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Flora ima ima veliki znacaj za opstanak zivog sveta na planeti prvenstveno zbog
autotrofije a zatim i1 zbog moguénosti upotrebe u razli¢itim aspektima Zivota faune,
ukljucujuéi i oveka. U novije vreme biljni prirodni proizvodi dobijaju prvenstvo u odnosu na
upotrebu sintetickih, polusinteti¢kih 1 njihovih derivatizovanih proizvoda, a time flora dobija
I znaCajan privredni potencijal. Jedan od vrlo rasprostanjenih naina primene biljnih
proizvoda je aromaterapija koja moze da se definiSe kao upotreba etarskih ulja biljaka u
terapijske svrhe (Jakovljevi¢ et al., 1996; Tiserand, 1980; Imanishi et al., 2009). lako rec¢
"aroma" asocira na to da se ulja udiSu, ona mogu da se primenjuju respiracijom, perkutano ili
per 0s. Bez obzira na nacin primene etarska ulja pobuduju sve vecu paznju kao alternativni
tretman leCenja, narocito kod stresa, infekcija, kao i drugih zdravstvenih problema. Razloge
treba traziti u savremenom nacinu Zivota u razvijenom svetu, koji ne ostavlja puno vremena
zaposlenom pojedincu, kao 1 u poStovanju tradicije u manje razvijenim zemljama. Prvi, zbog
nedostatka vremena, a drugi, zbog poStovanja iskustva, posezu za biljkama i njihovim
proizvodima, kao neCemu $to ne moze da Steti, a moze da koristi, §to predstavlja veoma
rasprostranjeno misljenje koje se uopste ne dovodi u sumnju iz vizure prosecnog stanovnika
planete. U prilog ovakvoj tvrdnji govore i podaci da se svake godine povecava potro$nja
lekovitih i aromati¢nih biljaka i njihovih proizvoda na svetskom trzistu. Svetska zdravstvena
organizacija (SZO) procenjuje da oko 80% populacije u svetu Koristi biljne preparate u
le¢enju (WHO, 2002).

Naucni dokazi za ekspanziju eksploatacije etarskih ulja potvrduju mnoge pozitivne
efekte etarskih ulja na zivi organizam, kao npr. antibakterijsko, antianafilakti¢no,
antihistamini¢no, antidijabeti¢no, antioksidantno, antikancerogeno, antigenotoksi¢no,
neuroprotektivno, kardioprotektivno, radioprotektivno, hepatoprotektivno, imunolosko,
kontraceptivno, enzim-inhibitorno i dr (Kovacevié¢, 2004; Budhiraja et al., 1999; Lorenzzeti
et al., 1991; Schilcher, 1984; Wagner &Wolf, 1977). Medutim, ustanovljeno je da neka ulja
imaju Stetan uticaj, ukljucujuci hepatotksi¢nost, alergijske reakcije, depresivno delovanje i
drugo (Schilcher, 1984; Matlawska & Bylka, 2001; Newall et al., 1996; PDR for herbal
medicines, 2001; Bertram et al., 2001).

Razli¢ita istrazivanja pokazala su, da efekat koji etarska ulja imaju na Zivi organizam,
najéeSc¢e predstavlja posledicu delovanja terpena, kao dominantnih sastojaka ulja (EI-Hawary
et al., 2013; Da Silveira et al., 2013; Edris, 2007).

Uzimajuc¢i u obzir prethodno kao i ¢injenicu da se etarska ulja primenjuju najcesce

samoinicijativno, sa ubedenjem u isklju¢ivo pozitivno delovanje, moguénost zloupotrebe je
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izuzetno velika. Vrednosti aktivnosti enzima u serumu, kao najvaznijih biohemijskih
pokazatelja stanja u tkivima, organima i organizmu se veoma cesto koriste u klinickoj praksi
u dijagnosticke svrhe, te je od sustinske vaznosti da su dobijeni rezultati isklju¢ivo posledica
stanja u organizmu. Nekontrolisana primena preparata na bazi biljaka moze potencijalno
uticati na aktivnost dijagnosti¢ki znacajnih enzima u serumu, i na taj nacin stvoriti donekle
izmenjenu sliku stvarnog stanja u organizmu. Kako je u literaturi poznat uticaj nekih etarskih
ulja na aktivnost enzimaza istrazivanje u okviru ove doktorske disertacije odabrani su terpeni
koji su dominantni sastojci u etarskim uljima koja se koriste u svakodnevnom zivotu, kako u
kulinarstvu tako i u kozmetici ili u aromaterapiji: geraniol (geranium), nerol (narandza),
linalol (lavanda) i karvakrol (bosiljak, origano) sa ciljem utvrdivanja njihovog eventualnog
uticaja na aktivnost dijagnosticki znac¢ajnih enzima u humanom serumu in vitro. Enzimi za
koje je ispitivan efekat navedenih terpena aktivno$¢u ukazuju na sledeca stanja: kreatin
[fosfo/ kinaza (CK, CPK) —infarkt miokarda, hipotiroidizam, malignu hipotermiju, cerebralni
infarkt, akutnu psihozu, trovanje alkoholom i sedativima, Sok, neke hematoloske bolesti i dr.;
laktat dehidrogenaza (LDH) —infarkt miokarda, infektivnu mononukleozu, neke forme
leukemije, hepatobilijarne bolesti, metastaze (narocito jetre) i dr.; amilaza (AMY) — bolesti
pankreasa, zucnih puteva, perforacije Cira, intestinalne opstrukcije, trombozu unutras$njih
vena, uremiju, postoperativna stanja, upale, dijabet sa ketoacidozom, opekotine, kancer pluca,
jajnika i druge tipove kancera; alkalna fosfataza (ALP) —bolesti jetre, Zu¢nih puteva, bolesti
kostiju, osteomalacija, rahitis, hiperparatiroidizam, kancer kostiju, metastaze na kostima i dr;
vy — glutamil transferaza (GGT) —akutni i hroni¢ni hepatitis, cirozu, Zzuticu i dr; aspartat
aminotransferaza (AST) — bolesti jetre i srca; i alanin aminotransferaza (ALT) —bolesti zu¢nih
puteva, akutni infektivni hepatitis, akutni i hroni¢ni pankreatitis 1 dr.

Kako je inhibicija amilaze dejstvom terpena jedan od savremenijih pristupa (Melzig
& Funke, 2007; Grover et al., 2002; Mukherjee et al., 2006) u tretmanu dijabetesa tip 2,
najzastupljenije nezarazne bolesti na planeti prema podacima WHO (WHO, 2008), testiran je
uticaj jo$ dodatnih Sest terpena na njenu aktivnost: B-pinen (kim), mircen (bosiljak), citral
(citrusi), eukaliptol (eukaliptus), terpineol (bor) i eugenol (muskatni orah).

S obzirom da ne postoji dovoljno podataka o uticaju terpena na aktivnost klinickih
znacajnih enzima odlucéili smo da u in vitro uslovima ispitamo:

-uticaj vodenih rastvora terpena (karvakrol, linalol, nerol i geraniol) na aktivnost
klinickih enzima (CK, LDH, ALP, GGT, AST, ALT 1 AMY) u serumima sa referentnom i

povecanom aktivno$¢u enzima,
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-uticaj naéina pripreme vodenih rastvora terpena (ru¢nim ili ultrazvuénim mesanjem)
na aktivnost klinicki znacajnijih enzima,

-uticaj vrste rastvaraca (voda i dimetilsulfoksid-DMSQO) koji se Kkoristi za pripremu
rastvora terpena na aktivnost klini¢ki znacajnijih enzima,

-uticaj DMSO i vodenih rastvora terpena (karvakrol, linalol, nerol, geraniol, B-pinen,
mircen, citral, eukaliptol, terpineol i eugenol) pripremljenih na dva nac¢ina (ru¢nim i
ultrazvu¢nim meSanjem) na aktivnost enzima AMY i

-povezanost dobijenih rezutata primenom metoda statisticke analize.
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OPSTI DEO
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2.1. Enzimi kao biokatalizatori

Hemijske reakcije u bioloSkim sistemima retko kada se odigravaju bez uceSca
katalizatora. Enzimi ili fermenti su bioloski katalizatori. Naziv enzim potic¢e od grckih reci en
zyme §to znaci ,,u kvascu®, dok naziv ferment poti¢e od latinske re¢i fermentum koja ima isto
znacenje. Enzimi u zivim sistemima imaju prvenstveno kataliticku ulogu. Naime, uslovi u
zivim organizmima nisu pogodni za postizanje optimalne brzine hemijske reakcije (u
ljudskom organizmu je temperature 37° C, pritisak konstantan, koncentracija raktanata
promenljiva, pH najceS¢e u rasponu od 4-8 dok su reagujuée Cestice najCeSée organski
molekuli). Zbog toga, enzimi svojim delovanjem ubrzavaju reakcije nekoliko miliona puta
¢ine¢i metabolicke reakcije moguéim u datim uslovima, ¢ime, na visem nivou, omogucavaju
nesmetano odvijanje metabolizma zivih bi¢a. Osim osnovne kataliti¢ke uloge, enzimi imaju i
regulatorsku ulogu u metabolizmu, odnosno, oni prvi reaguju na promenu uslova odvijanja
reakcije i adaptiraju sistem na novonastale uslove dok se i hormoni (metabolic¢ki regulatori)
ne prilagode izmenjenim uslovima sredine (Chock et al., 1980).

Enzimi se sintetiSu u celiji, a bioloSku aktivnost ispoljavaju u ¢eliji u kojoj su
sintetisani (endo enzimi) ili se iz nje izluCuju pa deluju na razli¢itim mestima u organizmu
(egzo enzimi).To znaci da je njihova koli¢ina u organizmu srazmerna metabolickoj aktivnosti

¢elija i tkiva.

2.1.1. Struktura enzima
Enzimi su po hemijskom sastavu proteini, pa je njihova funkcija odredena strukturom.
Prema slozenosti strukture enzima razlikujemo:
a) proste, odnosno, protein-enzime, koji hidrolizom daju samo amino kiseline, a
inaktivacija se postiZze denaturacijom i
b) slozene, odnosno, proteid-enzime, koji hidrolizom daju proteinski deo enzima
ili apoenzim, a on daljom hidrolizom amino kiseline, i neproteinski deo
enzima ili kofaktor. Aktivnost holoenzima zavisi od kofaktora zbog toga Sto
on direktno ucesStvuje u vezivanju supstrata, a inaktivacija se postize
uklanjanjem kofaktora (Murray et al., 2003).
Kofaktor, neproteinski deo molekula enzima, moze biti metalni jon ili organski
molekul. Kofaktor metalni jon je najceS¢e i1z grupe esencijalnih ili mikro elemenata ili

elemenata u tragovima (npr. Cu, Zn, Mn, Se, Co i dr.) i on se koordinativnim vezama vezuje
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za apoenzim, ¢ime holoenzim postaje bioloSki aktivan. Enzimi koji kao kofaktor sadrze
metalne jone se ¢esto nazivaju i metalo enzimima. Kofaktori organski molekuli mogu biti ili
prosteticna grupa ili koenzim. Medusobno se razlikuju po nacinu vezivanja za apoenzim.
Prosteti¢na grupa se jakim vezama vezuje za apoenzim i tesko se od njega odvaja, dok se
koenzim slabim vezama vezuje za enzim i lako se odvaja od njega. Druga razlika izmedu
koenzima i prosteticnih grupa kao kofaktora holoenzima je i u nacinu katalitickog dejstva.
Prosteti¢ne grupe direktno stupaju u reakciju, u njoj se menjaju i tek u sekundarnoj fazi
vracaju u prvobitni oblik, dok koenzimi sluze kao ,,most™ za prenos vodonika, elektrona ili
funkcionalnih grupa izmedu najmanje dva apoenzima (Murray et al., 2003).

Bez obzira da li su u pitanju prosteti¢ne grupe ili koenzimi, prema ulozi koju imaju u
organizmu mozemo razlikovati:

a) prenosioce vodonika: nikotinamidadenin dinukleotid (NAD),
nikotinamidadenin dinukleotid fosfat (NADP), flavin mononukleotid (FMN),
flavinadenin dinukleotid (FAD), ku deset (Q1p), biotin i dr. (npr. prosteti¢ne
grupe su FMN, FAD i biotin, ostali su koenzimi);

b) prenosioce funkcionalnih grupa: tiamin pirofosfat (TPP), piridoksal fosfat
(PLP), adenozin trifosfat (ATP), koenzim A (CoA), tetrahidrofolna kiselina
(H4folat), adenozilkobalt amin (ACoA) i dr. (npr. prostetiéne grupe su TPP i
ACO0A, ostali su koenzimi).

Proteinski deo enzima strukturno je organizovan kao i svi proteini, kroz nekoliko
nivoa:

1. primarna struktura (1°), odnosno, redosled amino kiselina u polipeptidnom
lancu,

2. sekundarna struktura (2°) koja predstavlja strukturne oblike nastale kao
posledica medusobne interakcije amidnih veza u polipeptidnom lancu, a koji
se manje ili viSe ponavljaju u ukupnoj strukturi molekula,

3. tercijarna struktura (3°) koja predstavlja konformaciju molekula u prostoru,
nastalu kao posledicu interakcija R-ostataka aminokiselina koje grade
polipeptidni lanac

4. kvaternarna struktura (4°) predstavlja konformaciju molekula u prostoru
formiranu usled interakcija tercijernih struktura dva ili vise polipeptidna
lanaca.

Specifi¢nost u strukturi enzima ¢ini kataliticko mesto, odnosno aktivni centar enzima.

To je mesto za koje se vezuje supstrat. Aktivni centar je na specifican nacin organizovana
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tercijarna struktura polipeptidnog lanca enzima koji ¢ini do 5% mase enzima. Supstrat se u
aktivni centar ne vezuje celom povrSinom, ve¢ slabim kovalentnim vezama u nekoliko tacaka
na dva nacina:

a) mehanizam kljuc-brava — kada supstrat po strukturi odgovara strukturi
aktivnog centra enzima;

b) mehanizam prilagodavanja — kada supstrat ne odgovara strukturi aktivnog
centra enzima, tada se aktivni centar enzima, koji nije kruta konformacija,
menja u toku procesa vezivanja i prilagodava strukturi supstrata.

Na osnovu nacina na koji se vezuju enzim i supstrat moze se zakljuciti da je jedini

moguéi mehanizam enzimske katalize preko stvaranja prelaznog kompleksa (Slika 1.):

Razeraden supstrat
Supstrat {produkt enzimske reakcije)

Aktivna © >,
mestav —_— ‘ —_—

Enzim-supstrat Senzi
Holoenzim kompleks Holoenzim

Slika 1. Mehanizam enzimske katalize

$to moZe da se predstavi slede¢om jednacinom (jednacina 1):

E+S & ES & E+P
K2 K4 (1)

Pri tome, enzimi ubrzavaju reakcije stvaranja i razgradnje prelaznog kompleksa
podjednako, Sto znaci da pri enzimskoj katalizi ne dolazi do pomeranja hemijske ravnoteze ni
u levo ni u desno ve¢ se sama ravnoteza uspostavlja u vrlo kratkom vremenskom intervalu,
dok bi bez enzima uspostavljanje ravnoteze trajalo znatno duze. Enzimi ubrzavaju reakcije

smanjivanjem energije aktivacije (Slika 2.):
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/N
E -~
n Aktivaciona
e energija bez
r S s enzima
= Aktivaciona
i A4 energija sa
; enzimom
a2 ¥ - w
Reaktant Proizvedena
energija
N
Proizvod
o
=

Vreme
bez enzima

sa enzmom

Slika 2. Graficka zavisnost promene energije sa vremenom za kKatalizovanu i nekatalizovanu
reakciju

2.1.2. Osobine enzimskih molekula

Dominantno proteinska struktura enzima uslovljava da enzimi, odnosno, proteini sa
specificnom katalitickom ulogom u organizmu, imaju sve karakteristicne osobine proteina,
kao §to su npr:

* hidroliza — raskidanje primarne strukture, odnosno amidne veze izmedu amino
kiselina, ¢ime se naruSavaju 1 svi ostali oblici strukture molekula. Odvija se pod
uticajem kiselina ili baza i predstavlja nepovratan proces pri ¢emu se gubi bioloska
aktivnost,

* denaturacija — raskidanje interakcija izmedu bo¢nih nizova amino kiselina zbog ¢ega
se narusavaju 2° 3° i 4° struktura proteina, dok 1° ostaje nenarusSena. Izazivaju je
toplota, zracenja, kiseline, baze, toksini i dr., 1 takode, predstavlja nepovratan proces,
odnosno uzrokuje gubitak bioloSke aktivnosti,

* talozenje i rastvorljivost — direktno uzrokovane vrednos$¢u izoelektricne tacke (pl)
proteina/enzima, a koja je posledica sposobnosti bo¢nih nizova amino kiselina da
vezu ili otpuste proton, ¢ime dovode do pojave naelektrisanja u enzimskom molekulu.
Izoelektricna tacka predstavlja onu vrednost pH na kojoj je molekul proteina/enzima
prisutan kao bipolaran jon, kada je odbijanje izmedu molekula najmanje, pa se grade
agregati 1 enzim taloZi. Ukoliko je pH u rastvoru razlicito od pl enzima, on je prisutan
u obliku pozitivnog ili negativnog jona Sto uslovljava njihovu rastvorljivost i izuzetno

je vazno za ispoljavanje enzimske aktivnosti.
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Osim ovih osobina, karakteristicnih za sve proteine, enzimi imaju i dve osobine koje

Su svojstvene samo njima i to:

* velika efikasnost delovanja — koja se ogleda u viSestrukom ubrzavanju hemijskih

reakcija u organizmu, ¢ime one od vrlo sporih reakcija postaju veoma brze i na taj

nacéin metabolicki iskoristive (Stryer et al., 1991);

* velika specifi¢nost delovanja — enzim Kkatalizuje jednu vrstu reakcija na malom broju

susptrata. Ovako izrazena specificnost za posledicu ima mnogobrojnost enzima —

smatra se da u ljudskom organizmu ima izmedu 3000-5000 enzima, a da bez oko

2000 zivot ne bi bio mogu¢. Prema izrazenoj specificnosti enzimi mogu da se podele

u
a.
b

cetiri 0Snovne grupe:

apsolutno specifi¢ni — koji katalizuju samo jednu reakciju;

grupno specifi¢ni — koji katalizuju reakcije samo odredene funkcionalne grupe;
enzimi koji osim odredene funkcionalne grupe imaju jo$ specifi¢niji uslov — ako
su u pitanju proteaze, enzimi koji razgraduju peptidne veze, njima nije dovoljno
da je to samo peptidna veza, ve¢ je potrebno da su je nagradile odredene amino
kiseline i

stereospecificni enzimi — enzimi koji katalizuju reakcije samo odredenog

stereoizomernog oblika supstrata.

2.1.3. Nomenklatura i klasifikacija enzima

Prvi enzimi koji su otkriveni dobijali su trivijalne nazive, npr. pepsin, tripsin, trombin

1dr., a poCetkom XX veka postala je praksa da se enzimi imenuju tako §to se na ime supstrata

na koji deluju ili na hemijsku grupu u supstratu doda nastavak ,,aza* — npr. amilaza, fosfataza,

ureaza itd. (Tietz, 1997). Medutim, kako se nauka o enzimima dalje razvijala, postojeca

nomenklatura nije bila zadovoljavaju¢a. Zato je formiran standardizovani sistem koji

predstavlja rezultat rada Enzyme Commission of the International Union of Biochemisry

(1UB, 1964). Prema ovom sistemu, svakom enzimu dodeljena su po dva naziva:

1.

sistemski — koji se sastoji iz imena i numerickog koda. Prema njemu, ime enzima
izvodi se iz imena supstrata na koji deluje enzim, vrste veze koja se katalizuje,
vrste katalizovane reakcije i sufiksa ,,aza“. Ispred numerickog koda pise se prefiks
EC (Enzym Commission), a zatim kod od cetiri broja medusobno odvojena
tackom, kod kojih je prvi broj broj glavne enzimske klase, drugi je broj grupe i

blize odreduje vezu na koju deluje enzim, tre¢i broj je broj podgrupe i blize
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odreduje vrstu jedinjenja, dok je Cetvrti broj individualni broj unutar podgrupe,
koji se dobija najceS¢e po redu otkrivanja/definisanja (npr. Acetilholin
acetilhidrolaza EC 3.1.1.7. ili Acilholin acilhidrolaza EC 3.1.1.8.),

2. trivijalni ili uobicajeni naziv koji moze biti i isti kao sistemski, $to najcesce nije
slucaj, ve¢ je naziv znatno uproscen i pogodan za svakodnevno koriS¢enje. Za
klinicku hemiju karakteristicna praksa je 1 da se trivijalni nazivi skrate na
skracenice od dva ili tri velika slova (Holinesteraza ili CHE).

Klasifikacija enzima se moze izvrsiti na razliite nacine, ali samo je jedna direktno
povezana sa nomenklaturom. Prema njoj su enzimi podeljeni prema vrsti reakcija koje
katalizuju na Sest glavnih klasa, gde je broj glavne enzimske klase, ustvari, prvi broj u
numerickom kodu nomenklature enzima. U pitanju su sledece klase:

1. oksidoreduktaze — enzimi koji katalizuju reakcije oksidacije i redukcije,

2. transferaze — enzimi koji katalizuju reakcije prenosa delova molekula izmedu
molekula supstrata,
hidrolaze — enzimi koji katalizuju reakcije sa vodom,
liaze — enzimi koji katalizuju reakcije adicije i eliminacije hemijskih grupa,

izomeraze — enzimi koji katalizuju reakcije izomerizacije i

o g ~ w

ligaze ili sintetaze — enzimi koji katalizuju stvaranje novih molekula

2.1.4. Faktori koji uti¢u na aktivnost enzima

S obzirom da su enzimi po hemijskom sastavu najéeSc¢e proteini, na njihovu aktivnost,
a samim tim 1 na metabolizam uopSte, mogu da uti¢u mnogi, kako hemijski, tako 1 fizicki
faktori. Neki od njih, koji uti¢u i na protein i na proteid-enzime su:

* koncentracija enzima - koja predstavlja koli¢inu enzima u jedinici zapremine ili
na jedinicu mase, a direktno zavisi od biosinteze i perioda poluZivota enzima;

* koncentracija supstrata - ona koncentracija supstrata pri kojoj se postize
polovina maksimalne brzine enzimske reakcije naziva se Mihaelis-Mentenova
konstanata (Ky,). Pri povec¢anju koncentracije enzima (a sa nepromenjenim ostalim
uslovima) povecava se maksimalna brzina reakcije, ali Ky, ostaje nepromenjena,
Sto zna¢i da je ovaj parametar stalan za odredeni enzim i odredeni supstrat.
Reciprocna vrednost K u praksi se definiSe kao afinitet enzima prema supstratu.

Sto je vrednost Mihaelis-Mentenove konstante manja enzim ima vecu kataliti¢ku
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mo¢, odnosno afinitet prema supstratu. U fizioloSkim uslovima koncentracija
supstrata je najcesce bliska K, vrednosti za dati enzim (Roberts, 1977);

* temperatura - enzimi su maksimalno aktivni samo na optimalnoj temperaturi, a
to je temperatura organizma iz koga poti¢e enzim. Zbog toga, opseg optimalne
temperature za Zivi svet iznosi od 18-40° C, dok je za Soveka to temperatura od
37°C,

* pH sredine — enzimi su maksimalno aktivni samo na odredenoj pH. Za veéinu
enzima ljudskog organizma ona iznosi od 4-8 pH skale, sa izuzetkom digestivnih
enzima (u zeludaénom lumenupri pH od 1-3 i u tankom crevu od 8-10 pH skale).

Navedena Cetiri uslova vaze za sve enzime. Osim njih postoje i faktori koji se odnose

samo na odredene grupe enzima a oni su:

*  prisustvo metalnih jona - vazno je za aktivnost samo holoenzima ¢iji su oni
kofaktori, §to znaci da bez njih ti metaloenzimi ne bi bili bioloski aktivni,

* alosteri¢na regulacija - karakteristicna je samo za one holoenzime koji imaju
sposobnost da van aktivnog centra vezu molekule koji se nazivaju efektori.
Efektori mogu da povecaju ili da smanje aktivnost enzima prema supstratu,

* gradenje disulfidnih veza - karakteristicno je samo za molekule enzima koji u
aktivnom centru imaju amino kiselinu cistein (Cys) koja gradi disulfidnu vezu kao
uslov za vezivanje supstrata,

* sinteza enzima u neaktivhom obliku (proenzimskom ili zimogenom) - oblik
enzima koji ima viSak polipeptidnog lanca koji prekriva aktivni centar 1 ne
dozvoljava vezivanje supstrata sve dok enzim ne stigne do mesta u organizmu gde
ispoljava kataliti€¢ku aktivnost, kada se viSak lanca hidrolizom odvaja i oslobada

aktivni centar za koji sada moZe da se veZe supstrat.

2.1.5. Inhibicija enzima

Inhibicija je proces usporavanja ili zaustavljanja enzimom Kkatalizovane reakcije.
Inhibitori mogu biti fizi€ki (temperatura, toplota, zracenja 1 dr.) i hemijski (kiseline, baze,
deterdZenti, toksini 1 dr.) agensi. Ako se reakcija zaustavi, inhibicija je ireverzibilan, trajan
proces i jednom ireverzibilno inhibirani enzim nikada viSe ne moze da bude bioloski aktivan.
Ako se reakcija uspori, inhibicija je reverzibilna, $to znaci da enzim ponovo moze da bude

bioloski aktivan u punom kapacitetu. Reverzibilna inhibicija moZe biti:
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a. kompetitivna — kada supstrat i inhibitor imaju sli¢nu strukturu pa se za aktivni
centar enzima vezuje onaj koga ima u veéoj koncentraciji,

b. nekompetitivna — kada supstrat i inhibitor nemaju sli¢nu strukturu, pa se inhibitor
vezuje van aktivnog centra dovode¢i do naruSavanja strukture aktivnog centra
enzima, ¢ime otezava vezivanje supstrata. Kod ove vrste inhibicije enzim moze
biti ponovo potpuno bioloski aktivan kada se inhibitor ukloni nekom pogodnom
metodom,

c. akompetitivna — kod koje se inhibitor ne moze vezati za slobodan enzim, nego
samo za kompleks enzima i supstrata, pa je zato ovaj tip inhibicije najefektivniji
pri visokim koncentracijama supstrata. U prisustvu inhibitora, kompleks enzima i
supstrata je neaktivan,

d. mesovita — kod koje se inhibitor vezuje za alosteri¢no mesto, pa vezivanje
supstrata i inhibitora uti¢e jedno na drugo, zbog Cega enzimska funkcija bude
redukovana ali se ne eliminiSe vezivanjem inhibitora. Ovaj tip inhibicije ne sledi
Mihaelis-Mentenovu jednacinu (Cornish-Bowden, 1986; Price, 1979; Cornish-
Bowden, 2004).

2.1.6. Uloga enzima u organizmu

Uloga enzima u organizmima zivih bi¢a je prvenstveno kataliticka, mada postoje i
druge, isto tako znacajne uloge koje enzimi ostvaruju u Zivim sistemima, koja je kod ¢oveka
regulatorska. Naime, metabolizam treba da ispuni dva osnovna zadatka:

1. obezbedivanje meduproizvoda potrebnih za sintetisanje specifiénih supstanci

karakteristi¢nih za organizam,

2. obezbedivanje hemijske energije u obliku ATP-a koja je neophodna za procese
sinteze, za odrzavanje komplikovanih struktura, kao i za specifi¢ne vrste rada u
organizmu.

Ove zadatke metabolizam reSava uz kvalitativno 1 kvantitativno vrlo promenjivu
koli¢inu hrane. Zbog toga je jasno da su sve aktivnosti u metabolizmu efikasno regulisane,
odnosno, kontrolisane. To podrazumeva prvenstveno kontrolisani prostorni raspored
enzimskih reakcija u celiji, da ne bi dolazilo do praznog hoda i1 beskorisnog rasipanja
energije, odnosno postojanje tzv. podeljenih prostora, $to znac¢i da se procesi koji imaju deo
istih ili sliénih meduproizvoda odvijaju u razli¢itim delovima celije, odnosno u razli¢itim

organelama. Zatim, procesi koji se sastoje iz veceg broja reakcija imaju tzv ,,pace-maker*
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enzime koji sluze za odrzavanje ,ritma“ tog procesa, a S$to se postize aktivacijom ili
inhibicijom ,,pace-maker® enzima. Takode, Mihaelisova kinetika omogucava da se
stacionarnim koncentracijama enzima, koje se za najveéi broj enzima nalaze u podrucju
Mihaelisovih  konstanti, obezbedi, mada ne potpuno delotvorna, i samoregulacija
metabolizma. Regulacija je moguca i onda kada neki metabolit ogranicava ukupan protok
supstance u procesu, zatim procesi alosteri¢ne regulacije, kada molekuli efektora aktiviraju ili
inhibiraju afinitet enzima prema supstratu. Kao najprisutniji mehanizam kontrole je, svakako,
mehanizam negativne povratne sprege, koja je vrlo Cesto prisutna, a koja se zasniva na
principu da konacni proizvod, ili bilo koji drugi meduproizvod nekog procesa, svojom
koncentracijom uti¢e na pocetne ili prethodne meduproizvode tog procesa (Hommes, 1982).
U sustini, jasno je, da je kontrola metabolizma zasnovana na enzimima trenutna i da je
u stanju da momentalno odgovori na promenu uslova u kojima se jedan metabolicki proces
odvija. Za razliku od enzimske, hormonskoj kontroli je potrebno odredeno vreme da se
prilagodi na izmenjene uslove odvijanja metabolizma. Zbog toga je izuzetno veliki znacaj
enzimske kontrole u organizmu zivog biéa, jer omogucava prilagodavanje na izmenjene
uslove sredine s jedne strane, kao i ,,davanje* vremena hormonima da se adaptiraju na novo

nastale uslove sredine (Karlson, 1989) s druge.

