konstanta brzine

hidrolize supstrata kg, I konstante disocijacije enzim-inhibitor kompleksa
K] | K] sa standardnim odstupanjima za hidrolizu supstrata ATCh sa BChE

iz konjskog seruma (160 nmol dm™®) i inhibiciju sa enantiomerima i

racematom etopropazina. Stereoselektivhost BChE za enantiomere

etopropazina izracunana je kao omjer disocijacijskih konstanata k* S- i R-
etopropazina. Mjerenja su provedena uz supstrat ATCh (0,002-75 mmol
dm?), enantiomere i racemat etopropazina (0,5-20 pmol dm™) na raznim

temperaturama. Konstante su racunane prema jed. 1.12. , te su navedene

vrijednosti sume kvadrata odstupanja.

t/°C 12 20 25 30 37

Keat 7/ st 265,7 +4,0 524,6 + 19,3 617,5+32,4 676,8+34,6 865,8+24,2

Ks / mmol dm® | 0,107 £ 0,005 0,179+ 0,019 0,143 + 0,022 0,210 + 0,028 0,570 + 0,040

Kss / mmol dm3 5,880+ 0,320 8,027 +1,034 8,042 +1,200 8,426 +1,078 18,34+ 1,53

b 1,90 £ 0,03 1,65+ 0,06 1,78 £ 0,10 1,93+ 0,09 1,97 £ 0,03

R-etopropazin

/(IA / nmol dm 22,5+1,9 52,4+5,6 35,8+6,3 47,8+6,9 205,6 + 13,6

/(IP / pmol dm?® | 11,86 + 2,08 12,05 +5,96 255,0 £ 380,0 23,06 + 24,47 —

S-etopropazin

/(IA / nmol dm?®| 122,2+12,7 117,9+ 12,2 73,2 +10,9 168,2 £ 22,3 388,5 + 28,1

/(IP / pmol dm™ 6,48 + 0,67 189 + 491 — 9,50 + 3,12 310 £ 374

racemat

/(IA / nmol dm 38,7+ 3,3 55,1+5,7 58,2+1,3 66,8 £ 9,3 205,6 + 13,6

/(IP / pmol dm?® | 14,39+ 3,18 56,05+92,50 15,01+6,04 172,5+638,2 —
racemat*

/(IA / nmol dm 38,7 64,2 49,3 72,0 215,3

kP () Kk} (R) 5,43 2,25 2,04 3,52 2,48

Suma kvadrata | g gac 443 3,216-10" 1,621-10° 8,818-10" 3,819-10°
odstupanja

Vrijednost konstante K, za

enantiomere.

racemat, izracunana je iz vrijednosti konstanata K, za
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Slika 4.14  Ovisnost pocetnih aktivnosti BChE konjskog seruma o koncentraciji
etopropazina (racemat i enantiomeri) pri 20 °C. Mjerenje aktivnosti je
provedeno uz supstrat ATCh (2,0-75 000 pmol dm™), R-etopropazin (0,5,
1,0, 2,0 i 5,0 pmol dm™), S-etopropazin (1,0, 2,0, 5,0 i 10,0 pmol dm™) i
racemat etopropazina (0,5, 1,0, 2,0 i 5,0 pmol dm™) i BChE konjskog
seruma (160 nmol dm™). Aktivnost enzima u odsutnosti inhibitora (e) i u
prisutnosti racemata (0), R- (0) i S-etopropazina (0). Podatcima na
grafovima A, B i C istovremeno je prilagodavana jed. 1.12 izvedena iz

Webb-1 kinetickog modela.

Druga inacCica Webb-ovog modela, Webb-2 model, pretpostavlja samo jedno
mjesto vezanja inhibitora na enzimu dok druge kineticke konstante na pr. koje opisuju

hidrolizu supstrata nisu mijenjane. Ovu izmjenu uveo sam potaknut cinjenicom da
modelom Webb-1 nije bilo moguce odrediti K| konstante na 25 °C za S-etopropazin i na

37 °C za R-etopropazin i racemat. Konstante izracunane za hidrolizu supstrata prema
ovom modelu minimalno odstupaju od onih izracunanih pomocu jed. 1.12 izvede iz

Webb-1 modela. Takoder isti trend prate i konstante disocijacije enzim-inhibitor

kompleksa K $to opet ima za posljedicu dobro slaganje izmedu konstanata K,* za

racemat i izraCunanih K* konstanata za racemat pomocu konstanata za enantiomere.
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Vidljiv je pad vrijednosti za stereoselektivnost sa 5,4 na 3,1 pri 12°C. Kada se uzme u
obzir da Webb-1 i Webb-2 model rezultiraju sa vrlo slicnim sumama kvadrata odstupanja
moze se zakljuciti da Webb-2 model bolje opisuje enzimsku aktivnost i inhibiciju u ovom
konkretnom slucaju. Pogreske konstanata izraCcunane pomocu Webb-1 i Webb-2 modela
su manje nego one izracunane primjenom Michaelis-Menten-ina modela.

Tre¢a inaCica Webb-ovog modela, Webb-3 model, pretpostavlja vezanje
inhibitora na aktivno i periferno mjesto enzima sa istim afinitetom odnosno ista
disocijacijska konstanta opisuje disocijaciju periferno i aktivho vezanog etopropazina.
Kineticke konstante za hidrolizu supstrata nisu mijenjane. Prvo §to se uocava je
povecanje sume kvadrata odstupanja i izgled krivulje koju definira jed. 1.14 podsjeca
na onu izvedenu iz Michaelis-Menten-ina modela $to znaci loSiju prilagodbu jed. na
eksperimentalne podatke. Vrijednosti za k., su dvostruko nize uz povecanje vrijednosti
parametra b. Vrijednosti K, konstanata su vise od odgovarajucih konstanata izracunanih
pomocu Michaelis-Menten-ina modela s time da se opetovano dobro slazu konstante K|

za racemat i one izracunane za racemat pomocu konstanata za enantiomere. Takoder
stereoselektivnost iz Webb-1 modela nije utjecana izjednacenjem konstanata K* i K|

u Webb-3 modelu.

63



DISERTACIA REZULTATI

64



"91aWollueUd BZ Ylueundelzl ¥ ereueisuoy 11soupalua zi yewsoses ez af eueune.zl 'y ajuelsuoy 1soupaluA «

,0T - €€8°E 6EC 0°9T¢ 9°€T¥.°/0¢ 0°'Gc*6'8.€ G'OT+G'8ST ¥0'0F96'T /S'T ¥G°8T 700 ¥ 85°0 G'€C F¥'T/8 LE
,0T - 292°6 8G°¢C T'v. 68 ¥8°9L 8'VT ¥ L'2ET 6'G FY'TS  L0°0F LT GE'TF 00T €00 520 9'0c ¥ 9'6EL  0OF
0T - 865°T 66°'T 2'es 2'6FG'YS 8CT+.19. G'9 98¢ 60°0FGLT v.'T¥95°8 €00 FST0 9'vE FT'269  G¢
,0T - GIE'E 8G°C 129 T°'6F0°9G 0‘TT #G'TCT €Y FT'L¥ S0'0F09'T ST'T¥6V'8 200 F6T°0 CUUTFTIVG 02
0T - 6569 90°‘¢ 9'6Y G'€ F6°0S L'9 F¥'86 ¢'c ¥2'ze €00 F¥6S'T 960 F TZ'6 TO'0F9T'0 2L FT'TCE 4}
eluednispo M™M  sewaoe.d Jewsaoel uizedoidola-s uizedoidola-y

ereipen ewns S5 _Wp jowu /'y q WP JOWW /S WP oW /S 1S/ 00 /)

-efuednispo eyeapeny sawns 1nsoupallun suspanseu ns a1 ‘€T T “pal ousoupo ‘(Z-qgam) NiSPOW Wwoxilaur| ewald saueundel
ns ajuelsuoy “eweinyesadwsl wiuzel eu (,wp jowr 0z-5‘0) euizedoidols jewsdel | aiawonueud a1 (Lwp jowu 09T) Y09 ‘(,wp
joww G/-200‘0) YD1V yesasdns zn euspanoad ns efuasslpy “euizedosdola-y 1 -S 'y eyeueisuoy yrexslioelioosip safwo oey af eueundeazi
euizedoudola asswonueus ez Jydg ISOUAIS|8s0a431S ~(ewiluedmspo wiupaepuels es) ¥ esyajdwoy Jouqgiyui-wizua afioelioosip

91ULISUOY 9] ‘g 1 ¥y ‘SSy Sy “ewnuas BoxsIuoy Judg S YLV eresisdns nzijoipiy NYSWIZUS BZ 91UBISUOY 3YDIN[eIeY :[9poW A0-qgaM 6°1 edljgel


Goran Šinko
Tablica 4.9
Ovu tablicu treba isprintati na str. 80 (str. 64)





DISERTACUJA REZULTATI

1A >

racemat etopropazina | B
o

1 10 100 1000 10000 100000
ATCh / pmol dm™

1c

R-etopropazin & S-etopropazin o /;ﬁ

1 10 1000 10000 100000 1 10 100 1000 10000 100000
ATCh / pmol dm™® ATCh / pmol dm™®

Slika 4.15 Ovisnost pocetnih aktivnosti BChE konjskog seruma o koncentraciji
etopropazina (racemat i enantiomeri) pri 20 °C. Mjerenje aktivnosti je
provedeno uz supstrat ATCh (2,0-75 000 pmol dm™), R-etopropazin (0,5,
1,0, 2,0 i 5,0 pmol dm™), S-etopropazin (1,0, 2,0, 5,0 i 10,0 pmol dm?) i
racemat etopropazina (0,5, 1,0, 2,0 i 5,0 pmol dm™®) i BChE konjskog
seruma (160 nmol dm™). Aktivnost enzima u odsutnosti inhibitora (e) i u
prisutnosti racemata (0), R- (0) i S-etopropazina (0). Podatcima na
grafovima A, B i C istovremeno je prilagodavana jed. 1.13 izvedena iz

Webb-2 kineti¢kog modela.
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Slika 4.16  Ovisnost pocetnih aktivnosti BChE konjskog seruma o koncentraciji
etopropazina (racemat i enantiomeri) pri 20 °C. Mjerenje aktivnosti je
provedeno uz supstrat ATCh (2,0-75 000 pmol dm™), R-etopropazin (0,5,
1,0, 2,0 i 5,0 pmol dm™), S-etopropazin (1,0, 2,0, 5,0 i 10,0 pmol dm?) i
racemat etopropazina (0,5, 1,0, 2,0 i 5,0 umol dm™®) i BChE konjskog
seruma (160 nmol dm™). Aktivnost enzima u odsutnosti inhibitora (e) i u
prisutnosti racemata (0), R- (0) i S-etopropazina (0). Podatcima na
grafovima A, B i C istovremeno je prilagodavana jed. 1.14 izvedena iz
Webb-3 kinetickog modela.
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Stojan-Fournier-ovi kineticki modeli

J. Stojan i D. Fournier razvili su kineticke modele s ciljem boljeg opisivanja
mehanizma enzimske hidrolize supstrata i mehanizma interakcije s inhibitorima.*>** U
analizi podataka koristio sam njihova dva modela, i to Sest- i sedam-parametarski
(Shema 1.12 i 1.14), te inacicu 6 parametarskog modela koji sam oznacio kao pet
parametarski model (Shema 1.12). Glavne razlike medu ovim modelima su osim broja
parametara, reverzibilnih konstanata i konstanata brzina, i pocetne pretpostavke
mehanizma na kojima se modeli temelje. Detaljne pretpostavke za pojedine modele
opisane su u poglavlju 1.4.1.5.

Rezultati dobiveni primjenom 5-parametarskog modela u analizi enzimskih
aktivnosti potvrduju bolje slaganje ovog modela s eksperimentalnim podatcima od
Michaelis-Menten-ina ili Webb-ovog modela. To potvrduju niZe vrijednosti dobivene za
sumu kvadrata odstupanja na odgovarajucim temperaturama. Vrijednosti izracunane za
keat Krecu se u rasponu onih dobivenih za Webb-1, odnosno Webb-2 model, od 400,2 do
677,7 s. Konstanta brzine k, predstavlja brzinu acetiliranja serina kataliticke trijade u
reakciji sa supstratom ATCh, a njena vrijednost krece se u rasponu (1,62 -
4,53)-10° mol™ dm® s, te opada s porastom temperature. Ovaj rezultat je u skladu s
ranije objavljenim rezultatima.®® Parametri a i b opetovano ne pokazuju sustavnost
promjene s temperaturom, tu se prvenstveno misli na parametar b koji je prisutan i u
prijasnjim modelima, te njihove prosjecne vrijednosti iznose a = 0,13 i b = 1,75.
Konstante inhibicije za enantiomere i racemat etopropazina k' i K| pokazuju
inverziju pa su K| opcenito konstante veceg afiniteta od K* konstanata. Vrijednost

konstante K| za racemat 64,5 nmol dm™ na 25 °C poklopila se je s onom izmjerenom

gasenjem fluorescencije K, = 66,7 nmol dm™ na 23 °C (Tablica 4.15). Vrijednosti

dobivene za stereoselektivnost bitno se ne mijenjaju od onih iz prijaSnjih modela uz

prosjecno 2,3 puta veci afinitet BChE za R-etopropazin. Usporedbom vrijednosti K i

K[ konstanata enantiomera vidi se veci afinitet BChE za R-etopropazin kako u

aktivnome tako i u perifernome mjestu vezanja.
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Tablica 4.11 Stojan-Fournier model (5 parametara): Kataliticke konstante K;, a, b,

konstante brzine hidrolize supstrata k; i ks, konstante disocijacije enzim-

inhibitor kompleksa & i k[ sa standardnim odstupanjima za hidrolizu

supstrata ATCh sa BChE iz konjskog seruma (160 nmol dm™) i inhibiciju sa

enantiomerima i racematom etopropazina. Stereoselektivnost BChE za

enantiomere etopropazina

izracunana je kao omjer disocijacijskih

konstanata K S- i R-etopropazina. Mjerenja su provedena uz supstrat

ATCh (0,002-75 mmol dm™), enantiomere i racemat etopropazina (0,5-20

pumol dm™) na raznim temperaturama. Konstante su racunane prema jed.