2.1.7. Klinicki znacaj odredivanja enzima

Poslednjih 20-30 godina XX veka, unutar enzimologije, razvila se posebna grana koja
se naziva klinickom ili medicinskom enzimologijom i koja koristi podatke o aktivnosti
enzima u dijagnosti¢ke svrhe. Do danas je poznato preko 3.000 enzima i za mnoge od njih
postoje procedure za odredivanje aktivnosti, §to je u svakodnevnoj klini¢koj praksi
unapredilo dijagnostiku mnogih bolesti (Wilkinson, 1976). Danas se odredivanje aktivnosti
enzima koristi za dijagnostiku slede¢ih stanja i poremeéaja (Straus, 1992):

* bolesti koje zbog potpunog ili delimi¢nog nedostatka nekog enzima menjaju
normalan tok metabolickih procesa. Ova grupa bolesti se naziva i urodene greSke
metabolizma. To su takozvani primarni (urodeni, nasledni, genetski) defekti,
odnosno prave enzimopatije, zbog toga $to im je uzrok nedostatak samog enzima
ili promena njegovog dejstva, drugim reima greSka na samom enzimu,

*bolesti koje nastaju zbog sekundarnih (ste¢enih) defekata na enzimima, a koji su

posledice neadekvatnog nacina Zivota,
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X

razlicita patoloSka stanja u kojima dolazi do ostecenja, odnosno lezije celija, zbog
cega enzimi iz Celijske prelaze u vancelijsku te¢nost gde im raste koncentracija,
odnosno aktivnost, ¢ime ukazuju na prisustvo lezije, dok je sam enzim po svojim

karakteristikama potpuno normalan.

Povecanje aktivnosti i Celijskih i sekretornih enzima u serumu moze biti pokazatelj

vecée lezije Celija. Osim lezije Celija, razlozi za povecanu aktivnost enzima u serumu mogu

biti i (Straus, 1992):

b 3

povecana sinteza enzima — npr. kod rahitisa ili hiperparatiroidizma u vecoj
koliCini se sintetiSe enzim alkalna fosfataza (ALP) iz kostiju, $to znaci da veca
koli¢ina ovog enzima od uobicajene prelazi u cirkulaciju,

poremecaj propustljivosti Celijske membrane — kod upalnih procesa sa
oSte¢ivanjem celijske membrane veéa koli¢ina enzima iz citoplazme prelazi u
cirkulaciju kao $to je to slucaj u ranoj fazi akutnog hepatitisa kada se povecavaju
aktivnosti transaminaza (AST i ALT) u serumu ili povecanje amilaze (AMY) i
lipaze kod laksih oblika pankreatitisa,

nekroza ¢elija — proces pri kome dolazi do potpune dezintegracije celije tako da se
povecava nivo ne samo enzima iz citoplazme u serumu ve¢ i enzima iz svih
organela Celije, kao §to je to slucaj kod infarkta miokarda,

smetnje u sekreciji - zbog Cega se deSava da se veca koli¢ina enzima koji su u
sastavu sekreta nade u cirkulaciji, $to je npr. slu¢aj kod karcinoma prostate sa
aktivnos$cu kisele fosfataze (ACP) 1

smetnje u eliminaciji enzima iz cirkulacije — s obzirom da se jedan broj enzima
izlu€uje putem urina, a da manji broj njih ima male molekule koji mogu
nesmetano da prolaze kroz glomerule, povecanje aktivnosti enzima u serumu
moze da ukaZe 1 na eventualne poremecaje u izlu¢ivanju urina, odnosno oliguriju i

anuriju.

Smanjena aktivnost enzima u serumu moze biti znacajan pokazatelj u dijagnostici

mnogih bolesti, a naj¢esce se javlja kao posledica:

X

X

X

smanjene sinteze enzima,
povecano uklanjanje iz organizma i

degradacija enzima (Boyer, 1983).

Vreme koje je potrebno da aktivnost enzima u cirkulaciji opadne na polovinu pocetne

aktivnosti naziva se poluzivot enzima i u zavisnosti od enzima iznosi od nekoliko sati do

Doktorska disertacija 15



UTICAJ ODABRANIH MONOTERPENA NA AKTIVNOST DIJAGNOSTICKI ZNACAJNIJIH ENZIMA
U KONTROLNOM HUMANOM SERUMU IN VITRO

nekoliko dana (Straus, 1992). Period poluZzivota enzima, &ija aktivnost se najée$ée odreduje u

klini¢koj praksi prikazan je u Tabeli 1.

Tabela 1. Period poluzivota ispitivanih klini¢kih enzima u serumu

Enzim PoluZivot enzima
Kreatin kinaza — CK oko15h

Laktat dehidrogenaza — LDH 8-12h
Amilaza—- AMY 3-6h

Alkalna fosfataza — ALP 3— 7 dana

Gama glutamiltransferaza — GGT 3—4dana
Aspartat aminotransferaza — AST 12-22h

Alanin aminotransferaza — ALT 37-57h

Poseban klinicki znacaj za odredivanje aktivnosti enzima u bioloskom materijalu
pokazuje odredivanje aktivnosti izoenzima i tkivnih markera. [zoenzimi predstavljaju enzime
razli¢itog hemijskog sastava koji katalizuju iste metabolicke reakcije na razliitim mestima u
organizmu. Metode za analiziranje sme$a proteina u poslednjih par desetina godina pokazuju
da izmerena aktivnost enzima najcesce postoji kao zbir aktivnosti vise razlicitih formi jednog
enzima, nego samo jedne vrste molekula (Moss, 1982).Ovakve enzimske varijacije mogu se
naci unutar jedne vrste, jednog organa ili ¢ak unutar jedne vrste ¢elija, a mogu se razdvojiti
na osnovu razlicitih fizickih ili hemijskih karakteristika. Postojanje ovakvih formi u humanim
tkivima, zbog razli¢itih osobina koje imaju u razli¢itim organima, pomaze razumevanju
specificnih metabolickih osobina tih organa, zatim, razliite senzitivnosti prema lekovima,
naslednih bolesti metabolizma, drugim recima, pruzaju velike moguénosti za povecenje
dijagnosticke specifi¢nosti i senzitivnosti enzimskih analiza koje se rade u razli¢itim vrstama
bioloskog materijala (Tietz & Finley, 1983). S druge strane, pod pojmom tkivni markeri
podrazumevaju se enzimi ¢ija se aktivnost nedvosmisleno moze povezati za funkciju nekog
organa ili tkiva. U Tabeli 2. prikazani su najznacajniji enzimi, njihova tkivna specifi¢nost i
klini¢ka primena (Tietz, 1997).
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Tabela 2.Enzimi sa tkivnom specifi¢nos¢u i klinickom primenom

Enzim

Poreklo
(tkivna specifi¢nost)

Glavne klini¢ke primene

Kisela fosfataza

Prostata, eritrociti

Karcinom prostate

Aldolaza

Skeletni misSici, srce

Misi¢na oboljenja

Trovanja organofosfatnim
insekticidima, osetljivost na

Holinesteraza Jetra .. i
suksametonijum, parenhimalna
oboljenja jetre
Glutamat . .
Jetra Parenhimalna oboljenja jetre

dehidrogeneza

5’- nukleotidaza

Hepatobilijarni trakt

Hepatobilijarna oboljenja

Sorbitol dehidrogenaza

Jetra

Parenhimalna oboljenja jetre

Tripsin(ogen)

Pankreas

Oboljenja pankreasa

Kreatin kinaza

Skeletni misiéi, mozak,

.....

Infarkt miokarda, miSi¢éna
oboljenja

Laktat dehidrogenaza

Srce, jetra, skeletni miSici,
eritrociti, trombociti, limfne
Zlezde

Infarkt miokarda, hemoliza,
parenhimalna oboljenja jetre

Amilaza

Pljuvacne Zlezde, pankreas

Bolesti pankreasa

Alkalna fosfataza

Jetra, kosti, intestinalna
mukoza, placenta, bubreg

Bolesti kostiju, bolesti
hepatobilijarnog trakta

y-glutamiltransferaza

Jetra, bubreg

Hepatobilijarna oboljenja,
alkoholizam

Aspartat Jetra, skeletni misici, srce, Infarkt miokarda, parenhimalna
aminotransferaza bubreg, eritrociti oboljenja jetre, miSi¢na oboljenja
Alanin

aminotransferaza

Skeletni misici, srce

Parenhimalna oboljenja jetre

2.1.7.1. Kreatin kinaza — CK — Adenozin trifosfat: kreatin fosfotransferaza

EC 2.7.3.2.
Kreatin kinaza (CK) katalizuje povratnu fosforilaciju kreatina koriste¢i adenozin
trifosfat (ATP) sto prikazuje jednacina (2) (Lang, 1981).
Ovaj enzim ima veliki znacaj za mi$i¢no i nervno tkivo zbog toga sto se kreatin fosfat,
pod uticajem CK lako prevodi u ATP, koji ¢elije koriste kao najce$¢i izvor energije.
Koncentracija ATP-a u ¢elijama je veoma mala, pa kreatin fosfat predstavlja rezervu za brzu

resintezu ATP-a. Joni Mg*?u malim koncentracijama deluju na CK kao aktivatori, a u ve¢im
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kaoinhibitori. Inhibitorni efekatna CK imaju i mnoge druge supstance: Cu*?, Zn*? Ca®,

fluoridi, hloridi, sulfati, citrati, mokra¢na kiselina, ADP, tiroksin i dr. (Koracéevi¢ i dr., 1996).

o) O O
| | [ e
) N NH, * AMP—O—pP—0—P—0" ———
O | | CK, Mg*, pH=6,7
(@) O
NH
Kreatin (Cr) Adenozin trifosfat (ATP)
oL 1
i )k/N N—P—O" . AMP—O—P—O" * H' (2)
0 \H/ | I
O 0)
NH
Fosfokreatin (PCr, Kreatin fosfata) Adenozin di fosfat (ADP)

Najveca aktivnost CK izrazena je u skeletnim misi¢ima, mozgu i miokardu. Zbog
ovakve rasprostranjenosti u tkivima odredivanje aktivnosti serumske CK je dijagnosticki
znacajan test za infarkt miokarda, cerebrovaskularne poremecaje i oboljenja skeletnih misica
(Tietz, 1997).

CK iz citoplazme je dimer — sastoji se od dve podjedinice, a koje se kod ¢oveka
javljaju kao dve vrste: B (brain) — mozdana i M (muscule) misi¢na u tri para podjedinica kao:
BB (CKj) — mozak, prostata, creva, plu¢a, mokra¢na beSika, uterus, placenta i Stitna zlezda,
MB (CKy) — sr¢ani misi¢ i MM (CK3) — skeletni miSici i sr¢ani mi$i¢. Nervno tkivo sadrzi
uglavnom BB formu, skeletni misi¢i MM, dok miokard sadrzi oko 70% MM, 27% MB 1 3%
BB oblika ovog enzima (Cristenson et al., 1991; Puelo et al., 1989).

Dijagnosticki znacaj odredivanja aktivnosti CK ogleda se kod sledecih stanja (Lang,
1981; Gerhardt & Wulff, 1983; Lang & Wurzburg, 1982; Jaffe et al., 1986):

* svi oblici miSiéne distrofije, kada je aktivnost CK znaajno povecana (u nekim
oblicima i do 50 puta), dok je kod miSi¢nih oboljenja neurogenog porekla
(multipla skleroza, poliomijelitis, Parkinsonova bolest ili mijastenija gravis)

aktivnost CK u okviru referentnih vrednosti,

Doktorska disertacija 18



UTICAJ ODABRANIH MONOTERPENA NA AKTIVNOST DIJAGNOSTICKI ZNACAJNIJIH ENZIMA
U KONTROLNOM HUMANOM SERUMU IN VITRO

* posle infarkta miokarda znacajno je povecana aktivnost CK u serumu, $to je u

klini¢koj hemiji najznacajnija primena merenja aktivnosti CK i izoenzima MB.
Druga oboljenja srca (angina pektoris, tahikardija, miokarditis ili kongestivna
slabost srca) obicno ne dovode do povecanja aktivnosti ovog enzima i njegovog
izoenzima,

* kod oboljenja centralnog nervnog sistema (CNS) povecava se vrednost CK — kod
Rejevog sindroma ¢ak i do 70 puta, dok u ostalim slucajevima (cerebralna
ishemija, akutno cerebrovaskularno oboljenje ili povrede glave) povecane
aktivnosti postoji ali nije tako dramati¢no,

*  preko 60% pacijenata sa hipotircozom pokazuje povecéanje aktivnosti CK za oko

pet puta uz izoenzim MM, dok kod hipertireoze aktivnost CK je na donjoj granici

referentnih vrednosti.

CK je vrlo nestabilan enzim koji dozvoljava da se uzorci seruma ¢uvaju na sobnoj
temperaturi do 4 h, u frizideru 8-10 h, a zamrznuti 2-3 dana. Kako razli¢iti antikoagulansi
(citrati, fluoridi, EDTA 1 dr.) inhibiraju ovaj enzim, za odredivanje u krvi koriste se ili serum
ili heperinizirana plazma. Bez obzira §to u eritrocitima nije izrazena aktivnost CK,
hemolizovani serumi ne bi trebalo da se koriste za odredivanje ovog enzima, zbog
indirektnog uticaja na aktivnost preko ADP, ATP, glukozo — 6 — fosfata (G-6-P) i dr.

Ako se razblazuju serumi sa povecanom aktivnos¢u CK, nastupa dodatno povecanje
enzimske aktivnosti. Zato treba izbegavati razblaZivanje, naroCito vodom ili fizioloSkim
rastvorom, jer je tada porast aktivnosti jo§ izrazeniji. Ovaj fenomen se objasnjava time da u
serumu postoje inhibitori CK i da se razblazivanjem seruma njihova koncentracija smanjuje,

pa samim time i uticaj na enzim, zbog ¢ega on povecava svoju aktivnost (Koracevi¢ i dr.,

1996).

2.1.7.2. Laktat dehidrogenaza — LDH - L-laktat: NAD-oksidoreduktaza
EC1.1.1.2.

Laktat dehidrogenaza je enzim koji prenosi vodonik i katalizuje reakciju oksidacije L-
laktata u piruvat u prisustvu koenzima NAD koji je akceptor jona vodonika. Reakcija je
reverzibilna a ravnoteza je pomerena u smeru redukcije piruvata u laktat (Mc Comb et al.
1976), koja se odvija u anaerobnim uslovima, za razliku od suprotne reakcije, odnosno,
transformacije laktata u piruvat koja se odvija u aerobnim uslovima, a $to je prikazano

jednacinom (3):
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CH; cH,
H—C—OH LDH, pH=8,8-9,8 é:o
| . NAD" = - | 3
(|::O pH=7,4-7.8 (ljz 0
o @)
L-Laktat Piruvat

Enzim LDH je vrlo rasprostranjen u razli¢itim tkivima organizma ¢oveka, a najvise je
prisutan (racunajué¢i po gramu tkiva) u bubrezima, miokardu, skeletnim miSi¢ima 1 jetri
(Koracevi¢ i dr., 1996).Takode, velika aktivnost ovog enzima belezi se i u eritrocitima, pa se
zato ne moze koristiti hemolizovani serum za odredivanje ovog enzima u dijagnosticke svrhe.

Enzim LDH se, takode javlja u izoenzimskim oblicima — ¢elije sintetiSu dva razlicita
peptidna lanca: H (heart) ili B i M (muscle) ili A, koji se onda udruzuju da bi izgradili
aktivnu formu ovog enzima, a koja se javlja kroz sledece izoenzimske oblike: LDH; - (Hy),
LDH, - (HsM), LDH;3; - (H2My), LDH,4 -(HM3), LDHs - (My). Svaki izoenzimski oblik je
tetramer, a u tkivima se nalaze one forme izoenzima u zavisnosti od tipa metabolizma koji
preovladava u ¢elijama — npr. forma LDH; dominira u tkivima u kojima preovladava aerobni
metabolizam ugljenih hidrata (miokard, mozak, kora bubrega, eritrociti), dok se forma LDHs
pretezno nalazi u tkivima kod kojih je pretezno prisutna anaerobna razgradnja Secera,
odnosno, glikoliza (jetra, skeletni misi¢i, leukociti, koza, bubrezni kanali¢i). LDH, LDHs i
LDH, ili tzv. heterogeni izoenzimi, zastupljeni su u plu¢ima, glatkim miSi¢ima, placenti i
limfnim zlezdama (Koracevi¢ i dr., 1996).

Dijagnostic¢ki znacaj odredivanja aktivnosti LDH u serumu kao 1 ispitivanje profila
izoenzima ogleda se kod slede¢ih stanja (Wilkinson, 1976):

* infarkt miokarada je najéeS¢e praten 3-6 puta poveéanom aktivno$¢u LDH u
serumu, mada mogu da se jave i 10 puta povecane vrednosti. Umereno se
povecava aktivnost LDH kod miokarditisa i sréane slabosti, a aktivnost je
referentna kod angine pektoris i perikarditisa;

* kod megaloblastne anemije koja je uzrokovana nedostatkom folne kiseline ili
vitamina Bi,, zbog smanjene eritropoeze, aktivnost LDH moze da se poveca i do

50 puta u serumu;
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* Kkod oboljenja jetre takode, moze da se poveca aktivnost LDH, s tim §to to
povecanje nije ni blizu povecanja koja u takvim stanjima beleze transaminaze.
Kod toksi¢nog hepatitisa pracenog zuticom moze da se poveca aktivnost LDH i do
10 puta; malo poveéanje aktivnosti se sre¢e kod virusnog hepatitisa ili kod
infektivne mononukleoze, a aktivnost je normalna ili najvise dvostruko povecana
kod ciroze jetre ili u opstruktivnoj zutici;

aktivnost LDH u serumu povecéava se i kod malignih oboljenja;

kod progresivne misi¢ne distrofije u ranom i srednjem stadijumu bolesti poveceva
se vrednost LDH u serumu, kao i kod trauma i zapaljenskih procesa u skeletnim
misi¢ima;

povecanje aktivnosti LDH u serumu belezi se i kod infarkta pluca i akutne
pneumonije.

Aktivnost LDH treba ispitivati u serumu ili heparinizovanoj plazmi, koje je potrebno
odvojiti odmah nakon centrifugiranja. Ne treba Koristiti plazmu uzetu sa oksalatima kao
antikoagulansom zbog njihovog inhibitornog dejstva na LDH. Serum moze da se ¢uva 2-3
dana na sobnoj temperaturi bez gubitka aktivnosti, za duzi period treba ga Cuvati u frizideru
uz dodatak NAD-a i glutationa, a ne treba ga Cuvati u zamrzivacu. Inhibiciju enzima mogu da

izazovu joni zive, p-hloromerkuribenzoat, borati, viSak piruvata i EDTA.

2.1.7.3. Alkalna fosfataza — ALP — Ortofosfat-monoestar fosfohidrolaza
EC3.1.3.1

Alkalna fosfataza je nespecificna fosfomonoesteraza koja u baznoj sredini, uz ucesce
molekula vode, razlaze monoestre fosforne kiseline, uz oslobadanje fosfata. Po hemijskom
sastavu, enzim je glikoprotein i spada u enzime koji ¢ine integralni deo ¢elijske membrane-
enzimski molekul je svojim karboksilnim krajem peptidnog lanca vezan za glikozil-
fosfatidilinozitol ¢iji je deo (1,2-diacilglicerol) ugraden u lipidni dvosloj ¢elijske membrane,
a posto se aktivni centar enzima nalazi na spoljasnjoj povrsini membrane, ALP se ubraja u
egzoenzime (Kim, 1989). Za aktivnost enzima neophodan je optimalan odnos jona
Mg*?/Zn*%jona, 1:2, zbog toga to dvovalentni joni Mg?*, Co?* i Mn?* deluju kao aktivatori
enzima, dok Zn*? ulazi u sastav enzima (Mc Comb et al. 1979), to ukazuje da je i ALP

metaloenzim, $to su u sustini svi holoenzimi iz trece glavne enzimske grupe. Enzimski

molekuli se iz membranskih struktura oslobadaju pomoc¢u endogenih fosfolipaza.
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ALP postoji prakti¢no u svim tkivima i organima, a u posebno velikoj koli¢ini nalazi
se u tankom crevu, bubrezima, kostima, jetri i placenti. Ta¢na metabolicka uloga ovog
enzima jo$ nije poznata, ali je nesporno da ucestvuje u procesu kalcifikacije kostiju U
serumu, ALP dominantno potice iz kostiju u toku fizickog rasta, a kada se on zavr$i dominira
enzim iz jetre (oko 60 % aktivnosti). Frakcija iz bubrega se ne nalazi u serumu ni u
fizioloSkim ni u patoloSkim stanjima, dok frakcija iz tankog creva, koja limfom dospeva do
krvi, vrlo brzo nestaje, tako da se tesko detektuje u fizioloSkim uslovima, osim kod osoba
koje imaju ,,0“ i ,,B*“ krvnu grupu, i ne prelazi 10 % ukupne ALP. U toku trudnoée, posle 16.
nedelje, u serumu trudnica pojavljuje se placentalni izoenzim ALP i do kraja trudno¢e moze
da ¢ini 1 do 50 % aktivnosti enzima, da bi posle 3-6 dana nakon porodaja ovaj izoenzim
potpuno nestao (Hirano et al., 1987; Moss, 1982; Kuwana & Rasalki, 1990).

Najznacajnije klinicko tumacenje aktivnosti ALP je kod bolesti kostiju i
hepatobilijarnog sistema. Aktivnost enzima je uvecana kod rahitisa i osteomalacije, dok je
kod osteoporoze u granicama referentnih vrednosti. Fizioloskim uveéanjem aktivnosti ovog
enzima smatra se period posle fraktura, kada uveéanje aktivnosti ukazuje da se stvara kalus
kod pacijenta, a ako izostane uvecanje aktivnosti to ukazuje na neadekvatno stvaranje kalusa.
Porast aktivnosti ALP od 20-40 puta vece od referentnih javlja se kod Pedzetove bolesti, kod
osteosarkoma ili meta promenama na kostima kod primarnog karcinoma prostate, dok je kod
benignih tumora na kostima aktivnost ALP u okviru referentnih vrednosti. Osteodistrofija,
koja se javlja kod oboljenja bubrega, daje uveéanje aktivnosti enzima, kao i period posle
dijalize, s obzirom da urea izaziva inhibiciju enzima, kao i fosfati, borati, oksalati i cijanidi
(Haris, 1989).

Oboljenja jetre i Zu¢nih kanala dovode do uvecanja aktivnosti enzima ALP, odnosno,
sva stanja koja dovode do smetnji u protoku zuci, zatim opstruktivna Zutica, primarna
bilijarna ciroza jetre, rak glave pankreasa, tumor ili tuberkuloza jetre i dr. (Straus, 1992;
Kaplan, 1986).

2.1.7.4. y-glutamiltransferaza — GGT — 5-glutamilpeptid: aminoacil 5-
glutamiltransferaza EC 2.3.2.2.
v-glutamil transferaza je enzim iz grupe peptidaza (Goldberg, 1980; Rosalki, 1975)
koji katalizuje tri tipa reakcija (Straus, 1992):
* hidrolizu — hidroliticki odvaja glutaminsku kiselinu iz jedinjenja sa nekim

peptidom, amino kiselinom ili aminom,
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* eksterna transpeptidacija — hidrolizom odvojeni ostatak glutaminske Kiseline se
prenosi na neku amino Kiselinu ili peptid koji deluju kao akceptor i

* interna transpeptidacija — oslobodeni ostaci glutaminske kiseline vezu se i stvaraju

y-glutamilglutaminske peptide.

Enzimi ove grupe deluju samo na peptide ili peptidima sli¢na jedinjenja koja na
terminalnom kraju imaju glutamatni ostatak povezan sa ostatkom jedinjenja pomocu
terminalne (5- ili y-) karboksilne grupe, $to prikazuje jednacina (4), a Cija reakcija moze da se
koristi za merenje aktivnosti enzima (Goldberg, 1980; Rosalki, 1975):

H
o:(li—lll NO, H>N—CH2
CH, ?ZO GGT, pH=8,2
éHz + ITIH =
CHNH, (|3Hz
COOH CO0
y-Glutamil-p-nitroanilid Glicilglicin
(4)
0=—C—NH—CH, NH,
CH, C=0
b, *
CHNH, CH,
COOH éOOH NO,
y-Glutamilglicilglicin p-Nitroanilin

Po hemijskom sastavu, ovaj enzim je glikoprotein, kod koga je Se¢erna komponenta
sastavljena od neutralnih amino Secera i sijalinske kiseline. Enzim je prisutan u serumu 1 u
svim ¢elijama u organizmu, sa izuzetkom miSi¢nih ¢elija. Inhibiciju GGT-a mogu da
proizvedu joni Cu*?, kao i neki organski molekuli (Straus, 1992).

Elektroforezom je otkriveno vise izoenzima GGT, ali se kod zdravih osoba javljaju
samo dva oblika: GGTy, koji se nalazi izmedu albumina i asglobulina i GGT,, koji se nalazi

izmedu oy 1 0, globulina, doj je npr. GGTy je izoenzimska forma koja se javlja isklju¢ivo u
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lipemi¢nom serumu i predstavlja kompleks GGT-a sa hilomikronima, a koji nestaje iz seruma
kada se hilomikroni uklone. U sustini, smatra se da osim dve forme koje se javljaju kod
zdravih osoba, svi drugi izoenzimski oblici GGT-a nisu pravi izoenzimi jer nastaju
posttranslacijskim modifikacijama (Wenham et al., 1985).

Aktivnost GGT-a u serumu primarno potice iz hepatobilijarnog sistema (Goldberg,
1980; Putzki et al. 1989), $to znaci da je aktivnost GGT-a povecana kod svih oboljenja jetre,
pa je ovaj enzim znacajan za postavljanje dijagnoze i diferencijalne dijagnoze oboljenja
hepatobilijarnog sistema — tzv. tkivni marker. Zajedno sa ALP spada u enzime markere
sindroma holestaze — kod oboljenja kostiju vrednosti GGT u serumu Su u granicama
referentnih vrednosti, pa je uvecanje ALP-a tada pokazatelj bolesti kostiju.

Najvecdi porast aktivnosti GGT-a u serumu belezi se kod primarnog karcinoma jetre ili
kod metastaza na jetri. Kod meta promena na jetri, aktivnost GGT-a se povecava u serumu
pre nego Sto se primarni karcinom moze verifikovati scintigrafijom. Kod opstruktivne Zutice
aktivnost GGT-a u serumu se povecava 10-20 puta, dok je kod infektivne povecana 2-5 puta.
Kod masne degeneracije jetre aktivnost je takode povecana 2-5 puta, Sto se takode desava i
kod intoksikacije lekovima. Kod bolesti pankreasa, akutnog ili hroni¢nog pankreatita ili
karcinoma pankreasa, aktivnost se uvecava 5-15 puta (Rosalki, 1975).

Poveéanje GGT-a u serumu karakteristicno je i za osobe koje puno konzumiraju
alkohol (2-3 puta), dok je kod alkoholicara sa oSteéenjima jetre Ciji je uzrok alkohol,
povecanje aktivnosti 10-20 puta. Prestankom konzumiranja alkohola, ve¢ za dve nedelje,
aktivnost GGT-a se znaajno smanjuje, tako da se ovaj enzim Koristi i za kontrolu
apstinencije, kao i za otkrivanje hroni¢nih alkoholi¢ara (Braun & Fernet, 1982; Sacchetti et
al., 1988; Wenham et al., 1984).

2.1.7.5. Aspartat aminotransferaza - AST - L-aspartat: 2-oksoglutarat
aminotransferaza EC 2.6.1.1. (Glutamat oksalacetat transaminaza -
GOT)

Aminotransferaze ili transaminaze su enzimi iz grupe transferaza koji katalizuju
reverzibilni prenos amino grupe izmedu amino i keto kiselina, pri ¢emu nastaje nova amino
kiselina. To su holoenzimi ¢iji je kofaktor koenzim piridoksal fosfat (PLP) i koji su izuzetno
vazni za proces transaminacije neesencijalnih amino kiselina u ljudskom organizmu (Straus,
1992). U organizmu ¢oveka postoji vise razlicitih vrsta transaminaza, medutim, samo su dve

dijagnosticki vazne, a to su AST i ALT.
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AST Xkatalizuje reakciju prikazanu jednac¢inom (5) (Tietz, 1997), gde supstratni par o-
oksoglutarat i L-glutamat ima ulogu u isto vreme i kao akceptor i kao donor u svim
reakcijama prenosa amino grupa. Ovom reakcijom transaminacije keto kiseline prelaze u
amino kiseline, §to znaci da se time povezuju metabolizmi ugljenih hidrata i azotnih

jedinjenja ¢ime je uloga AST u intermedijalnom metabolizmu velika:

- COO COO
COO | COO
C=—0 AST, P-5°-P | H_C_NH2
HC_NH2 + | ~—— C:O + |
CH, | CH, ()
CH, | CH, |
| . CH, | " CH,
COO0 | COO |
COO COO
L-Aspartat a-Oksoglutarat Oksalacetat L-Glutamat

AST se nalazi u mnogim tkivima i karakteristi¢no je da je njegova aktivnost veca u
svim tkivima u odnosu na ALT (Koracevi¢ et al., 1996). AST se najvise nalazi u jetri,
sr¢anom misicu 1 skeletnim miSi¢ima, manje u mozgu, bubrezima, pankreasu i plu¢ima, a
nema ga u kostima i zubnoj gledi. Enzim se nalazi u ¢eliji u dva izoenzimska oblika, koji su
zastupljeni oko 40 % u citoplazmi (AST;) i oko 60 % u mitohondrijama (ASTy), a
medusobno se razlikuju po pokretljivosti pri elektroforezi, termostabilnosti i otpornosti na
promenu pH (Straus, 1992). Kod zdravih osoba u serumu je prisutna samo AST iz
citoplazme. S obzirom da je aktivnost AST mnogo veca u tkivima nego u serumu, kod
procesa kod kojih dolazi do lezije tkiva bogatih AST-om, enzim prelazi u cirkulaciju, pa je
prisutna njegova povecana aktivnost u serumu. Dijagnosticki je znacajano njegovo
odredivanje kod bolesti srca (Straus, 1992) i jetre (Straus, 1992; Vanderlinde, 1986).

Nakon infarkta miokarda aktivnost AST-a raste ve¢ oko 6 h posle infarkta, maksimum
dostize posle 24-48 h, iz cirkulacije se povla¢i za 3-5 dana, a porast aktivnosti je
proporcionalan masi miokarda zahvacenoj infarktom. Kod angine pektoris, nivo AST-a ostaje
referentan, dok je kod miokarditisa ili perikarditisa blago povisen u duZem vremenskom
intervalu. U patoloskom stanju, ako je u pitanju miSi¢na distrofija, aktivnost AST-a je izrazito
povecana, kod miozitisa je blago poviSena, dok je kod mijastenije referentna.Takode, plu¢na
embolija moze da poveca aktivnost AST-a 2-3 puta.

Kod bolesti jetre 1 zu¢nih puteva vazno je odrediti aktivnost obe transaminaze, jer se

iz njihovog odnosa aktivnosti dobijaju dijagnosticki vazni parametri. Odnos aktivnosti
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AST/ALT nazvan je De Ritisov (Fernando De Ritis) koeficijent i kod zdravih osoba je jedan
ili ve¢i od jedan, $to znaci da aktivnost AST-a treba da bude vec¢a od aktivnosti ALT-a. Kod
akutnog infektivnog hepatitisa vrednost koeficijenta je manja od jedan. Ukoliko virusni
hepatitis nema povoljan tok, ve¢ se javi nekroti¢an oblik, vrednosti transaminaza u serumu
rastu 1 sam koeficijent raste. Kod infektivne mononukleoze, koeficijent je, takode, manji od
jedan. Kod toksi¢nih hepatitisa, izazvanih hemijskim agensima, toksinima iz hrane ili
toksi¢nim dozama lekova, vrednost koeficijenta zavisi od mnogo faktora, kao §to su: priroda
toksina, njihove biotransformacije, vrsta metabolickog procesa na koji deluje, veli¢ina lezije,
kao 1 da li je oSte¢enje akutno ili ima hronic¢an tok, pa u zavisnosti od prethodno navedenih
karakteristika moZe biti 1 manji i ve¢i od jedan (Koracevi¢ et al., 1996). Kod alkoholicara,
kod pojave ,,masne” jetre, u trudnoci, kod opstruktivne zutice, koeficijent je veéi od jedan

(Straus, 1992) Smanjenje aktivnosti AST-a belezi se kod hipovitaminoze vitamina Be.

2.1.7.6. Alanin aminotransferaza - ALT - L-alanin: 2-oksoglutarat
aminotransferaza EC 2.6.1.2. (Glutamat piruvat transaminaza — GPT)

ALT Kkatalizuje reakciju analognu sa reakcijom prikazanom u jednacini (5). U obe

reakcije, koje su povratne, ravnoteza je pomerena u levo, odnosno ka stvaranju aspartata

(jednacina 5) 1 alanina (jednacina 6) (Tietz, 1997):

COO” COO

COO" | COO" |
C=0 | HC—NH,

H—C—NH, + | C=—0 + |

CH2 | CH2

CH,4 | CH, | (6)
?Hz (|:H2
COO” COO

L-Alanin a-Oksoglutarat Piruvat L-Glutamat

ALT, kao i AST, ima vrlo vaznu ulogu u metabolizmu amino kiselina, proteina i
ugljenih hidrata. Nalazi se u mnogim tkivima, osim kostiju 1 zubne gledi, a najviSe ga ima u
jetri, skeletnim miSi¢ima, srcu, bubrezima, pankreasu, eritrocitima i dr. Medutim, ako se
uporede njihove aktivnosti u tkivima razlike su uocljive. lako AST ima vise u svim tkivima u
odnosu na ALT, smatra se da je ALT mnogo specifi¢niji za dijagnostiku bolesti jetre (Straus,

1992). Razlozi za to su da je u jetri mnogo prisutniji nego u drugim organima, kao i da je
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enzim iz citoplazme, §to znaci da i najmanje promene koje uzrokuju povecanu propustljivost
membrane u spoljasnju sredinu dovode do povecanja aktivnosti ovog enzima u serumu.

Kod akutnog infektivnog hepatitisa zabelezen je najveci porast aktivnosti, 70-100
puta, smanjuje se De Ritisov koeficijent ispod 1, zajedno sa AST-om moze da se uveca i do 3
nedelje pre prvih klinickih simptoma bolesti, a tokom bolesti opada zajedno sa
koncentracijom bilirubina. Medutim, kod hroni¢nog hepatitisa vrednost ALT je referentna ili
blago povisena. Ako je u pitanju ciroza jetre, aktivnost ALT-a se povecava 5-6 puta, dok je
kod opstruktivne Zutice pove¢anje umereno i manje od pove¢anja AST-a (Straus, 1992).

Kod bolesti pankreasa, povecanje aktivnosti ALT-a moze biti zbog oSteCenja
pankreasa, ali, takode, moze poticati i iz jetre, zbog sekundarnog uticaja koje bolesti
pankreasa imaju na jetru. Kod infarkta miokarda, porast aktivnosti ALT prisutan je samo
kada je infarktom zahvacena velika masa srca, tako da je klinicki vazan prognosticki
parametar kod infarkta miokarda (Straus, 1992).

Na osnovu navedenog moze se zakljuciti da se aktivnost serumskih transaminaza
povecava kod svih oSte¢enja hepatocita, a da njihove vrednosti zavise od vrste bolesti.

(Koracevic¢ et al., 1996).

2.1.7.7. Amilaza - AMY - a-1-4-glukan: 4-glukanohidrolaza EC3.2.1.1.

Amilaze predstavljaju grupu hidrolitickih enzima koje raskidaju komplekse ugljenih
hidrata sastavljenih od jedinica o-D-glukopiranoze medusobno povezanih o (1—4)
glikozidnim vezama. Iz linearnih struktura ovih molekula (amiloza) kao proizvod delovanja
nastaje maltoza i malo glukoze, dok dekstrini nastaju iz razgranatih lanaca (amilopektin) jer
se veze za racvanje, odnosno, a (1-6) glikozidne veze, ne mogu razloziti delovanjem
amilaza. InacCe, poznate su a, 3 1 y amilaze koje se medusobno razlikuju po mestu glikozidnih
veza koje razgraduju u molekulu supstrata i po fizicko hemijskim osobinama: a-amilaze su
endoamilaze jer razlazu unutrasnje o (1-4) glikozidne veze, f-amilaze se nalaze samo u
biljkama, dok su y-amilaze egzoamilaze i razlazu spoljasnje a (1—4) glikozidne veze u
molekulima polisaharida (Majki¢-Singh, 1993).

Ispitivanje y-amilaze, za sada, nema dijagnosticku vrednost u praksi, $to znaci da je
klinicki vazno odredivanje aktivnosti samo o-amilaze. Amilaza ima najvecu aktivnost u
pankreasu, pa se moze smatrati markerom za bolesti pankreasa. Takode, pljuvacne zlezde

lu€e vrlo aktivnu amilazu koja sluzi da zapo¢ne razlaganje ugljenih hidrata jo§ u ustima, a
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aktivnost joj se inhibira pod dejstvom HCl-a u Zelucu. U manjoj koli¢ini, amilaza moze da se
nade i u bubrezima, testisima, ovarijumu, plu¢ima, misi¢ima i masnom tkivu.

Bez obzira odakle poti¢e, amilaza ima skoro identicnu sekvencu amino kiselina u
polipeptidnom lancu, ne sadrzi prosteticnu grupu, ali je za njenu aktivnost vrlo vazno
prisustvo metalnog jona, jona kalcijuma (Straus, 1992), $to znadi da je amilaza metaloenzim.
Optimalna pH za aktivnost je 6,9-7,0 pH skale, $to zna¢i da u srednjim i donjim delovima
tankog creva na nju hidroliticki deluju proteaze — prvo tripsin (pH= 8,0-9,0) pa onda
himotripsin (pH=9,0-10,0). Amilaza se javlja u dva izoenzimska oblika, kao amilaza I ili S
(salivarna) i kao amilaza Il ili P (pankreasna). Oba oblika su sli¢na po supstratnoj
specifi¢nosti, stim §to amilaza I pokazuje veéi afinitet prema skrobu, a amilaza II prema
glikogenu. Malo se razlikuju i po molekulskoj masi, koja je nesto veéa kod amilaze I, koja
takode ima svoju pl u slabo kiseloj sredini, dok je za amilazu II ona takode u slabo kiseloj ali
do neutralne pH. U serumu su zastupljene obe vrste izoenzima i fiziolo§ki odnos salivarne
prema pankreasnoj amilazi je 1,71 + 1,1, dok je u urinu taj odnos 0,7 + 0,1 (Straus, 1992), a
kod nekih bolesti se taj odnos menja.

Istorijski je znacajno odredivanje amilaze u serumu koje je 1908.godine uveo
Volgemut (Wohlgemuth), $to je bilo prvi put da se izmerena aktivnost nekog enzima koristi u
dijagnosticke svrhe (Straus, 1992).

2.1.8. Metode za odredivanje enzimske aktivnosti

Sve metode za merenje enzimske aktivnosti, u sustini se zasnivaju na istom principu —
enzim deluje na svoj specificni supstrat, posle ¢ega se najceS¢e meri koncentracija nastalog
proizvoda reakcije ili, rede, smanjenje koncentracije supstrata, a retko, (npr. kod kisele
fosfataze) i koncentracija samog enzima. Merenjem koncentracije nastalog proizvoda,
odreduje se, zapravo, brzina enzimske reakcije, odnosno, kako se uobiCajeno naziva,
aktivnost enzima ili kataliti¢ka koncentracija (Straus, 1992). S obzirom da se odreduje brzina
reakcije, a nju uvek definiSu uslovi pod kojima se ona odvija, svaka metoda za odredivanje
enzima ima ta¢no definisane: vrstu, koncentraciju i pH pufera, koncentraciju supstrata,
koli¢inu uzorka enzima i radnu temperaturu na kojoj se vrsi inkubacija.

Metode za odredivanje enzimske aktivnosti su uglavnom kineticke. Ranije metode,
podrazumevale su da se uzorak koji sadrzi enzim inkubira odredeno vreme sa supstratom, a
onda se inkubacija prekida dodatkom reagensa koji inaktivira enzim, pa se meri koli¢ina

proizvoda enzimske reakcije. Kako se merenje vrsi samo jednom, posle odredenog vremena
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inkubacije, ovakve metode se nazivaju metodama jedne tacke (zbog odredivanja slepe probe,
pre inkubacije, neki ih nazivaju 1 metodama dve taCke) ili diskontinualne metode.
Savremenije metode, koje se danas uglavnom koriste, predstavljaju metode kontinuiranog
merenja u odredenom vremenskom intervalu. Ovo je postalo moguce sintezom razlicitih
supstrata koji su svojim oslobadanjem bojili reakcionu smesSu, a sam test se naziva opticki
test (Straus, 1992).

S obzirom da su enzimske reakcije uglavnom reverzibilne, pri merenju brzine
enzimskih reakcija in vitro, Koristi se visoka koncentarcija supstrata (10-20 Ky, vrednosti), pa
reverzibilnost postaje zanemarljiva. Takode, kao puferi se uvek biraju one smese u kojima ne
postoje komponente koje bi dovele do inhibicije enzima. Sve hemikalije koje se koriste za
enzimska odredivanja moraju biti analitickog stepena Cistoce (p.a.), a voda mora biti sveze
redestilovana ili dejonizovana. NajceS¢a radna temperatura za odredivanje aktivnosti po
preporuci IFCC (International Federation of Clinical Chemistry) je 30° C. Uzorak, odnosno,
razlicite vrste bioloSkog materijala, takode, treba da zadovolje odredene kriterijume: da su
uzeti na propisani nac¢in, da su adekvatno pripremljeni za analizu, da se adekvatno ¢uvaju i dr.
Kao uzorak iz koga se moze odrediti aktivnost enzima koriste se razliCite vrste bioloskog
materijala (krv, odnosno, plazma ili serum, likvor, urin, pljuvacka, zelucani sok i dr.), a
uobicajena praksa u svakodnevnom laboratorijskom radu je odredivanje iz krvi, tacnije iz
seruma.

Plazma 1 serum su derivati krvi, koji se dobijaju centrifugiranjem venske krvi, stim §to
je za plazmu potrebno krv uzeti sa, a za serum bez antikoagulansa (heparin, EDTA soli Na i
K, oksalat, citrat i dr.), pa je osnovna razlika izmedu plazme i seruma u prisustvu fibrinogena
koga sadrzi samo plazma. S obzirom da neka antikoagulativna sredstva mogu da dovedu do
inhibicije enzima (npr. CK - citrati i EDTA, LDH — oksalati, itd.), za odredivanje aktivnosti
enzima iz krvi koristi se serum. Uzeta krv se mora najduZze 30 minuta od uzimanja od
pacijenta centrifugirati, a zatim, najduZze 30 minuta od centrifugiranja krvi, serum se mora
odvojiti od nataloZenih krvnih elemenata. Ako se serum ne analizira odmah nakon dobijanja,
uva se na +4° C u frizideru do 24 h. Fizioloski, serum je bistra bledozuta te¢nost, a moze biti
I:

* hemolizovan — crvenkaste boje, kao posledica gresSaka kod uzimanja ili obrade

krvi,

* lipemi¢an — belicaste boje zbog kapljica masti, kao posledica uzimanja krvi

neposredno posle obroka ili kod poremec¢aja metabolizma ugljenih hidrata 1 lipida,
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* ikteri¢an — jako Zute boje, kao posledica hiperbilirubinemije.
Kada je nemoguce od pacijenta dobiti fizioloski serum, zbog poremecaja koji ima,

odredivanje enzima se ne vrsi po standardnim, ve¢ po modifikovanim procedurama.

2.1.8.1. Jedinice za izraZavanje enzimske aktivnosti

Kataliticka aktivnost enzima izrazava se medunarodnim jedinicama (U) ili katalima
(kat). Internacionalna unija za biohemiju i molekularnu biologiju - IJUBMB (International
Union of Biochemistry and Molecular Biology) je 1964. godine preporucila uvodenje
internacionalne jedinice (1U ili U), koja po definiciji predstavlja onu koli¢inu enzima koja je
potrebna za transformaciju 1pmol supstrata u jednom minutu, i izrazava se u jednom litru,
odnosno po dm®. Uvodenjem SI sistema jedinica (International System of Units) i u
enzimologiju je uvedena nova jedinica koja je nazvana katal i po definiciji je ista kao i
internacionalna jedinica, samo §to prati promenu supstrata u jednoj sekundi (Straus, 1992).

Za preracunavanje U/L u kat/L koristi se slede¢a jednacina (7):

__umol _ 1 umol _ 1

U= == pkat = 16,67nkat (7)

min - 60 s

Kataliticka koncentracija enzima, osim po jedinici zapremine, moze da se izrazi i po
jedinici mase — na gram svezeg tkiva, na sadrzaj DNK, na ceo organ, ukupni azot, sadrzaj
proteina i dr., stim $to se naj¢eSce izrazava na sadrzaj proteina s obzirom da je to najmanje

promenjiva veli¢ina u tkivima (Koracevi¢ 1 dr., 1996)

2.1.8.2. Faktori koji uti¢u na koncentraciju enzima u serumu

Izmerena aktivnost nekog enzima u krvi predstavlja ravnotezu izmedu brzine kojom
taj enzim dospeva u cirkulaciju iz celija koje su ga sintetisale i brzine kojom se kao
inaktivisani elimini$e iz cirkulacije, $to znaci da postoji niz novih faktora, u odnosu na vec
pomenute, koji imaju uticaj. Najvazniji su oni koji uti¢u na brzinu kojom enzim dospeva u
cirkulaciju iz ¢elija koje su ga sintetisale.

Jedan od razloga za pojavu endoenzima u cirkulaciji je zavrSetak poluZzivota ¢elije
kada njen sadrzaj zavrSava u cirkulaciji, pa srednje vrednosti hemijskih celijskih
konstituenata kod zdravih osoba predstavljaju referentne vrednosti tih parametara. Zbog toga
je zavrSetak poluzivota Celije jedini fizioloski parametar koji utie na pojavu enzima u

cirkulaciji, dok svi ostali predstavljaju odredene poremecaje. Osim oStecenja ili umiranja
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¢elije na koli¢inu enzima u cirkulaciji uti¢e 1 nacin izlu¢ivanja nakon zavrSetka poluzivota.
Samo manji broj enzima sa malom molekulskom masom izluc¢uje se preko bubrega - npr.
povecanje aktivnosti amilaze u serumu ima za posledicu i poveéanu ekskreciju amilaze
urinom. Enzimi sa ve¢om i velikom molekulskom masom inaktiviraju se u plazmi i eliminisu
preuzimanjem od strane Celija retikuloendotelnog sistema (Friedel et al., 1979; Kristensen &
Horder, 1983).

2.1. Etarska ulja

Etarska ulja, koja se vrlo Cesto nazivaju i mirisnim kompozicijama, vrlo su
rasprostranjena u biljnom svetu i izolovana su iz oko 2.500 biljnih vrsta svrstanih u 60
familija (Gasi¢, 1992). Ona predstavljaju kompleksne smese isparljivih jedinjenja koja su
proizvodi sekundarnog metabolizma biljaka, odnosno, nemaju energetski znacaj, hemijski su
raznovrsna, i pokazuju veliku biolosku i farmakoloSku aktivnost. Etarska ulja se nalaze u
specijalnim sekretornim strukturama biljaka (Hegnauer, 1982), iz kojih se mogu dobiti
destilacijom vodenom parom, zatim presovanjem ili na neki drugi pogodan nacin (Pekic,
1983). Sekretorne strukture mogu da se nadu u svim delovima biljke: korenu, rizomu, stablu,

kori, semenu, listu, cvetu i plodu (Kovacevi¢, 2004; Gasi¢, 1985).

2.2.1. Opste karakteristike etarskih ulja

Biljke u kojima su glavni sastojci isparljivi mirisni proizvodi, odnosno etarska ulja,
nazivaju se aromati¢ne biljke (Kovacevi¢, 2004). One su veoma rasprostranjene u prirodi.
Mnoge od ovih biljaka su samonikle, ali se veliki broj gaji radi proizvodnje droga, zacina i
etarskih ulja. U zavisnosti od sadrzaja etarskog ulja, koji se krece od 0,05 do 20 %,
aromati¢ne biljke se svrstavaju u grupe: siromasne ili bogate etarskim uljima, s tim Sto
koli¢ina ulja u razli¢itim delovima biljke moZe da varira.

Najcesce, etarska ulja se nalaze u slobodnom stanju, u podzemnim i nadzemnim
organima biljaka i to:

-egzogeno, u zlezdama, zlezdastim ljuspama i zlezdastim dlakama i

-endogeno, u sekretornim Celijama, intercelularnim Sizogenim Supljinama i
intercelularnim $izogenim i lizigenim rezervoarima.

Postoje i izuzeci kod kojih su ulja vezana u obliku heterozida, bez mirisa, iz kojih se
oslobadaju pod uticajem specificnih enzima u prisustvu vode, pri ¢emu nastaju isparljivi

mirisni sastojci — aglikoni (Kovacevi¢, 2004; Scheider, 1975). Pored aromati¢nosti, uljaste
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konzistencije i1 velike isparljivosti, koja se kod nekih javlja ve¢ na sobnoj temperaturi, etarska
ulja su i bistre, lako pokretljive bezbojne ili Zuckaste te¢nosti. Izuzetak predstavljaju ulja
cimeta (Cinnamomum Zeylanicum) i karanfilica (Syzygium aromaticum) koja imaju smede-
crvenu boju kao i ulja sa azulenima koja mogu biti plava, zelena ili ljubicasta, npr. ulje
kamilice (Matricaria chamomilla) je plave boje. KarakteriSe ih intenzivni miris koji potice,
uglavnom, od jedinjenja sa kiseoni¢nim funkcionalnim grupama. Koncentrovana etarska ulja
imaju oStar, nadrazuju¢i ukus koji pali, a razblazivanjem on postaje prijatan. Veoma su
rastvorna u nepolarnim rastvara¢ima, dok se u vodi, kao polarnom rastvaracu, vrlo malo
rastvaraju. Spadaju u grupu opticki aktivnih smesa (Pharmacopoeia Jugoslavica 1V, 1984). S
obzirom skoro svako etarsko ulje predstavlja veoma sloZzenu smesu jedinjenja, ulja nemaju
odredenu tacku kljucanja, ve¢ se one krec¢u u opsegu od 150 do 280° C. Iz tog razloga se
pojedine komponente iz etarskih ulja mogu odvojiti frakcionom destilacijom. Etarska ulja
nemaju dug vek trajanja zbog cega se cuvaju na hladnom, u tamnim staklenim ili
porcelanskim bocama, sa brusenim staklenim ili silikonskim poklopcima ili pomeSana sa
etanolom, ¢ime se smanjuje brzina razgradnje jedinjenja prisutnih u etarskom ulju
(Jelenkovi¢, 2010).

Etarskim uljima naroCito su bogate biljke iz familija Lamiaceae, Asteraceae,
Lauraceae, Zingiberaceae, Myrthaceae, Rutaceae, Apiaceae, Pinaceae i dr. Od industrijskog
znacaja, narocito za farmaceutsku industriju, su one biljke, odnosno droge, koje destilacijom
vodenom parom daju preko 0,01% etarskog ulja. To znaci da veliki broj od oko 35.000 vrsta
biljaka, koje ubrajamo u lekovite i aromati¢ne, a koje sadrze etarska ulja, predstavljaju
potencijalni industrijski resurs — sirovinu. Kako su terpeni dominantne komponente ulja,
smatra se da su oni odgovorni za efekat koji etarsko ulje ostvaruje na zivi organizam, i na

tome se zasniva njihova eksploatacija u industriji (EI-Hawary et al., 2013).

2.2.2. Hemijski sastav etarskih ulja
Hemijskom analizom etarskih ulja utvrdeno je da su ona kompleksne smesSe terpena
razli¢ite sloZenosti, a da ostalih grupa jedinjenja ima u mnogo manjoj koli¢ini. Pored terpena
u etarski uljima se nalaze i1 druga isparljiva jedinjenja kao $to su:
* alifati¢na jedinjenja (tipa dodekana, tridekana, tetradekana, dekanola, metil-dodekana
idr.) koja su odgovorna za ,,voéne mirise*,
* aromati¢na jedinjenja (derivati benzoeve kiseline, kao npr. vanilin, metilsalicilat i dr,

zatim kumarin, eugenol, safrol, miristicin, koniferil-alkohol, apoiol i fenilpropanoidi,
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odnosno, cimetna kiselina i p-kumarinska kiselina, stim $to se fenilpropanoidi u
biljkama nalaze najcesc¢e kao glikozidi, nisu isparljivi, ali pri obradi biljnog materijala
podlezu hidrolizi i daju isparljive sastojke),

azotna jedinjenja (neprijatnog mirisa, naj¢esce derivati indola ili alifaticni amini,
mirisa na ribu) i

sumporna jedinjenja (najcesce izosulfocijanati i organski disulfidi, ljutog, neprijatnog
mirisa, u neisparljivom glikozidnom obliku koji se oslobada tek pri usitnjavanju

dejstvom specifi¢nih enzimskih sistema) (Harborne & Turner, 1984).

2.2.3. Uloga etarskih ulja

Dokazano da etarska ulja aktivno ucestvuju u metabolizmu biljke (fizioloska uloga) i
da su veoma znacajna za adaptaciju biljke na uslove sredine (ekoloska funkcija). Terpeni nisu
prisutni u svakoj biljci, pa se sa sigurnos¢u ne moze tvrditi da imaju i hormonsku ulogu
(Janci¢ 1 dr., 1995). Sa druge strane, monoterpeni odrzavaju enzimske sisteme biljaka u
aktivnom stanju i za vreme perioda dormacije biljaka, Sto ukazuje da ipak postoji odredeno
regulatorsko dejstvo terpena u onim biljkama koje ih sintetisu (Mimica-Duki¢ & Jancic,
1998). Terpeni, takode, predstavljaju i potencijalni izvor energije u oksidaciono-redukcionim

procesima, odnosno, predstavljaju donore vodonika u redoks hidroksilacijama (Hill, 1952).

2.2.3.1. FarmakoloSka uloga etarskih ulja

Etarska ulja i njihove komponente nalaze Siroku primenu u farmaceutskoj industriji.
Mogu da se primenjiju za spolja$nju i unutrasnju upotrebu. To je moguée zahvaljujuci
njihovim lipoidnim svojstvima koja im omoguc¢avaju resorpciju kroz kozu ili sluzokozu (usta,
nos, disajni putevi, digestivni trakt, usi, o¢i, genitalni trakt).

Aromaterapija je najstariji postupak lecenja etarskim uljima (Jakovljevi¢ i dr., 1996;
Tisserand, 1980; Imanishi 2009) i predstavlja upotrebu etarskih ulja biljaka za lecenje. Pored
udisanja ona takode mogu da se masiraju u kozu ili - rede - uzimaju per os. Bez obzira da li
se udiSu ili nanose na koZzu, etarska ulja privlace paznju kao alternativni tretman za mnoge
zdravstvene probleme. Smatra se da sastojci etarskih ulja deluju tako $to ostvaruju interakciju
u krvi sa hormonima ili enzimima (University of Maryland Medical Center, 2011).

ZvaniCna terapijska upotreba etarskih ulja zasnovana je na prisustvu odredenih
sastojaka u njima i obuhvata sledeca delovanja: antisepticko, analgeti¢ko, antiinflamantorno,

antiflogisticko, antioksidativno, anesteticko, antivirusno, antibakterijsko, antihelmiti¢no,

Doktorska disertacija 33



UTICAJ ODABRANIH MONOTERPENA NA AKTIVNOST DIJAGNOSTICKI ZNACAJNIJIH ENZIMA
U KONTROLNOM HUMANOM SERUMU IN VITRO

diureti¢no, ekspektoralno, karminativno, sedativno, spazmoliticko, fungicidno, hiperemicno,
holereti¢ko i dr (Kovacéevi¢, 2004; Budhiraja et al., 1999; Lorenzetti et al., 1991; Schilcher,
1984; Wagner & Wolf, 1977). Ove dokazane efekte na ljudski organizam ispoljavaju sledece
komponente etarskih ulja:

* terpeni, koji pokazuju blago antisepti¢no, antiupalno i antibakterijsko dejstvo,
zatim 1 analgeticko, sedativno, stimulativno i ekspektorantsko dejstvo. Takode,
usporavaju akumulaciju toksina u ljudskom organizmu i pomazu izluéivanje
nagomilanih toksi¢nih materija iz bubrega i jetre, a deluju i kao spazmolitici
(Lorenzetti et al. 1991);

* estri kao jaki fungicidi i sedativi, a pojedini deluju analgeticki, spazmolitiéki,
sedativno, ekspektoralno, antivirusno i antisepti¢ko (Budhiraja et al., 1999);

* alkoholi imaju antisepti¢ko, antibakterijsko, antivirusno, sedativno, anesteti¢ko
(lokalno) i ekspektoransko dejstvo. U celini, alkoholi poboljsavaju kvalitet ulja i
ne iritiraju kozu;

*  Fenoli su odgovorni za prijatan miris ulja i poboljSavaju njegov kvalitet, a deluju
kao antiseptici, stimulansi 1 imaju antibakterijsko dejstvo. Od svih kiseoni¢nih
jedinjenja koja ulaze u sastav etarskih ulja fenoli su najkorisniji za imunitet
coveka (Budhiraja et al., 1999);

Organske kiseline deluju sedativno, antiflogisticki, spazmoliti¢ki 1 fungicidno, a
pomazu i kod zarastanja rana (Lorenzetti et al. 1991);

*  Oksidi su najéesce sredstva za izbacivanje sluzi ili imaju antiupalno dejstvo.

2.2.3.2. Toksi¢nost etarskih ulja

Neka etarska ulja sadrZe jedinjenja koja Stetho deluju na organizam ¢oveka i Zivotinja,
te je njithovo koris¢enje ograni¢eno zbog mogucih komplikacija u smislu fitotoksi¢nog efekta,
alergijskih reakcija 1 dr. Takode, 1 nekontrolisana upotreba etarskih ulja u terapiji moze da
izazove nezeljene efekte, koji se ispoljavaju pre svega u obilju alergijskih reakcija. Manji broj
etarskih ulja moZe ispoljiti 1 genotoksicno, nekroti¢no, abortivno, nefroticno, depresivno,
narkoti¢no, hepatotoksicno, kancerogeno delovanje, Stetno dejstvo na centralni nervni sistem,
na rad srca, na disanje, kao i da iritira kozu (Schilcher, 1984; Matlawska & Bylka, 2001;
Nevall et al., 1996; PDR for herbal medicine, 2001; Bertram et al. 2001).
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2.3. Terpeni

Bez obzira na razlicite sastave etarskih ulja razli¢itih biljnih vrsta terpeni su uvek
njihove dominantne komponente. Strukturno, oni su najraznovrsnija klasa prirodnih biljnih
proizvoda (sa preko 30 000 razli¢itih struktura), a svrstavaju se u klasu prostih lipida. Ime
terpen 1ili terpenoid izvedeno je iz Cinjenice da su prvi Clanovi ove klase izolovani iz
terpentina (Balsamum terebinthinae), isparljivog ulja dobijenog iz drveta bora (Pinaceae),
tzv. smole borovog drveta, a kamforima (Cinnamomum camphora)su nazvane Kristalne
supstance terpenoidnog karaktera koje sadrze kiseonik (timol- Thymus vulgaris, kamfor,
mentol - Mentha piperitai dr.). Da bi se medusobno razlikovala terpenoidna jedinjenja, uvodi
se tzv. empirijsko izoprensko pravilo prema kome se veéina terpenoida sintetiSe
kondenzacijom izoprenskih jedinica po mehanizmu ,,rep-glava®“. Medutim, visi terpeni se ne
pokoravaju ovom pravilu (kondenzuju se 1 ,rep-rep“ i ,rep-sredina®), pa je predlozeno
biogenetsko izoprensko pravilo po kome se biosinteza terpenoidnih jedinjenja odvija iz
odgovarajuc¢eg prekursora. Danas se zna da su terpeni polimeri izoprena. Terpeni se mogu

dobiti izolovanjem iz etarskog ulja biljaka ili kao proizvodi sintetisani u laboratoriji.

2.3.1. OpSste karakteristike terpena

Terpeni su klasifikovani na osnovu izoprenskog pravia, odnosno broja izoprenskih
jedinica u molekulu na nekoliko klasa, gde prva klasa ima jednu, a svaka naredna za jednu
izoprensku jedinicu viSe, osim poslednje klase u koju se ubrajaju svi terpeni sa preko 40
ugljenikovih atoma: hemiterpeni (CsHg);, monoterpeni (CsHg),, seskviterpeni (CsHg)s,
diterpeni (CsHsg)4, sesterterpeni (CsHg)s, triterpeni (CsHs)s, tetraterpeni (karotinoidi) (CsHg)s i
politerpeni — vise od 8 terpenskih jedinica, odnosno od 40 C atoma. U etarskim uljima
preovladavaju dve Kklase terpena: monoterpeni, sa dve izoprenske jedinice (Cig) i
seskviterpeni sa tri izoprenske jedinice (Cys).