1.16, te su navedene vrijednosti sume kvadrata odstupanja.

t/°C 20 37
ks / s 435,2+18,2 422,8+29,9 567,9+56,8 563,0+26,3 677,7+26,5
k, /10° mol* dm®s?* | 1,98+0,10 3,71 +0,33 4,54 + 0,64 3,92+0,30 1,77 +0,57
K, = K, / mmol dm™ | 0,42+0,03 2,41+ 0,59 2,29 + 0,92 3,06+0,45 1,65%+0,17
b 1,16 +0,05 2,01 +0,14 1,87 + 0,20 2,26 +0,11  2,48+0,10
a 0,079+0,005 0,190+0,091 0,146 + 0,073 0,212 +0,071  0,111+0,008
R-etopropazin
Kk} / nmol dm 704,1 + 15,6 996,9 + 148,2 540,4 + 75,7
kP / nmol dm 58,7+5,9 210,5+ 11,8
S-etopropazin
Kk} / nmol dm 230,8+17,3 1831+405 2740 + 1424 1228 + 169
kP / nmol dm 233,3+25,3 146,9 +14,4  75,7+13,1 182,7 +19,7 546,6 + 32,3
racemat
Kk} / nmol dm™ 139,0 + 10,9 980,1+212,4 741,8+108,3
kP / nmol dm™® 58,1+ 5,5 259,0 14,2
racemat*
Kk} / nmol dm™ 1017 750,5
K} () kP (R) 2,60 2,27
Suma kvadrata 2.10-10° 2.24-10°

odstupanja

* Vrijednost konstante « za racemat, izraCunana je iz vrijednosti konstanata « za

enantiomere.
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Slika 4.17  OQvisnost pocetnih aktivnosti BChE konjskog seruma o koncentraciji
etopropazina (racemat i enantiomeri) pri 20 °C. Mjerenje aktivnosti je
provedeno uz supstrat ATCh (2,0-75 000 umol dm?), R-etopropazin (0,5,
1,0, 2,0 i 5,0 pmol dm™), S-etopropazin (1,0, 2,0, 5,0 i 10,0 pmol dm™) i
racemat etopropazina (0,5, 1,0, 2,0 i 5,0 pmol dm™) i BChE konjskog
seruma (160 nmol dm™). Aktivnost enzima u odsutnosti inhibitora (e) i u
prisutnosti racemata (o), R- (0) i S-etopropazina (0). Podatcima na
grafovima A, B i C istovremeno je prilagodavana jed. 1.15 izvedena iz

Stojan-Fournier-ovog modela (5 parametara).

Rezultati dobiveni primjenom 6-parametarskog modela (Tablica 4.12) slicni su
onima dobivenima iz 5-parametarskog modela (Tablica 4.11), a to je u prvome redu radi
sliénih vrijednosti disocijacijskin konstanata za enzim-supstrat komplekse K; i K, na
odredenoj temperaturi. Primjerice na 30 °C K; iznosi 2,86, a K, 3,17 mmol dm™ $to je
razlika od 11%, a u tome rasponu se krecu i standardna odstupanja tih konstanata.
Opcenito K, konstante u 6-parametarskom modelu niZze su po vrijednosti od K;
konstanata u 5-parametarskom modelu. Ostale konstante 6-parametarskog modela ne
razlikuju se znacajno od onih u 5-parametarskom modelu. Prosjecna stereoselektivnost
takoder iznosi 2,3 te BChE ima vedi afinitet za R-etopropazin kako u aktivnome tako i u
perifernome mjestu vezanja nego za S-etopropazin. Usporedba suma kvadrata
odstupanja 5- i 6-parametarskog modela pokazuje da 6-parametarski model ima manju
sumu kvadrata na 25, 30 i 37 °C. Temeljem toga moze se zakljuciti da 6-parametarski

model bolje opisuje eksperimentalne podatke od 5-parametarskog modela. Kako su
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razlike u sumama odstupanja minimalne bilo je opravdano reducirati 6-parametarski
model na 5 parametara izjednacavanjem konstanata K; i K,. Na Slici 4.18 prikazana je

dobrota prilagodbe jed. 1.16 na eksperimentalne podatke.

Tablica 4.12 Stojan-Fournier model (6 parametara): Kataliticke konstante Ki, K, a, b,
konstanta brzine hidrolize supstrata k; i ks konstante disocijacije enzim-

inhibitor kompleksa A 1 K| sa standardnim odstupanjima za hidrolizu

supstrata ATCh sa BChE iz konjskog seruma (160 nmol dm™) i inhibiciju sa
enantiomerima i racematom etopropazina. Stereoselektivnost BChE za
enantiomere etopropazina izracunana je kao omjer disocijacijskih
konstanata K,* S- i R-etopropazina, takoder su navedene vrijednosti sume

kvadrata odstupanja. Mjerenja su provedena uz supstrat ATCh (0,002-75
mmol dm™®), enantiomere i racemat etopropazina (0,5-20 pmol dm™) na
raznim temperaturama. Konstante su racunane prema jed. 1.16, te su

navedene vrijednosti sume kvadrata odstupanja.

t/°C 12 20 25 30 37

ks /s 479,7+19,5 428,0+23,6 610,0+64,9 672,2+14,4 1080 + 45

k, 7/ 10°mol*dm®s?| 1,98+0,10 3,70+0,25 453+0,65 3,17+0,18 1,62 +0,07

K, / mmol dm™ 0,42+0,02 2,07+1,19 1,20+0,84 2,86+0,62 1,23+0,11

K, / mmol dm?* 0,76 £ 0,16 2,37 + 0,61 1,91+1,21  3,17+0,40 1,04+0,14

b 1,16 +0,05 2,00 + 0,11 1,76 £+0,19 1,90 +0,04 1,56 + 0,07

a 0,081+0,004 0,147 + 0,074 0,092 + 0,049 0,207+0,043 0,121 + 0,007

R-etopropazin

K} / nmol dm 162,0+ 33,9 689,9 + 200,4 820,8 +647,0 1035+ 164  308,2 + 40,8

k? / nmol dm™ 43,5+ 3,1 60,3+ 4,7 43,7+7,8 57,1+5,2 223,0+19,4

S-etopropazin

K} / nmol dm* 424,5+ 88,6 2021 + 604 1838 + 1495 1543 +220  708,7 + 95,0

k? / nmol dm 189,7+ 18,0 138,1+10,1 81,5+ 14,1 221,3+23,9 582,3+53,5

racemat

K} / nmol dm* 258,3+ 54,1 967,7+292,4 1043 +809,6 1664 +255  418,8+ 56,3

kP / nmol dm 68,6 + 4,6 59,5+4,2  67,7+12,8 83,4+75 276,6+ 23,0

racemat*

k# / nmol dm 234,5 1029 1135 1239 429,6

K} (S kP (R) 2,62 2,93 2,24 1,49 2,30
Suma kvadrata 3,70-10° 1,13-10° 1,36-10° 5.84.10° 2.37.10°

odstupanja

* Vrijednost konstante « za racemat, izraCunana je iz vrijednosti konstanata «/ za

enantiomere.
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Slika 4.18 Ovisnost pocetnih aktivnosti BChE konjskog seruma o koncentraciji
etopropazina (racemat i enantiomeri) pri 20 °C. Mjerenje aktivnosti je
provedeno uz supstrat ATCh (2,0-75 000 umol dm™), R-etopropazin (0,5,
1,0, 2,0 i 5,0 pmol dm™), S-etopropazin (1,0, 2,0, 5,0 i 10,0 pmol dm™) i
racemat etopropazina (0,5, 1,0, 2,0 i 5,0 umol dm™) i BChE konjskog
seruma (160 nmol dm™). Aktivnost enzima u odsutnosti inhibitora (e) i u
prisutnosti racemata (0), R- (0) i S-etopropazina (0). Podatcima na
grafovima A, B i C istovremeno je prilagodavana jed. 1.16 izvedena iz

Stojan-Fournier-ovog kinetickog modela (6 parametara).

ProSirenje 6-parametarskog modela (Slika 1.14) uvodenjem dodatnih konstanata
disocijacije (7-parametarski model) za moguce enzim-supstrat komplekse temelji se na
opravdanoj pretpostavci ulaska supstrata u aktivno mjesto enzima. Prema njoj supstrat
biva privucen od strane enzima i prvi kontakt izmedu supstrata i enzima nastaje na
ulazu u aktivno mjesto enzima. Potom supstrat putuje duz aktivhoga mjesta kako bi
dospio do kataliticke trijade gdje se odvija reakcija izmedu supstrata i serina. Za razliku
od 6-parametarskog modela 7-parametarski model sadrZi tri konstante disocijacije za
enzim-supstrat komplekse i to Kp za kompleks sa supstratom vezanim na perifernom
mjestu enzima, K_ za kompleks sa supstratom vezanim u aktivhome mjestu enzima i K
za premjestaj supstrata sa perifernog na aktivno mjesto aciliranog enzima. Da bi se
odredila konstanta disocijacije enzim-supstrat kompleksa Ks, analogna onoj u Webb-

ovom modelu, potrebno je pomnoziti Kp i K. konstantu.
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Prema analogiji sa supstratom u model su uvedene konstante disocijacije enzim-
inhibitor kompleksa, K,;p za kompleks sa inhibitorom vezanim na perifernome mjestu
enzima i K, za kompleks sa inhibitorom vezanim u aktivhome mjestu enzima. Kod
inhibitora nije pretpostavljeno istovremeno vezanje vise molekula inhibitora na enzim,
buduci da preliminarni rezultati prilagodbe jednadzbe koja to pretpostavlja nisu bili u
skladu s Kkriterijima za dobrotu prilagodbe teoretske krivulje na eksperimentalne
podatke.

Primjena 7-parametarskog modela, odnosno jed. 1.17, u analizi eksperimentalnih
podataka rezultirala je s drugacijim vrijednostima konstanata ks, k», a i b u odnosu na
one izracunane primjenom jed. 1.16 (Tablica 4.13). Konstante ks, a i b te konstanta K,
koja odgovara konstantama K; i K, u 6-parametarskom modelu, prosjecno su visih
vrijednosti. Velika razlika izmedu ova dva modela uocCava se kada se usporede
odgovarajuce konstante k,. U 7-parametarskom modelu vrijednosti k, konstante nize su
tri reda velic¢ine u odnosu na 6-parametarski model. Usporedbom Ks konstanata s onima
iz Webb-ovog modela (Tablica 4.8) uocavamo dobro slaganje, tj. vrijednosti ovih
konstanata istog je reda veli¢ine (0,52 - 1,34 mmol dm™). Takoder konstanta Kp, koja
odgovara konstanti Kss u Webb-ovom modelu, visa je po vrijednosti od odgovarajuée Kss
konstante takoder i od K; odnosno K, konstante u 6-parametarskom modelu. Primjerice
na 20 °C Kp iznosi 39,1 mmol dm™, Kg = 8,0, a K; = 2,4 mmol dm™. Ovo je oditi primjer
kako modeli mogu pretpostaviti isto vezanje supstrata na periferno mjesto na enzimu, a
dati bitno drugaciji rezultat.

Usporedba konstanata K, s odgovaraju¢im k| konstantama (Tablica 4.12)

pokazuje uzajamno slaganje Sto se prenosi i na podudaranje stereoselektivnosti.
Primjenom ovog modela u izracunu konstanata inhibicije K, potvrdilo se kao i u
prijasnjim modelima da je moguce konstantu inhibicije racemata izracunati iz
konstanata inhibicije za enantiomere koriste¢i jed. 3.12 uz dobro slaganje
eksperimentalno  odredenih i izracunanih vrijednosti. Prosje¢no odstupanje
eksperimentalnih i izracunanih konstanata za inhibiciju racematom iznosi 8%.

Kada se usporede sume kvadrata odstupanja iskuSanih kinetickih modela, 7-
parametarski model rezultira s najnizom sumom kvadrata na 12 °C, dok 6-parametarski
model ima najniZze sume na 20 i 25 °C, a 5-parametarski model na 30 i 37 °C. Buduci da
vrijednosti eksperimentalnih tocaka utjecu na sumu kvadrata odstupanja pristupio sam
njihovoj normalizaciji. Normalizacija je provedena tako da su sume kvadrata odstupanja
5-, 6- i 7-parametarskog modela podijeljene s najnizom sumom kvadrata za odredenu
temperaturu. Sume tih normaliziranih suma odstupanja iznose za 5-parametarski model

6,06, za 6-parametarski model 5,37 i za 7-parametarski model 5,99. Temeljem ove
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usporedbe, model sa Sest parametara za hidrolizu supstrata i dva za inhibiciju enzima

najbolje opisuje eksperimentalne podatke u odnosu na druge testirane modele.