Do sada je identifikovano oko hiljadu monoterpena, koji se mogu svesti na tridesetak
osnovnih struktura, dok se broj identifikovanih seskviterpena kre¢e i do nekoliko hiljada, a
predstavljaju varijacije oko 200 osnovnih struktura (Devon & Scott, 1972). Obe navedene
klase terpena mogu postojati u acikli¢noj, ciklicnoj i bicikli¢noj formi (seskviterpeni se

javljaju i u triciklicnoj formi), a u zavisnosti od prisustva funkcionalne grupe mogu biti
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zasiceni 1 nezasi¢eni ugljovodonici, alkoholi, aldehidi, ketoni, kiseline, estri, laktoni 1 fenoli.

Monoterpeni su bezbojna, u vodi nerastvorna jedinjenja, intenzivnog i prijatnog mirisa.

Tabela 3. Osnovne fizicko-hemijske karakteristike nekih terpena
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*M — monoterpen; MO — oksigenovani monoterpen
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Sa porastom molekulske mase i broja funkcionalnih grupa, kao i kod svih klasa
organskih molekula i kod terpena raste tacka kljucanja, pa se u isparljivim frakcijama nalaze
uglavnom nizi monoterpeni kao i jednostavniji seskviterpeni, dok se polioksidovani
seskviterpeni i diterpeni nalaze u teze isparljivim frakcijama i smolama biljaka. Glavne

fizicko-hemijske karakteristike nekih terpena prikazane su u Tabeli 3.

2.3.1.1. Mircen

Mircen (Slika 3.) je prvi put izolovan iz lis¢a lovora (Laurus nobilis), ali je naden i u
mnogim drugim etarskim uljima. On je ugljovodoni¢ni monoterpen, i nalazi se u vrlo visokim
koncentracijama u bosiljku (Ocimum basilicum), hmelju (Humulus lupulus), maj¢inoj dusici
(Thymus serpyllum), perSunu (Petroselinum crispum), mangu (Mangifera indica L.) i
marihuani (Cannabis). Mircen je dobio ime iz Myrcia sphaerocarpa, lekovitog zbuna iz
Brazila koji sadrzi vrlo visoke koncentrtacije mircena u svom etarskom ulju, a koji se tamo
vekovima koristi kao narodni lek za dijabetes, dizenteriju, dijareju, i hipertenziju.

Komercijalno se danas proizvodi pirolizom B-pinena dobijenog iz terpentina (Behr & Johnen,

2009).
/I%/\/tkf/

Slika 3. Strukturna formula mircena

Mircen se koristi u industriji parfema jer ima prijatan miris, ali se retko koristi
direktno, ve¢ kao vazan intermedijer za dobijanje jedninjenja koja uslovljavaju ukus 1 miris,
kao $§to su mentol, citral, citronelal, citronelol, geraniol, nerol, linalol. Farmaceutska
istrazivanja su pokazala da mircen menja propustljivost ¢elijske membrane ¢ime omogucava
vecu apsorpciju kanabinoida u mozgu. Mircen se u terapeutske svrhe koristi zbog svog
analgetickog, antibakterijskog, antidijabetickog, antiinflamantornog, antipsihoti¢nog,
antispazmoti¢nog, antiproliferativnog i antimutagenog delovanja (Do Vale et al., 2002;
Wichtl, 2004).

2.3.1.2. g-pinen
B-pinen (Slika 4.) je jedan od dva izomera pinena. To je bezbojna te¢nost rastvorna u

alkoholu, a vrlo malo u vodi. Ima miris sli¢an boru. Jedno je od najzastupljenijih jedinjenja
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Cetinarskog drveca, a nalazi se i u kuminu (Cuminum cyminum) i hmelju. U terapeutske svrhe
moze da se koristi kao dobro antimikoti¢ko i antibakterijsko sredstvo (Da Silva et al., 2012,
Leite et al., 2007).

Slika 4. Strukturna formula B-pinena

2.3.1.3. Karvakrol
Karvakrol (Slika 5.) je oksigenovani monoterpen iz grupe fenola. U prirodi se nalazi u
etarskim uljima origana (Origanum vulgare), timijana, majorana (Origanum majorana),

Cubrice (Satureja hortensis), agave (Agava Americana) i dr (De Vincenzi et al., 2004; Toncer

OH

Slika 5. Strukturna formula karvakrola

Ima nisku toksi¢nost koja zajedno sa prijatnim mirisom i ukusom omogucéava njegovu
primenu kao dodatak hrani da bi se sprecila bakterijska kontaminacija (Cristani et al., 2007).
Opisana farmakoloska uloga karvakrola odnosi se uglavnom na njegova antibakterijska i
antimikoticka dejstva (E. coli, B. cereus, P. aeruginosa, C. herbarum, P. glabrum, F.
moniliforme, R. solani, S. sclerotirum, i P. capisci). Takode, opisana su i antiinflamantorna i
antioksidativna dejstva karvakrola (Da Silveira et al., 2013; Ozgan & Erdogan, 2011).
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2.3.1.4. Linalol

Linalol (Slika 6.) je oksigenovani monoterpen iz grupe alkohola koji se u prirodi
nalazi u cvecu i zaCinskim biljkama i ima vrlo prijatan miris. Preko 200 vrsta biljaka koje
sadrZe linalol u zna¢ajnim koli¢inama, uglavnom pripadaju familijama Lamiaceae (lavanda -
Lavandula officinalis), Lauraceae (lovor, cimet, sandalovo drvo - Santalum album) i
Rutaceae (agrumi), ali i u drvetu breze (Betula)i drugim biljkama. Takode je naden i u nekim

gljivama (Pengelly, 2004).

HQ,
AN F

Slika 6. Strukturna formula linalola

Linalol se javlja u dva stereoizomerna oblika: (R) - (-) - linalol ili licareol, L-
konfiguracije i (S) - (+) - linalol ili koriandrol, D-konfiguracije. Oba enantiomerna oblika se
nalaze u prirodi: (S) - linalol se nalazi kao glavni sastojak etarskih ulja korijandera
(Coriandrum sativum), palmarose (Cympobogon martinii) i slatke narandze (Citrus sinensis),
dok je (R) -linalool prisutan u lavandi, lovoru i slatkom bosiljku. Svaki enantiomer izaziva
razli¢ite nervne odgovore kod ljudi, pa se zbog toga klasifikuju kao razli¢iti mirisi: (S) oblik
se smatra slatkim i1 cvetnim, dok se (R) oblik klasifikuje viSe kao drvenasti, odnosno,
lavandin miris (Casabianca et al., 1998). Zbog toga se linalol i koristi kao mirisna
komponenta u 60-80% mirisnih higijenskih proizvoda i sredstava za ¢iSéenje, ukljucujuci
sapune, deterdzente, Sampone 1 losione. Linalol se postepeno razgraduje u kontaktu sa
kiseonikom, formiraju¢i oksidovane meduproizvode koji mogu izazvati alergijske reakcije
kao §to su ekcemi kod osetljivih pojedinaca (Christensson et al., 2009). Linalol se vrlo ¢esto
koristi i kao insekticid.

Farmakoloski efekat linalola dokazan je u mnogim studijama, pa se zna da udisanje
linalola smanjuje stres eksperimentalnim Zzivotinjama (Nakamura et al., 2010; Leite et al.,
2008; Sayorwan et al., 2012; Tankam & Ito, 2014). Takode, dokazano je antiinflamantorno,
kao i druga bioloska dejstva (Da Silveira et al., 2013; Fahlbusch et al., 2002).
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2.3.1.5. Nerol

Nerol (Slika 7.) je oksigenovani monoterpen iz klase alkohola. Moze se izolovati iz
mnogih etarskih ulja, poput limunske trave (Cymbopogon) ili hmelja, dok je izvorno izolovan
iz neroli ulja (Citrus aurantium ssp. amara). To je bezbojna te¢nost koja se najvise koristi u

industriji parfema. Nerol ima slatki miris ruza (De Falco et al., 2013).

OH

Slika 7. Strukturna formula nerola

Nerol je geometrijski izomer sa geraniolom, stim Sto je nerol Z, a geraniol E
konfiguracije. Nerol lako gubi vodu, a sintetiSe se pirolizom iz B-pinena. Ima dokazanu

antioksidativnu i jos neke bioloske uloge (Jumepaeng et al., 2013).

2.3.1.6. Geraniol

Geraniol (Slika 8.) je oksigenovani monoterpen alkoholnog tipa. Predstavlja glavni
sastojak ruzinog ulja (Rosa damascene), palmarosa ulja i ulja citronele (Cymbopogon
winterianus). Takode, u malim koli¢inama se pojavljuje etarskom ulju zdravca (Geranium
macrorrhizum), limuna (Citrus limon) i mnogim drugim. To je bledo Zzuto ulje koje je slabo

rastvorno u vodi, a dobro rastvorno u vecini organskih rastvaraca.

/l%/\/k“‘/\OH

Slika 8. Strukturna formula geraniola

Ima miris nalik ruzi i obi¢no se koristi za proizvodnju parfema. Koristi se i za ukuse,
kao Sto su breskva (Prunus persica), malina (Rubus idaeus), grejpfrut (Citrus paradise),
crvena jabuka (Pyrus malus L), Sljiva (Prunus domestica), narandza (Citrus sinensis L),

limun, lubenica (Citrullus lanatus), ananas (Ananas comosus) i borovnica (Vaccinium
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myrtillus). Zbog svog mirisa odbija komarce, ali privla¢i pcele (Barnard & Xue, 2004).
Dodaje se, od 1999. godine, kao jedan od 600 sastojaka koji poboljSavaju ukus cigaretama.

Geraniol je klasifikovan kao otrovna supstanca koja dovodi do drugih efekata. Za
rukovanje geraniolom treba koristiti informacije o radu sa opasnim materijama (Workplace
Hazardous Materials Information System - WHMIS), zbog toga S§to ozbiljno iritira oci i
umereno iritira kozu. Pored dokazanih Stetnih dejstava, dokazana su i korisna farmakoloska
dejstav kao Sto je npr. antioksidativna mo¢ (Fahlbusch et al., 2002; Ismail et al., 2009;
Carnesecchi et al. 2001).

2.3.1.7. Citral
Citral je oksigenovani monoterpenoidni aldehid koji se javlja kao smesa svoja dva
geometrijska izomera: E-izomer (geranial ili citral A) (Slika 9.) i Z-izomer (neral ili citral B)

(Slika 10.).
OW

Slika 9. Strukturna formula citrala A ili geraniala

Z F
0/

Slika 10. Strukturna formula citrala B ili nerala

Citral je prisutan u etarskim uljima razliCitih biljaka - limunove trave, bosiljka,
citronovca (Aloysia citrodora), gorke narandze (Citrus aurantium), eukaliptusa (Eucalyptus
globules), mati¢njaka (Melissa officinalis), limuna, narandze i drugih (Fenaroli et al., 1975.

Citral A (geranial) ima jak miris limuna, dok citral B (neral) ima manje intenzivan ali
sladi mirisi. Ovakve karakteristike omogucile su njegovu upotrebu u industriji parfema, ali 1
kao arome u prehrambenoj industriji, za sintezu vitamina A, kao insekticida (Robacker &
Hendray, 1977), ali jedinjenja sa dokazanim antimikrobnim karakteristikama (Onawunmi,
1989). Ima dokazan alergijski efekat na coveka, pa se zbog toga preporucuje da se u mirisima

kombinuje samo sa jedinjenjima koja sprecavaju senzitivizaciju. Ne ispoljava genotoksi¢no 1
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kancerogeno delovanje, ali u zavisnosti od doze, moZe da se javi negativan efekat na bubrege
(Andersen et al., 2006). Ima dokazan antidijabeti¢ni efekat na eksperimentalne Zivotinje

(Najafijan et al., 2011), kao i efekat na smanjenje telesne mase (Tamound &Abhilash, 2011).

2.3.1.8. Eukaliptol

Eukaliptol (Slika 11.) je bezbojna te¢nost mirisa na kamfor. Po hemijskom sastavu je
oksigenovani monoterpen iz grupe cikli¢nih etara. Ima mnogo sinonima (1,8-cineol, 1,8-
epoksi-p-mentan, 1,8-oksido-p-mentan, cineol i dr). U znaCajnom procentu prisutan je u
etarskom ulju eukaliptusa pa je moguce da se iz njega izoluje frakcionom destilacijom sa
Cistocom od 99,6-99,8 % u velikim koli¢inama. Nalazi se u biljkama eukaliptusa, kanabisa,
kamfora, aromatiénog dumbira (Zingiber officinalis), lovora, cajevca (Melaleuca
alternifolia), kadulje (Salvia officinalis), damiane (Turnera diffusa L.), kalifornijskog lovora,
dumbira i dr.(Boland et al. 1991).

Koristi se kao za¢in i kao lekovita supstanca. Zbog prijatnog mirisa i arome koristi se
u kozmetickoj industriji u niskoj koncentraciji (0,002%), kao zain u raznim proizvodima,
ukljucujuéi pekarske, poslasticarske, meso i pice, a takode je i na popisu kao jedan od 600

aditiva u cigaretama.

Slika 11. Strukturna formula eukaliptola

Eukaliptol se koristi i kao insekticid (Sfara et al., 2009), u farmaceutskoj industriji u
sastavu sirupa za kasalj, za inhalaciju, kao i za smanjenje upale i bola kada se primenjuje

lokalno (Juergens et al., 2003).

2.3.1.9. Terpineol
Terpineol (Slika 12.) je prirodni monoterpenoidni alkohol koji moze da se izoluje iz
razli¢itih 1zvora kao §to su biljka Cajevac, bor ili listovi gorke narandze. Javlja se u Cetiri

izomerna oblika, kao alfa-(a)) ili beta-(f) ili gama-(y) terpineol ili terpinen-4 ol, B- i y-
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terpineol razlikuju samo po polozaju dvostruke veze. Terpineol je naj¢es¢e smesa tih izomera

s a-terpineolom kao glavhom komponentom.

PR

Slika 12. Strukturne formule izomera terpineola: a, B, y terpinen i terpinen 4-0l

Terpineol ima prijatan miris, vrlo sli¢an jorgovanu (Syringa), pa je Cest sastojak u
parfemima, kozmeti¢kim i prehrambenim proizvodima. Moze da se izoluje iz prirodnih

proizvoda, ali se ¢esce sintetise iz a-pinena (Yoshifumi & Yoko, 2006).

2.3.1.10. Eugenol

Eugenol (Slika 13.) je oksidovani monoterpen iz grupe fenilpropena. On je bezbojna
do bledozuta te¢nost koja se izoluje iz etarskih ulja klin¢i¢a, muskatnog oras¢i¢a (Myristica
fragrans), cimeta, bosiljka, lovorovog lista, vanile (Vanilla planifolia), mati¢njaka i pelina
(Artemisia absinthium) (Barnes et al., 2007).

..""'O =

HO

Slika 13. Strukturna formula eugenola

Eugenol se koristi u industriji parfema, a u medicini kao lokalni antiseptik i anestetik.
Ako se kombinuje sa oksidom cinka dobija se cinkov oksid eugenola koji se koristi u
stomatologiji (Jadhav et al, 2004). Neka istrazivanja pokazuju da ubija odredene ljudske
¢elijske vrste zahvacene karcinomom kolona in vitro (Jaganatham & Supriyanto, 2012).
Medutim, eugenol je 1 hepatotoksiCan, a ako se konzumira u prekomernim koli¢inama

javljaju se dijareja, mucnina, nesvestica, vrtoglavica, konvulzije ili lupanje srca. 1z tih razloga
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je ogranicena njegova upotreba u industriji parfema zbog moguce osetljivosti pojedinih ljudi

(Fujusava et al., 2002).

2.3.2. Terpeni i etarska ulja u istraZzivanjima

Uticaj koji etarska ulja imaju na Zivi svet i na ¢oveka, jesu razlog za veliki broj
istrazvanja koja se bave prouc¢avanjem njihovog efekta na organizam. Medutim, malo njih na
osnovu dostupnih podataka, utvrduje koje sustance iz etarskih ulja ostvaruju opisani efekat na
organizam, ili je zapravo taj efekat posledica sinergije, aditivnosti ili antagonizma svih
komponenata ulja. Sam efekat zavisi kako od vrste etarskog ulja, tako i od koli¢ine koja je u
odredenom vremenskom intervalu primenjivana na ispitivanom organizmu (El-Hawary et al.,
2013; Da Silveira et al., 2013).

Najc¢es¢i oblik primene etarskih ulja, pa samim tim i terpena je u obliku vodenih
rastvora (Zhang, 2002; Muley et al., 2009; Rahman et al., 2011). Izbor vode kao ratsvaraca je
opravdan bez obzira na slabu ratsvorljivost terpena u njoj. Ako se terpeni muckaju sa vodom
(ru¢no mesanje) dobijaju se rastvori koji odgovaraju unosu terpena kroz zacinske biljke ili
neke terapijske formulacije pripremljene u kuénim uslovima, Sto je vrlo rasprostranjena
praksa prema podacima SZO (Azaizeh et al., 2003; Rivera et al., 2013; Wirth et al., 2005).
Ako se terpeni meSaju ultrazvucéno, dobijeni rastvori odgovaraju njihovim galenskim
formama. Priprema rastvora terpena, ili etarskih ulja, za primenu u istraZivanjima in vivo i in
Vvitro zavisi od cilja samog istrazivanja, pa se za te namene mogu koristiti rastvori (Nafisi et
al., 2004), suspenzije (Rahman et al., 2011; Godwin & Michniak, 1999) ili emulzije (Rahman
etal., 2011). Vodeni rastvori se najces$ce koriste u studijama koje razmatraju udisanje etarskih
ulja/terpena (Inouye et al., 2001; Gedney et al., 2004, Edris, 2007), a sva tri nabrojana oblika
mogu da se koriste kada se etarska ulja/terpeni masiraju u kozu (Edris, 2007), uzimaju per o0s
(Leite et al., 2011) ili injektuju (direktno u cirkulaciju ili muskularno) eksperimentalnim
zivotinjama (El-Hawary et al., 2013; Suanarunsawat et al., 2010; Ahmadvand et al., 2012;
Sebai et al., 2013).

Terapeutski potencijal etarskih ulja 1 njihovih aromati¢nih isparljivih sastojaka u
sprec¢avanju ili leCenju bolesti (Edris, 2007) dokazan je kroz pozitivan efekat etarskih ulja
kod: aromaterapije i masaze, transdermalne terapije, kroz antidijabeti¢ni, antioksidativni,
antivirusni, antibakterijski kao i pozitivan efekat na kardiovaskularne i kancerogene bolesti.
Terpineol, karvakrol, linalol, citral i mircen, bioaktivni monoterpeni imaju dokazani protiv

upalni efekat (Da Silveira et al., 2013). Kod miseva koji imaju poremecaje u funkciji miSica
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davanjem etarskog ulje Citrus aurantium L. u toku 60 dana, doslo do smanjenja aktivnosti
CK, a samim tim i do smanjenja bolova i drugih propratnih efekata koje su trpeli zbog svog
osnovnog poremecaja (De Souza et al., 2011). Umirujuéi efekti udisanja ulja lavande
(smanjenje krvnog pritiska, olakSavanje depresije ili stresa, smanjenje nivoa straha kod
pacijenata na stomatolo§koj klinici, poboljsavanje kvalitet sna) dokazan je u drugoj studiji
(Sayorwan et al., 2012). Inhibicija enzima LDH u in vivo istrazivanjima pokazuje odredene
efekte koji bi dalje mogli farmakoloski da se testiraju. Dokazano je da etarsko ulje
Eucalyptus benthamiiand ima citotoksi¢an efekat na tumorske celije (Doll-Boscardin et al.,
2012). Pozitivno delovanje ulja Satureja khuzestanica L.dokazano je kroz smanjenje lipidnog
statusa, kroz dobru antioksidativnu aktivnost zbog ¢ega smanjuje rizik od kardiovaskularnih
bolesti ili oSte¢enja jetre (Ahmadvand et al., 2012). Neka ulja imaju i protektivno delovanje u
odnosu na insekticide - etarsko ulje Origanum majorana L. u odnosu na insekticid praletrin
(Abdel-Tawab et al., 2013). Upotreba etarskih ulja Ocimum gratissimum L. i Piper guineense
dokazuje pozitivan efekat za leCenje poremecaja CNS kroz snazano sedativno, anksioliti¢ko i
antidepresivno delovanje (Tankam and Ito, 2013 and 2014). U istrazivanju efekta etarskog
ulja Cymbopogon winterianus dokazano je da ima efekat na aktivnost CNS, i to hipnotic¢ki i
sedativni, Sto potvrduje upotrebu ove biljke u narodnoj medicini (Leite et al., 2011). Takode,
zakljuCuje se 1 da aromaterapija moze proizvesti klinicki relevantan pomak u pacijentovom
percipiranju bola pa je preporucuju u leCenju afektivnih uzbudenja, kao §to su npr.
stomatoloSke usluge (Gedney et al., 2004). Dokazano je da veéi inhibitorni efekat na
aktivnost a-amilaze imaju etarska ulja limunske trave i citronela trave nego Sto ga pokazuje
zvaniéni lek za dijabetes tip 2 — oralni antidijabetik akarboza (Jumepaeng et al. 2013), kao i
da je inhibitorni efekat etarskog ulja crnog bibera na aktivnost a-amilaze ve¢i od 50% (Oboh
etal., 2013).

Sama inhibicija aktivnosti dijagnostic¢ki znacajnijih enzima etarskim uljima/terpenima
vi$e nije sporna, ali se 0 njenom mehanizamu jo§ uvek malo zna. Dokazana je inhibicija
karvakrolom na enzim ciklooksigenaza EC 1.14.99.1 (COX) za koju se kaze da je
,nespecificna ali relativno snazna“ (Marsik et al. 2006). Istrazivanje efekta etarskog ulja
Eucalyptus camaldulensis Dehnh. na aktivnost AMY i a-glukozidaze EC 3.2.1.20. gde je
potvrdena inhibicija ova dva enzima nekompetitivnim mehanizmom (Sahin Basak & Candan,
2010). Interesantno je da je u istrazivanju koje je podrazumevalo koriS¢enje bioinformati¢kih
alata dokazana inhibicija AChE sa linalolom zbog podloZnosti enzima hidrofobnim
interakcijama - terpeni su hidrofobni molekuli (Praveena & Sanjayan, 2011). Drugo takvo

istrazivanje je doslo do zakljucka da S§to je manja ukupna enegija nekog jedinjenja od ukupne
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enrgije supstrata enzima, do¢i ¢e do inhibicije enzimske aktivnosti u Zzivom sistemu
(Khanikor et al., 2013). Takode, ne treba zaboraviti ni to da efekat terpena i efekat etarskog
ulja iz koga se terpen izoluje ne moraju biti identi¢ni. Ovu tvrdnju potvrduje ispitivanje
efekta etarskog ulja Thymus wvulgaris L. i njegovih sastojaka karvakrola i timola na
inflamatorni odgovor in vivo - utvrdeno je da etarsko ulje i karvakrol pokazuju
antiinflamantorni efekat, dok se timol koji je sastojak etarskog ulja ponaSa antagonisticki —

pokazuje iritirajuci efekat (Fachini-Queiroz et al., 2012).

2.4. Statisticka analiza

2.4.1. Analiza glavnih komponenata

Analiza glavnih komponenata (PCA) predstavlja multivarijantnu metodu koja
omogucava redukciju veceg broja promenljivih na manji broj novih promenljivih (koje se
zovu glavne komponente). Na taj nacin, manjim brojem glavnih komponenata moze se
objasniti najveéi deo varijanse originalnih promenljivih, §to omogucava lakse razumevanje
informacije sadrzanih u originalnim podacima (Sharma, 1996). U postupku analize glavnih
komponenata koriste se sve varijable, a moze se primeniti na bilo koju matricu podataka X,
pri ¢emu se Y podaci ne uzimaju u obzir. Smanjenje dimenzija promenljivih vrsi se kako bi
se izvrSila vizualizacija multivarijantnih promenljivih pomocu grafika rasutosti (scatter plot),
prevodenja visoko-korelisanih x-varijabli u manji set latentnih varijabli koje su nekorelisane,
a koje mogu da se koriste u daljoj hemometrijskoj analizi, kao i zbog razdvajanja zna€ajnih
informacija (opisanih pomoc¢u nekoliko latentnih varijabli) sadrZzanih u promenljivim od onih
koje su manje bitne.

PCA je osetljiva na prisustvo rezultata optereCenih grubim greSkama, jer takve
vrednosti znac¢ajno povecavaju varijansu, a glavne komponente u PCA su usmerene na pravac
najveeg varijabiliteta. PCA se sastoji u pronalazenju pravca medu varijablama koji na
najbolji nacin odraZava relativno rastojanje izmedu objekata i opisuje maksimum varijanse
skorova.

Skorovi predstavljaju projekcije vrednosti podataka na latentnu varijablu, odnosno
pravac. Taj pravac se naziva prva glavna komponenta (PC1) i definise se pomocu vektora
koeficijenata latentnih varijabli (loading vector). PC1 se karakteriSe najve¢om varijansom, a
svaka naredna glavna komponenta opisuje sve manji udeo varijabiliteta.

Druga glavna komponenta (PC2) predstavlja pravac normalan na PC1 kojim se

opisuje maksimum preostalog varijabiliteta medu podacima. Ostale glavne komponente su
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normalne na prethodne i njihov pravac pokriva varijanse medu podacima projektovane na
posmatrani pravac. Ukupan broj glavnih komponenata isti je kao i broj varijabli.

Svojstvene vrednosti (eigenvalues) odredenog faktora predstavljaju meru varijansi
svih varijabla koje su obuhvaéene tim faktorom. Veli¢ina svojstvenih vrednosti ukazuje na
znalaj faktora prema varijablama. Ukoliko je za odredeni faktor svojstvena vrednost niska,
onda je znacenje tog faktora za objaSnjenje varijanse varijabli minorno, pa se taj faktor
eliminise kao beznacajan.

Za odredivanje potrebnog broja faktora koji se uzimaju u obzir postoje razliCiti
kriterijumi, a najcesc¢e primenjivani je Kaiser kriterijum prema kojem se odbacuju svi faktori
kojima je svojstvena vrednost manja od 1. Takode, ukoliko se graficki predstavi zavisnost
broja glavnih komponenata od varijanse PCA skorova, tacka u kojoj kriva naglo menja nagib
I postaje ravna, predstavlja broj glavnih komponenata koje bi trebalo uzeti u obzir za dalju
analizu. Preostale glavne komponente sa niskim vrednostima varijansi pruzaju informacije
koje su od malog znacaja za posmatranu analizu. Broj glavnih komponenata koje se koriste
za dalja izraCunavanja bi trebalo da objasnjava najmanje 80 % ukupne varijanse podataka.

Pocetni set podataka na samom pocetku PCA mora da se standardizuje u odnosu na
srednju vrednost. Medutim, u izvesnim slucajevima, standardizacija podataka moze da ima i
neke nedostatke koji se ogledajuu Cinjenici da varijable za koje se zna da sadrze malu
koli¢inu informacija, nakon standardizacije, postaju znacajne isto kao 1 varijable koje sadrze
znacajnije informacije. PCA ne moze da napravi razliku izmedu znacajnih i informacija od

malog znacaja, ve¢ izraZava §to je moguce vise varijabiliteta medu podacima.

2.4.2. Klaster analiza
Klaster analiza predstavlja grupisanje jedinica posmatranja u grupe ili klase tako da se
sli¢ne jedinice nadu u istoj klasi (klasteru). Grupisanje se vr$i na osnovu rezultata (skora) koji
se izracunava za svaku jedinicu posmatranja posebno na osnovu vrednosti obeleZja po svim
varijablama (Sharma, 1996). Klaster analiza omoguc¢ava znac¢ajnu redukciju podataka, a moze
1 da na osnovu eventualno neocekivanog grupisanja jedinica posmatranja ukaze na postojanje
odredenih relacija izmedu njih koje do tada nisu bile poznate i koje treba dalje ispitati.
Klaster analiza se moze vrsti na vise nacina, ali se dve metode izdvajaju kao najbolje:
1. hijerarhijska metoda — koja za krajnji rezultat ima dendogram koji predstavlja
graficki prikaz klastera (grupa) u obliku stabla povezivanja. U osnovi ove metode

je najpre izraCunavanje udaljenosti svih jedinica medusobno, a potom se primenom
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tehnika spajanja ili razdvajanja vrSi formiranje odgovarajuc¢ih grupa - klastera.
Tehnika spajanja (aglomerativna hijerarhijska metoda) polazi od toga da je svaka
jedinica posmatranja sama u klasteru od jednog ¢lana. Bliski klasteri se postepeno
spajaju dok se na kraju sve jedinice posmatranja ne nadu u jednom klasteru. Kod
tehnike razdvajanja ide se obrnutim redosledom, tako da se od jednog Kklastera koji
sadrzi sve jedinice posmatranja formiraju novi, pa od tih nastaju slede¢i, sve dok ne
bude svaka jedinica posmatranja posebno. To je takozvana diviziona hijerarhijska
metoda.

2. nehijerarhijski pristup — koji omogucava ra$¢lanjivanje na taj na¢in da se jedinice

posmatranja mogu da krecu iz jednog u drugi klaster u razli¢itim fazama analize.
Ovakav pristup zahteva da broj klastera i njihovi centroidi moraju biti poznati
unapred. Postoji mnogo varijacija u primeni ove metode, ali sve u osnovi imaju
najpre pronalazenje tatke grupisanja oko koje se nalaze jedinice (centroid), pa se
nakon toga vrsi izraCunavaje nove tacke grupisanja na osnovu prosecne vrednosti
jedinica. Jedinica posmatranja se tada pomera iz jednog u drugi klaster ukoliko je
bliza novo izraCunatoj tacki grupisanja. Proces se odvija iterativno, sve do
postizanja stabilnosti za unapred zadati broj klastera.

Klaster analiza je objektivnha metoda za klasifikovanje na matematickoj podlozi.
Osetljiva je na izbor promenjivih, relevantnih za objekat istrazivanja, kao i na varijable koji
se razlikuju od ostalih. To zna¢i da su od velikog znaCaja reprezentativnost uzorka i
multikolinearnost. Osim toga, zbog velikog broja podmetoda, klaster analiza je, mozda vise
nego ijedna druga multivarijatna analiza, pod uticajem izbora samog analiti¢ara. Prezentovati
klastere znaci znati objasniti njihove sadrzaje, odnosno, opisati klaster recima ili mu dati ime

(Sharma, 1996).