Tablica 4.13 Stojan-Fournier model (7 parametara): Kataliticke konstante Kp, K., K,
a, b, konstante brzine hidrolize supstrata k, i ks, konstante disocijacije
enzim-inhibitor kompleksa K;p i K. sa standardnim odstupanjima za
hidrolizu supstrata ATCh sa BChE iz konjskog seruma (160 nmol dm?) i
inhibiciju sa enantiomerima i racematom etopropazina. Stereo-

selektivnost BChE za enantiomere etopropazina izracunana je kao omjer

disocijacijskih konstanata K* S- i R-etopropazina,. Mjerenja su provedena
uz supstrat ATCh (0,002-75 mmol dm®), enantiomere i racemat
etopropazina (0,5-20 umol dm™) na raznim temperaturama. Konstante su

racunane prema jed. 1.18, te su navedene vrijednosti sume kvadrata

odstupanja.
t/°C 12 20 25 30 37
ks /s™ 4456 +8,6 823,1+23,0 1205+105 915,1+31,2 1433+46
ko / mol™* dm®s™ | 1065 + 23 1480 + 39 1509 + 90 2639 + 96 2090 + 49
Ke / mmol dm® 32,1+1,2 39,1+1,8 29,4+3,3 31,2+0,72 46,8+1,7
K. / mmol dm™ 16,2 + 0,7 12,6 +0,7 13,1+ 1,7 25,3+1,7 28,6 +1,2
K./ mol dm™ 38,1+15,2 4,77+0,80 8,94+4,42 564+0,72 2,75+0,27
Ks* / mmol dm 0,52 0,49 0,39 0,79 1,34
b 4,21 +0,14 5,47+0,26 5,17+0,75 5,78+0,30 6,26+ 0,29
a 0,56 +0,02 0,79+0,03 0,91+0,08 0,73+0,04 1,33+0,05
R-etopropazin
Kip/ pmol dm® | 13,17 +1,08 9,84+0,88 17,03+4,41 12,79+1,75 11,43+0,76
K./ mmoldm™® | 2,52 +0,22 5,23+0,53 2,53+0,71 3,78+0,56 14,99 +1,23
K* / nmol dm® 33,19 51,47 43,05 48,36 171,2
S-etopropazin
Kip 7/ umol dm™® | 18,84+ 1,32 36,59+ 3,91 44,51+11,8 63,29+7,10 24,97 +1,63
Ki. / mmoldm™ | 5,90 +0,47 3,53+0,41 1,90+0,53 2,46+0,34 16,85+ 1,38
K* / nmol dm™ 112,2 129,4 84,55 155,4 420,9
racemat
Kip / pmol dm™ | 42,24 +3,93 16,99+ 1,75 19,10+ 4,88 25,30+ 3,31 16,55+ 1,20
Ki. / mmoldm™® | 1,21+0,11 3,43+0,38 3,30+0,92 2,83+0,72 13,23+1,16
K / nmol dm™ 50,96 58,29 63,11 71,63 219,0
racemat’
K* / nmol dm™ 51,12 73,64 57,05 73,77 243,4
K* (S)/ Ki* (R) 3,35 2,51 1,96 3,21 2,46
Suma kvadrata 3 4 5 4 4
odstupanja 3,50 - 10 1,59 - 10 1,41 - 10 5,47 - 10 3,07 - 10

#

*  Konstanta
H

inhibicije K~
Vrijednost konstante K* za racemat, izracunana je iz vrijednosti konstanata K* za

enantiomere.

Konstanta disocijacije supstrata Ks izracunana je kao produkt konstanata Kp-K; .

izraCunana je kao produkt konstanata K p-K.
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Slika 4. 19 Ovisnost pocetnih aktivnosti BChE konjskog seruma o koncentraciji
etopropazina (racemat i enantiomeri) pri 12 °C. Mjerenje aktivnosti je
provedeno uz supstrat ATCh (2,0-75 000 pmol dm™), R-etopropazin (0,5,
1,0, 2,0 i 5,0 pmol dm™), S-etopropazin (1,0, 2,0, 5,0 i 10,0 pmol dm?) i
racemat etopropazina (0,5, 1,0, 2,0 i 5,0 pmol dm™®) i BChE konjskog
seruma (160 nmol dm™). Aktivnost enzima u odsutnosti inhibitora (e) i u
prisutnosti racemata (0), R- (0) i S-etopropazina (0). Podatcima na
grafovima A, B i C istovremeno je prilagodavana jed. 1.18 izvedena iz

Stojan-Fournier-ovog kinetickog modela (7 parametara).

Slika 4.19 pokazuje prilagodbu teoretske krivulje koja proizlazi iz 7-parame-
tarskog modela (Slika 1.15) na eksperimentalne podatke. MoZe se uociti da krivulja koja
se odnosi na aktivnost enzima u odsustvu inhibitora dobro opisuje eksperimentalne
aktivnosti uz manja odstupanja kod aktivnosti izmjerenih sa 5,0 i 10,0 mmol dm™
supstratom ATCh. Krivulja postize maksimum kod aktivnosti izmjerene sa 50,0 mmol
dm™ supstratom te pokazuje pad vrijednosti daljnjim povecanjem koncentracije
supstrata. Supstrat ATCh je takve prirode da ne pokazuje jasnu inhibiciju BChE konjskog
seruma, nasuprot njemu supstrati sa vec¢im acilnim skupinama od acetatne skupine na
pr. butiriltiokolin ili propioniltiokolin inhibiraju BChE.*® U tom sluaju pretpostavke
mehanizma hidrolize supstrata enzimom uklju¢ene u 7-parametarski model bolje bi

dosle do izrazaja.
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Prosirenje modela sa 7 parametra sa parametrom temperature

Bududi da su Stojan-Fournier kineti¢ki modeli dobro opisivali hidrolizu supstrata i
inhibiciju BChE konjskog seruma etopropazinom na pojedinoj temperaturi Zelio sam
dodatno isku3ati model sa 7 parametara. Ukoliko model dobro pretpostavlja korake u
mehanizmu hidrolize supstrata, te disocijacijske komplekse izmedu enzima i supstrata
te enzima i inhibitora morao bi biti primjenjiv na raznim temperaturama. Promjenom
temperature mogu se povecati konstante brzine reakcija, ali se mogu mijenjati i
afiniteti enzima prema supstratu odnosno inhibitoru. Ove promjene u vrijednostima
konstanata uocene su kod svih iskusanih modela kada se usporede njihove vrijednosti na
raznim temperaturama.

Konstante brzine kg i reverzibilne konstante Ks, Kss i K, (Tablica 4.4 i 4.5)
posluzile su za odredivanje entalpije (A'H) i entropije (A'S) aktivacije hidrolize
supstrata, odnosno entalpije (AH®) i entropije (AS®) stvaranja kompleksa izmedu enzima
i supstrata i enzima i inhibitora (Tablica 4.6). Na analogan nacin bilo je moguce odrediti
odgovaraju¢e entalpije i entropije iz ravnoteznih konstanata i konstanata brzine
izracunanih pomocu Stojan-Fournier kinetickog modela (7 parametara). U modelu
konstante brzine reakcije ks, b-ks, k» i a-k, supstituirane su s jed. 3.15, a ravnotezne
konstante Kp, K., K, Kip i K s jed. 3.16 (Prilog, jed. 7.48—7.56). Obje jednadzbe
primijenjene su u eksponencijalnom obliku. Izraunane entalpije i entropije navedene
su u Tablici 4.14. Suma kvadrata odstupanja teoretske krivulje od eksperimentalnih
tocaka iznosi 5,98-10° i visa je od suma navedenih u Tablici 4.13. To ne znadi da je
prilagodba teoretske krivulje loSija nego je broj toCaka povecan sa 177 na jednoj
temperaturi na 885 (5 x 177) tocaka izmjerenih na svih pet temperatura (12, 20, 25, 30 i
37 °C) sto doprinosi ukupnom povecanju sume kvadrata odstupanja. Kada se vrijednost
sume kvadrata odstupanja podijeli sa pet, dobiva se vrijednost bliska onoj dobivenoj za
sumu kvadrata odstupanja na 25 °C (Tablica 4.13). Valja napomenuti da vrijednosti
izracunane za entalpiju i entropiju pojedinih konstanata ne moraju biti konacne, jer je
moguce vise realnih rjesenja.** Bilo je potrebno tijekom prilagodbe teoretske krivulje
na eksperimentalne podatke vrijednosti za entalpiju i entropiju konstante K,  drZati
nepromjenjivima. Buduci da enzim ne pokazuje inhibiciju pri visokim koncentracijama
supstrata koja bi rezultirala pouzdanom vrijednos¢u za K., moguce su razne vrijednosti
entalpije i entropije te sustav postaje nestabilan.

Kako bi se utvrdilo koje rjesenje je prihvatljivo potrebno je izracunati vrijednost
odredene konstante na nekoj temperaturi, te dobivenu vrijednost usporediti sa ranije
izracunanom konstantom. Na pr. konstanta ks na 37°C izraCunana pomocu entalpije i

entropije aktivacije iznosi 2214 s*, dok je vrijednost te konstante u Tablici 4.13
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ks =1433 s™. Istom usporedbom konstanta K. na 37 °C izracunana iz odgovarajucih
vrijednosti za entalpiju i entropiju iznosi 30,5 mmol dm=, a u Tablici 4.13 K_ = 28,6
mmol dm?. Losije slaganje izmedu konstanata uocava se kod konstanata inhibicije pa
tako za S-etopropazin K, p iznosi 4,67 pmol dm™ na 37 °C dok je vrijednost u Tablici 4.13
Kip = 24,97 umol dm™. Ovo odstupanje ukazuje da je moguce neko drugo rje$enje sa
boljim slaganjem izmedu odgovarajuéih konstanata ili je potrebno intervenirati u

modelu kako bi se bolje opisao mehanizam enzimske hidrolize supstrata i inhibicije.

Tablica 4.14 Entalpije AH i entropije AS sa standardnim odstupanjima za hidrolizu
supstrata ATCh i inhibiciju BChE konjskog seruma enantiomerima i
racematom etopropazina. Mjerenja su provedena uz supstrat ATCh
(0,002-75 mmol dm™), enantiomere i racemat etopropazina (0,5-20 umol
dm™) na 12, 20, 25, 30 i 37 °C. Entalpije i entropije izracunane su prema
jed. 1.19 uz supstituciju s jed. 7.48—7.56.

Supstrat (ATCh) | R-etopropazin | S-etopropazin racemat
ks, AH/ kJ/mol 61,38 + 0,64 — — —
ks, A*S/ J/Kmol 16,72 + 2,19 — — —
b-ks, A*H/ kJ/mol 60,2+ 0,2 — — —
b-ks, A*S/ J/Kmol 19,9+ 0,9 — — —
k,, A"H/ kJ/mol -112,4+ 0,4 — — —
ko, A*S/ J/Kmol -552,3+1,4 — — —
a-k,, A*H/ kJ/mol 3,67 +0,26 — — —
a-k,, A'S/ J/Kmol -168,5+ 0,8 — — —
Ke, Kip, AH°/ kJ/mol | 6,84 + 0,31 54,22 +0,78 [52,36+0,84 |55,29+0,75
Ke, Kip, AS®/ J/Kmol |-16,4+1,0 63,69+ 2,56 |66,77+2,78 | 68,37 +2,51
K, K., AH°/ kd3/mol | -109,2 0,2 -105,9+0,4 |-36,8+0,5 -41,1+0,5
Ke, K., AS°/ J/Kmol |-381,1+0,8 -388,0+1,3 |-152,6+1,8 |-165,5+1,7
K., AH®°/ kJ/mol 4,81+0,0 — — —
K., AS°/ J/Kmol 69,1+0,0 — — —
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Slika 4. 20 Hidroliza supstrata ATCh i inhibicija BChE konjskog seruma enantiomerima i
racematom etopropazina pri razli¢itim temperaturama. Analiza pocetnih
aktivnosti izmjerenih pri 12, 20, 25, 30 i 37 °C provedena je sa Stojan-
Fournier modelom sa 7 parametara za hidrolizu supstrata i dva parametra
za inhibiciju enzima. U jed. 1. 19 konstante brzine reakcije ks, b-ks, ks i
a-kp, te ravnotezne konstante Kp, K, K, K/ p i K supstituirane s jed. 7.48—
7.56. Teoretska krivulja istovremeno je prilagodavana svim

eksperimentalnim podatcima.
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Dobrota istovremene prilagodbe Stojan-Fournier kinetickog modela (7
parametara) na eksperimentalne podatke prikazana je na Slici 4.20. MoZe se uoCiti
loSije slaganje teoretskih krivulja sa eksperimentalnim podatcima na 12 °C, dok je to
slaganje bolje na visim temperaturama. Takoder se moZe uociti neslaganje teoretskih
krivulja sa eksperimentalnim podacima u odsutnosti etopropazina za aktivnost enzima
izmjerene kod koncentracija supstrata ATCh manjih od 1,0 mmol dm™. Eksperimentalne
aktivnosti pokazuju maksimum aktivnosti na 25 °C, dok teoretske krivulje imaju
maksimum na 12 °C te sustavan pad prema 37 °C. Ova cinjenica zahtijeva dodatna
poboljSanja u modelu. Radi jednostavnosti prikaza na Slici 4.20 dane su samo
eksperimentalne tocke koje odgovaraju enzimskoj aktivnosti izmjerenoj u odsutnosti i

prisutnosti R-etopropazina na raznim temperaturama.
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4.3.2. Inhibicija rekombinantnih kolinesteraza misa