2.4.2.1. Hijerarhijska metoda

Aglomerativna hijerarhijska metoda gradi klastere korak po korak, sve dok se sve
jedinice posmatranja ne nadu na dendogramu. Tek nakon toga se pristupa odredivanju broja
klastera koji imaju znacaja za istraZzivaca. Ova metoda otpocinje matricom udaljenosti izmedu
jedinica posmatranja. Sve jedinice su u klasterima velicine jedan, a zatim se vr$i spajanje u
vecée klastere koje su medusobno na bliskoj udaljenosti. Postoji viSe nac¢ina da se definiSe Sta
je to bliska udaljenost pri ¢emu se nijedna od postojecih tehnika grupisanja podataka u

klastere nije izdvojila kao najbolja.
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Najjednostavniji 1 naj¢esce koriscen pristupje metoda najblizih suseda. Dva klastera
se spajaju u jedan kada je neka jedinica posmatranja iz jednog klastera najbliza nekoj jedinici
iz drugog klastera. Kod povezivanja najdaljih suseda, dva klastera ¢e se spoijiti ukoliko je
udaljenost najdaljih ¢lanova iz dva klastera najmanja. Treca tehnika grupisanja je na osnovu
prosecnih udaljenosti, odnosno kada je prosecna udaljenost izmedu dva klastera najmanja u
odnosu na sve ostale prose¢ne udaljenosti izmedu Kklastra.

Razli¢ite tehnike grupisanja mogu da daju sasvim razliite rezultate Sto je uslovljeno
prirodom originalnih podataka. Originalni podaci na osnovu kojih se vrsi klaster analiza
obi¢no predstavljaju raspored n jedinca posmatranja u odnosu na p varijabli. Za
izracunavanje udaljenosti jedinica posmatranja obi¢no se koristi Euklidova funkcija

(jednacina 8):

dij = {Dhoy (Xik — xj2) 2} ®)

gde je Xik vrednost jedinice posmatranja X; za varijablu Xk, a Xj vrednost jedinice
posmatranja x; zavarijablu Xk

Ukoliko su koriS¢ene varijable izmerene razli¢itim mernim skalama potrebno je
prethodno izvrsiti neki oblik standardizacije rezultata kako bi sve varijable bile u jednakom
polozaju. To znaci da ¢e aritmeticka sredina za svaku varijablu biti jednaka nuli, a standardna
devijacija jedinici. Neke klaster analize zapoc€inju sa izraCunavanjem glavnih komponenti da
bi se smanjio broj originalnih varijabli.

Da bi se utvrdilo da li se dobijeni Klasteri zaista medusobno razlikuju moguce je
vizuelno posmatranje grafickih prikaza (dendograma, razli¢itih linijskih dijagrama itd.),
testiranje statistiCke znacajnosti razlika izmedu klastera preko, na primer, analize varijanse,
kao i uporedivanje dobijenih rezultata sa rezultatima diskriminacione analize nad istim
podacima.

Nakon izvrSene klaster analize vazno je odrediti broj klastera. IstraZziva€ sam treba da
prosudi, u kontekstu svog istrazivanja koliko klastera 1 sa kakvim karakteristikama su
potrebni. Taj postupak je uslovljen nizom faktora pri ¢emu najveéi znacaj imaju statisticka
znacajnost razlike izmedu klastera, veli¢ina klastera, veli¢ina uzorka, osobine klastera
uslovljene karakteristikama originalnih varijabli i samog istrazivanja, karakteristike klastera

koje su od interesa za istrazivaca i sli¢no.
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2.4.2.2. Nehijerarhijska metoda ili metoda ras¢lanjivanja

Ova metoda polazi od unapred odredenog broja klastera koji istraziva¢ sam definise
na osnovu iskustva, ranijih analiza ili preporuke statistickog softvera. Nakon toga se pristupa
razvrstavanju jedinica posmatranja. Postoje dva nacina za razvrstavanje jedinica posmatranja.

Prvi je da se privremeno, na slu¢ajan naéin, odrede jedinice koje predstavljaju tacke
grupisanja, pa se na osnovu udaljenosti od tih jedinica sve ostale jedinice smeStaju u
odgovaraju¢i klaster. Tacka grupisanja se naziva centroid i uglavnom se nalazi tamo gde je
najveca gustina jedinica posmatranja. Broj ta¢aka grupisanja je uslovljen unapred definisanim
brojem Klastera. Nakon toga rac¢unarski program premesta jedinice iz jednog u drugi klaster
da bi bili $to homogeniji. Postupak iteracija se nastavlja do situacije kada preseljavanje
jedinica posmatranja iz jednog u drugi klaster vise ne doprinosi poboljSanju homogenosti
unutar klastera. Drugi pristup podrazumeva da se razvrstavanje odvija na osnovu nekog

apriori zadatog kriterijuma.
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EKSPERIMENTALNI DEO
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3.1. Priprema uzoraka seruma

Kao izvor enzima koris¢eni su komercijalni kontrolni humani serumi sa referentnom
(N-serum) (Olympus 1, ODC 0003) i poveéanom (H-serum) (Olympus 1, ODC 0004)
aktivno$¢éu enzima, proizvodaca Olympus Life Science Research Europa GmbH, Munich,
Germany.

Za ovo istrazivanje odredivana je aktivnost sedam enzima koji se najcesc¢e odreduju u
klinickoj praksi zbog njihovog nesporno velikog dijagnostickog znacaja: kreatin kinaza (CK),
laktatdehidrogenaza (LDH), amilaza (AMY), alkalna fosfataza (ALP), y-glutamiltransferaza
(GGT), aspartat aminotransferaza (AST) i alanin aminotransferaza (ALT). Uzorak seruma za

analizu pripremljen je tako Sto 60 pL N ili H-seruma pomeSano sa 120 pL dejonizovane vode.

3.2. Priprema rastvora terpena

Za pripremanje rastvora terpena Kori$¢ena su komercijalno proizvedena jedinjenja:
mircen (komora¢ - Foeniculum vulgare, kadulja, dumbir), B-pinen (ruzmarin - Rosmarinus
officinalis, bor, perSun, bosiljak, hmelj), karvakrol (origano, timijan, majoran, Cubrica),
linalol (lavanda, menta, lovor, cimet, agrumi), nerol (limunska trava, hmelj i neroli ulje),
geraniol (ruzino ulje, palmarosa ulje i ulje citronele), citral (agrumi, limunova trava,
mati¢njak, bosiljak, eukaliptus), eukaliptol (eukaliptus, lovor, bosiljak, pelin, ruzmarin,
kadulja), terpineol (bor, Cajevac, listovi gorke narandze) i eugenol (muskatni oraséi¢, cimet,
lovor, vanila) proizvodaca Fluka, USA, ¢istoc¢e 99,99%.

Izabrani terpeni su rastvarani u organskim rastvarac¢ima (heksanu, etru, acetonu,
metanolu, DMSOQ) i vodi. Medutim, testiranjem postojanosti kiveta aparata na kome je vr$eno
merenje enzimske aktivnosti prema tim rastvrac¢ima utvrdeno je da aceton i etar rastvaraju
kivete, dok heksan i metanol, ne rastvaraju kivete, ali izazivaju vidljivu denaturaciju proteina
seruma odmah nakon mesanja, pa su kao rastvarac¢i pogodni za istrazivanje primenjeni voda i
DMSO. Vodeni rastvori/emulzije terpena za ovo istrazivanje pripremani su na dva nacina:

* ru¢nim meSanjem u trajanju od 5 minuta na sobnoj temperaturi. Ovako pripremljeni
rastvori terpena, oznaceni su kao I; (na ovaj nacin pripremljen rastvor odgovara
unosu terpena kroz zacinske biljke ili neke terapijske formulacije pripremljene u
ku¢nim uslovima).
ultrazvuénim meSanjem u ultrazvuénom kupatilu PS 20, na sobnoj temperaturi,

frekvence 40.000 Hz, u trajanju od 5 minuta. Ovi rastvori terpena oznaceni su kao I

Doktorska disertacija 52



UTICAJ ODABRANIH MONOTERPENA NA AKTIVNOST DIJAGNOSTICKI ZNACAJNIJIH ENZIMA
U KONTROLNOM HUMANOM SERUMU IN VITRO

i predstavljaju simulaciju unosa terpena kroz galenske, zvani¢no registrovane

formulacije farmaceutskih preparata.

DMSO je rastvara¢ u kome su terpeni rastvorni, ne utice na aktivnost enzima, a
takode predstavlja i rastvaraC koji se koristi za pripremu reagenasa za odredivanje aktivnosti
enzima (Instruction Architect ¢ 8000, 2006) Sto znaCi da nema smetnji za upotrebu u

analizatoru.

Tabela 4. Koncentracije rastvora terpena u reakcionoj smesi

Ime terpena Ci(pmol/cm®) C, (umol/cm®) | C; (umol/em®) | C,; (pmol/cm®)
Karvakrol 5,54 3,96 3,07 2,51
Linalol 4,82 3,41 2,68 2,17
Nerol 4,86 3,49 2,68 2,22
Geraniol 4,90 3,49 2,73 2,22
Mircen 4,88 3,66 2,44 1,22
B-pinen 1,54 1,16 0,77 0,39
Citral 4,99 3,74 2,50 1,25
Eukaliptol 4,78 3,59 2,39 1,20
Terpineol 5,16 3,87 2,58 1,29
Eugenol 5,50 4,13 2,75 1,38

Pocetna koncentracija terpena odredena je na osnovu literaturnih podataka
(Suanarunsawat et al., 2010; De Souza et al., 2011; Ahmadvand et al., 2012; EI-Soud et al.,
2012; Sebai et al., 2013; Akolade et al., 2013; Dadkhah et al., 2014; etc), a predstavlja
maksimalnu koncentraciju rastvora terpena koja dodavanjem u rastvor N ili H-seruma nije
dovela do denaturacije proteina u periodu od 30 minuta, §to je eksperimentalno potvrdeno.
Zatim su pripremljeni rastvori terpena odredenih koncentracija rastvarani u dejonizovanoj

vodi i u DMSO sto je predstavljeno koncentracijama C;, Cy, C3 1 C4 (Tabela 4.).
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3.3. Merenje aktivnosti enzima u komercijalnom kontrolnom

humanom serumu

Aktivnost sedam naj¢eS¢e odredivanih enzima u klini¢koj praksi u komercijalnom
kontrolnom humanom serumu odredivana je u biohemijskoj laboratoriji Doma zdravlja u
Nisu na Abotovom dijagnostickom analizatoru Aeroset ARCHITECT c¢ 8000 (Slika 14.),
proizvodaca Abbott Laboratories, 100 Abbott Park Road, Abbott Park, Illinois, 60, 064-
3500, USA.

ARCHITECT"

MLEEECELLET AT

Slika 14. Abot diagnosticki analizator Aeroset ARCHITECT c¢ 8000

To je automatski analizator sa 220 istovremeno aktivnih kanala koji mogu da se
programiraju i1 kalibriSu. Analizira 215 uzoraka u minuti, odnosno, 65 analiza istovremeno.
Od metoda za analizu koristi fotometrijske, potenciometrijske i turbidimetrijske metode. Kao
uzorci mogu da se koriste: serum, plazma, likvor i urin. Odmeravanje uzoraka, reagenasa i

analiza su automatizovani  procesi  (http://www.captodayonline.com/productguides

/instruments/chemistry-mid-high-june-2015/architect-c8000-and-ci8200-chemistry-mid-high-
2015.html).
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Nakon kalibracije aparata (Tabela 5.) (Olympus system calibrator), odredena je

aktivnost ispitivanih enzima u N i H-serumu (Tabela 5.) po standardnim procedurama

proizvodaca (Instructions Architect ¢ 8000, 2006). Dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli

13.

Tabela 5. Metode za odredivanje aktivnosti enzima i njihove aktivnosti (U/L) u N i H-serumu

Kalibracija aparata

Analiza Metoda Mogucénost pracenja Vrednost | Jedinica
CK IFCC 37°C IFCC referentna metoda 148 u/L
LDH IFCC 37°C IFCC referentna metoda 153 U/L
AMY IFCC referentna metoda (EPS) 37°C IFCC referentna metoda 133 U/L
ALP IFCC 37°C Olimpus master kalibrator 205 U/L
GGT IFCC 37°C IFCC referentna metoda 101 u/L
AST IFCC referentna metoda sa P-5°-P 37° C IFCC referentna metoda 93,7 U/L
ALT IFCC referentna metoda sa P-5’-P 37° C IFCC referentna metoda 85,1 U/L
N-serum (Control serum 1)
) Metoda Mogucénost Srednja | Prihvatljiva | Jedinica
Analiza - vrednost | vrednost
pracenja
oK IFCC 37°C IFCC
referentna metoda 153 122-184 U/L
IFCC 37°C IFCC
LDH referentna metoda 144 118-170 U/L
IFCC referentnametoda IFCC
AMY (EPS) 37°C referentna metoda 83,2 66,6-99,8 u/L
IFCC 37°C Olimpus
ALP master kalibrator 111 83,3-139 u/L
IFCC 37°C IFCC
GGT referentna metoda 54,9 42 8-67 u/L
IFCC referentna metoda sa IFCC
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AST P-5°-p 37°C referentna metoda 44,9 34,6-55,2 U/L
IFCC referentna metoda sa sa IFCC
P-5>-P 37°C
ALT referentna metoda 40,8 31,4-50,2 U/L
H-serum (Control serum 2)
) Metoda Mogucénost Srednja | Prihvatljiva | Jedinica
Analiza . vrednost | vrednost
pracenja
IFCC 37°C IFCC
CK referentna metoda 406 325-487 U/L
IFCC 37°C IFCC
LDH referentna metoda 520 426-614 U/L
IFCC referentna metoda IFCC
AMY (EPS) 37°C referentna metoda 235 188-282 u/L
IFCC  37°C Olimpus
ALP master kalibrator 490 368-613 U/L
IFCC 37°C IFCC
GGT referentna metoda 156 122-190 U/L
IFCC referentna metoda sa sa IFCC
P-5>-P 37°C
AST referentna metoda 138 106-170 U/L
IFCC referentna metoda sa sa IFCC
P-5>-P 37°C
ALT referentna metoda 124 95,5-153 U/L

Kalibracija aparata, kao i odredivanje aktivnosti enzima u N ili H-komercijalnom

serumu (Tabela 5.) merena je iz uzoraka seruma. Nakon toga, po istoj proceduri, odredena je
aktivnost istih enzima u razblazenim N i H-komercijalnim serumima, a razblazenje je vr§eno
dejonizovanom vodom u odnosu 1:2. Uzorak u kome je odredivana enzimska aktivnost
sadrzao je 60 pL N ili H-komercijalnog seruma i 120 pL dejonizovane vode. Razblazivanje
dejonizovanom vodom kod komercijalnih seruma, u razmeri 1:2, dovelo je do dvotre¢inskog
smanjenja aktivnosti enzima (Tabela 14.). Za razliku od komercijalnih seruma, kod seruma
pacijenata bi se javio i odredeni inhibitorni efekat dejonizovane vode (Koracevié i dr., 1996)
odnosno, smanjenje aktivnosti enzima ne bi bilo proporcionalno razblazenju kao u naSem

slu¢aju, vec¢ bi bilo manje.
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Merenje aktivnosti ispitivanih enzima vrSeno je na slede¢i nacin: razblazenom
rastvoru seruma (180 uL) dodavano je 40 pL vodenog rastvora terpena ili 40 uL rastvora
terpena u DMSO i smesa je inkubirana 10 minuta.Vodeni rastvori terpena pripremani su u
Cetiri koncentracije kao 11 i I, Posle inkubacije odredivana je aktivnost svakog od ispitivanih
enzima. Kao slepa proba dodavana je dejonizovana voda (za vodene rastvore) ili DMSO (za

rastvore DMSO). Sva merenja enzimskih aktivnosti ponavljana su tri puta.

3.3.1. Merenje aktivnosti enzima keratin kinaze
Namena: test je namenjen za odredivanje aktivnosti CK u humanom serumu ili

plazmi, za koju su dozvoljeni antikoagulansi: litijjum, natrijum ili amonijum heparin.

Tabela 6. Sastav reagenasa za odredivanje aktivnosti CK u serumu ili plazmi

Sastojci Koncentracija
R:

ADP kalijumova so 1,30 mg/ml
B-NADP 2,13 mg/ml
Heksokinaza (kvasac) 3,9 U/ml
G-6-PDH 1,95 U/ml
Glukoza 20 mmol/L
NAC 25,5 mmol/L
Natrijum azid 0,1 %

R2

Kreatin fosfat 50,1 mg/ml
Glukoza 20 mmol/L
Natrijum azid 0,1 %

Princip odredivanja: CK iz uzorka katalizuje prenos visoko energetske fosfatne
grupe sa kreatin fosfata na ADP. Nastali ATP fosforiliSe glukozu u glukoza-6-fosfat (G-6-P)
u reakciji koju kataliSe heksokinaza. G-6-P se zatim oksiduje glukozo-6-fosfat
dehidrogenazom (G-6-PDH), pri ¢emu se NADP redukuje u NADPH. Meri se brzina
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formiranja NADPH na 340 nm koja je proporcionalna aktivnosti CK u uzorku. Reakcija se
odvija u prisustvu N-acetil-L-cisteina (NAC) koji ima funkciju reaktivatora enzima.

Reagensi: CK reagensi su tec¢ni reagensi, sadrze reagense R; i Ry Ciji je sastav
prikazan u Tabeli 6.

Izvodenje testa: U potpuno automatizovanom procesu, spektrofotometrijskom
metodom, odmerava se 8§ pul. seruma, kome se dodaje 160 puL reagensa Rj, 1 40 uL reagensa
R, a zatim vrSi ocitavanje na talasnoj duzini od 340 nm. Test je linearan za aktivnost CK do
4267 U/L.

Referentne vrednosti: Muskarci: 30-200 U/L, Zene: 29-168 U/L.

3.3.2. Merenje aktivnosti enzima laktat dehidrogenaze

Namena: test je namenjen za odredivanje aktivnosti LDH u humanom serumu ili

plazmi, za koju su dozvoljeni antikoagulansi: litijjum, natrijum ili amonijum heparin.

Tabela 7. Sastav reagenasa za odredivanje aktivnosti LDH u serumu ili plazmi

Sastojci Koncentracija
R1

Dietanolamin 381 mmol/L
L-laktat, litijumova so 76 mmol/L
Natrijum azid 0,1%

R>

B-NAD 30,8 mmol/L

Princip odredivanja: LDH katalizuje konverziju laktata u piruvat, kao i reverzibilnu
reakciju konverzije piruvata u laktat. Oba jedinjenja mogu biti supstrati u reakciji odredivanja
LDH, ali se rezultati odredivanja ove dve metode ne mogu direktno porediti. Druga reakcija
ne zahteva preinkubaciju, kako bi se potrosSile endogene a-keto kiseline i ima veliki opseg
linearnosti. Laktat i oksidovani oblik NAD se pretvaraju u piruvat i redukovani oblik NADH
delovanjem LDH. NADH apsorbuje svetlost na 340 nm, a NAD ne, §to implicira da je stepen
povecanja apsorbance na datoj talasnoj duzini direktno proporcionalan aktivnosti LDH u

uzorku.
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Reagensi: LDH reagensi su tec¢ni reagensi, sadrze reagense R; i Ry ¢iji je sastav
prikazan u Tabeli 7.

Izvodenje testa: U potpuno automatizovanom procesu, spektrofotometrijskom
metodom, odmerava se 3,5 uL seruma, kome se dodaje 160 pL reagensa Rj, 1 40 pL reagensa
R,, a zatim vrsi oCitavanje na talasnoj duzini od 340 nm. Test je linearan za aktivnost LDH
do 1984 UJL.

Referentne vrednosti: Odrasli: 125-243U/L.

3.3.3. Merenje aktivnosti enzima alkalne fosfataze

Namena: test je namenjen za odredivanje aktivnosti ALP u humanom serumu ili
plazmi, za koju su dozvoljeni antikoagulansi: litijum, natrijum ili amonijum heparin.

Princip odredivanja: ALP u wuzorku katalizuje hidrolizu bezbojnog p-
nitrofenilfosfata (p-NPP) pri ¢emu nastaje p-nitrofenol i neorganski fosfat. Pri alkalnoj pH p-
nitrofenol je Zuto obojen (fenoksidni jon). Porast apsorbance direktno je proporcionalna
aktivnost ALP u uzorku

Reagensi: ALP reagensi su te¢ni reagensi, sadrze reagense R; i Ry ¢iji je sastav

prikazan u Tabeli 8.

Tabela 8. Sastav reagenasa za odredivanje aktivnosti ALP u serumu ili plazmi

Sastojci Koncentracija
R1

2-amino-2-metilpropanol > 1,2 mol/L
Magnezijum > 7,2 mmol/L
Cink sulfat > 3,6 mmol/L
HEDTA > 7,2 mmol/L
R2

4-nitrofenilfosfat > 171,6 mmol/L

Izvodenje testa: U potpuno automatizovanom procesu, spektrofotometrijskom

metodom kontinuiranog merenja, odmerava se 7 pL seruma, kome se dodaje 60 pL reagensa
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Ri, 120 pL reagensa Ry, a zatim vrsi o€itavanje na talasnoj duzini od 404 nm. Test je linearan
za aktivnost ALP do 2200 U/L.
Referentne vrednosti: Odrasli: 40-150 U/L.

3.3.4. Merenje aktivnosti enzima y-glutamiltransferaze

Namena: test je namenjen za odredivanje aktivnosti GGT u humanom serumu ili
plazmi, za koju su dozvoljeni antikoagulansi: litijum, natrijum ili amonijum heparin.

Princip odredivanja: GGT Katalizuje transfer gama glutamil grupe sa donor supstrata
(3-karboksi-4-nitroanilida) na glicilglicin akceptor pri ¢emu nastaje 3-karboksi-4-nitroanilin.
Porast apsorbance proporcionalan je GGT u uzorku..

Reagensi: GGT reagensi su te¢ni reagensi, sadrze reagense R; i Ry ¢iji je sastav

prikazan u Tabeli 9.

Tabela 9. Sastav reagenasa za odredivanje aktivnosti GGT u serumu ili plazmi

Sastojci Koncentracija
R:

Glicilglicin 191 mmol/L
R>

L-gama-glutamil-3-karboksi-4-nitroanilid, 30,6 mmol/L
amonijumova so

Natrijum azid 0,1 %

Izvodenje testa: U potpuno automatizovanom procesu, spektrofotometrijskom
metodom, odmerava se 3,1 L seruma, kome se dodaje 125 pL reagensa Rj, 1 32 pL reagensa
Rz, a zatim vr$i oCitavanje na talasnoj duZini od 412 nm. Test je linearan za aktivnost GGT
do 1543 U/L.

Referentne vrednosti: Muskarci: 12-64 U/L, Zene: 9-36 U/L.

3.3.5. Merenje aktivnosti enzima aspartat aminotransferaze

Namena: test je namenjen za odredivanje aktivnosti AST u humanom serumu ili

plazmi, za koju su dozvoljeni antikoagulansi: litijjum, natrijum ili amonijum heparin.
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Princip odredivanja: AST iz uzorka katalizuje prenos amino grupe sa L-aspartata na
a-ketoglutarat formiraju¢i oksalacetat i L-glutamat. Oksalacetat u prisustvu NADH i malat
dehidrogenaze (MDH) redukuje se u L-malat, a NADH se oksiduje u NAD. Reakcija se prati
merenjem brzine opadanja apsorbance usled oksidacije NADH u NAD.

Reagensi: AST reagensi su te¢ni reagensi, sadrze reagense R; i R, ¢iji je sastav

prikazan u Tabeli 10.

Tabela 10. Sastav reagenasa za odredivanje aktivnosti AST u serumu ili plazmi

Sastojci Koncentracija
R:

B-NADP 0,16 mg/mL
Malat dehidrogenaza 0,64 U/mL
Laktat dehidrogenaza 0,64 U/mL
L-aspartat 232 mmol/L
R>

a-ketoglutarat 51,3 mmol/L
L-aspartat 100 mmol/L

Izvodenje testa: U potpuno automatizovanom procesu, spektrofotometrijskom
metodom kontunuiranim merenjem, odmerava se 5,3 plL seruma, kome se dodaje 160 pL
reagensa Ri, 1 40 puL reagensa Ry, a zatim vrsi ocitavanje na talasnoj duZini od 340 nm. Test
je linearan za aktivnost AST do 913 U/L.

Referentne vrednosti: Odrasli: 5-34 U/L.

3.3.6. Merenje aktivnosti enzima alanin aminotransferaze

Namena: test je namenjen za odredivanje aktivnosti ALT u humanom serumu ili
plazmi, za koju su dozvoljeni antikoagulansi: litijum, natrijum ili amonijum heparin.

Princip odredivanja: ALT iz uzorka katalizuje prenos amino grupe sa L-alanina na
a-ketoglutarat formirajuci piruvat i L-glutamat. Piruvat u prisustvu NADH i LDH redukuje se
u L-laktat, a NADH se oksiduje u NAD. Reakcija se prati merenjem brzine opadanja
apsorbance usled oksidacije NADH u NAD.
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Reagensi: ALT reagensi su tecni reagensi, sadrze reagense R; i R, ¢iji je sastav
prikazan u Tabeli 11.

Tabela 11. Sastav reagenasa za odredivanje aktivnosti ALT u serumu ili plazmi

Sastojci Koncentracija
R1

B-NADP 0,16 mg/mL
Laktat dehidrogenaza 2,57 U/mL
L-alanin 392 mmol/L
R>

a-ketoglutarat 77 mmol/L
L-alanin 1000 mmol/L

Izvodenje testa: U potpuno automatizovanom procesu, spektrofotometrijskom
metodom kontunuiranim merenjem, odmerava se 5,3 plL seruma, kome se dodaje 160 pL
reagensa Rj, i 40 pL reagensa R, a zatim vrSi ocitavanje na talasnoj duzini od 340 nm. Test
je linearan za aktivnost ALT do 942 U/L.

Referentne vrednosti: Odrasli: 0-55 U/L.

3.3.7. Merenje aktivnosti enzima amilaze

Namena: test je namenjen za odredivanje aktivnosti AMY u humanom serumu,
plazmi (za koju su dozvoljeni antikoagulansi: litijum, natrijum ili amonijum heparin) ili urinu
(bilo koji uzorak urina ili iz 24-satnog urina sakupljenog bez konzervansa).

Princip odredivanja: AMY hidrolizuje 2-hloro-4-nitrofenil-a-D-maltotriozid
(CNPG3) pri cemu nastaje 2-hloro-4-nitrofenol (CPNP) i 2-hloro-4-nitrofenil-a-D-maltozid
(CNPG2), maltotrioza i glukoza. Aktivnost amilaze je proporcionalna brzini formiranja 2-
hloro-4-nitrofenola.

Reagensi: AMY reagens je teCan reagens, sadrzi reagens R; Ciji je sastav prikazan u
Tabeli 12.
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Tabelal2. Sastav reagenasa za odredivanje aktivnosti AMY u serumu, plazmi ili urinu

Sastojci Koncentracija
R:

2-hlor-4-nitrofenil-a-D-maltotriozid 2,25 mmol/L
Natrijum hlorid 350 mmol/L
Kalcijum acetat 6 mmol/L
Kalijum tiocijanat 900 mmol/L
Natrijum azid 0,1 %

Izvodenje testa: U potpuno automatizovanom procesu, spektrofotometrijskom
metodom, odmerava se 4 pulL seruma, kome se dodaje 166 pL reagensa Rj, a zatim vrsi
o€itavanje na talasnoj duzini od 404 nm. Test je linearan za aktivnost AMY do 3010 U/L.

Referentne vrednosti: Odrasli: 25-125 U/L.

3.4. Obrada rezultata

Za obradu dobijenih podataka koris¢en je softver STATISTICA 7. Statistickim
analizama je utvrdivan:
* stepen povezanosti (metodom kanoni¢ke korelacije) rezultata;
*  znacCajnost razlika izmedu grupa (metodom faktorijalne ANOVA analize);
* struktura veze (metodom PCA — analize glavnih komponenata) (Tabachnick &

Fidell, 1989).

Doktorska disertacija 63




UTICAJ ODABRANIH MONOTERPENA NA AKTIVNOST DIJAGNOSTICKI ZNACAJNIJIH ENZIMA
U KONTROLNOM HUMANOM SERUMU IN VITRO

REZULTATI | DISKUSIJA

Doktorska disertacija 64



UTICAJ ODABRANIH MONOTERPENA NA AKTIVNOST DIJAGNOSTICKI ZNACAJNIJIH ENZIMA
U KONTROLNOM HUMANOM SERUMU IN VITRO

4.1. Aktivnost klini¢kih enzima

Serumi sa referentnom aktivno$¢u ili N-serumi, predstavljaju sliku normalnog
fizioloskog stanja organizma u ovom In Vitro istrazivanju, dok serumi sa poveéanom
aktivno$¢u enzima ili H-serumi, predstavljaju stanje organizma u kome su prisutni
poremecaji usled kojih su poviSene aktivnosti klinicki znacajnih enzima u serumu. Koris¢enje
N i H-seruma u in vitro uslovima podrzava istrazivanja koja se obavljaju kako na zdravim
tako i na jedinkama koje imaju odredene metaboli¢ke poremecaje (Suanarunsawat et al.,
2010; Ahmavand et al., 2012; Sebai et al., 2013, El-Soud et al., 2012; De Souza et al., 2011)
u in vivo uslovima.

KoriS¢enje komercijalnih kontrolnih seruma, u odnosu na serume dobijene od
pacijenata, ima prednosti zbog nekoliko znacajnih razloga za primenu u istrazivanjima:

*komercijalni serumi su HIV (Human immunodeficiency virus) i hepatitis negativni, za
razliku od seruma koji se dobijaju od pacijenata a koji se ne testiraju na ove viruse, pa
samim tim nisu bezbedni za istrazivanja, odnosno istrazivace,

* kvalitativni i kvantitativni sastav komercijalnih seruma je u potpunosti odreden, za
razliku od seruma pacijenata u kojima se odreduje ogranieni broj parametara.
razblazivanje dejonizovanom vodom kod komercijalnih seruma dovodi do
proporcionalnog smanjenja aktivnosti enzima, dok kod seruma pacijenata to ¢esto nije
slu¢aj (Koracevi¢ i dr., 1996)

Aktivnost klini¢kih enzima odredivana je u komercijalnim kontrolnim humanim
serumima sa referentnom (N) i pove¢anom (H) aktivno$¢u enzima ¢ije su vrednosti prikazane
u Tabeli 13. Aktivnosti enzima u komercijalnim kontrolnim humanim N i H-serumima,
razblaZzenim dejonizovanom vodom u odnosu 1:2, prikazane su Tabeli 14. Razblazivanje
seruma vodom, kada su u pitanju serumi pacijenata, moze da dovede do inhibicije enzima
(Koracevi¢ 1 dr., 1996). U ovom eksperimentu je ta moguénost iskljucena koriS¢enjem
komercijalnih kontrolnih seruma, $to je potvrdeno rezultatima predstavljenim u Tabeli 14.
Vrednosti aktivnosti enzima u uzorcima N i H-seruma, u koje su dodati vodeni rastvori
terpena ili rastvori terpena u DMSO, prikazani su za svaki enzim, u Tabelama 15. - 42.