Rekombinatne kolinesteraze misa posluzile su da se detaljnije prouc¢i mehanizam
inhibicije kolinesteraza enantiomerima etopropazina. U ovim eksperimentima koriStene
su navedene ChE misa: AChE divljeg tipa, BChE divljeg tipa te jednostruki mutanti AChE
i to tirozin 124 glutamin (Y124Q), tirozin 337 alanin (Y337A) i triptofan 286 alanin
(W286A). Navedene mutacije nalaze se unutar aktivnog mjesta enzima a priredene su sa
svrhom proSirenja aktivnog mjesta AChE zamjenom navedenih aminokiselina s analognim
aminokiselinama koje nalazimo u aktivnom mjestu BChE. Kako se ocekivalo sve ChE misa
bile su inhibirane racematom etopropazina ili njegovim pojedinim enantiomerima.
Najslabija inhibicija je uocena kod AChE divljeg tipa sa prosjecnom konstantom
disocijacije enzim-inhibitor kompleksa (K, = 132,1 + 1,7 umol dm™®) te nije uoéena
stereoselektivnost prema enantiomerima etopropazina (Tablica 4.15). Za razliku od
AChE, BChE divljeg tipa pokazuje za tri reda velicine vedi afinitet za racemat (preko
1600 puta), odnosno za enantiomere etopropazina. BChE miSa takoder pokazuje
stereoselektivnost prema enantiomerima etopropazina i to preko tri puta veci afinitet
prema R- u odnosu na S-etopropazin. Istu stereoselektivost pokazuje i Y337A mutant
AChE s tom razlikom da je dvadeset puta veci afinitet prema R- u odnosu na S-
etopropazin (Slika 4.21A). Upecatljivo je kako jednostruka mutacija, odnosno promjena
aromatske aminokiseline, tirozina u alanin povecava afinitet enzima prema racematu
etopropazina preko 600 puta. Preostala dva mutanta miSje AChE Y124Q i W286A
pokazuju obrnutu stereoselektivnost odnosno ovi enzimi imaju veci afinitet prema S-
etopropazinu nego R-etopropazinu (Slika 4.21B). Mutant Y124Q pokazuje deset puta veci
afinitet prema S-etopropazinu u odnosu na R-enantiomer, a isto tako je zanimljivo da se
vrijednosti konstanata disocijacije za S-etopropazin podudaraju za Y124Q i Y337A.
Najmanje povecanje afiniteta za etopropazin u odnosu na AChE divljeg tipa pokazuje
mutant W286A od oko 2,6 puta za racemat. Ovaj mutant takoder preferira S-

etopropazin uz 2,75 puta veci afinitet u odnosu na R-enantiomer.
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Tablica 4.15 Konstante inhibicije (K;) rekombinantnih kolinesterazd miSa BChE, AChE i
AChE mutanata (Y337A, Y12Q i W286A) enantiomerima i racemicnim
etopropazinom. K je konstanata disocijacije za enzim-supstrat kompleks
izracunana kao srednja vrijednost konstanata K, dobivenih iz pokusa
inhibicije enantiomerima i racematom. Inhibicija je provedena kod Cetiri
koncentracije supstrata ATCh (0,1, 0,3, 0,5 i 1,0 mmol dm?®) s
enantiomerima i racematom etopropazina (0,05 - 200 umol dm?) pri

25 °C. Konstante K, i Ks izracunane su prema jed. 3.7 (Hounter-Dawns

prikaz).

. K, / nmol dm™ K_(S) B
Enzim R-etopropazin S-etopropazin racemat K (R) Ki / mmol dm
BChE 36+1 177 + 35 82+2 3,28 0,52 + 0,11
Y337A 92+8 1 856 + 292 208 + 8 20,2 0,53 +0,13
Y124Q 20900 * 400 2020 £ 220 3670 £ 310 0,10 (10,3)* 1,00 + 0,05
W286A 87000+26100 31600+5900 51400 +5 900 0,36 (2,75)* 0,47 £ 0,08
AChE 133700 £ 13300 130400+9800 132200+15600 0,98 0,78 £0,28

* Vrijednosti u zagradi predstavljaju reciproc¢ni omjer konstanata inhibicije K(R) 7 Ki(S).

U Tablici 4.15 navedene su i prosjecne vrijednosti disocijacijskih konstanata
kompleksa enzim-supstrat (Ks) sa standardnim odstupanjima. Prosjecne vrijednosti
predstavljaju aritmeticku sredinu konstanata koje su izracunate za pojedine
enantiomere i racemat. Vrijednosti konstanta krecu se u rasponu od 0,47 za W286A
mutant do 1,00 mmol dm> za Y124Q mutant s time da su slicne vrijednosti za BChE i
Y337A mutant. Vrijednost konstante za AChE divljeg tipa nalazi se u sredini havedenog

raspona.
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Slika 4.21 Inhibicija mutanata miSje AChE enantiomerima i racematom etopropazina pri
25 °C (Hunter-Downs prikaz). Inhibicija tirozin 337 alanin mutanta AChE (A) i
tirozin 124 glutamat mutanta AChE (B) R-etopropazinom (o), S-etopropa-
zinom (o) i racematom (0). Svaka pojedina prividna konstanta inhibicije
izracunata je iz inhibicije s minimalno tri koncentracija etopropazina (0,050-
200 umol dm™) kod pripadajucih koncentracija supstrata ATCh (0,10, 0,30,

0,50, i 1,0 mmol dm'3). Konstante su izracunane prema jed. 3.5 3.7.

4.3.3. Odredivanje afiniteta kolinesterazé za etopropazin metodom gasenja

*%

fluorescencije

Metoda gasenja fluorescencije omogucuje neposredno mjerenje afiniteta nekog
proteina za odredeni ligand uz uvjet da aminokiselina ukljucena u vezanje liganda
fluorescira. Ova metoda omogucuje mjerenje brzine stvaranja i disocijacije kompleksa
enzim-ligand. Takoder se ovom metodom izbjegava upotreba supstrata i njegov moguci
utjecaj na afinitet enzima za ligand. U naSem sluc¢aju mjerili smo vezanje etopropazina
na BChE konja (Slika 4.22) i misa te na mutante AChE miSa tirozin 337 alanin (Y337A) i
tirozin 124 glutamat (Y124Q) pomocu fluorimetra sa zaustavljenim protokom. Metodom
se mjeri brzina opadanja intenziteta intrinzicne fluorescencije triptofana u aktivnom

mjestu kolinesteraze zbog stvaranja kompleksa izmedu enzima i etopropazina (Tablica
4.16).

“ Glavninu pokusa nacinio je dr. Zoran Radi¢ u laboratoriju prof. Palmera Taylora.
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Tablica 4.16 Konstante brzine vezanja (k.;) i brzine disocijacije (k) etopropazina te

konstanta disocijacije kompleksa (Kp) za reakciju BChE konja s racematom

etopropazina pri

23

°C. Konstante su

izraCunane iz pokusa gasenja

fluorescencije pomocu jed. 3.9—3.11. Mjerenje je provedeno u fosfatnom

puferu (0,10 mol dm®) uz BChE (20 nmol dm™)

minimalno Ccetiri

koncentracije racemata etopropazina (0,20-1,0 pmol dm™).

Enzim k. /7 10° mol™® dm® min? k4 / min®
BChE konja 1,2 105
1,3 79
1,0 91
Srednja
whadret 1,2+0,1 92+ 11
Ko = K.a/Kys 76,7 nmol dm™
1.44 5000 1
LI - B
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Slika 4.22 Odredivanje afiniteta enzima za racemicni etopropazin metodom gasenja

fluorescencije pri

disocijacije (k) etopropazina sa kolinesteraze (Y33A),

23

°C.
dodatkom etopropazina (A).

Promjena

Konstanta brzine vezanja (ki) i

intrinzicne fluorescencije enzima

brzine

te konstanta

disocijacije (Kp) izracunate su pomocu jed. 3.9—3.11 (B). Mjerenje je

provedeno u fosfatnom puferu (0.1 mol dm™) uz BChE (20 nmol dm?) i

racemat etopropazina ovih koncentracija: 2,0, 4,0, 6,0 i 8,0 pmol dm.

Mjerenje gaSenja fluorescencije provedeno je s enantiomerima i racematom

etopropazina te su dobivene konstante disocijacije Kp za BChE konja, mi%a i mutante
misje AChE Y337A i Y124Q (Tablica 4.17).%° Obje BChE pokazuju vedi afinitet za R- nego
za S-etopropazin, a takoder i AChE mutant Y337A. Mutant Y124Q ima veci afinitet za S-

enantiomer odnosno pokazuje obrnutu stereoselektivnost nego ostali enzimi.

Najvecu

stereoselektivnost pokazuje mutant Y337A sa 47 puta vecim afinitetom za R-etopropazin
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nego S-etopropazin. Drugi testirani enzimi takoder pokazuju stereoselektivnost prema
enantiomerima etopropazina no ona nije toliko izrazena. Mutanti Y337A i Y124Q
medusobno se razlikuju u stereoselektivnosti, ali pokazuju slican afinitet za S-

etopropazin.

Tablica 4.17 Konstante disocijacije (Kp) enzim-etopropazin kompleksa odredene za
kolinesteraze pri 23 °C. Kao enzimski preparati koriSteni su BChE konja i
misa, te mutanti AChE misa Y337A i Y124Q (7-200 nmol dm™), a kao ligand
enantiomeri ili racemat etopropazina (0,2-8,0 umol dm™). Konstante su
izraCunane iz pokusa gaSenja fluorescencije pomocu jed. 3.9—3.11.°°

Vrijednosti su izraCunane iz najmanje 3 pokusa.

Enzi Kp / nmol dm Stereoselektivnost
nzim R-etopropazin  S-etopropazin racemat  Kj (S)/ Kp (R)

BChE konja 71 149 77 2,1

BChE misa 21 60 — 2,9

AChE miSa

Y337A mutant 44 2081 — 47,3

Y124Q mutant 3022 1922 — 0,6 (1,6)*

* Vrijednost u zagradi predstavlja omjer Ky (R)/ Kp (S), odnosno obrnutu stereo-
selektivnost.
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5. RASPRAVA

Enzimi su gradeni od kiralnih amino kiselina pa stoga u reakcijama enzima s
kiralnim supstratima i inhibitorima dolazi do kiralnog prepoznavanja, $to se ocituje u
razlici afiniteta enzima za enatiomere tih spojeva. Acetilkolinesteraza i
butirilkolinesteraza pokazuje stereoselektivnost u reakciji s kiralnim organofosfornim
spojevima i kinuklidinskim esterima, koji se kovalentno veZu u kataliticko mjesto
enzima. Razlika u brzini reakcije izmedu enantiomera ovih spojeva i enzima posljedica
je prostornog rasporeda radikala na kiralnom atomu fosfora odnosno ugljika i
mogucnosti njihovog smjestavanja u aktivnom centru enzima. Enantiomer koji bolje
pristaje u aktivni centar enzima brZe reagira s enzimom nego enantiomer koji ne
pristaje.?339-32

Ovom disertacijom Zeljelo se utvrditi da li butirilkolinesteraze ljudi, misa i konja
pokazuju stereoselektivnost prema enantiomerima etopropazina. Etopropazin je
selektivni reverzibilni inhibitor BChE, koji stvara samo adicijske veze u aktivnhom mjestu
enzima. Dobiveni rezultati iskuSani su razlicitim kinetickim modelima enzimske hidrolize
supstrata u prisutnosti etopropazina, te su izracunane kataliticke konstante hidrolize
supstrata i konstante inhibicije. Modeli su iskuSani i na rezultatima mjerenja pri raznim
temperaturama kako bi se vidjelo da li pojedini model pristaje na svim mjerenim
temperaturama. Kako bi se pojasnio mehanizam stereoselektivnosti inhibicije BChE
enantiomerima etopropazina, eksperimentalno su koristeni mutanti miSje AChE kojima
su promijenjene aminokiseline u aktivnome mjestu.

Da bi wutvrdio stereoselektivhost Kkolinesteraza prema enantiomerima
etopropazina, bilo je potrebno prethodno prirediti enantiomere etopropazina iz
komercijalno dostupnog racemata, primjenom kiralne HPLC metode ili frakcijske
kristalizacije. Enantiomerima je odredena konfiguracija kiralnog centra odnosno

apsolutna struktura primjenom metode cirkularnog dikroizma i NMR spektroskopije.

5.1 Etopropazin kao selektivni inhibitor BChE

U literaturi je opisano da je etopropazin selektivni inhibitor BChE, i da je AChE
vrlo malo inhibirana s 20 umol dm™ etopropazinom. To je potvrdeno i u ovoj disertaciji.
Ova selektivnost inhibicije posljedica je medusobnih razlika u gradi aktivhog mjesta
AChE i BChE odnosno razlika u aminokiselinama koje tvore aktivha mjesta ova dva
enzima. AChE ima za 200 A® manje aktivno mjesto od BChE®® buduéi da se kod BChE

umjesto aromatskih aminokiselina AChE nalaze alifatske aminokiseline. Aromatske
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aminokiseline AChE, tirozin 72, tirozin 124, triptofan 286, fenilalanin 295, fenilalanin
297 i tirozin 337, zamijenjuju odgovarajuce alifatske aminokiseline u strukturi ljudske
BChE: asparagin 68, glutamin 119, alanin 277, leucin 286, valin 288 i alanin 328. Stoga
proizlazi da je selektivnost inhibicije BChE etopropazinom iskljucivo posljedica sterickih
razlika u velicini aktivnih mjesta ovih enzima odnosno etopropazin je prevelik da bi

inhibirao AChE u aktivnhom mjestu.