Takode je prikazan i procenat inhibicije enzima dobijen izacunavanjem (jednacina 9)
za sve proucavane vodene rastvore terpena u Cetiri razliite koncentracije (C; — Cy)

pripremljene ru¢nim (I;) ili ultrazvu¢nim (Iz) meSanjem kao i za rastvore terpena u DMSO:
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% inhibicije = “2 <100

0

9)

gde je Ao izmerena aktivnost enzima u N ili H-serumu bez prisustva terpena, a A; izmerena

aktivnost enzima u N ili H-serumu u prisustvu rastvora terpena.

Tabela 13. Vrednosti aktivnosti enzima u N i H-serumu (srednja vrednost = SD)

Enzim Srednja vrednost (U/L) £ SD Srednja vrednost (U/L) = SD
u N-serumu u H-serumu
CK 141,90+ 0,74 382,66 + 0,67
LDH 157,33+ 1,07 526,33 +0,79
ALP 117,34 £ 0,70 512,33+0,79
GGT 53,00 +0,48 161,00 + 0,62
AST 43,33 + 0,53 141,33+ 0,70
ALT 44,66 + 0,88 132,33 +0,82
AMY 87,66 + 0,70 237,33+ 0,63

Tabela 14. Vrednosti aktivnosti enzima u N i H-serumu razblazenim dejonizovanom
vodom u odnosu 1:2 (srednja vrednost + SD)

Enzim Srednja vrednost (U/L) £ SD Srednja vrednost (U/L) + SD
u N-serumu u H-serumu
CK 49,00 £0,71 131,50 +£ 0,53
LDH 54,00 £ 0,94 172,60 £ 0,97
ALP 42,40 +£0,84 174,10 £ 0,57
GGT 17,40 £ 0,48 54,80 + 0,63
AST 14,50 + 0,53 44,00 £ 0,82
ALT 15,20 + 0,79 42,70 £ 0,82
AMY 30,60 + 0,70 78,40 + 0,52
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4.1.1. Uticaj rastvora terpena na aktivnost kreatin kinaze (CK)

Aktivnost enzima CK merena je nakon dodavanja vodenih rastvora karvakrola,

linalola, nerola i geraniola pripremljenih kao I; i kao I, u ¢etiri koncentacije (C1-C,4). Srednje

vrednosti aktivnosti kreatin kinaze i procenat inhibicije u N i H-serumu prikazani su u

Tabelama 15. i 16. Takode, izmerena je i aktivnost CK u N i H-serumu nakon dodavanja

rastvora terpena u DMSO, u Cetiri koncentracije (C1-Cy4), a srednje vrednosti aktivnosti i

procenat inhibicije prikazani su u Tabelama 17. i 18.

Tabela 15. Aktivnost kreatin kinaze (srednja vrednost = SD) i procenat inhibicije u N-serumu

u prisustvu karvakrola, linalola, nerola i geraniola, pripremljenih kao 15 i I, u koncentracijama

rastvora terpena (C;-C,)

Srednja vrednost aktivnosti CK + SD(U/L) i procenat inhibicije

Koncentracija Karvakrol Linalol Nerol Geraniol
I

41,0+1,2 43,8+0,8 40,6+1,5 41,4411

= 16,3% 10,6% 17,1% 15,5%
38,6+1,1 35,8+1,3 43,2115 39,8+1,3

C 21,2% 26,9% 11,8% 18,8%
43,2+1,8 44,8+0,8 42,6+1,7 36,6+2,1

Ca 11,8% 8,6% 13,1% 25,3%
41,4+2,6 38,2+0,8 40,2+1,3 41,4+1,1

Ca 15,5% 22,0% 18,0% 15,5%

I

39,8+0,8 314+1,1 40,6+1,5 32,4128

= 18,8% 35,9% 17,1% 33,9%
37,6+0,9 31,2+1,3 38,4+1,1 32,8+1,9

C. 23,3% 36,3% 21,6% 33,1%
35,2+1,5 33,2+0,8 41,2+0,8 33,2+1,6

Cs 28,1% 32,2% 15,9% 32,2%
38,6+1,1 36,2+1,4 40,2+1,8 33,6+2,7

Ca 21,2% 26,1% 18,0% 31,4%

*p vrednosti za sve enzimske aktivnosti su manje od 0,05 i kreéu se od 1,87- 10 do 5,42 - 10™
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Za vodene rastvore terpena pripremljenih ru¢nim mesanjem (I1), procenat inhibicije je
u opsegu od 8,6 — 26,9%, dok je za vodene rastvore terpena pripremljenih ultrazvu¢nim
mesanjem (I,), procenat inhibicije u opsegu od 15,9 — 36,3% u N-serumu (Tabela 15.).
Najizrazeniji inhibitorni efekat u N-serumu ispoljio je vodeni rastvor linalola u koncentraciji
C, bez obzira na nain pripreme rastvora terpena (26,9% i 36,3%). Najslabiji inhibitorni
efekat u N-serumu pripremljen kao 1; (8,6%) ispoljio je vodeni rastvor linalola, u
koncentraciji Cs, dok najslabiji inhibitorni efekat, pripremljen kao I,, pokazuje vodeni rastvor
nerola u koncentraciji C; (15,9%). Podaci iz Tabele 15. ukazuju da se u N-serumu veci
procenat inhibicije na aktivnost CK ostvaruje kada se vodeni rastvori terpena pripreme kao I,
nego kao I;.

U H-serumu, za vodene rastvore terpena pripremljene kao I, procenat inhibicije je u
opsegu od 15,4 — 27,6%, dok je za vodene rastvore pripremljene kao I, procenat inhibicije od
1,7 — 20,6% (Tabela 16.). Najbolji inhibitorni efekat procenjen preko procenta inhibicije u H-
serumu zapazen je za rastvor geraniola u koncentraciji C, pripremljenog kao 1; (27,6%) kao i
za rastvor karvakrola u istoj koncentraciji (C,), ali pripremljenog kao 1, (20,6%). U H-serumu
veca inhibicija se postize kada se vodeni rastvori terpena pripreme ru¢nim mesanjem (Ij)
nego ultrazvucno (Iz). Najslabiji inhibitorni efekat u H-serumu od 15,4%pokazao je vodeni
rastvor nerola i to pripremljen kao 1; sa koncentracijom Cs, a pripremljen kao I, sa
koncentracijom C, inhibira samo 1,7%.

Aktivnost enzima CK merena je i nakon dodavanja rastvora karvakrola, linalola,
nerola i geraniola pripremljenih u DMSO u ¢etiri koncentacije (C;-Cy4). Srednje vrednosti
aktivnosti kreatin kinaze i procenat inhibicije u N-serumu prikazani su u Tabeli 17., a u H-
serumu u Tabeli 18.

Rastvori terpena u DMSO ostvaruju procenat inhibicije na CK u N-serumu u opsegu
od 14,1 — 38,4% (Tabela 17.). Najbolji inhibitorni efekat ispoljio je rastvor linalola u
koncentraciji C, (38,4%), dok je najslabiji inhibitorski efekat ispoljio rastvor nerola u
koncentraciji C3 (14,1%). Poredenjem dobijenih rezultata uocava se da se vrednosti procenata
inhibicije (15,9 — 36,3%) vodenih rastvora terpena pripremljenih ultrazvu¢nim mesanjem (I,)
(Tabela 15.) vrlo malo razulikuju od procentata inhibicije (14,1 — 38,4%) rastvora terpena u
DMSO (Tabela 17.). Pomenute vrednosti razlikuju se od procenata inhibicije (8,6 — 26,9%)

vodenih rastvora terpena pripremljenih ru¢nim mesanjem (I;) (Tabela 15.).
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Tabela 16. Aktivnost kreatin kinaze (srednja vrednost + SD) i procenat inhibicije u H-serumu
u prisustvu karvakrola, linalola, nerola i geraniola, pripremljenih kao I i I, u koncentracijama

rastvora terpena (C;-C,)

Srednja vrednost aktivnosti CK + SD (U/L) i procenat inhibicije
Koncentracija Karvakrol Linalol Nerol Geraniol
I1

102,2+1,5 102,0+1,0 98,8+0,8 100,0+1,6

© 22,3% 22,4% 24,9% 24,0%
104,8+0,8 99,8+1,9 102,8+0,8 95,2+1,5

“ 20,3% 24,1% 21,8% 27,6%
99,6+1,1 96,4+1,1 111,241,3 102,8+2,2

© 24,3% 26,7% 15,4% 21,8%
100,8+1,5 102,2+0,8 107,8+2,9 99,6+2,3

C 23,3% 22,3% 18,0% 24,3%

1>

111,0£2,2 111,0£1,0 121,2+0,8 115,6+3,0

“ 15,6% 15,3% 7,8% 12,1%
104,4+1,8 114,8+1,3 129,2+1,3 115,8+2,4

© 20,6% 12,7% 1,7% 11,9%
105,8+1,3 112,4+1,1 127,4+0,9 111,621

< 19,5% 14,5% 3,1% 15,1%
111,041,0 116,6+0,6 114,6+1,0 110,6+1,8

© 15,3% 11,3% 12,9% 15,9%

*p vrednosti za sve enzimske aktivnosti su manje od 0,05 i kreéu se od 1,35 -10° do 6,88 - 107

Rastvori terpena u DMSO ostvaruju procenat inhibicije na aktivnost CK u H-serumu
izmedu 15,4 — 27,6% (Tabela 18.). Najbolji inhibitorni efekat pokazao je rastvor geraniola u
koncentraciji C; (27,6%), dok je najslabiji inhibitorni efekat pokazao rastvor nerola u
koncentraciji C4 (15,4%). Poredenjem rezultata inhibicije aktivnosti CK u H-serumima,
uocCava se da su maksimalne i minimalne vrednosti procenata inhibicije vodenih rastvora
terpena pripremljenih ru¢nim mesanjem (I;) (Tabela 16.) i rastvora terpena u DMSO (Tabela
18.) iste. Te vrednosti se razlikuju od procenata inhibicije vodenih rastvora terpena (1,7 —

20,6%) pripremljenih ultrazvuénim meSanjem (Iz) u smislu da su veée od svih njihovih
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zabelezenih inhibitornih vrednosti u Tabeli 16. (sa izuzetkom vrednosti karvakrola u

koncentracijama Cy, C, i C3 i geraniola u koncentraciji Cy).

Tabela 17. Aktivnost kreatin kinaze (srednja vrednost = SD) i procenat inhibicije u N-serumu
u prisustvu karvakrola, linalola, nerola i geraniola, pripremljenih rastvaranjem u DMSOu

koncentracijama od C; do C,4

N Srednja vrednost aktivnosti CK + SD (U/L) i procenat inhibicije
Koncentracija

Karvakrol Linalol Nerol Geraniol
39,2415 33,2+1,3 40,4+1,1 32,4+2,8

C 20,0% 32,2% 17,5% 33,8%
38,6+0,9 30,2+0,8 38,2+1,3 34,6+2,1

< 21,2% 38,4% 22,0% 29,4%
36,6+1,1 34,8+1,3 42,1+0.8 34,8+1,3

“ 25,3% 28,9% 14,1% 28,9%
38,8+0,8 37,214 40,6+1,7 36,4+1,1

C 20,8% 24,1% 17,1% 25,7%

*p vrednosti za sve enzimske aktivnosti su manje od 0,05 i kre¢u se od 1,03 x 10 do 7,84 x 107

Tabela 18. Aktivnost kreatin kinaze (srednja vrednost =+ SD) i procenat inhibicije u H-serumu

u prisustvu karvakrola, linalola, nerola i geraniola, pripremljenih rastvaranjem u DMSOu

koncentracijama od C; do C,4

N Srednja vrednost aktivnosti CK + SD (U/L) i procenat inhibicije
Koncentracija
Karvakrol Linalol Nerol Geraniol
99,6+1,1 96,4+1,1 98,8+0,8 95,2+1,5
C 24,3% 26,7% 24,9% 27,6%
100,8+1,5 99,8+1.9 102,8+0,8 100,0+1,6
< 23,3% 24,1% 21,8% 24,0%
102,2+1,5 102,0+£1,0 107,8+2,9 102,8+2,2
© 22,3% 22,4% 18,0% 21,8%
104,4+1,8 102,2+0,8 111,2+1,3 110,6+1,8
Cs 20,6% 22,3% 15,4% 15,9%

*p vrednosti za sve enzimske aktivnosti su manje od 0,05 i krecu se od 8,44 x 10~ do 8,10 x 1075
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4.1.2. Uticaj rastvora terpena na aktivnost laktat dehidrogenaze
(LDH)

Aktivnost enzima LDH merena je nakon dodavanja vodenih rastvora karvakrola,
linalola, nerola i geraniola pripremljenih kao I, i kao I, u cetiri koncentacije (C1-Ca), a
srednje vrednosti aktivnosti laktat dehidrogenaze i procenat inhibicije prikazani su tabelarno
za N (Tabela 19.) i H-serum (Tabela 20.) Takode, izmerena je i aktivnost enzima nakon
dodavanja rastvora terpena u DMSO, u cetiri koncentracije (C1-C4), a srednje vrednosti

aktivnosti i procenat inhibicije prikazani su u Tabeli 21. za N-serum i Tabeli 22. za H-serum.

Tabela 19. Aktivnost laktat dehidrogenaze (srednja vrednost + SD) i procenat inhibicije u N-
serumu u prisustvu karvakrola, linalola, nerola i geraniola, pripremljenih kao I, i I, u

koncentracijama rastvora terpena (C;-C,)

Srednja vrednost aktivnosti LDH £ SD (U/L) i procenat inhibicije
Koncentracija Karvakrol Linalol Nerol Geraniol
I1

32,0+£1,0 50,8+1,9 45,4+2,1 50,6+2,7

C1 40,7% 5,9% 15,9% 6,3%
33,6+1,1 50,6+2,3 48,0+0,7 53,0+3,2

“ 37,8% 6,3% 11,1% 1,9%
39,2+0,8 47,61£0,5 49,8+1,5 47,2+3,6

Cs 27,4% 11,6% 7,8% 12,6%
36,2+1,3 50,6+1,3 44,8+1,3 52,2+3,8

C 33,0% 6,3% 17,0% 3,3%

I

32,4+1,1 45,8+1,1 44,0+1,7 42,2+1,6

i 40,0% 15,2% 18,5% 21,9%
28,6+1,1 41,4411 44,2421 45,0+3,2

C2 47,0% 23,3% 18,1% 16,7%
30,8+1,9 43,6+1,1 47,4+0,9 44,2426

© 43,0% 19,3% 12,2% 18,1%
30,0+1,7 46,2+0,8 46,4+1,1 42,614,0

© 46,4% 17,5% 17,1% 23,9%

*p vrednosti za sve enzimske aktivnosti su manje od 0,05 i kreéu se od 7,22 -10% do 1,59 -10™
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Na osnovu prikazanih podataka jasno se uocava da postoji razlika izmedu efekta koji

u N-serum ostvaruju vodeni rastvori terpena u zavisnosti od na¢ina pripreme rastvora (Tabela

19.). Naime, kod ru¢no pripremljenih rastvora inhibitora (l;) procenat inhibicije se krec¢e od

1,9 - 40,7%. Najvec¢i inhibitorni efekat pokazuje rastvor karvakrola u koncentraciji C;

(40,7%) dok najmanji procenat inhibicije uz pomo¢ I rastvora terpena pokazuje rastvor

geraniola u koncentraciji C, (1,9%).

Tabela 20. Aktivnost laktat dehidrogenaze (srednja vrednost = SD) i procenat inhibicije u H-

serumu u prisustvu karvakrola, linalola, nerola i geraniola, pripremljenih kao I, i I, u

koncentracijama rastvora terpena (C;-C,)

Srednja vrednost aktivnosti LDH £ SD (U/L) i procenat inhibicije
Koncentracija Karvakrol Linalol Nerol Geraniol
131,6+2,1 142,213 133,8+1,1 142,0+18
C 23,8% 17,6% 22,5% 17,6%
131,8+2,4 138,621,5 143,2+0,8 140,6+1,8
© 23,6% 19,7% 17,0% 18,5%
132,0+1,4 138,223 153,6+3,6 146,012
< 23,5% 19,9% 11,0% 15,4%
133,8+1,3 143,2+1,6 149,2+1,1 142,0+1,9
Cs 22,5% 17,0% 13,6% 17,7%
I
150,040,7 166,2+0,8 165,6+1,1 171,032
C 13,1% 8,2% 4,0% 1,5%
144,2%15 170,6+1,1 170,8+1,1 170,6+2,9
© 16,5% 1,2% 1,0% 1,2%
145,8+0.8 166,8+1,3 170,6+1,8 166,0+1,9
s 15,5% 3,4% 1,2% 3,8%
150,2+1,6 167,0+1,9 161,4%2,6 167,242,2
Cs 13,0% 3,2% 6,5% 3,1%

*p vrednosti za sve enzimske aktivnosti su manje od 0,05 i kreéu se od 2,02 -107 do 6,04 -10™"
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Kod ultrazvu¢no mesanih rastvora inhibitora (lI2) i dalje je rastvor karvakrola najbolji
inhibitor u koncentraciji C, sa kojom inhibira ¢ak 47,0% aktivnosti LDH, §to predstavlja i
najvec¢i procenat inhibicije u ovom istrazivanju. Najmanji inhibitorni efekat ispoljio je I,
rastvor nerola u koncentraciji C3 od 12,2%. Nacin pripreme vodenih rastvora terpena utice na
aktivnost enzima LDH u N-serumu na isti na¢in kao $to je ve¢ zabeleZeno kod aktivnosti CK
— bolji inhibitorni efekat se postize primenom ultrazvuéno pripremljenih vodenih rastvora
terpena (I,).

Procenat inhibcije vodenih rastvora terpena pripremljenim kao I na aktivnost LDH u
H-serumu kre¢e se od 11,0 - 23,8%, dok su vrednosti za procente inhibicije za rastvore
terpena pripremljene kao I, u interval od 1,0 - 16,5% (Tabela 20.). Od svih rastvora terpena
pripremljenih kao I;, rastvor karvakrola u koncentraciji C; je ispoljio najveéi procenat
inhibicije (23,8%), a najmanji rastvor nerola u koncentraciji Cs (11,0%). Karvakrol zadrzava
poziciju najboljeg inhibitora i kada se rastvori pripreme kao I,, s tim $to najbolji inhibitorni
efekat tada postize sa koncentracijom rastvora C, (16,5%), a nerol ostaje i ovde najslabiji
inhibitor od samo 1,0% inhibicije sa koncentracijom rastvora C,, §to ujedno predstavlja i
najmanji procenat inhibicije zabelezen u ovom istrazivanju. Nacin pripreme vodenih rastvora
terpena uti¢e na procenat inhibicije u H-serumu tako S§to se veca inhibicija postiZze sa

rastvorima terpena pripremljenim kao ;.

Tabela 21. Aktivnost laktat dehidrogenaze (srednja vrednost = SD) i procenat inhibicije u N-
serumu u prisustvu karvakrola, linalola, nerola i geraniola, pripremljenih rastvaranjem u
DMSO u koncentracijama od C; do C,4

N Srednja vrednost aktivnosti LDH = SD (U/L) i procenat inhibicije
Koncentracija

Karvakrol Linalol Nerol Geraniol
32,0£1,0 46,2+0,8 44,017 42,2+1,6

“ 40,7% 14,4% 18,5% 21,9%
28,6+1,1 41,4+1,1 45,4421 50,6£2,7

< 47,0% 23,3% 15,9% 6,3%
30,8+1,9 43,61+1,1 47,4+0,9 47,2+3,6

C 43,0% 19,3% 12,2% 12,6%
30,0£1,7 45,8411 46,4+1,1 45,0£3,2

C 44,4% 15,2% 14,1% 16,7%

*p vrednosti za sve enzimske aktivnosti su manje od 0,05 i kre¢u se od 1,08 x 10~ do 1,19 x 107
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Rastvori terpena u DMSO u N-serumu inhibiraju LDH sa procentom inhibicije u
opsegu od 6,3 — 47,0%. Najveci procenat inhibicije ostvaruje se rastvorom karvakrola
koncentracije C, (7,0%), dok se najmanji procenat inhibicije ostvaruje uz pomo¢ rastvora

geraniola iste koncentracije (6,3%).

Tabela 22. Aktivnost laktat dehidrogenaze (srednja vrednost = SD) i procenat inhibicije u H-
serumu u prisustvu karvakrola, linalola, nerola i geraniola, pripremljenih rastvaranjem u

DMSO u koncentracijama od C; do C,4

y Srednja vrednost aktivnosti LDH = SD (U/L) i procenat inhibicije
Koncentracija
Karvakrol Linalol Nerol Geraniol
132,6+2,1 143,2+1,6 143,2+0,8 142,2+1,8
C 23,2% 17,0% 17,0% 17,6%
132,0+1,4 142,2+1,3 153,6+3,6 146,0+1,2
“ 23,5% 17,6% 11,0% 15,4%
133,8+1,3 138,2+2,3 149,2+1,1 166,0+1,9
© 22,9% 19,9% 13,6% 3,8%
132,8+2,4 138,6+1,5 133,8+1,1 140,6+1,8
© 23,0% 19,7% 22,5% 18,5%

*p vrednosti za sve enzimske aktivnosti su manje od 0,05 i kre¢u se od 1,04 x 10 do 8,71 x 107

Opseg procenta inhibicije LDH rastvorima terpena u DMSO u H-serumu je 3,8 —
23,5% (Tabela 22.). Maksimum iinhibitornog efekta i u H-serumu pokazuje rastvor
karvakrola sa koncentracijom C, (23,5%), a rastvor geraniola sa koncentracijom C; daje
najmanji inhibitorni efekat (3,8%).

4.1.3. Uticaj rastvora terpena na aktivnost alkalne fosfataze (ALP)
Uticaj terpena na aktivnost enzima ALP ispitivan je rastvorima Cetiri terpena,
(karvakrol, linalol, nerol i geraniol), pripremljenih kao vodeni rastvori ru¢no (I) ili

ultrazvucno (Iz) meSani, kao 1 rastvorima istih terpena u DMSO u Eetiri razlicite koncentracije

(C1—C4) U N i H-serumu (Tabele 23. — 26.).
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Tabela 23. Aktivnost alkalne fosfataze (srednja vrednost = SD) i procenat inhibicije u N-
serumu u prisustvu karvakrola, linalola, nerola i geraniola, pripremljenih kao I, i I, u

koncentracijama rastvora terpena (C;-C,)

Srednja vrednost aktivnosti ALP = SD (U/L) i procenat inhibicije
N Karvakrol Linalol Nerol Geraniol
Koncentracija

37,4+0,6 37,2+0,8 35,6+0,6 37,6+1,1

© 11,8% 12,3% 16,0% 11,3%
33,8+2,3 35,4421 37,6+1,1 38,0+1,0

“ 20,3% 16,5% 11,3% 10,4%
36,2+1,6 36,4+2,1 37,2+1,5 33,4115

© 14,6% 14,2% 12,3% 21,2%
36,4+3,8 36,6+2,1 35,2+0,8 38,4+0,9

C 14,2% 13,7% 17,0% 9,4%

1>

32,0£1,0 30,6+1,5 31,8+1,3 30,242,2

“ 24,5% 27,8% 25,0% 28,8%
33,0£1,2 28,6+1,7 32,840,8 30,4+2,3

© 22,2% 32,5% 22,6% 28,3%
32,4+1,1 28,6+1,7 31,8+1,3 30,843,2

< 23,6% 32,5% 25,0% 27,4%
32,8+1,9 32,6+1,1 32,8+1,1 31,8+2,8

© 22,6% 23,1% 22,6% 25,0%

*p vrednosti za sve enzimske aktivnosti su manje od 0,05 i kreéu se od 6,59 -10%do 9,77 -10®

Procenat inhibicije ALP dobijeni u N-serumu primenom ru¢no meSanih vodenih
rastvora terpena (l;) nalaze se u opsegu od 9,4 — 21,2%. Rastvor geraniolasa koncentracijom
C3 pokazuje maksimalni procenat inhibicije (21,2%), a rastvor istogterpenasa koncentracijom
C4 pokazuje minimalniprocenat inhibicije (9,4%). Kada se vodeni rastvori pripreme kao
I,procenti inhibicije imaju vrednost od 22,2% koju ostvaruje rastvor karvakrola sa

koncentracijom C,, do 32,5% koju ostvaruje rastvor linalola u koncentracijama C, i Cs.
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Tabela 24. Aktivnost alkalne fosfataze (srednja vrednost = SD) i procenat inhibicije u H-

serumu u prisustvu karvakrola, linalola, nerola i geraniola, pripremljenih kao I, i I, u

koncentracijama rastvora terpena (C;-C,)

Koncentracija Srednja vrednost aktivnosti ALP + SD (U/L) i procenat inhibicije
Karvakrol Linalol Nerol Geraniol

C 137,6+0,8 147,6+0,6 133,8+1,6 144,8+1,3
20,9% 15,2% 23,1% 16,8%

C, 140,4+1,1 143,4+2,5 143,0£2,6 142,4+27
19,4% 17,7% 17,9% 18,2%

Cs 133,2+1,8 140,8+1,6 156,2+1,5 154,4+0,5
23,5% 19,1% 10,3% 11,3%

Cy 136,0+1,4 148,2+2,3 141,0£7,5 145,8+1,3
21,9% 14,9% 19,0% 16,3%

1>

Ci 155,2+1.1 145,4+4,2 147,4+0,9 155,8+2,2
10,9% 16,5% 15,3% 10,5%

C, 148,4+1,5 155,8+0,8 166,2+0,8 150,4+2,7
14,8% 10,5% 4,5% 13,6%

Cs 152,0+1,9 152,4+1,1 153,2+1,3 149,2+3,8
12,7% 12,5% 12,0% 14,3%

158,0+1,8 156,6+1,5 150,8+4,7 149,0+3,6
© 9,2% 10,0% 13,4% 14,4%

*p vrednosti za sve enzimske aktivnosti su manje od 0,05 i kreéu se od 5,72 -10° do 3,81 -10™

U H-serumu, sa rastvorima terpena pripremljenim kao I, najmanji procenat inhibicije

pokazuje rastvor nerola (10,3%) a najveéi (23,5%) procenat inhibicije pokazuje rastvor

karvakrola sa koncentracijom C;. Kada se rastvori terpena pripreme kao I, najmanju (4,5%)

pojedinac¢nu vrednost pokazao je rastvor nerola u koncentraciji C,, a najvecéu (16,5%) rastvor

linalola sa koncentracijom C;.
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Tabela 25. Aktivnost alkalne fosfataze (srednja vrednost = SD) i procenat inhibicije u N-
serumu u prisustvu karvakrola, linalola, nerola i geraniola, pripremljenih rastvaranjem u

DMSO u koncentracijama od C; do C,4

N Srednja vrednost aktivnosti ALP £ SD (U/L) i procenat inhibicije
Koncentracija

Karvakrol Linalol Nerol Geraniol
32,0+1,0 28,6+1,7 31,8+1,3 30,2+2,2

“ 24,5% 32,5% 25,0% 28,8%
33,0+1,2 29,2+1,1 32,840,8 33,4+1,5

2 22,2% 31,1% 22,6% 21,2%
32,4419 30,6+1,5 31,8+0,8 30,2+2,2

< 23,6% 27,8% 25,0% 28,8%
32,8+1,1 32,6+1,1 35,6+0,6 33,4+1,5

© 22,6% 23.1% 16,0% 22,2%

*p vrednosti za sve enzimske aktivnosti su manje od 0,05 i kreéu se 0d1,03 x 107° do 7,84 x 107

Rastvori terpena u DMSO u N-serumu inhibiraju aktivnost ALP od 16,0 — 32,5%
(Tabela 25.). Najveci procenat inhibicije pokazuje rastvor linalola u koncentraciji C;, dok je

najmanju inhibiciju zabelezio rastvor nerola sa koncentracijom Cj.

Tabela 26. Aktivnost alkalne fosfataze (srednja vrednost = SD) i procenat inhibicije u H-
serumu u prisustvu karvakrola, linalola, nerola i geraniola, pripremljenih rastvaranjem u

DMSO u koncentracijama od C; do C,4

N Srednja vrednost aktivnosti ALP = SD (U/L) i procenat inhibicije
Koncentracija
Karvakrol Linalol Nerol Geraniol
134,6+1,8 147,6+0,6 141,0£7,5 142,442,7
i 22,7% 15,2% 19,0% 18,2%
137,6+0,8 140,8+1,6 147,4+0,9 144,8+1,3
< 21,0% 19,1% 15,3% 16,8%
133,6+1,4 145,4+4,2 133,8+1,6 149,0+3,6
C 23,5% 16,5% 23,1% 14,4%
140,4+1,1 143,442,5 143,0+2,6 154,4+0,5
Cs 19,4% 17,6% 17,9% 11,3%

*p vrednosti za sve enzimske aktivnosti su manje od 0,05 i krecu se od 8,44 x 10~ do 8,10 x 1075
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Rastvori terpena u DMSO ostvaruju procenat inhibicije na aktivnost ALP u H-serumu

izmedu 11,3 — 23,1% (Tabela 26.). Najbolji inhibitorni efekat pokazao je rastvor nerola u

koncentraciji Cs, dok je najslabiji inhibitorni efekat pokazao rastvor geraniola u koncentraciji

Ca.

4.1.4. Uticaj rastvora terpena na aktivnost y-glutamil transferaze
(GGT)

Aktivnost enzima GGT merena je nakon dodavanja vodenih rastvora karvakrola,

linalola, nerola i geraniola pripremljenih kao I; i kao I, u ¢etiri koncentacije (C1-Ca).