5.1.1 Inhibicija fenotipova ljudske BChE etopropazinom

Inhibicijom ljudske BChE u serumima razlicitih fenotipova utvrdili smo, da je
uobicajeni fenotip BChE (UU-fenotip) t.j. koji sadrzi samo uobicajenu BChE (U) gotovo
potpuno inhibiran sa 20 pmol dm™ etopropazinom dok su ostali fenotipovi bili manje
inhibirani. Tako je atipicna BChE (AA-fenotip) s mutacijom aspartata 70 u glicin kod
koje je negativno nabijeni bocni lanac aspartata zamijenjen vodikom glicina, inhibirana
svega 74%.%° Glavna je uloga aspartata 70, smjeStenog na rubu aktivnhog mjesta enzima,
da sa svojim negativnim nabojem usmjerava pozitivho nabijenu molekulu supstrata u
aktivno mjesto.**? Buduéi da kod AA-fenotipa nema na tom poloZaju negativno
nabijenog bocnog lanca, afinitet enzima za pozitivno nabijen supstrat bitno je smanjen,
$to se ocituje u smanjenoj aktivnosti. Takoder je afinitet za pozitivno nabijeni inhibitor
smanjen u odnosu na afinitet UU-fenotipa BChE. Mutacija aspartat 70 glicin, osim Sto je
smanjila afinitet AA-fenotipa za etopropazin, takoder je uzrokovala i nekompetitivni
karakter inhibicije etopropazinom do 10,0 mmol dm™ koncenentracije supstrata ATCh
(Slika 4.1).

5.2 Stereoselektivna inhibicija kolinesteraza enantiomerima etopropazina

5.2.1 Inhibicija miSje AChE, mutanata AChE i BChE etopropazinom

Kod misje AChE afinitet za enantiomere i racemat etopropazina je puno manji
nego afinitet miSje BChE (preko 1600 puta za racemat etopropazina). Slicnost u
strukturi AChE Covjeka i misa ocekuje se, buduci da je AChE vitalan enzim u procesu
prijenosa signala izmedu neurona, te ima sacuvanu primarnu strukturu uz minimalne
promjene u sastavu aminokiselina izmedu vrsta. Ranije je spomenuto da etopropazin
zbog velicine ne moZe uci u aktivnho mjesto AChE pa mozemo pretpostaviti da je glavna
interakcija izmedu etopropazina i AChE elektrostatsko privlacenje izmedu negativno

nabijenog asparagina 70 i kvatarnog dusika etopropazina (Slika 1.2). Ne zacuduje da
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AChE ne pokazuje stereoselektivnost prema enantiomerima etopropazina, jer
elektrostatske interakcije ne zahtijevaju strogo definirano prostorno uredenje vec
prostornu blizinu. Prema Ogstonovu nacelu®® do kiralnog prepoznavanja doci ¢e onda
kada jedan enantiomer ostvari tri komplementarne interakcije s drugom kiralnom
molekulom, a drugi enantiomer zbog svojstva kiralnosti samo dvije. Uvodenje mutacija
u aktivno mjesto AChE povecava veli¢inu samog aktivnog mjesta $to vidimo kao porast
afiniteta za etopropazin (enantiomere i racemat), te se pojavljuje i stereoselektivnost
za etopropazin.

Mutacijom tirozina 337 u alanin povecan je afinitet za racemat etopropazina
preko Sesto puta, a afinitet za R-etopropazin bio je dvadeset puta veci nego za S-
etopropazin. Ovom mutacijom postignut je najveci porast afiniteta u usporedbi na
mutaciju tirozina 124 u glutamat ili triptofana 286 u alanin. OCito je da tirozin 337
sprecava ulazak etopropazina u aktivno mjesto AChE, a zamjenom fenolne skupine
tirozina za manju metilnu skupinu alanina uklanja se stericka prepreka. Tako vezani
etopropazin stvara izrazito stereoselektivnhe interakcije s enzimom, S&to rezultira
najvecom razlikom afiniteta toga mutanta za enantiomere. | druge dvije mutacije
povecavaju aktivno mjesto AChE zbog cega raste afinitet enzima za etopropazin, no
bitna razlika koja se javlja s tim mutacijama je obrnuta stereoselektivnost.

Kada promatramo medusobni prostorni raspored tirozina 124, triptofana 286 i
tirozina 337 u aktivhom mjestu AChE, vidljivo je da se triptofan 286 nalazi iznad tirozina
124, a tirozin 124 i 337 nalaze se u ravnini koja horizontalno dijeli aktivho mjesto
enzima na priblizno dva jednaka dijela. Porast afiniteta AChE za R- i S-etopropazin prati
poloZaj mutirane aminokiseline u aktivhome mjestu. Mutacija triptofana 286 u alanin,
na rubu aktivnog mjesta, omogucuje etopropazinu dublji ulazak u aktivno mjesto do
tirozina 124 i 337. Mutacija tirozina 337 u alanin uklanja steri¢ku prepreku i etopropazin
se moze spustiti do triptofana 86. Triptofan 86 je bitan za stabilizaciju pozitivno
nabijenih supstrata tijekom hidrolize, a u ovom slucaju stabilizira troclani prsten
etopropazina. Ovu Ccinjenicu potkrepljuje molekulsko pristajanje (eng. molecular
docking) R-etopropazina u aktivno mjesto ljudske BChE koji je nacinio J. Stojan.*°
Rezultati pokazuju da mutacija tirozina 124 i 337 ima slican ucinak na porast
afiniteta AChE divljeg tipa za S-etopropazin uz minimalnu razliku; K, (Y337A)=1,9 umol
dm?i K (Y124Q)=2,0 pmol dm.

Najveci afinitet za etopropazin (enantiomere i racemat) ipak pokazuje BChE uz
smanjenu stereoselektivnost, $to vodi na zakljucak da povecanjem aktivnog mjesta
etopropazin ostvaruje jace interakcije sa aminokiselinama u aktivhome mijestu, ali se

gube kiralno specifi¢ne interakcije vazne za kiralno prepoznavanje.
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Slika 5.1 Kristalna struktura AChE miSa (PDB 1MAH). Aminokiseline koje su promjenjene

GLU 334

s ciljem povecanja aktivnog mjesta AChE su triptofan (TRP) 286, tirozin (TYR)
124 i 337. Triptofan 82 je moguce mjesto vezanja etopropazina na enzimu
nakon supstituiranja tirozina 124 glutaminom ili 337. Kataliticku trijadu

enzima ¢ine serin 203, glutamat 334 i histidin 447.°*

Iz pokusa inhibicije AChE, njenih mutanata i BChE enantiomerima etopropazina
izmjerene su konstante disocijacije enzim-supstrat kompleksa (Tablica 4.4 i 4.14). Ove
konstante prilicno se dobro slazu kada promatramo njihove vrijednosti za odredenu
formu enzima. Znacenje Ks konstante je to da ona predstavlja koncentraciju supstrata
kod koje kompetiraju supstrat i inhibitor. Ukoliko se dva enantiomera, bilo svaki
zasebno ili u racematu, veZu na isto mjesto unutar aktivhog mjesta enzima za ocekivati
je da ¢e kompetirati sa supstratom na isti nacin. Kao rezultat takve inhibicije trebali bi
izmjeriti u inhibiciji istu Ks bez obzira koju formu inhibitora primijenili, $to je ovdje
slucaj (Tablica 4.4). Ovaj rezultat potvrduje da jednadzba 3.12 vrijedi i da se moze

primijeniti u opisu mehanizma reverzibilne inhibicije enzima enantiomerima.

5.2.2 Usporedba konstanata disocijacije Kp i K|

Metoda gasenja triptofanske fluorescencije omogudila je neposredno mjerenje
konstante disocijacije u reakciji etopropazina (enantiomeri i racemat) i AChE, njenih
mutanata i BChE miSa, te BChE konja. Konstante Kp izmjerene gaSenjem fluorescencije
(Tablica 4.16) na 23 °C prosjecno su 2,3 puta nize vrijednosti od konstanti inhibicije K|

odredene iz Hunter-Downs prikaza (Tablica 4.4, Slika 4.8) na 25 °C. Razlike u
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konstantama K, i Kp najvjerojatnije su posljedica primijenjenih metoda odredivanja
konstanti. Kada se usporedi stereoselektivnost BChE misa i konja prema enantiomerima
etopropazina smjer stereoselektivnosti ostao je nepromijenjen neovisno o metodi
odredivanja konstanti. Konstante Ky i K, podudaraju su se u potpunosti (oko 2000 nmol
dm™) za tirozin 124 glutamin i tirozin 337 alanin mutante inhibirane S-etopropazinom.
Najveca odstupanje u vrijednostima konstanata K, i K, dobivena je za tirozin 124
glutamin mutant za inhibiciju R-enantiomerom. No nju nije lako objasniti bududi da se
konstante disocijacije izmjerene za S-etopropazin za ovaj mutant jako dobro slazu.
Razlika u stereoselektivnosti mutanata AChE prema enantiomerima etopropazina postoji
kada usporedimo rezultate dobivene za tirozin 124 glutamin i tirozin 337 alanin mutant.
Kako je spomenuto, ova dva mutanta pokazuju slican afinitet za S-etopropazina stoga
razlika u stereoselektivnosti potjece iskljucivo od razlike u afinitetima za R-etopropazin
tj. razlicitih vrijednosti za konstantu disocijacije Kp ili K. Nemam objasnjenje za
neslaganje konstanata Kp i K, za R-etopropazin, odredenih iz mjerenja na mutantu AChE

tirozin 124 glutamin.

5.3 Kineticki modeli hidrolize supstrata i inhibicije

Da bi se dobilo Sto viSe informacija o mehanizmu enzimske hidrolize supstrata
potrebno je primijeniti Siroki raspon koncentracija supstrata u kojem se mjeri enzimska
aktivnost. Stoga sam primijenio metodu zaustavljenog protoka kojom se mogu takva
mjerenja obavljati. Osim izmjerene enzimske aktivnosti dodatne informacije pruza nam
i inhibitor koji takoder utjeCe na enzimsku aktivnost kompetirajuéi sa supstratom.
Promjena temperature kod koje se mjeri aktivnost enzima moze takoder dati dodatne
informacije o kinetici hidrolize supstrata i inhibiciji.

Ovako izmjerene aktivnosti posluzile su u evaluaciji kinetickih modela s ciljem
pronalazenja onog koji ce najprikladnije opisati mehanizam enzimske hidrolize
supstrata i inhibicije BChE. Pomocu konstanata inhibicije enzima izracunanih za
enantiomere izracunao sam konstantu za inhibiciju enzima racematom i na taj nacin

dodatno provjerio valjanost modela.

5.3.1 Michaelis-Menten-in model

Mnogi su autori pokazali da ovaj model ne opisuje dobro mehanizam hidrolize

supstrata, ako se aktivnost kolinesteraza prati u Sirem podrucju koncentracije
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supstrata.t>17:29:37:38.6064 ong sto se prvo vidi nakon prilagodbe teoretskih krivulje na
eksperimentalno izmjerene aktivnosti enzima, bez i uz prisutnost enantiomera ili
racemata etopropazina, je to da tocke koje predstavljaju aktivnost enzima u odsutnosti
etopropazina vise odstupaju od teoretske krivulje nego izmjerene aktivnosti u
prisutnosti inhibitora (Slika 4.13). Odstupanje je takvo da se teoretska krivulja nalazi
ispod eksperimentalno izmjerenih aktivnosti za koncentracije supstrata manje od 1,0
mmol dm™, a za vise koncentracije supstrata krivulja je iznad tocaka, ali postize svoj
maksimum kod maksimalno izmjerene aktivnosti. Kada se promatraju aktivnosti
izmjerene u prisutnosti etopropazina uocava se bolje slaganje teoretskih krivulja sa
ovim tockama.

Objasnjenje za ovakvo djelomicno slaganje teoretskih krivulja i eksperimentalnih
podataka je u tome Sto Michaelis-Menten-ina jednadzba je jednadzba hiperbole.
Hiperbola je definirana sa ZariStem i dvije medusobno okomite asimptote. Jedna od
asimptota Michaelis-Menten hiperbole je maksimalna aktivnost enzima V,, izmjerena sa
najvisom koncentracijom supstrata, a druga asimptota odgovara vrijednosti -K,, . Ovo je
vazno, jer se kod nizih koncentracija supstrata u racunu dobiva i niza vrijednost za V,,
odnosno asimptotu. Prilikom postupka prilagodbe teoretske krivulje na eksperimentalne
tocke racunalni program trazi najbolji par K, i V., tako da V., ne bude manji od
maksimalno izmjerene aktivnosti i da krivulja pocinje u ishodistu. Najbolja krivulja koja
rezultira sa Vy,, koji odgovara maksimalno izmjerenoj aktivnosti, je ona koja prolazi
ispod i iznad eksperimentalnih tocaka. Takvo rjeSenje ne znaci da je enzim aktivniji kod
koncentracija supstrata koje su po vrijednosti manje od K, ili manje aktivan kod
koncentracija supstrata vecih od K. Radi se o tome da Michaelis-Menten-in model ne
opisuje dovoljno dobro mehanizam enzimske hidrolize supstrata. Teoretska krivulja
bolje opisuje eksperimentalne tocke koje se odnose na hidrolizu supstrata u prisutnosti
etopropazina, jer etopropazin tako djeluje na hidrolizu supstrata da nju mozemo opisati
hiperbolom. Porast koncentracije etopropazina prividno povecava K, i snizava V.
Usporedbom tako izracunanih K',, konstanata i koncentracija etopropazina, |, dobiva se
linearna ovisnost K'r, 0 1.

Konstante inhibicije za enantiomere i racemat K, izracunane primjenom
Michaelis-Menten-ina modela (Tablica 4.7) i one izracunane iz pokusa primjenom
klasicne spektrofotometrijske metode (jed 3.7, Tablica 4.4) dobro se slazu kao i
vrijednosti dobivene za stereoselektivnost, iako su dobiveni iz razlicitih setova
podataka. Vazno je istaknuti, da iako ovaj kineticki model nije prikladan za opis
enzimske aktivnosti, moZe se primijeniti za opis inhibicije. Takoder se u model moze

ukljuciti jed. 3.12, kojom inhibiciju enzima racematom moZemo opisati pomocu
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inhibicije enantiomerima, tako da konstantu K, za racemat izrazimo pomocu konstanata
K, eksperimentalno odredenih za enantiomere. Slaganje rezultata iz Tablica 4.4 i 4.7
bilo je ocCekivano jer su oni iz Tablice 4.4 izracunani pomocu jed. 3.7, $to se vidi iz
slijedeceg izvoda.

U jed. 3.4, koja definira prividnu konstantu inhibicije K; .pp, Vo je supstituirano sa
Michaelis-Menten-inom jed. 1.3, a v; sa jed. za kompetitivnu inhibiciju enzima 1.5, te se

dolazi do izraza za jed. 3.7 (izvod u Prilogu).

%-SJFKi :Ki’app (3.7)

U jednadzbi 3.7 u poglavlju 3 ove disertacije umjesto Ky napisano je K buduci da se
cesto K., izraCunan iz enzimske hidrolize supstrata ne podudara s onim izraCunanim iz

inhibicije.
5.3.2 Webb-ov model

Webb-ov model za razliku od Michaelis-Menten-ina modela predvida vezanje
dvije molekula supstrata na molekulu enzima i to u aktivno i periferno mjesto. Ovim
modelom moguce je opisati inhibiciju enzima supstratom pri viSim koncentracijama
supstrata, $to je slucaj kod AChE, ili ,,aktivaciju” enzimske hidrolize supstrata kod BChE
takoder pri viSim koncentracijama supstrata. Vrijednost parametra b u jednadZbi
aktivnosti izvedenoj iz Webb-ova modela ukazuje na aktivaciju ili inhibiciju. Kada je b
manji od jedan supstrat inhibira enzimsku aktivnost, a kada je b veci od jedan supstrat
aktivira enzimsku aktivnost. Vec je spomenuto u uvodu disertacije da ako je b jednak
jedinici Webb-ova jednadZba prelazi u Michaelis-Menten-inu jednadzbu.

Prilagodba Webb-ove jed. na eksperimentalne tocke vidljivo je bolja nego
Michaelis-Menten-ine jednadZbe uz manju vrijednost sume kvadrata odstupanja za danu
temperaturu (Tablica 4.8; Slika 4.14). Takoder ovaj model omogucuje izmjeriti
konstante disocijacije enzim-supstrat kompleksa u aktivnhome mjestu enzima Ks i u
perifernome mjestu enzima Kss. Vrijednosti ovih konstanata razlikuju se od K, buduéi da
ne predstavljaju isti korak u mehanizmu hidrolize supstrata, a vrijednost konstante K,
nalazi se izmedu vrijednosti konstanata Ks i Kgs. Istu pojavu moguée je zamijetiti
prilikom usporedbe Ks konstanata, iz pokusa inhibicije BChE konjskog seruma
enantiomerima etopropazina (Tablica 4.4), sa vrijednostima Ks i Kss konstanata
izracunanima iz pokusa mjerenja pS-krivulja.

Analogno veznim mjestima enzima za supstrat predvidio sam u Webb-ovom

modelu takoder dva mjesta vezanja na enzimu za inhibitor, etopropazin. Konstante
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inhibicije K 1 K|, izraCcunane ovim modelom, sli¢no konstantama za supstrat Ks i Kgs,

nize su, odnosno vise su po vrijednostima od konstanata K, izracunanih primjenom
Michaelis-Menten-ina modela. Ova rjeSenja su prihvatljiva jer se slicne vrijednosti
konstanata dobivaju u pokusima inhibicije mutanata AChE etopropazinom (Tablica 4.14)
i gadenja triptofanske fluorescencije (Tablica 4.16). Pa je tako za AChE mutant triptofan
286 alanin dobivena konstanta inhibicije u mikromolarnom iznosu koja predstavlja
afinitet enzima na perifernom mjestu vezanja inhibitora. Disocijacijske konstante Kp iz
pokusa gasenja triptofanske fluorescencije nize su po vrijednosti od onih izracunanih iz
pokusa inhibicije hidrolize supstrata primjenom Hunter-Downs jednadZzbe (jed. 3.7) ili
Michaelis-Menten-ina modela. Konstante K, = 71 nmol dm™ za R- i Ky =149 nmol dm™ za
S-etopropazin slazu se sa odgovarajuc¢im vrijednostima konstanata izracunanih Webb-
ovim modelom na 20°C K" = 52 i 118 nmol dm™ (Tablica 4.8), uz prakticki istu
stereoselektivnost odnosno dva puta veci afinitet enzima za R-etopropazin.

Kako ovim modelom nije bilo moguce odrediti periferni afinitet enzima za
etopropazin K| na svim temperaturama izmijenio sam model na takav nacin da sam
uklonio reakciju vezanja etopropazina na periferno mjesto na enzimu (Webb-2). Druga
izmjena modela bila je izjednacavanje afiniteta enzima za vezanje etopropazina na
aktivno i periferno mjesto na enzimu, K = K7 (Webb-3).

Ukidanje k| konstante u Webb-ovom modelu imalo je minimalni ucinak na

vrijednosti ostalih kinetickih konstanata (Tablica 4.9) te oba modela (Webb-1 i Webb-2)
rezultiraju sa gotovo istim sumama kvadrata odstupanja. Usporedbom slika 4.14 i 4.15
takoder vidimo da su teoretske krivulje ova dva modela gotovo jednako prilagodene
eksperimentalnim podatcima. Za oba modela krivulja koja opisuje aktivnost enzima u
odsutnosti etopropazina prolazi ispod tocaka za koncentracije supstrata ATCh vece od 2
mmol dm™ te zavrsava u tocki koja odgovara aktivnosti izmjerenoj pri 75 mmol dm™
ATCh.

UvrStavanjem jednadzbe aktivnosti koja proizlazi iz Webb-1 modela u jed. 3.7
dobiva se isti rezultat kao i kod uvrStavanja Michaelis-Menten-ine jednadzbe u jed. 3.7.
To je stoga $to se sume koje u sebi sadrze Kss konstantu medusobno pokrate u dvojnim

razlomcima.

v Vo /(L+ K /S)  (L+b-SIKG) I(L+SIK)

[o]

vV, V. /A+KL+1/K)IS) (L+b-SIK)/(L+SIKg)

(5.1)

Uredivanjem razlomaka te kracenjem V., i brojnika i nazivnika u drugom razlomku

dobiva se izraz
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v, 1/A+K,/S) 1+K,A+1/K)IS

v, 1/Q+K,A+VK)IS)  1+K./S

(5.2)

Uvrstavanjem razlomka vy/v; u jed. 3.5 dobiva se izraz jednak jed. 7.58 (Prilog) s tom
razlikom da sada umjesto konstante K, stoji konstanta Ks

1+Ks-A+1/K)/IS ]

1+K/S K

+1 (5.3)

i,app

te je konacna jednadzba istovjetna jed. 3.7. Ovaj rezultat potvrduje pretpostavku u
modelu da za odredivanje konstante inhibicije enzima u aktivhome mjestu nije vazno
periferno mjesto vezanja supstrata. To je logicno buduci da konstantu inhibicije K;
odredujemo klasicnom spektrofotometrijskom metodom ekstrapolacijom prividne
konstante inhibicije Kj,p, na nultu koncentraciju supstrata (odsjecak na ordinati u
Hunter-Downs prikazu). K; se eksperimentalno odreduje mjerenjem enzimske aktivnosti
u odsutnosti i prisutnosti inhibitora kod koncentracija supstrata u podrucju vrijednosti
Km odnosno Ks konstante, evaluirane iz Hunter-Downs prikaza (jed. 3.7). Jedan od
nedostataka primjene Hunter-Downs prikaza je taj Sto vrijednosti K, kod viSih
koncentracija supstrata, iznad Ks, odstupaju od linearnosti stvarajuci krivulju koja raste
s porastom koncentracije supstrata, te je onemoguéena ekstrapolaciju na nultu
koncentraciju supstrata. Razlika u intervalu primijenjenih koncentracija supstrata
rezultira razlikom u vrijednosti Kg) konstanata dobivenih iz Hunter-Downs prikaza
(Tablica 4.4) i iz prilagodbe jednadzbe aktivnosti jed. 1.12 (Tablica 4.9; Webb-2 model)
za BChE konjskog seruma.

IzjednacCavanje konstanata K* i A7 u Webb-3 modelu rezultiralo je povecanjem

vrijednosti K" konstante kako za racemat tako i za enantiomere. Ako te vrijednosti
usporedimo s onima izracunanima iz Michaelis-Menten-ina modela onda je to poveéanje
viSe nego dvostruko. lako su se pojedinacne vrijednosti K konstanata vece to prakticki
nije imalo nikakvog utjecaja na stereoselektivnost (Tablica 4.9 i 4.10). Izjednacavanje
konstanata k' i K bitno je promijenilo konstante koje se odnose na enzimsku
hidrolizu supstrata pa je vrijednost parametra b vise nego dvostruko veca na 25 i 37 °C.
Vrijednosti parametara b takoder su utjecale na pad vrijednosti konstanta ke buduci da
maksimalnu aktivnost enzima predstavlja produkt b-k.,;. Vrijednosti konstanta Ks i Kgs
nize su od onih izracunanih modelima Webb-1 i Webb-2. Prilagodba teoretske krivulje
eksperimentalnim podatcima najvise se razlikuje za aktivhost enzima u odsutnosti
etopropazina od odgovarajucih krivulja Webb-1 i Webb-2 modela. Po svojem obliku

slicnija je hiperboli s time da prolazi ispod tocaka koje odgovaraju aktivnostima
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izmjerenima u rasponu koncentracije supstrata ATCh od 0,1 do 1,0 mmol dm™. Ovo

odstupanje utjecCe na povecanje sume kvadrata odstupanja.

5.3.3 Stojan-Fournier-ovi kineticki modeli
6-parametarski model

J. Stojan i D. Fournier predloZili su nekoliko kinetickih modela koji opisuju
enzimsku hidrolizu supstrata ATCh.3?3* Model koji sam koristio u ovoj disertaciji
karakterizira Sest kinetickih parametara koji na sloZeniji, ali i bolji nacin opisuje
mehanizam hidrolize supstrata i inhibicije nego $to to cine Webbov ili Michaelis-
Mentenin model. To potvrduje suma kvadrata odstupanja te slika 4.18. Na slici se vidi
da teoretska krivulja bolje opisuje eksperimentalne tocke, a najvece pobolj$anje je kod
tocaka koje se odnose na enzimsku aktivnost u odsustvu inhibitora, etopropazina.
Rezultati dobiveni primjenom ovog modela nisu u potpunosti usporedivi s rezultatima
prije opisanih modela. Konstante koje moZzemo usporedivati s Webb-ovim modelom su
keat | parametar b te konstante koje se odnose na inhibiciju etopropazinom, jer opisuju

disocijaciju istovrsnih enzim-inhibitor kompleksa A* i K[ . Vrijednosti parametra b

dobro se slazu izmedu Webb-ova (1,65 - 1,97) i Sest parametarskog modela (1,16 - 2,25)
uz prosjecno odstupanje od 2%. Vrijednosti konstanata ke, ova dva modela, takoder se
podudaraju na istoj temperaturi uz jednoliki porast s porastom temperature. Razlika
izmedu dva modela uocava se usporedbom disocijacijskin konstanata za periferno
vezanu molekulu supstrata K;, odnosno K, s Kss. Konstante K; i K, nizih su vrijednosti od
konstante Kss na istoj temperaturi sugerirajuci tako da veci periferni afinitet enzima za
supstrat prema Stojan-Fournier modelu. Stojan i Fournier tumace kineticka svojstva
AChE kao posljedicu vezanja molekule supstrata na visokoafinitetno periferno mjesto na
enzimu. Periferno vezani supstrat mijenja brzinu aciliranja i deaciliranja serina
kataliticke trijade enzima putem konformacijskih promjena u aktivnome mjestu enzima
i steri¢kom blokadom aktivnoga mjesta.®*°>>® parametri a i b opisuju utjecaj periferno
vezanog supstrata na aktivnost. Tako a<l znaci da supstrat usporava aciliranje serina,
tj. smanjuje ukupnu aktivnost. Suprotno tome ako je parametar b vedi od 1, znaci da
enzim brze stvara finalni produkt enzimske reakcije, octenu kiselinu. Ovisno o ravnotezi
izmedu pojedinih kompleksa enzima i supstrata, koju kontrolira supstrat u suvisku
prema enzimu, ovisi ukupna enzimska aktivnost kao posljedica usporenja aciliranja

serina i ubrzanja sinteze finalnog produkta.
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5-parametarski model