Tabela 27. Aktivnost y-glutamil transferaze (srednja vrednost £ SD) i procenat inhibicije u

N-serumu u prisustvu karvakrola, linalola, nerola i geraniola, pripremljenih kao I i I, u

koncentracijama rastvora terpena (C;-C,)

Srednja vrednost aktivnosti GGT + SD (U/L) i procenat inhibicije

Koncentracija Karvakrol Linalol Nerol Geraniol
14,0+1,0 14,6+0,9 15,8+0,8 16,2+0,8

C 19,5% 16,1% 9,2% 6,9%
13,6+1,1 15,6+0,9 15,8+1,1 15,6+1,1

“ 21,8% 10,3% 9,2% 10,3%
16,0+1,2 14,2+0,8 16,2+0,8 14,4+1,8

s 8,0% 18,4% 6,9% 17,2%
14,4+1.8 15,6+1,3 14,8+1,3 14,8+1,3

C 17,2% 10,3% 14,9% 14,9%

I

15,014 12,6+1,5 14,0+0,7 11,2+1,8

i 13,8% 27,6% 19,5% 35,6%
12,6+0,5 13,2+0,8 14,2+0,8 11,8+2,8

< 27,6% 24,1% 18,4% 32,2%
16,4+0,5 12,6+1,3 15,8+0,8 13,0+1,8

© 5,7% 27,6% 9,2% 25,3%
16,0+1,0 12,6+1,1 15,6+1,3 15,2+1,6

Cs 8,0% 27,6% 10,3% 12,6%

*p vrednosti za sve enzimske aktivnosti su manje od 0,05 i kreéu se od 5,16 -107 do 1,89 -10°®
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Srednje vrednosti aktivnosti y-glutamil transferaze i procenat inhibicije u N i H-
serumu prikazani su u Tabelama 27. i 28. Takode, izmerena je i aktivnost GGT u N i H-
serumu nakon dodavanja rastvora terpena u DMSO, u Cetiri koncentracije (C1-Cy), a srednje

vrednosti aktivnosti i procenat inhibicije prikazani su u Tabelama 29. i 30.

Tabela 28. Aktivnost y-glutamil transferaze (srednja vrednost £ SD) i procenat inhibicije u
H-serumu u prisustvu karvakrola, linalola, nerola i geraniola, pripremljenih kao 1; i I, u

koncentracijama rastvora terpena (C;-C,)

Srednja vrednost aktivnosti GGT + SD (U/L) i procenat inhibicije
Koncentracija Karvakrol Linalol Nerol Geraniol
I1

42,6+1,1 43,8+2,2 42,0+1,6 43,8+1,1

C 22,3% 20,1% 23,4% 20,1%
43,4+1,5 42,8+1,6 43,0+2,7 43,0+2,7

“ 20,8% 21,9% 21,5% 21,5%
41,8+1,3 42,4411 47,8+3,6 44,4+1.5

© 23,7% 22,6% 12,8% 19,0%
43,6+1,3 44,2+0,8 45,8+0,8 43,8+2,2

C 20,4% 19,3% 16,4% 20,1%

I

42,2+1,3 51,2+1,6 49,8+0,8 52,2+0,8

“ 23,0% 6,6% 9,1% 4,7%
43,4+1,5 51,8+1,3 51,6+1,1 52,0+2,1

© 20,8% 5,5% 5,8% 5,1%
42,61£1,1 50,0£1,9 51,4+0,9 51,8£2,6

< 22,3% 8,8% 6,2% 5,5%
42,2+1,5 51,8+1,3 46,8+0,8 50,2+1,9

C 23,0% 5,5% 14,6% 8,4%

*p vrednosti za sve enzimske aktivnosti su manje od 0,05 i kreéu se od 5,44 -107 do 4,72 -10°

U N-serumu procenat inhibicije za rastvore terpena pripremljene kao I; najnizu
vrednost inhibicije od 6,9% postizu rastvori nerola i geraniolau koncentracijama Cs i Cq, dok

maksimalnu inhibiciju od 21,8% pokazuje vodeni rastvor karvakrola u koncentraciji C,

Doktorska disertacija 79




UTICAJ ODABRANIH MONOTERPENA NA AKTIVNOST DIJAGNOSTICKI ZNACAJNIJIH ENZIMA
U KONTROLNOM HUMANOM SERUMU IN VITRO

(Tabela 27.). Kod rastvora terpena pripremljenih kao I, najveci procenat inhibicije zabeleZen
je za rastvor geraniola u koncentraciji C; i iznosi 35,6%, dok je najniza vrednost procenta
inhibicije zabelezena za |, rastvore karvakrola i iznosi 5,7%

U serumu povecane enzimske aktivnosti (H-serumu), na aktivnost GGT najveci
procenat inhibicije pokazuje vodeni rastvor karvakrola u koncentraciji Cs (23,7%), a najmaniji
rastvor nerola u koncentraciji Cs (12,8%), kada su rastvori terpena pripremljeni kao Iy
(Tabela 28.). Procenat Inhibicije vodenim rastvorima terpena pripremljenim kao I, nalazi se u
opsegu od 4,7 — 23,0%. Najveéi inhibitorni efekat pokazuje rastvor karvakrola, u

koncentraciji C1 (23,0%), u kojoj rastvor geraniola postize najmanji inhibitorni efekat (4,7%).

Tabela 29. Aktivnost y-glutamil transferaze (srednja vrednost £ SD) i procenat inhibicije u
N-serumu u prisustvu karvakrola, linalola, nerola i geraniola, pripremljenih rastvaranjem u
DMSO u koncentracijama od C; do C,4

Ny Srednja vrednost aktivnosti GGT + SD (U/L) i procenat inhibicije
Koncentracija

Karvakrol Linalol Nerol Geraniol
12,6+0,5 13,2+0,8 14,040,7 11,6+1,8

C 27,6% 24,1% 19,5% 33,3%
14,0+1,0 12,6+1,1 15,6+1,3 13,0+1,8

© 19,5% 27,6% 10,3% 25,3%
13,6+1,1 14,2+0,8 14,8+1,3 14,4+1,8

“3 21,8% 18,4% 14,9% 17,2%
14,4+1,8 15,6+0,9 16,2+0,8 15,2+1,6

C 17,2% 10,3% 6,9% 12,6%

*p vrednosti za sve enzimske aktivnosti su manje od 0,05 i kreéu se 0od1,08 x 10°do 1,19x 107

Rastvori terpena u DMSO ostvaruju procenat inhibicije na GGT u N-serumu u opsegu
od 6,9 — 33,3% (Tabela 32.). Najveci inhibitorni efekat ispoljio je rastvor geraniola u
koncentraciji C1 (33,3%), dok je najmanji ispoljio rastvor nerola u koncentraciji C4 (6,9%).

Rastvori terpena u DMSO u H-serumu inhibiraju aktivnost GGT od 8,4 — 26,6%.
(Tabela 30.). Najve¢i procenat inhibicije pokazuje rastvor karvakrola u koncentraciji C;

(26,6%), dok je najmanju inhibiciju zabeleZio rastvor geraniola sa koncentracijom C4 (8,4%).
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Tabela 30. Aktivnost y-glutamil transferaze (srednja vrednost £ SD) i procenat inhibicije u
H-serumu u prisustvu karvakrola, linalola, nerola i geraniola, pripremljenih rastvaranjem u

DMSO u koncentracijama od C; do C,4

y Srednja vrednost aktivnosti GGT + SD (U/L) i procenat inhibicije
Koncentracija

Karvakrol Linalol Nerol Geraniol
41,8+1,3 42,4+1,1 46,8+0,8 43,0+2,7

“ 23,7% 22,6% 14,6% 21,5%
40,2+1,3 42,8+1,6 45,8+0,8 44,4+1.5

© 26,6% 21,9% 16,4% 19,0%
42,2+1,5 43,8+2,2 43,0+2,7 43,8+1,1

< 23,0% 20,1% 21,5% 20,1%
42,6+1,1 44,2+0,8 42,0+1,6 50,2+1,9

© 22,3% 19,3% 23,4% 8,4%

*p vrednosti za sve enzimske aktivnosti su manje od 0,05 i kre¢u se od 1,04 x 107 do 8,71 x 107

4.1.5. Uticaj rastvora terpena na aktivnost aspartat aminotransferaze
(AST)

Aktivnosti enzima AST kao i procenat inhibicije prouzrokovan uticajem vodenih
rastvora terpena, pripremljenih ru¢no i ultrazvucéno (lii I2) u sve Cetiri koncentracije u obe
vrste seruma prikazane su u Tabelama 31. i 32., dok se u Tabelama 33. i 34. moze pratiti
uticaj na aktivnost AST tih istih terpena rastvorenih u DMSO, u istim koncentracijama, u N i
H-serumu.

U N-serumu pod dejstvom rastvora terpena pripremljenih kao I; opseg inhibicije se
nalazi u opsegu od 11,7 — 21,4% (Tabela 31.). Najveci procenat pokazuje vodeni rastvor
linalola u koncentracijama C; i C4 (21,4%), a najmanji rastvor geraniola koncentracije C,
(11,7%). Kada se rastvori pripreme ultrazvuc¢nim mesanjem (I) i najveéi (29,7%) i najmanji
(14,5%) procenat inhibicije pokazuje vodeni rastvor karvakrola u koncentracijama Cs i C,.
Procenat inhibicije od 29,7% dostiZe i vodeni rastvor geraniola sa koncentracijom Cj.

U serumu povecéane aktivnosti enzima, kada se inhibitori pripreme kao Iy rastvori i
najveéi (21,4%) i najmanji (2,3%) procenat inhibicije na aktivnost AST pokazuje rastvor
nerola u koncentracijama C; i C3 (Tabela 32.). Kada se vodeni rastvori terpena pripreme kao

I, inhibitorski opseg AST se krece od 1,4 — 15,0%. Maksimalnu vrednost procenta inhibicije
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postize se rastvorom karvakrola u koncentraciji C3 (15,0%), a minimalnu vrednost procenta

inhibicije postiZe rastvor geraniola sa koncentracijom C; (1,4%).

Tabela 31. Aktivnost aspartat aminotransferaze (srednja vrednost + SD) i procenat inhibicije
u N-serumu u prisustvu karvakrola, linalola, nerola i geraniola, pripremljenih kao 1; i I, u

koncentracijama rastvora terpena (C;-C,)

Srednja vrednost aktivnosti AST + SD (U/L) i procenat inhibicije

Koncentracija Karvakrol Linalol Nerol Geraniol
12,4+1,3 11,4+1,5 12,0+0,7 12,4+1,1

C 14,5% 21,4% 17,2% 14,5%
11,8+1,6 12,6+1,3 12,4+0,5 12,8+1,1

“ 18,6% 13,1% 14,5% 11,7%
12,4+1.5 12,4+1,5 12,6+1,1 11,8+1,3

< 14,5% 14,5% 13,1% 18,6%
12,014 11,4411 12,0+1,2 12,4+1,1

C 17,2% 21,4% 17,2% 14,5%

1>

11,6+0,5 12,019 10,4+1,7 10,2+1,5

© 20,0% 17,2% 28,3% 29,7%
10,2+1,3 11,0+£1,0 11,0+£1,0 10,4+1,1

< 29,7% 24,1% 24,1% 28,3%
12,4+1,5 11,4+1,8 11,6+1,1 11,4422

© 14,5% 21,4% 20,0% 21,4%
10,8+1,3 12,0+1,2 10,8+2,1 10,8+1,5

Cs 25,5% 17,2% 25,5% 25,5%

*p vrednosti za sve enzimske aktivnosti su manje od 0,05 i kreéu se od 7,12 -10° do 7,02 -10”

Rastvori terpena u DMSO inhibiraju aktivnost AST u N-serumu u intervalu od 14,5 —
29,7% (Tabela 33.). Maksimalni procenat inhibicije prouzrokuju rastvori karvakrola i
geraniola u koncentracijama C4 i C; (29,7%), a minimalni rastvori linalola i geraniola u

koncentracijama C, i C4 (14,5%).
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Tabela 32. Aktivnost aspartat aminotransferaze (srednja vrednost + SD) i procenat inhibicije
u H-serumu u prisustvu karvakrola, linalola, nerola i geraniola, pripremljenih kao 1; i I, u

koncentracijama rastvora terpena (C;-C,)

Srednja vrednost aktivnosti AST + SD (U/L) i procenat inhibicije
Koncentracija Karvakrol Linalol Nerol Geraniol
I1

35,6£2,5 36,6+2,2 34,611 35,4114

C 19,1% 16,8% 21,4% 19,5%
35,8+1,3 36,4+1,8 35,2+0,8 35,4+1,3

“ 18,6% 17,3% 20,0% 19,5%
35,0£1,0 36,0+£2,1 43,0£2,4 38,0+£1,2

< 20,5% 18,2% 2,3% 13,6%
35,6£1,7 38,6+£1,1 37,4+0,9 36,4+1,3

C 19,1% 12,3% 15,0% 17,3%

1>

39,8+1,3 39,0424 40,8+1,6 43,4+0,5

“ 9,5% 11,4% 7,3% 1,4%
39,8+1,3 41,2413 42,8415 41,0£1,0

“ 9,5% 6,4% 2,7% 6,8%
37,4+£1,1 40,6£0,9 42,6+1,3 40,8+1,3

Cs 15,0% 7,7% 3,2% 7,3%
41,0%0,7 42,0£0,7 41,6+1,5 40,0£0,7

© 6,8% 4,5% 5,5% 9,1%

*p vrednosti za sve enzimske aktivnosti su manje od 0,05 i kreéu se od 1,43 -10° do 5,82 -10™°

Rastvori terpena u DMSO ostvaruju procenat inhibicije na AST u H-serumu izmedu
7,3 —21,4% (Tabela 34.). Najbolji inhibitorni efekat pokazao je rastvor nerola u koncentraciji
C3(21,4%), dok je najslabiji inhibitorni efekat pokazao takode, rastvor nerola u koncentraciji
C4(7,3%).
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Tabela 33. Aktivnost aspartat aminotransferaze (srednja vrednost + SD) i procenat inhibicije

u N-serumu u prisustvu karvakrola, linalola, nerola i geraniola, pripremljenih rastvaranjem u
DMSO u koncentracijama od C; do C,4

N Srednja vrednost aktivnosti AST + SD (U/L) i procenat inhibicije
Koncentracija

Karvakrol Linalol Nerol Geraniol
11,6+0,5 11,0£1,0 11,0£1,0 10,215

“ 20,0% 24,1% 24,1% 29,7%
10,8+1,3 12,4+1,5 10,8+2,1 10,8+1,5

© 25,5% 14,5% 25,5% 25,5%
11,8+1,6 12,0+1,2 10,4+1,7 11,4+2,2

< 18,6% 17,3% 28,3% 21,4%
10,2+1,3 11,4411 11,6411 12,4411

© 29,7% 21,4% 20,0% 14,5%

*p vrednosti za sve enzimske aktivnosti su manje od 0,05 i kre¢u se od 1,03 x 10 do 7,84 x 107

Tabela 34. Aktivnost aspartat aminotransferaze (srednja vrednost + SD) i procenat inhibicije

u H-serumu u prisustvu karvakrola, linalola, nerola i geraniola, pripremljenih rastvaranjem u
DMSO u koncentracijama od C; do C,4

N Srednja vrednost aktivnosti AST + SD (U/L) i procenat inhibicije
Koncentracija

Karvakrol Linalol Nerol Geraniol
35,0+1,0 36,0121 37,4+0,9 38,0£1,2

“ 20,5% 18,2% 15,0% 13,6%
35,6+1,7 38,6+1,1 35,2+0,8 40,0£0,7

< 19,1% 12,3% 20,0% 9,1%
37,411 36,6£2,2 34,6+£1,1 35,4+1,3

C 15,0% 16,8% 21,4% 19,5%
35,8+1,3 36,4+1,8 40,8+1,6 36,4+1,3

C 18,6% 17,3% 7,3% 17,3%

*p vrednosti za sve enzimske aktivnosti su manje od 0,05 i kre¢u se od 8,44 x 1072 do 8,10 x 107
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4.1.6. Uticaj rastvora terpena na aktivnost alanin aminotransferaze
(ALT)

Uticaj terpena na aktivnost enzima ALT ispitivana je rastvorima cCetiri terpena,

karvakrol, linalol, nerol i geraniol, pripremljenih kao vodeni rastvori ru¢nim (ly) ili

ultrazvuénim (l;) mesanjem, kao i rastvorima istih terpena u DMSO u cetiri razliCite

koncentracije (C;—C4) u N i H-serumu (Tabele 35. — 38.).

Tabela 35. Aktivnost alanin aminotransferaze (srednja vrednost = SD) i procenat inhibicije u
N-serumu u prisustvu karvakrola, linalola, nerola i geraniola, pripremljenih kao 1; i I, u

koncentracijama rastvora terpena (C;-C,)

Srednja vrednost aktivnosti ALT £ SD (U/L) i procenat inhibicije
Koncentracija Karvakrol Linalol Nerol Geraniol
I

12,6+1,5 142+1,1 13,0+1,2 12,6+2,1

© 17,1% 6,6% 14,5% 17,1%
13,0+0,7 13,4+0,9 14,2+0,5 13,0+1,6

< 14,5% 11,8% 6,6%0 14,5%
14,0+1,2 14,0+0,7 13,0+1,6 12,6+1,5

© 7,9% 7,9% 14,5% 17,1%
14,0+1,0 12,2+1,8 12,6+0,8 13,4+2,6

Cs 7,9% 19,7% 17,1% 11,8%

I

10,0+2,1 12,0+2,0 11,8+1,5 13,2+1,3

C 34,2% 21,1% 22,4% 13,2%
10,0+2,2 11,8+1,3 13,0+1,6 12,4+1,7

“ 34,2% 22,4% 14,5% 18,4%
12,6+1,1 12,60,6 12,0+1,2 12,619

s 17,1% 17,1% 21,1% 17,1%
10,4+1,8 12,4+1,8 13,6+0,9 12,4423

Cs 31,6% 18,4% 10,5% 18,4%

*p vrednosti za sve enzimske aktivnosti su manje od 0,05 i kreéu se od 5,63 107 do 7,02 -10”
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Najveci procenat inhibicije od 19,7% u N-serumu pokazuje linalol sa koncentracijom
rastvora C, (Tabela 35), a najmanju procenat inhibicije sa I; rastvorima terpena pokazuju
linalol i nerol, u iznosu od 6,6%, koju dostizu koncentracijom C;, odnosno C,. Kada se
rastvori terpena pripreme ultrazvuéno u N-serumu najveéi procenat inhibicije od 34,2%
ispoljava rastvor karvakrola sa koncentracijama C; i C, a.namanji procenat inhibicije u

iznosu od 10,5% pokazuje rastvor nerola sa C4 koncentracijom.

Tabela 36. Aktivnost alanin aminotransferaze (srednja vrednost + SD) i procenat inhibicije u
H-serumu u prisustvu karvakrola, linalola, nerola i geraniola, pripremljenih kao I, i I, u

koncentracijama rastvora terpena (C;-C,)

Srednja vrednost aktivnosti ALT + SD (U/L) i procenat inhibicije
Koncentracija Karvakrol Linalol Nerol Geraniol
I

32,2+2,3 34,0£0,7 32,2+0,8 32,8£1,3

© 24,6% 20,4% 24,6% 23,2%
33,6+1,1 32,6x1,7 33,6£1,5 32,2+0,8

“ 21,3% 23,7% 21,3% 24,6%
32,411 32,4+0,8 36,6£1,5 35,6£1,5

s 24,1% 24,1% 14,3% 16,6%
32,6+1,9 35,4+1,1 39,6%1,1 34,2+0,8

C 23,7% 17,1% 7.3% 19,9%

I

32,8129 40,0+1,2 39,2+1,3 40,4+0,5

© 23,2% 6,3% 8,2% 5,4%
32,4+1,7 42,2+0,8 42,2+1,1 40,6+1,5

C2 24,1% 1,2% 1,2% 4,9%
32,612,2 38,2+0,8 41,8+1,3 37,2+0,8

© 23,7% 10,5% 2,1% 12,9%
33,4122 41,2+1,1 39,8+1,8 36,2+1,9

Cs 21,8% 3,5% 6,8% 15,2%

*p vrednosti za sve enzimske aktivnosti su manje od 0,05 i kreéu se od 6,27 -10° do 1,11 -10°
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U H-serumu, procenat inhibicije vodenih rastvora terpena pripremljenih kao Iy
inhibitori imaju opseg od 7,3 — 24,6% (Tabela 36.). Maksimalni procenat inhibicije pokazuje
rastvor karvakrola u koncentraciji C1 (24,6%), a minimum daje rastvor nerola u koncentraciji
C4 (7,3%). Kada se rastvori pripreme ultrazvuéno rastvor karvakrola, sa koncentracijom C;
pokazuje maksimalni procenat inhibicije od 24,1%, dok rastvori nerola i linalola u

koncentraciji C, pokazuju minimalnu inhibiciju od 1,2%

Tabela 37. Aktivnost alanin aminotransferaze (srednja vrednost = SD) i procenat inhibicije u
N-serumu u prisustvu karvakrola, linalola, nerola i geraniola, pripremljenih rastvaranjem u
DMSO u koncentracijama od C; do C,4

N Srednja vrednost aktivnosti ALT £ SD (U/L) i procenat inhibicije
Koncentracija

Karvakrol Linalol Nerol Geraniol
10,0+2,1 12,0+2,0 12,0+1,2 13,0+1,6

“ 34,2% 21,1% 21,1% 14,5%
10,4+1,8 11,8+1,3 11,8+1,5 12,6%2,1

< 31,6% 22,4% 22,4% 17,6%
12,6+1,1 12,4+1,8 12,6+0,8 13,2+1,3

“ 17,1% 18,4% 17,1% 13,2%
11,0+0,7 12,2+1,8 13,0+1,2 12,4+1,7

C 29,5% 19,7% 14,5% 18,4%

*p vrednosti za sve enzimske aktivnosti su manje od 0,05 i kre¢u se od 1,08 x 10~ do 1,19 x 107

Rastvori terpena u DMSO ostvaruju procenat inhibicije na aktivnost ALT u N-serumu
u opsegu od 13,2 — 34,2% (Tabela 37.). Naveci procenat inhibcije ispoljio je rastvor
karvakrola u koncentraciji C; (34,2%) dok je najmanju ispoljio rastvor geraniola u
koncentraciji C3 (13,2%).

Opseg inhibicije ALT rastvorima terpena u DMSO u H-serumu kreée se od 8,2 —
27,4% (Tabela 38.). Maksimum procenta inhibicije u H-serumu ispoljava rastvor karvakrola

u koncentraciji C; (27,4%), dok minimum ispoljava rastvor nerolau koncentraciji C4 (8,2%).
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Tabela 38. Aktivnost alanin aminotransferaze (srednja vrednost + SD) i procenat inhibicije u
H-serumu u prisustvu karvakrola, linalola, nerola i geraniola, pripremljenih rastvaranjem u

DMSO u koncentracijama od C; do C,4

y Srednja vrednost aktivnosti ALT £ SD (U/L) i procenat inhibicije
Koncentracija

Karvakrol Linalol Nerol Geraniol
31,0+2,9 32,4+0,8 32,2+0,8 32,2+0,8

“ 27,4% 24,1% 24,6% 24,6%
31,2+2,2 32,6+1,7 33,6+1,5 34,2+0,8

2 26,9% 23,7% 21,3% 19,9%
31,417 34,0+0,7 36,6+1,5 35,6+1,5

< 26,5% 20,4% 14,3% 16,6%
32,2423 35,4+1,1 39,2413 36,2+1,9

© 24,6% 17,1% 8,2% 15,2%

*p vrednosti za sve enzimske aktivnosti su manje od 0,05 i kre¢u se od 1,04 x 107 do 8,71 x 107

4.1.7. Uticaj rastvora terpena na aktivnost amilaze (AMY)

Amilaza je ne samo dijagnosticki vazan enzim, ve¢ ima i sve veéi znacaj u tretmanu
dijabetesa tip 2. Dijabetes je hroni¢na bolest koja nastaje kada pankreas ne proizvodi
dovoljno insulina (tip 1 — insulin zavisni) ili organizam efikasno ne Kkoristi proizveden insulin
(tip 2 — insulin nezavisni). SZO predvida da ¢e u bliskoj buduénosti do¢i do pandemije
dijabetesa tip 2, naroCito u razvijenim zemljama, a kao razlog za to navodi prvenstveno
neadekvatan nacin Zivota i ishrane (WHO, 2008). Jedan od najsavremenijih pristupa u leCenju
dijabetesa tip 2 (Melzig & Funke, 2007; Sudha et al., 2011; Nickavar et al., 2008) zasniva se
na inhibiciji amilaze u digestivnhom traktu ¢ime se smanjuje varenje sloZenih Secera (narocito
skroba) zbog Cega je manja koncentracija slobodne glukoze u tankom crevu koja moZe da se
resorbuje u cirkulaciju, ¢ime se znacajno uti¢e na glikemiju posle obroka (Grover et al., 2002;
Mukherjee et al., 2006; Salehi et al., 2013). Zbog toga je izuzetno znacajno pronaci
adekvatne oralne antidijabetike, narocito ako se ima na umu da ovi koji su trenutno u upotrebi
(npr. akarboza i miglitol) imaju dosta kontraindikacija (Grover et al., 2002; Cheng & Fantus,
2005).

Zbog toga Sto amilaza ima veoma znacajan dijagnosticki 1 potencijalno terapeutski
znacaj, njena aktivnost je ispitivana sa ve¢im brojem rastvora terpena u odnosu na sve ostale

klinicke enzimeu okviru ovog istrazivanja. Za razliku od ostalih enzima, amilaza je tretirana

Doktorska disertacija 88



UTICAJ ODABRANIH MONOTERPENA NA AKTIVNOST DIJAGNOSTICKI ZNACAJNIJIH ENZIMA
U KONTROLNOM HUMANOM SERUMU IN VITRO

sa 10 rastvora terpena — osim proucavanih kod ostalih enzima: karvakrola, linalola, nerola i
geraniola, dodati su i: mircen, B-pinen, citral, eukaliptol, terpineol i eugenol.

Aktivnost enzima AMY merena je nakon dodavanja vodenih rastvora karvakrola,
linalola, nerola, geraniola, mircena, B-pinena, citrala, eukaliptola, terpineola i eugenola
pripremljenih kao Iy i kao I, u cetiri koncentacije (C1-C4). Srednje vrednosti aktivnosti
amilaze i procenat inhibicije u N i H-serumu prikazani su u Tabelama 39. i 40.Takode,
izmerena je i aktivnost AMY u N i H-serumu nakon dodavanja rastvora terpena (karvakrol,
linalol, nerol i geraniol) u DMSO, u cetiri koncentracije (C;-C4), a srednje vrednosti

aktivnosti i procenat inhibicije prikazani su u Tabelama 41. i 42.

Tabela 39. Aktivnost amilaze (srednja vrednost £ SD) i procenat inhibicije u N-serumu u
prisustvu karvakrola, linalola, nerola, geraniola, mircena, B-pinena, citrala, eukaliptola,

terpineola i eugenola pripremljenih kao Iy i I, u koncentracijama rastvora terpena (C;-Cj)
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Srednja vrednost aktivnosti AMY + SD (U/L) i procenat inhibicije

Koncentracija | Karvakrol | Linalol Nerol Geraniol Mircen B-pinen Citral Eukaliptol | Terpineol | Eugenol
I
25,0£1,6 | 28,605 | 25,4+0,9 | 26,0+1,0 | 23,1+0,4 | 22,4+0,7 | 21,4+0,3 | 24,5+0,7 | 22,3+0,8 | 25,3+0,1
C 18,3% 6,5% 17,0% 15,0% 24,5% 26,8% 30,1% 19,9% 27,1% 17,3%
23,216 | 25,8+1,1 | 25,2+15 | 26,4+0,5 | 23,2+0,6 | 22,609 | 21,3+0,3 | 23,3x0,2 | 22,2+0,9 | 24,7+0,9
© 24,2% 15,7% 17,6% 13,7% 24,2% 26,2% 30,4% 23,9% 27,5% 19,3%
26,2+1,1 | 25,6+1,1 | 25,0£19 | 252+1,3 | 23,1+0,6 | 23,8+0,6 | 23,6+0,1 | 23,2+0,9 | 24,9+0,6 | 23,1+0,2
< 14,4% 16,3% 18,3% 17,6% 24,5% 22,2% 22,9% 24,2% 18,6% 24,5%
23,615 | 27,8+1,3 | 23,8+1,3 | 26,4+0,9 | 23,3+0,9 | 22,2+0,8 | 23,8+0,4 | 23,3+0,5 | 24,840,7 | 24,705
© 22,9% 9,2% 22,2% 13,7% 23,9% 27,5% 22,2% 23,9% 19,0% 19,3%
I2
22,8+0,8 | 23,4+0,9 | 23,2+1,1 | 22,6+0,6 | 21,5+0,4 | 22,9+0,2 | 23,8£0,3 | 22,5+0,7 | 22,740,2 | 23,7+0,7
“ 25,5% 23,5% 24,2% 26,1% 29,7% 25,2% 22,2% 26,5% 25,8% 22,5%
21,8+0,8 | 21,2+0,8 | 24,0£1,7 | 23,0+2,4 | 27,840,8 | 26,3+0,4 | 19,7#0,6 | 25,6+0,8 | 28,5+0,3 | 26,2+0,1
< 28,8% 30,7% 21,6% 24,8% 9,2% 14,1% 35,6% 16,3% 6,9% 14,4%
22,0£1,0 | 22,0+1,0 | 23,840,8 | 23,4+1,7 | 23,9+0,3 | 24,8+0,7 | 24,3+0,9 | 24,6+0,3 | 25,7+0,6 | 26,3+0,2
“ 28,1% 28,1% 22,2% 23,5% 21,9% 19,0% 20,6% 19,6% 16,0% 14,1%
22,605 | 22,6£0,9 | 23,2+0,8 | 23,4+15 | 25,3+0,1 | 245+05 | 252+0,4 | 258+0,3 | 23,9+0,7 | 25,9+0,9
C 26,1% 26,1% 24,2% 23,5% 17,3% 19,9% 17,6% 15,7% 21,9% 15,4%
*p vrednosti za sve enzimske aktivnosti su manje od 0,05 i kreéu se od 5,44 -10°do 1,56 -10°
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S obzirom da se jedino kod AMY prati inhibitorni efekat 10 rastvora terpena
pripremljenih u Cetiri koncentracije (C; — Cy4), uz primenu dva nacina mesanja (I i I2), u dve
vrste seruma (N i H) rezultatisu podeljeni u dve grupe: prva grupa su do sada analizirani
rastvori (karvakrol, linalol, nerol i geraniol), a drugu ¢ine rastvori: mircena, B-pinena, citrala,
eukaliptola, terpineola i eugenola. U serumu normalne enzimske aktivnosti, kada se deluje
rastvorima terpena koji su pripremljeni ruénim meSanjem prva grupa terpena pokazuje
procenat inhibicije od 6,5 — 24,2%, a druga grupa 17,3 — 30,4%, S§to znac¢i da se opseg
procenta inhibicije AMY rastvorima 10 terpena pripremljenih kao I; u N-serumu krece od 6,5
- 30,4% (Tabela 39.). U prvoj grupi rastvora terpena maksimalni procenat inhibicije se
postize rastvorom karvakrola u koncentraciji C, (24,2%), a minimalni rastvorom linalola u
koncentraciji C; (6,5%). U drugoj grupi ispitivanih terpena najveci procenat inhibicije
pokazuje rastvor citrala u koncentraciji C, (30,4%), a najmanji rastvorom eugenola sa
koncentracijom C; (17,3%). Kada se rastvori pripreme ultrazvu¢no u N-serumu prva grupa
terpena pokazuje procenat inhibicije od 21,6 — 30,7%, a druga grupa od 6,9 — 35,6%, §to
znaci da je inhibitorni opseg I, rastvora u N-serumu od 6,9 — 35,6%. Najveci procenat
inhibicije u prvoj grupi ultrazvu¢no pripremljenih rastvora terpena pokazuje linalol u
koncentraciji C, (35,6%), dok najslabiju inhibiciju pokazuje rastvor nerola u istoj
koncentraciji (6,9%). U drugoj grupi ultrazvu¢no pripremljenih rastvora terpena najbolju
inhibiciju daje rastvor citrala u koncentraciji C, (35,65%), a najslabiju rastvor terpineola u
istoj koncentraciji (6,9%). Na osnovu ovih vrednosti rezultata inhibicije uocava se da se veci
procenat inhibicije AMY postize primenom druge grupe terpena. Ako se uporedi efekat koji
rastvori terpena imaju na aktivnost AMY u serumu referentne enzimske aktivnosti, u
zavisnosti od toga da li su pripremljeni ru¢nim ili ultrazvu¢nim mesanjem, moze se primetiti
da je rastvor citrala u svim slucajevima, i kao I; i kao I, rastvor sa najve¢im inhibitornim
efektom na AMY, dok karvakrol ima najbolji inhibitorni potencijal prema AMY u N-serumu

u odnosu na terpene iz prve grupe.