Budu¢i da je mala razlika u vrijednostima konstanata K; i K, na danim
temperaturama, moze se smatrati da je utjecaj acetiliranog serina na afinitet enzima
za periferno vezanje supstrata minimalan. Voden ovom cinjenicom primijenio sam
inaCicu Sest parametarskog modela u kojem sam izjednacio afinitete za periferno
vezanje supstrata na enzim K; = K,. U Webb-ovom modelu proveo sam slicno
izjednacenje s tom razlikom da se tada radi o perifernom vezanju supstrata na slobodni
enzim ili enzim-supstrat kompleks sa supstratom u aktivhome mjestu enzima.
Supstitucijom jednog parametra u modelu drugim dobiva se pet parametarski model.
Vec je spomenuto da su razlike izmedu konstanata K; i K, bile male pa supstitucija nije
bitno utjecala na vrijednost ostalih konstanata u modelu. Opdcenito gledajuéi pet
parametarski model rezultira najboljom prilagodbom teoretske krivulje na
eksperimentalne podatke uz najmanje sume kvadrata odstupanja. Rezultati koji se
odnose na inhibiciju enzima etopropazinom (enantiomeri i racemat) pokazuju da je veci
periferni afinitet enzima za etopropazin nego onaj u aktivhome mjestu, kada
usporedimo vrijednosti za konstante inhibicije s onima izracunanima iz Webb-ovog
modela. Ovaj rezultat moZe se usporediti s rezultatom prema kojem je periferni afinitet
enzima za supstrat veci prema Stojan-Fournier modelu nego prema Webb-ovom modelu.
Opcenito modeli mogu producirati razlicita rjeSenja jer se temelje na razlicitim
pretpostavkama vezanima uz reakciju enzima sa supstratom. Ovdje valja napomenuti da
se stvarno mjesto perifernog vezanja supstrata na enzimu i mjesto perifernog vezanja
inhibitora mogu razlikovati s obzirom na aminokiseline aktivhoga mjesta koje stvaraju
interakcije sa supstratom odnosno inhibitorom. Kristalna struktura takvog tercijarnog
kompleksa enzim-supstrat-inhibitor dala bi stvarni uvid u mjesto kompeticije supstrata i
inhibitora. Pa tako razlika u afinitetima enzima za inhibitor u aktivhome i perifernome
mjestu koja proizlazi primjenom ovog modela nije u suprotnosti s rezultatima
dobivenima gaSenjem fluorescencije, jer ta metoda ne moZe razlikovati vezanje u
aktivno ili periferno mjesto na enzimu. Rezultat gaSenja fluorescencije daje afinitet
nekog spoja za enzim, ali nije moguce znati tocno mjesto vezanja. Pokazalo se da
stereoselektivnost kolinesteraza prema enantiomerima etopropazina ne ovisi 0

primijenjenom modelu ili metodi mjerenja afiniteta.
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Slika 5.2  Molekulsko pristajanje enantiomera etopropazina u aktivno mjesto ljudske
BChE. R-etopropazin (plav) superponiran na takrin (Zut) te je provedena
minimizacija strukture etopropazina (crven). Model ljudske BChE nacinio je

J. Stojan po homologiji prema DmAChE. Slika preuzeta iz Ref. 50.
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5.4 ProSirenje modela sa 7 parametra sa parametrom temperature

Temperatura mozZe znatno utjecati na pojedine konstante brzine i ravnotezne
konstante u sloZenom mehanizmu interakcije enzima, supstrata i inhibitora.**® Da bi se
dodatno provjerio kineticki model izveo sam pokuse inhibicije reakcije kolinesteraze sa
supstratom pri raznim temperaturama. To mi je omogucilo da uvedem temperaturu kao
dodatni parametar u model, supstitucijom konstanti brzina reakcije sa Arrhenius-ovom
jednadzbom odnosno Gibbs-ovom jed. za entalpiju i entropiju aktivacije i supstitucijom
konstanti ravnoteZze sa Gibbs-ovom jednadzbom. Ovaj pristup omogucéuje primjenu
modela na veci set eksperimentalnih podataka $to Cini racun kinetickih konstanti
pouzdanijim. Prodirenjem Stojan-Fournier modela sa 7 parametara za hidrolizu
supstrata i dva parametra za inhibiciju supstitucijom odgovarajucih konstanti sa Gibbs-
ovim jednadZbama ukupan broj parametara u modelu se udvostrucio ali se takoder
model moze tako primijeniti na peterostruko viSe eksperimentalnih podataka (pet
temperatura). Ovo je vazno buduci da se tako kvaliteta prilagodbe teoretske krivulje na
eksperimentalne podatke ne smanjuje. Suma kvadrata odstupanja je veca nego na
pojedinoj temperaturi primjenom istog modela u analizi pocetnih aktivnosti. To je s
toga Sto se sada suma kvadrata odstupanja racuna umjesto iz 177 eksperimentalnih
tocaka iz 855 (5 x 177) tocaka. Rezultat koji se dobije primjenom ovako izmijenjenog 7-
parametarskog modela je niz entalpija i entropija za odgovaraju¢e konstante. Moguce
je dobiti vise realnih rjesenja koje valja provjeriti usporedujuci konstante brzine i
reverzibilne konstante izracunane iz odgovarajucih entalpija i entropija s onima
izracunanima pomocu 7-parametarskog modela na danoj temperaturi. Uoceno je
slaganje medu konstantama za supstrat tako da se dobiveno rjeSenje mozZe prihvatiti, te
treba napomenuti da je slabije podudaranje medu konstantama koje se odnose na
inhibiciju. Kada se usporeduju eksperimentalno izmjerene aktivnosti enzima s
koncentracijama supstrata ATCh manjima od 1,0 mmol dm?® na razli¢itim
temperaturama vidljivo je da su aktivnosti izmjerene na 25 °C viSe od aktivnosti
izmjerenih na ostalim temperaturama (Slika 5.3). Najmanje izmjerene aktivnosti su one
na 12 i 37 °C do 0,1 mmol dm™ koncentracije supstrata. Teoretske krivulje odstupaju od
eksperi-mentalnih to¢aka za koncentracije supstrata nize od 1,0 mmol dm™.

Odstupanja teoretske krivulje od eksperimentalnih tocaka ukazuju da Stojan-
Fournier kineticki model sa 7 parametara za hidrolizu supstrata i dva parametra za
inhibiciju treba unaprijediti kako bi se i ovakve promjene u aktivnosti enzima mogle

opisati modelom.
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Slika 5.3 Hidroliza supstrata ATCh s BChE konjskog seruma pri razlicitim
temperaturama. Na slici su izdvojene aktivnosti izmjerene bez prisutnog
inhibitora etopropazina. Analiza pocetnih aktivnosti izmjerenih pri 12, 20,
25, 30 i 37 °C provedena je sa Stojan-Fournier modelom sa 7 parametara za
hidrolizu supstrata i dva parametra za inhibiciju enzima. U jed. 1. 19
konstante brzine reakcije ks, b-ks, ky i a-k,, te ravnoteZne konstante Kp, K,
Ki, Kip i KL supstituirane s jed. 7.48—7.56. Teoretska krivulja istovremeno
je prilagodavana enzimskim aktivnostima izmjerenima u prisutnosti i

odsutnosti enantiomera i racemata etopropazina.
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6. ZAKLJUCCI

1. Odijeljeni su enantiomeri etopropazina, visoke enantiomerne cCistoce (ev > 97%), iz
racemata primjenom frakcijske kristalizacije i stereoselektivne tekucinske kroma-

tografije. Enantiomerima je odredena apsolutna konfiguracija kiralnog centra.

2. Sukladnost teoretskih jednadzbi, izvedenih iz sedam kinetickih modela koji opisuju
reakciju enzima sa supstratom i inhibitorom, iskuSana je na aktivnostima
butirilkolinesteraze konja prema acetiltiokolinu u odsutnosti i prisutnosti
enantiomera i racemata etopropazina. Mjerenja spektrofotometrijskom metodom
zaustavljenog protoka provedena su na temperaturama od 12 do 37 °C. Modeli su se
razlikovali prema broju katalitickih konstanti kojima opisuju reakciju enzima sa
supstratom i inhibitorom. Konstante u modelu racunane su objedinjenim postupkom
pronalazenja najboljeg pristajanja teoretskih jednadzbi i eksperimentalnih tocaka.
Konstante za reakciju enzima sa supstratom i inhibitorom, pracenu klasicnom
spektrometrijskom metodom, izracunane su i primjenom Hunter-Downs-ove i Cauet-

ove jednadzbe.

3. Modeli Michaelis-Menten i Webb-3 rezultirali su sa najvec¢im sumama kvadrata
odstupanja teoretske krivulje od eksperimentalnih tocaka.
Modeli Webb-1 i Webb-2 rezultirali su sa nizim i medusobno slicnim sumama
kvadrata odstupanja od eksperimentalnih tocaka.
Stojan-Fournier-ovi modeli (5, 6 i 7 parametara) opcenito su rezultirali sa najmanjim
sumama, koje se medusobno malo razlikuju. Mehanizmi koji pretpostavljaju ova tri
modela temelje se na kristalografskim strukturama kompleksa enzima i supstrata

nedavno opisanima u literaturi.

4. Kataliticke konstante, K., izracunane iz svih sedam modela dobro se slazu, pa na

25 °C srednja vrijednost konstante iznosi 1097 + 20 s,
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5. Iz svih modela i na svim temperaturama proizlazi da je konstanta disocijacije S-
etopropazina za butirilkolinesterazu konja oko 2,5 puta veca nego konstanta za R-
enantiomer. Konstante disocijacije kompleksa enzima i S-etopropazina, izracunane
iz svih sedam modela na 25 °C, bez obzira na pretpostavljene vrste kompleksa
krecu se od 73 do 612 nmol dm™, a odgovarajuce konstante za R-enantiomer od 36
do 315 nmol dm™. Pokazano je da se kineticke konstante inhibiciju enzima
racematom mogu s velikom toc¢nos$cu izracunati pomocu konstanti odredenih za

inhibiciju enantiomerima.

6. Inhibicija mutanata rekombinantne acetilkolinesteraze miSa pokazala je da se
promjenom strukture aktivnog mjesta stereoselektivnost za etopropazin moze
povecati (Y337A) ili biti inverzna (Y124Q, W286A) u odnosu na stereoselektivnost
utvrdenu za butirilkolinesterazu konja. Racemat etopropazina dobar je inhibitor
butirilkolinesteraze ¢ovjeka (K= 0,160 pmol dm™) i misa (K= 0,082 pmol dm?), a
slabi inhibitor acetilkolinesteraze ¢ovjeka (K= 161 pmol dm™®) odnosno misa

(K= 132 umol dm™), koja ne pokazuje stereoselektivnost prema enantiomerima.

7. Konstante disocijacije za enzim-etopropazin kompleks (Kp), dobivene neposrednim
mjerenjem vezanja R- i S-enantiomera etopropazina na butirilkolinesterazu
konjskog seruma metodom gaSenja fluorescencije iznose 79 odnosno 149 nmol

dm3

. Konstante Kp niZze su od onih dobivenih klasicnom spektrofotometrijskom
metodom za R- (K=147 nmol dm™) i S-etopropazin (K=352 nmol dm™), ali ulaze u
raspon vrijednosti konstanata dobivenih iz modela. Bez obzira na razlike u
vrijednostima odgovarajucih konstanata, stereoselektivnost kolinesteraza utvrdena
metodom gadenja fluorescencije slaze se s onom odredenom metodom mjerenja

inhibicije u prisutnosti supstrata.
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7. PRILOG

7.1. Izvod jednadzbe za enzimsku aktivnost po Webb-u

Iz Webb-ovog modela (Slika 1.9) izvodi se jednadZba za enzimsku aktivnost v kao

sumu brzina nastajanja produkata P
V=~k,-ES+Db-4;-SES (7.2)
Model pretpostavlja ravnotezu izmedu ES i SES kompleksa, te se koncentracija SES

kompleksa moZe supstituirati sa konstantom ravnoteZe izmedu ova dva kompleksa

S-ES

S —— 7.2

s = oEg (7.2)

Vok ES+b-k 22—k ES.(14b-—2) (7.3)
SS KSS

Diferencijalna jednadzbu promjene koncentracije ES kompleksa u vremenu t uzima u
obzir brzine nastajanja i raspadanja ES kompleksa. Kompleks ES nastaje u reakciji
slobodnog enzima sa supstratom te disocijacijom supstrata sa SES kompleksa, dok se ES
kompleks moze raspasti disocijacijom supstrata, enzimskom pretvorbom supstrata u

produkt P ili sintezom SES kompleksa vezanjem druge molekule supstrata.

aaE—tS:k+1~E~S—k_l~ES—/(3-ES—k+2-SE-S+k_2~SES (7.4)

Pretpostavljajuci stacionarno stanje, odnosno tijekom reakcije enzima i supstrata

koncentracija ES kompleksa je stalna, diferencijalnu jed. moZzemo izjednaditi s nulom

OES
—=0 7.5
ot (7.5)
te izraziti koncentraciju ES kompleksa
Es= KBS 4o spsik, LS __Ka gog (7.6)
K, +k, k,/ k., k,+k;

Kompleks ES takoder moZe reagirati sa drugom molekulom supstrata uz nastajanje
tercijarnog SES kompleksa. Prema modelu slobodni enzim moze vezati supstrat osim u
aktivno mjesto (ES kompleks) i na periferno mjesto stvarajuci SE kompleks. Potrebno je
izraziti ukupnu koncentraciju enzima kao sumu svih specija koje stvara enzim tijekom

reakcije
E, =E+SE+ES +SES (7.7)

Ako koncentracije kompleksa ES i SES supstituiramo sa izrazima za konstantu ravnoteze

dobiva se slijedi izraz za ukupnu koncentraciju enzima
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EO=E~£1+i]+ES-(1+iJ (7.8)
KSS KSS
Odnosno za koncentraciju slobodnog enzima
B g .9
L+S/Kg)

Izraz za koncentraciju slobodnog enzima uvrStava se u izraz za koncentraciju ES
kompleksa u ravnotezi sa slobodnim enzimom E

Es=ES5 L ps=> .| B g (7.10)
K Ks \1+S/K

Izlucivanjem koncentracije ES kompleksa na lijevoj strani izraza dobiva se

.1 K (7.11)
1+Ks /S 1+S/IKg

UvrStavanjem izraza za ES u jed. 7.3 i supstitucijom produkta E,-k; sa V. dobivamo

jednadzbu za enzimsku aktivnost prema Webb-ovom modelu

v Vm (L+b-S/K) (1.10)
L+K,/S) (L+S/K)

Izvod jednadzbe za inhibiciju enzimske aktivnosti
Iz modela za kompetitivnu inhibiciju u aktivhome i perifernome mjestu vezanja
supstrata na enzimu (Webb-2 model, Slika 1.10) izvodi se slijedeca jed. za ukupnu

koncentraciju enzima

E, =E+EI+ES+SES + IES (7.12)

Supstitucijom EI, SES i IES kompleksa sa odgovarajuéim izrazima za ravnotezu sa

slobodnim enzimom E i ES kompleksom dobiva se slijededi izraz

I S |
E =E-Ql+—)+ES-(1+—+— 7.13
0 ( Kﬁ) ( P KJ (7.13)

SS |

Iz jed. 7.13 izlu¢imo koncentraciju slobodnog enzima E na lijevu stranu jednakosti

S | |
E—{EO—ES-[1+K—SS+K—FH/(1+K—IA] (7.14)

Izraz 7.14 uvrstimo u jed. za ravnotezu izmedu E i ES kompleksa, analogno jed. 7.10

S= K 2 - (7.15)
Ks(Q+U/K?)/S+(1+SIKss +1/K))
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Supstitucijom koncentracije ES kompleksa u jed. 7.3 sa navedenim izrazom daje
jednadzbu aktivnosti enzima u prisutnosti inhibitora
v V,,-(L+b-S/K)
Ki@+1 /KN /S+@L+SIKgs +1/K))

(1.12)

7.2. Izvod jednadZzbe za enzimsku aktivnost prema Stojan-Fournier modelu

7.2.1 Model sa 6 parametara

Iz modela sa 6 parametara (Slika 1.12) izvodi se slijedeca jed. za enzimsku

aktivnost v

v=~k, -EA+Db-k;-SEA (7.16)

v:k3-EA-(1+bKi] (7.17)

2
Ukupna koncentracija enzima jednaka je

E, =E+EA +SE + SEA (7.18)

Koncentracije kompleksa SE i SEA mogu se supstituirati sa odgovarajucim izrazima za

konstantu disocijacije
E,=E- 1+i +EA- 1+i (7.19)
Kl KZ

Koncentracija slobodnog enzima jednaka je

E {EO —EA-(1+3H /(1+3J (7.20)
K2 Kl

Diferencijalna jed. promjene EA kompleksa i s njime ravnoteznog SEA kompleksa u

vremenu t glasi

A fE.S+akS-SE-KEA-bASEA=0 (7.21)
ot
Kada se koncentracija kompleksa SEA supstituira sa jednadZzbom ravnoteze i izluci na

lijevoj strani jednakosti EA dobiva se izraz

KE-S- (1 + ai] - kgEA(l+ bij =0 (7.22)
Kl KZ
S S
EA:E-S-k2(1+a—j/k3[1+b—J (7.23)
Kl K2
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U izraz 7.23 uvrsti se izraz 7.20 za koncentraciju slobodnog enzima E

EA = {S : k2(1+ ai) /k{1+ biﬂ -{EO - EA-[1+iﬂ /(1+i] (7.24)
K, K, K, K,

A= E, (7.25)

k3(1+bS/K2))(1+S]+[l+SJ

S-k,(1+aS/K, K, K,

UvrStavanjem izraza 7.25 u jed. aktivnosti 7.17 dobiva se izraz za aktivnost enzima

Ky -E, -(1+bsj
KZ
V= (7.26)

k,(1+bS/K,) (1+sj+(1+sj

Sk,(1+aS/k,)\" K, K,

Mnozenjem brojnika i nazivnika sa koncentracijom supstrata S, te dijeljenjem sa
(1+bS/K,) dobiva se jed. 1.15
v = E A,S
k(A +S/IK)/k,d+a-S/K,)]+SQA+S/K,)/(1+b-S/K,)

(1.15)

Izvod jednadzbe za inhibiciju enzimske aktivnosti
Da bi se dobila jed. za aktivnost enzima u prisutnosti inhibitora prema Slici 1.13
potrebno je napisati izraz za ukupnu koncentraciju enzima
E, =E+EI+EA +IEA + SE + SEA (7.27)
Supstitucijom koncentracija kompleksa SE, El, IEA, i SEA sa izrazima za ravnotezu sa
slobodnim enzimom E odnosno EA kompleksom
EO:E-(1+3+LA]+EA-(1+E+LP] (7.28)
K, | K, K,

Koncentracija slobodnog enzima iznosi

E=|E,-EA- 1+i+LP /1+3+LA (7.29)
KZ KI Kl KI

UvrStavanjem izraza 7.29 u jed. 7.23 dobiva se

EA =| Sk, 1+ai / Kk, 1+bi -|E, -EA 1+3+LP /1+3+LA (7.30)
Kl K2 K2 KI Kl KI

odnosno koncentracija EA kompleksa je

EA = B, (7.31)

K, 1+bi : 1+i+iA / Sk, 1+ai + 1+i+LP
KZ Kl KI Kl KZ KI
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UvrStavanjem izraza 7.31 u jed. aktivnosti 7.17 dobiva se izraz za aktivnost enzima u
prisutnosti inhibitora (jed. 1.16)

V= S EoksS S (1.16)
St o+ @) W+D-SIK) + kgLt >+ )Tk, (L2 STK))]

2 | 1 |

7.2.2 Model sa 7 parametara

Iz modela sa 7 parametara (Slika 1.14) izvodi se jed. za enzimsku aktivnost v

koja je analogna jed. 7.17 s razlikom da je konstanta K, zamijenjena s konstantom Kp

v:k3-EA-[1+bij (7.32)
KP
Ukupna koncentracija enzima jednaka je

E, =E+S,E+ES+S,ES+EA +S.EA+EAS+S,ESA  (7.33)

odnosno

Koncentracija slobodnog enzima jednaka je

2 2
E=|E, -EA 1+i+ S + ? / 1+i+ S + 82 (7.35)
Ko KoKy KoKy Ko KoKl KoK,

Diferencijalna jed. promjene EA kompleksa i s njime ravnoteznog SsEA kompleksa u

vremenu t glasi

8aE—tA — KES +ak,S,ES — KEA—bAS,EA=0  (7.36)
Supstitucijom ES i SpES s konstantama ravnoteza s koncentracijom slobodnog enzima E,

te SpEA kompleksa sa ravnotezom s EA kompleksom

KE-Sly a5 — k,EA 14b—>|=0 (7.37)
KoK\, Kp Kp
IzluCivanjem koncentracije EA kompleksa dobiva se jed. 7.38
EA=XES[1, 45 / k, 1+b> (7.38)
KK, Ks Kp
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UvrStavanjem izraza za koncentraciju slobodnog enzima 7.35 dobiva se

2
EA = KpS (1+ai](EO—EA[1+i+ S + § N/
KoK\ K Ko KeKi KoKy

(7.39)
2
/k31+bi 1+i+ S + 82
Kp K, KoK KiK.
odnosno
EA = E
A+B
2
/4:k31+bi 1+i+ S Sz / K;S 1+ai (7.40)
K, K, KK KK ) KK, K,

2
B:(1+S+ S + f J
KP KPKLL KPKLL

Uvrdtavanjem jed. 7.40 u jed. 7.32 dolazi se do jednadZbe aktivnosti enzima
E, k.S (1.17)
S S s?

S S S?
SA+— /(L+b- kKoK (1 /Tk,(L+a-—
(+/( +KKLL /(F?/(LL)(Jr K)+ (+K KoK, KPKL)[ (d+a: )]

V =

Izvod jednadzbe za inhibiciju enzimske aktivnosti
Da bi se dobila jed. za aktivnost enzima u prisutnosti inhibitora prema Slici 1.13
potrebno je napisati izraz za ukupnu koncentraciju enzima

E, =E+S,E+ES+S,ES+IE+EI+I1ES +EA+S,EA+EAS +S,ESA +IEA  (7.41)
Supstitucijom koncentracija kompleksa SpE, ES, SpES, IE, El, IES, SpEA, EAS, SpESA i IEA sa

izrazima za ravnotezu sa slobodnim enzimom E odnosno EA kompleksom

2 2
E, =E- 14> S 52 |P+ S Y L R R f +LP (7.42)
K, KK KK, KT KK K, K.K. KK, K

Koncentracija slobodnog enzima E iznosi

2 2
E=lg, EAl1+ >+ > S LS, s S L 1 (7.3
K K KLL KP KLL Kl KP KPKL KP KL Kl Kl Kl

UvrStavanjem izraza za E u jed. 7.38

2
EA = KsS [1+aS J{Eo —EA(1+S PR ? +|P]:|/
KK, K, K, K.K, KK, K (7.44)

2
/k, 1+bi 1+i+ S + 82 +LP+ AI 5
K K, KoK, KoK K KK,
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Koncentracija EA kompleksa jednaka je
(7.45)

E

EA = o

2 2
k3[1+bi)[l+i+i+§i+L+L+ ! J/kzs [mi}[ML S_,.8 gj
KP KP KPKL KPKL KPKLKI.P KI.P KI,LKI.P PIYL KoK KI,P

P PTMLL PoMLL

UvrStavanjem ovog izraza u jed. 7.32 i uredenje dvostrukih razlomaka dobiva se

jednadzba aktivnosti enzima u prisutnosti inhibitora

KE,S
v =30
A+B
2 1.19
A=s@r > S o S Vg 3 (1.19)
KP KPKLL KPKLL KI,P KP
2
B:k3KPKL(1+i+ S +S2 + S| +L+ ! )/[k2(1+a~i)]
Ko KoK KoK KoK Kip Kip K Kip K

7.3. ProSirenje modela sa 7 parametara sa parametrom za temperaturu

Da bi se model sa 7 parametara mogao primijeniti u analizi eksperimentalno
izmjerenih enzimskih aktivnosti pri razli¢itim temperaturama bilo je potrebno uvesti
temperaturu kao dodatni parametar u model. Supstitucijom konstanata brzine k sa
jednadzbom 7.46

A*G =RT |nk—B-|n5 = A*H - TA'S (3.15)
h T
kB -A*G/RT kB -(A*H-TA*S)/RT
i ravnoteznih konstanata K sa jednadzbom 7.47
AG° = -RT- In/(a = AH° — TAS® (3.15)
Ka _ i — Kd _ eAG°/RT _ e(AH"—TAS“)/RT (7.47)

d

U jednadzbi 7.46, kg je Boltzmann-ova konstanta (1,38062-10% JK™), a h Planck-
ova konstanta (6,6262-10%* Js).

Konstante u 7-parametarskom modelu supstituirane su sa slijedec¢im jednadzbama

k TG

&, :FB'T @ i =TaS JRT (7.48)
k AfL L TAb

bk, = ?B‘ T . @ (@i TSy RT (7.49)
k AT Ak

&, :WB-T-E (A*Hy, ~TA'S,, )/RT (7.50)
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ak, = kﬁ T @ M TS AT (7.51)
K, = e(AH;P—TAs;P JrT (7.52)
K, = el TS e (7.53)
K, = e TSk e (7.54)
K, = g e TaSi JRT (7.55)
K., - e(AH"KLP—TAs;LP JRT (7.56)

kako bi se dobila jednadzba analogna jed. 1.19.
7.4. 1zvod jednadzbe za prividnu konstantu inhibicije K app
U jed. 3.4, koja definira prividnu konstantu inhibicije K;pp, Vo je supstituirano sa

Michaelis-Menten-inom jed., a v; sa jed. za kompetitivnu inhibiciju enzima, te se dolazi

do izraza za jed. 3.7:

2= +1 (3.5)
Vv

Slijedi izvod
V. /1+K.,/S) |
V.IA+K,-A+1/K)IS) K

(7.57)
i,app

Bududi da su u brojniku i nazivniku V,, mogu se pokratiti uz mnoZenje dvostrukih
razlomaka, pa izraz nije funkcija maksimalne aktivnosti

1+K,-A+1/K)/S |

1+K,/S K

+1 (7.58)

i,app
Prebacivanjem jedinice na lijevu stranu i svodenjem razlomka na zajednicki nazivnik
1+K,-A+1/K)/S

1+K.,/S
1+K,/S+(K,/S)-(I/K)-QA+K,/S) |
1+K,/S K

1=

(7.59)

i,app
dobivamo oduzimanje istih suma (1+K,/S), izluCivanjem S iz nazivnika nastaje izraz
(K, /S)-(I/Kk) 1
(S+K,)/S K

(7.60)

i,app
Sada se mogu pokratiti koncentracije supstrata S u brojniku i nazivniku s lijeve strane te

koncentracije inhibitora | u brojniku s lijeve i desne strane
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Km//(i: 1 (7.61)
S+K, Ki,app

Sada izraz prestaje biti funkcija koncentracije inhibitora | i potrebno je naciniti reciprok

lijeve i desne strane

+K K
S m = S + " =K app (7.62)
K. IK K, IK K,IK, ’
Daljnjim uredivanjem sume razlomaka, uz kra¢enje Km dobiva se izraz za prividnu

konstantu inhibicije, jed. 3.7.

Kosik -k (3.7)
K

L,app
m

U jednadZzbi 3.7 u poglavlju 3 ove disertacije umjesto K, napisano je Ks buduci da se
ponekad K, izracunan iz enzimske hidrolize supstrata ne podudara s onim izracunanim iz

inhibicije.
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