Tabela 40. Aktivnost amilaze (srednja vrednost £ SD) i procenat inhibicije u H-serumu u
prisustvu karvakrola, linalola, nerola, geraniola, mircena, [B-pinena, citrala, eukaliptola,

terpineola i eugenola pripremljenih kao 11 i I, u koncentracijama rastvora terpena (C;-Cy)
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Srednja vrednost aktivnosti AMY + SD (U/L) i procenat inhibicije

Koncentracija | Karvakrol | Linalol Nerol Geraniol | Mircen B-pinen Citral Eukaliptol | Terpineol | Eugenol
I
61,4+1,1 | 65,8+1,1 | 61,8+1,1 | 65,0+1,6 | 64,6+0,2 | 63,2+t0,8 | 64,1+04 | 67,3+0,5 | 62,2+0,6 | 66,6+0,2
“ 21,7% 16,1% 21,2% 17,1% 17,6% 19,4% 18,2% 14,2% 20,7% 15,1%
64,6+2,1 | 652+2,2 | 67,2+0,8 | 64,609 | 62,309 | 62,6+0,2 | 60,5+0,2 | 63,4+0,8 | 60,9+0,4 | 63,4+0,9
© 17,6% 16,8% 14,3% 17,6% 20,5% 20,2% 22,8% 19,1% 22,3% 19,1%
60,6+0,5 | 63,8+1,3 | 68,0+6,2 | 67,4+2,1 | 67,909 | 67,8+0,1 | 66,7+0,1 | 66,5+0,4 | 60,7+0,7 | 69,8+0,6
< 22,7% 18,6% 13,3% 14,0% 13,4% 13,5% 14,9% 15,2% 22,6% 11,0%
61,6+0,5 | 66,2+0,8 | 64,0+0,7 | 64,8+1,1 | 60,2+0,8 | 61,9+0,9 | 67,6+0,6 | 62,4+0,2 | 62,5+0,2 | 62,3+0,3
© 21,4% 15,6% 18,4% 17,3% 23,2% 21,0% 13,8% 20,4% 20,3% 20,5%
P
66,8+1,3 | 77,2+1,0 | 75,0+1,0 | 76,4+19 | 70,1+0,5 | 67,8+0,3 | 61,2+0,4 | 67,8+0,2 | 63,4+0,3 | 70,9+0,4
“ 14,8% 1,5% 4,3% 2,6% 10,6% 13,5% 21,9% 13,5% 19,1% 9,6%
66,4+0,5 | 77,2+0,8 | 77,218 | 77,215 | 70,4+0,2 | 66,7£0,9 | 66,9+0,9 | 69,0+0,2 | 66,5+0,9 | 67,9+0,4
< 15,3% 1,5% 1,5% 1,5% 10,2% 14,9% 14,7% 12,0% 15,2% 13,4%
66,4+1,8 | 75,4+15 | 77,0£1,0 | 72,4440 | 64,5+0,9 | 69,0+0,6 | 63,4+04 | 64,6+0,6 | 67,8+0,8 | 64,5+0,8
“ 15,3% 3,8% 1,8% 7,7% 17,7% 12,0% 19,1% 17,6% 13,5% 17,7%
69,815 | 754+1,1 | 72,0+1,0 | 70,248 | 62,1+0,1 | 64,0+0,8 | 67,8+0,7 | 64,505 | 61,4+0,5 | 65,4+0,9
C 11,0% 3,8% 8,2% 10,5% 20,7% 18,4% 13,5% 17,7% 21,7% 16,6%
*p vrednosti za sve enzimske aktivnosti su manje od 0,05 i kreéu se od 8,44 -10° do 3,75 -10™
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Prva grupa rastvora terpena pripremljenih kao I; u H-serumu ispoljava procenat
inhibicije od 13,3 — 22,7%, a druga grupa od 11,0 — 23,2%, $to znaci da je opseg procenta
inhibicije na AMY rastvorima terpena pripremljenim ru¢nim mesanjem od 11,0 -23,2%
(Tabela 40.). U prvoj grupi rastvora terpena najveéi procenat inhibicije ispoljava rastvor
karvakrola u koncentraciji C3 (22,7%), a najmanju inhibiciju pokazuje rastvor nerola u istoj
koncentraciji  (13,3%), dok u drugoj grupi terpena najveci procenat inhibicije pokazuje
rastvor mircena u koncentraciji C4 (23,2%), a najmanju rastvor eugenola u koncentraciji Cs3
(11,0%). Kada se rastvori terpena pripreme ultrazvuc¢no, u H-serumu, prva grupa rastvora
pokazuje procenat inhibicije u opsegu od 1,5 — 15,3%, a druga od 9,6 -21,9%, §to znaci da je
opseg procenta inhibicije ultrazvuéno pripremljenih rastvora terpena od 1,5 — 21,9% u H-
serumu. Najbolji inhibitor u prvoj grupi je rastvor karvakrola koji dostize maksimum
inhibicije u dve koncentracije (C, i C3) (15,3%), a najslabiju inhibiciju u prvoj grupi rastvora
pokazuju ¢ak tri tepena: rastvor linalola u koncentracijama C, i Cs, rastvor nerola u
koncentraciji C, i rastvor geraniola u koncentraciji C, (1,5%). U drugoj grupi rastvora terpena
koji supripremljeni kao I, inhibitori u H-serumu najbolju inhibiciju postizu uz pomo¢ rastvora

citrala u koncentraciji C; (21,9%), a najslabiju uz rastvor eugenola u koncentraciju Cs (1,5%).

Tabela 41. Aktivnost amilaze (srednja vrednost £ SD) i procenat inhibicije u N-serumu u
prisustvu karvakrola, linalola, nerola, geraniolageraniola, mircena, [-pinena, citrala,
eukaliptola, terpineola i eugenola, pripremljenih rastvaranjem u DMSO u koncentracijama od
C,do Cq4
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Srednja vrednost aktivnosti AMY + SD (U/L) i procenat inhibicije

Koncentracija
Karvakrol | Linalol Nerol Geraniol Mircen B-pinen Citral Eukaliptol | Terpineol | Eugenol
21,8+0,8 | 23,4+0,9 | 24,0£1,7 | 22,6+0,6 | 22,5+0,4 | 21,9+0,2 | 24,8+0,3 | 21,5+0,7 | 21,740,2 | 24,7+0,7
© 28,8% 23,5% 21,6% 26,1% 26,5% 28,4% 19,0% 29,7% 29,1% 19,3%
22,6+0,5 | 22,010 | 23,2+0,8 | 25,2+1,3 | 28,8+0,8 | 25,3+0,4 | 20,7+0,6 | 24,6+0,8 | 27,5+0,3 | 27,2+0,1
< 26,1% 28,1% 24,2% 17,6% 5,9% 17,3% 32,4% 19,6% 10,1% 11,1%
22,0+£1,0 | 22,6+£0,9 | 25,019 | 23,4+15 | 22,9+0,3 | 25,8+0,7 | 23,3+0,9 | 25,6+0,3 | 26,7+0,6 | 25,3+0,2
© 28,1% 26,1% 18,3% 23,5% 25,1% 15,7% 23,9% 16,3% 12,7% 17,3%
22,8+0,8 | 21,2+0,8 | 23,8+1,3 | 26,4+0,5 | 24,3+0,1 | 255+0,5 | 252+0,4 | 26,8+0,3 | 24,9+0,7 | 26,9+0,9
C 25,5% 30,7% 22,2% 13,7% 20,6% 16,7% 17,6% 12,4% 18,6% 12,1%
*p vrednosti za sve enzimske aktivnosti su manje od 0,05 i kreéu se od 1,03 x 10~ do 7,84 x 10~
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Procenti inhibicije AMY rastvorima terpena u DMSO (karvakrol, linalol, nerol,
geraniol, mircen, B-pinen, citral, eukaliptol, terpineol i eugenol) u N-serumu nalaze se u
intervalu od 10,1 — 32,4% (Tabela 41.). U prvoj grupi terpena maksimalni procenat inhibicije
dostize rastvor linalola u koncentraciji (Cs4) i iznosi 30,7%, a minimalni procenat inhibicije
ostvaruje rastvor geraniola u koncentraciji C4 (13,7%). U preostalih Sest terpena (mircen, -
pinen, citral, eukaliptol, terpineol i eugenol) najveci procenat inhibicije (32,4%) ostvaruje
citral sa koncentacijom C,, a najmanji (10,1%) postize terpineol u istoj koncentraciji (Cy).

Opseg procenta inhibicije AMY rastvorima terpena u DMSO u H-serumu je od 7,6 —
23,2% (Tabela 42.). Maksimalni procenat inhibicije ispoljava rastvor karvakrola u
koncentraciji C; (22,7%), a minimum rastvor geraniola sa koncentracijom C, (7,6%) kada
pratimo uticaj rastvora karvakrola, linalola, nerola i geraniola. Rastvori mircena, B-pinena,
citrala, eukaliptola, terpineola i eugenola najveéi procenat inhibicije koja iznosi 23,2% i
postizu rastvorom citrala u koncentraciji C; a najmanji rastvorom eugenola (8,3%) u istoj

koncentraciji Cs.

Tabela 42. Aktivnost amilaze (srednja vrednost £ SD) i procenat inhibicije u H-serumu u
prisustvu karvakrola, linalola, nerola i geraniola, pripremljenih rastvaranjem u DMSO u

koncentracijama od C; do C,4
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Srednja vrednost aktivnosti AMY + SD (U/L) i procenat inhibicije

Koncentracija
Karvakrol | Linalol Nerol Geraniol Mircen B-pinen Citral Eukaliptol | Terpineol | Eugenol
60,6+0,5 | 66,2+0,8 | 61,8+1,1 | 67,4+2,1 | 71,1+0,5 | 66,8+0,3 | 60,2+0,4 68,8+0,2 | 62,4+0,3 | 71,9404
C 22,7% 15,6% 21,2% 14,0% 9,3% 13,5% 23,2% 12,2% 20,4% 8,3%
61,6+0,5 | 63,8+1,3 | 67,2+0,8 | 64,6409 | 71,4+0,2 | 65,7£0,9 | 65,9+0,9 70,0+0,2 | 65,5+0,9 | 68,9+0,4
© 21,4% 18,8% 14,3% 17,6% 8,9% 16,2% 15,9% 10,7% 16,5% 12,1%
61,4+1,1 | 65,8+1,1 | 64,0+0,7 | 70,2+4,8 | 63,5+0,9 | 70,0+0,6 | 64,4+0,4 63,6+0,6 | 68,8+0,8 | 63,5+0,8
“ 21,7% 16,1% 18,4% 10,5% 19,0% 10,7% 17,9% 18,8% 12,2% 19,0%
64,6£2,1 | 65,2+2,2 | 72,0£1,0 | 72,440 | 61,1+0,1 | 65,0+0,8 | 68,8+0,7 63,5+0,5 | 62,4+0,5 | 66,4%+0,9
C 17,6% 16,8% 8,2% 7,6% 22,1% 17,1% 12,2% 19,0% 20,4% 15,3%
*p vrednosti za sve enzimske aktivnosti su manje od 0,05 i kreéu se od 8,44 x 107 do 8,10 x 107"
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4.2. Statisti¢ki testovi

4.2.1. Uticaj vodenih i DMSO rastvora karvakrola na aktivnost

Ispitivanih enzima

Kod obrade statistickih podataka za karvakrol u obzir je uzeto 168 podataka iz Tabela
15. - 42. koji se odnose na vodene rastvore karvakrola pripremljene u Cetiri koncentracije (C;-
C4), na dva nacina (I i I,), kao i na rastvore karvakrola u DMSO u ¢etiri koncentracije (C;-
Cy), koji su delovali na sedam ispitivanih enzima u dve vrste seruma (N i H-serum). Kao
varijable posmatrani su ispitivani klini¢ki enzimi, a kao slucajevi su uzete Cetiri koncentracije
terpena pripremljene kao vodeni rastvori na dva nacina i kao DMSO rastvori u dve vrste

Seruma.

Tabela 43. Korelaciona matrica uticaja vodenih i DMSO rastvora karvakrola na aktivnost
sedam ispitivanih enzima u N i H-serumu

Enzim CK LDH ALP GGT AST ALT AMY
CK 1,00

LDH 0,26 1,00

ALP 0,74 0,56 1,00

GGT 0,13 -0,33 -0,04 1,00

AST 0,40 0,69 0,70 0,02 1,00

ALT 0,35 0,20 0,49 0,33 0,51 1,00

AMY 0,62 0,83 0,85 -0,07 0,73 0,37 1,00

Prvi korak u analizi glavnih komponenata je standardizacija originalnih varijabli,

odnosno transformacija podataka u seriju koja ima aritmeti¢ku sredinu jednaku nuli i

standardnu devijaciju jednaku jedinici.

Korelaciona matrica pokazuje da svaka varijabla ima bar jedan koeficijent korelacije

sa apsolutnom vrednoséu ve¢om od 0,3 (Tabela 43.), §to je minimum koji se predlaze kao

kriterijum da bi se varijabla uvrstila u analizu (Kinnear & Gray, 1994).
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Sledeci korak predstavlja prera¢unavanje svojstvenih vrednosti (eigenvalues) koje su
predstavljene u Tabeli 44. Svojstvene vrednosti ilustruju kvalitet smanjivanja N-
dimenzionalnog prostora (u ovom slucaju N=7) u manji broj dimenzija. Svaka svojstvena
vrednost ogovara jednom faktroru, a svaki faktor jednoj dimenziji. Faktor je linearna
kombinacija polaznih varijabli pri ¢emu su svi faktori nekorelisani (r=0). Svojstvene
vrednosti odgovaraju¢ih faktora su poredane po opadaju¢im vrednostima koje pokazuju
koliki procenat pocetnih varijabli predstavljaju. Nerotiranim faktorskim reSenjem faktori se
izvode prema njihovoj vaznosti. Na taj nacin prvi faktor je opsti i gotovo svaka varijabla na
njemu ima visoko optere¢enje. Svaki slede¢i faktor obja$njava sve manji deo varijanse. U
posmatranoj analizi svojstvena vrednost prvog faktora je 3,86 tako da prvi faktor objasnjava
55,08% varijanse medu varijablama, drugi 20,62%, a tre¢i faktor 10,94% ukupnog
varijabiliteta podataka.

Tabela 44. Svojstvene vrednosti korelacione matrice uticaja vodenih i DMSO rastvora

karvakrola na sedam enzima u N i H serumu

Svojstvene vrednosti korelacione matrice

Svojstvena Ukupnavarijansa Kumulativne Kumulativha
vrednost % svojstvene vrednosti varijansa %

1 3,86 55,08 3,86 55,08

2 1,44 20,62 5,30 75,70

3 0,77 10,94 6,06 86,64

4 0,49 7,04 6,56 93,67

5 0,25 3,59 6,81 97,26

6 0,15 2,14 6,96 99,40

7 0,04 0,60 7,00 100,00

Iz Tabele 44. se vidi da prva dva faktora objaSnjavaju 75,70% ukupnog varijabiliteta,
dok je sa cetiri faktora moguce objasniti 93,67% ukupnog varijabiliteta. Broj faktora kojima

je moguce objasniti ukupni varijabilitet moZze se odrediti i graficki sa Slike 15.
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Slika 15. Graficki prikaz svojstvenih vrednosti za primenu Screen test metoda ispitivanja
uticaja vodenih i DMSO rastvora karvakrola na sedam enzima u N i H-serumu

Slika 15. prikazuje dijagram (Screen test) kojim je graficki prikazan odnos broja
izdvojenih faktora (glavnih komponenata) i pripadaju¢ih svojstvenih vrednosti. Apscisa
predstavlja redni broj faktora, a ordinata njegovu veli¢inu (eigenvalue). S obzirom da su
faktori poredani u opadajuci niz, dobijena izlomljena linija je opadajuc¢a. Smatra se da je broj
glavnih komponenata koje se koriste pri kasnijim statistickim analizama odreden tackom na
pregibu iza koje su svojstvene vrednosti male i koje se znacajno ne razlikuju. Iz prikaza se
vidi da se linija kojom je prikazan medu odnos karakteristicnih svojstvenih vrednosti 1 broja
izdvojenih faktora izrazito o$tro spusta na prelazu izmedu drugog i tre¢eg faktora, te zatim
laganije do broja od Cetri izdvojena faktora. Nakon toga je denivelacija gotovo ujednacena,
bez izrazitih pragova. Prema Cattellu (Cattell, 1966), uzimajuci u obzir navedena ocitavanja
sa grafickog prikaza, optimalni broj faktora koji moZzemo zadrZati iznosi Cetri. Kako Sest
odabranih faktora zadovoljavaju i Keiserov kriterijum (Kaiser 1958) (svojstvena vrijednost
od 1), kao i da je udeo objasnjene varijance od 93,67% u daljnjoj analizi se mogu Koristiti 6
faktora, mada vrlo zadovoljavajuca objaSnjenja mogu da se dobiju ekstrahovanjem 2 faktora.
Naime, pojednostavljenje polaznih sedam varijabli na dve nove omogucava objasSnjenje
75,70% ukupnog varijabiliteta.

U Tabeli 45. prikazana su faktorska opterecenja i iz nje je uocljivo je da svi enzimi

osim GGT (0,02) pokazuju negativno optereenje prvog faktora. Prvi faktor ima visoko
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Tabela 45. Faktorske koordinate varijabli ispitivanja uticaja vodenih i DMSO rastvora

karvakrola na sedam enzima u H i N-serumu

Faktorske koordinate varijabli

2 — o\ ™ <t o © ~
o - - - - - - -
© o o o O O o o
=) < kv kv kv kv kY, kY,
] © © [0} 3} © o o
> LL LL LL LL LL LL LL
CK -0,70 -0,27 -0,61 0,04 -0,00 -0,21 -0,01
LDH -0,76 0,49 0,25 -0,19 0,21 -0,09 -0,10
ALP -0,92 -0,05 -0,22 0,10 -0,09 0,27 -0,08
GGT 0,02 -0,88 0,11 -0,44 0,04 0,03 -0,03
AST -0,85 0,02 0,34 -0,08 -0,37 -0,09 0,02
ALT -0,56 -0,55 0,36 0,45 0,15 -0,03 0,01
AMY | -0,93 0,15 -0,05 -0,18 0,16 0,08 0,14
PCA za uticaj rastvora karvakrola na enzime
1,0 I
LDH
0,5+ o .
< AMY A R
B N
S amae———— =
[ c@K/ _-" , :
/ I
05} ALy’ \
’ :
G‘GT
3
21,0 t
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Slika 16. PCA dijagram uticaja vodenih i DMSO rastvora karvakrola u odnosu na aktivnost

ispitivanih enzima
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Tabela 46. Faktorske koordinate sluajeva u odnosu na vrstu i nacin pripreme rastvora

karvakrola i vrstu seruma

Koordinate faktora slu¢aja na osnovu korelacije

= g E E s g g S

7 L L L L L Lo 8

N11 1,69 1,08 0,87 -0,81 0,66 -0,58 -0,32
N12 -0,28 0,62 -0,48 -1,26 -0,00 0,14 -0,15
Ni3 3,00 2,79 0,51 0,15 -0,75 0,60 -0,18
N14 1,51 1,82 0,25 -1,41 -0,18 0,22 0,54
N21 -1,56 0,61 0,83 1,26 0,50 0,70 -0,01
N2 -3,02 -1,02 1,21 -0,77 -0,00 -0,56 0,10
N3 -1,63 2,29 -2,39 0,68 0,69 -0,41 0,09
N24 -2,20 1,64 0,72 1,34 -0,08 -0,33 0,14
Hip -0,17 -0,70 -0,41 0,04 -0,33 0,11 0,11
Hi, 0,71 -0,28 -0,16 0,06 -0,65 0,07 -0,28
Hais -0,71 -0,97 -0,81 -0,13 -0,54 0,09 0,07
Hia -0,27 -0,53 -0,78 0,26 -0,51 0,12 0,07
Ha; 3,25 -0,77 0,49 0,23 0,44 0,02 0,34
Ha, 2,18 -0,77 -0,59 0,65 0,44 -0,23 -0,08
Has 2,13 -0,86 0,09 0,27 -0,22 -0,58 0,22
Ha4 4,07 -0,75 0,42 0,31 0,56 -0,20 -0,10
ND; -1,98 -1,09 0,89 -0,39 0,97 0,83 0,03
ND; -2,16 0,21 1,02 0,07 0,14 -0,25 -0,14
ND3 -1,64 0,45 -1,21 -1,19 0,41 0,03 -0,17
ND4 -2,26 0,56 1,14 0,14 -0,69 -0,29 0,00
HD; -0,85 -1,17 -0,61 0,14 -0,39 0,04 0,07
HD, -0,32 -1,47 -0,38 -0,17 -0,20 0,00 -0,03
HD; -0,00 -0,97 -0,64 0,27 0,22 0,45 -0,02
HD, 0,56 -0,69 0,00 0,19 -0,48 0,00 -0,30

N — serum referentne aktivnosti enzima; H — serum poveéane aktivnosti enzima; 1 - ruéno pripremljeni vodeni
rastvori terpena; 2 - ultrazvuéno pripremljeni vodeni rastvori terpena; 1-4 - koncentracija rastvora terpena za Cq-
C4; D - rastvor terpena u DMSO
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faktorsko opterecenje negativnog predznaka na varijablama: AMY (-0,93), ALP (-0,92), AST
(-0,85), LDH (-0,76), CK (-0,70) i ALT (-0,56), §to znaci da je negativno koreliran sa tim
enzimima. Faktorsko opterec¢enje pozitivnog predznaka drugi faktor ima sa varijablama LDH
(0,49), AMY (0,15) i AST (0,02), dok jedina pozitivna varijabla prvog faktora, GGT, u
drugom faktoru ima najvecée negativno opterecenje (-0,88).

Na Slici 16. kroz polozaj svih varijabli, moze da se uoc¢i uticaj koji je na enzimsku
aktivnost ostvario karvakrol, naro¢ito na LDH, koji ima najmanju razliku prva dva faktorska
opterecenja, §to je i saglasno sa najve¢im procentom inhibicije koji pokazuje karvakrol.

Ispitivan je i uticaj na¢ina mesanja vodenih rastvora (1-ru¢no, 2-ultrazvu¢no) u N i H-
serumu, kao 1 vrste rastvarata (voda 1 DMSO) na rezultate delovanja karvakrola
(pripremljenog u 4 koncentracije) na 7 odredivanih enzima. Iz Tabele 46. u kojoj su
prikazana faktorska optereéenja za slu¢ajeve moze se uociti da pozitivna faktorska
optere¢enja prvog faktora imaju ru¢no meSani rastvori sve Cetiri koncentracije u serumu
normalne aktivnosti enzima (sa izuzetkom Nj2) i ultrazvuéno meSani rastvori u serumu
povecane aktivnosti enzima, dok negativna imaju rastvori DMSO za obe vrste seruma, kao i
vodeni rastvori pripremljeni ultrazvu¢no u N-serumu i ru¢no u H-serumu (sa izuzetkom Hiy i
HD,). Faktorsko opterecenje drugog faktora pokazuje da pozitivno optereenje imaju i
DMSO i vodeni rastvori pripremljeni na oba na¢ina u N serumu (sa izuzetkom Ny, i NDy),

dok negativno faktorsko opterecenje imaju svi rastvori pripremljeni za H-serum.

PCA za rastvore karvakrola
vodene 11 12 i u DMSO

N14
o

N&l

F2: 20,62%
-
= —— —

DN4 N12
B2
N ] ons B
1 DH4 22 H21 H24
1 Dr—}_iés 53'3 ﬁ? 9
© Dgizl

o Active
F1: 55,08%

Slika 17. Graficki prikaz faktorskih koordinata slu¢ajeva vodenih i DMSO rastvora
karvakrola u odnosu na vrstu i na¢in pripreme rastvora (ru¢no — 1 i ultrazvu¢no — 2),
koncentraciju (1-4), rastvor u DMSO (D), kao i vrstu seruma (N — referentne i H — povisene
vrednosti aktivnosti enzima)

Doktorska disertacija 102



UTICAJ ODABRANIH MONOTERPENA NA AKTIVNOST DIJAGNOSTICKI ZNACAJNIJIH ENZIMA
U KONTROLNOM HUMANOM SERUMU IN VITRO

Grupisanost na osnovu vrste rastvaraca, nacina pripreme vodenih rastvora ili vrste
seruma, moze da se uoci i na grafickom prikazu na Slici 17. U oblasti pozitivnih vrednosti
ordinate (podrucje 1, Slika 17.) grupisani su rastvori koji dovode do inhibicije u N-serumu, a
koji su pripremljeni u obe vrste rastvaraca i na oba nacina pripreme vodenih rastvora. U
oblasti ispod x ose nalaze se rastvori koji inhibiraju posmatrane enzime u H-serumu
(podrucje 2, Slika 17.). Odstupanje se graficki javlja samo za N-serum (podrucje 3, Slika 17.,
rastvori N2, i DNj) zbog toga §to su odstupanja sa istim predznakom (oba negativna). Moze
se zakljuciti da PCA pokazuje grupisanost podataka prema vrsti seruma.

Statisticka obrada podataka obuhvatila je 1 klaster analizu koja je omogucila
grupisanje enzima na osnovu uticaja koji je karvakrol imao na njih. Sa Slike 18. se vidi da je
rezultat klaster analize izdvajanje tri klastera, od kojih prvi klaster obuhvata enzime: CK,
ALP, AMY i AST, drugi klaster sadrzi GGT i ALT, a dok tre¢em klasteru pripada LDH.
Unutar klastera 1 nalaze se tri potklastera, pri ¢emu je unutar potklastera koji obuhvata CK i

ALRP sli¢nost najveca.

Tree Diagram for 7 Variables
Ward's method
Euclidean distances
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AMY

AST

GGT

ALT

LDH

3

0 20 40 60 80 100 120
Linkage Distance

Slika 18. HCA dendogram vodenih i DMSO rastvora karvakrola u odnosu na aktivnost
ispitivanih enzima

Dosadasnji rezultati ukazuju da je za aktivnost karvakrola na 7 odredivanih enzima od
znaCaja vrsta seruma, Sto potvrduje i HCA slucaja (Slika 19.) Klaster analiza (HCA)

omogucava grupisanje u dva klastera prema vrsti seruma. Prvi klaster se sastoji od vodenih i
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DMSO rastvora koji su ispitivani za N-serum, dok se drugi sastoji od svih rastvora terpena
koji su delovali u H-serumu.

U prvom klasteru rastvora za N-serum uocavaju se dva potklastera (A i B). Prvi (A)
¢ine svi vodeni rastvori pripremljeni rué¢nim mesanjem i po jedan DMSO i vodeni rastvori
pripremljen ultrazvucno. Sli¢nost pokazuju rastvori Ni1-Ny4 kao i Nij,-NDs, dok su u ovom
potklasteru i rastvori Ni3-Nps. Drugi potklaster (B) prvog klastera ¢ine ultrazvu¢no
pripremljeni vodeni i DMSO rastvori. Medusobno pokazuju slicnost slede¢i parovi rastvora:
N21/N24, ND2/NDy, kao i Noo/ND;.

U drugom klasteru rastvora za H-serum, takode se izdvajaju dva potklastera (C i D)-
prvi (C) ¢ine svi vodeni rastvori koji su pripremljeni ru¢no i kao DMSO rastvori, a drugi (D)
svi ultrazvu¢no pripremljeni rastvori. U prvom potklasteru (C) najveéu sli¢nost pokazuju
rastvori Hyi/Hyg, Hiz/HD1, kao i Hi2/HD, Ovom potklasteru pripadaju i rastvori HD3 /HD..

U drugom potklasteru (D) najvecu sli¢nost pokazuju Ha1/Ha4, kao i Hao/Has.

Tree Diagram for 24 Cases
Ward's method
Euclidean distances
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Slika 19. HCA dendogram vodenih i DMSO rastvora karvakrola u odnosu na vrstu i na¢in
pripreme rastvora (ru¢no — 1 i ultrazvuéno — 2), koncentraciju (1-4), rastvor u DMSO (D),
kao i vrstu seruma (N — referentne i H — povisene vrednosti aktivnosti enzima)

Rezultati dobijeni na osnovu PCA 1 HCA analize slu¢ajeva su potpuno podudarni i
potvrduju moguénost razlikovanja inhibicije na osnovu vrste seruma kada su u pitanju i

vodeni i DMSO rastvori karvakrola.
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4.2.2. Uticaj

Ispitivanih enzima

vodenih

DMSO rastvora

linalola na aktivnost

Statisticka analiza linalola, poc¢inje formiranjem sa korelacione matrice koju prikazuje

Tabela 47. Na osnvu vrednosti iz Tabele 47., za dalju statisticku analizu u obzir se uzimaju

sve varijable, tako da se potom vrSi preraCunavanje svojstvenih vrednosti (eigenvalues).

Dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 48.

Prvi faktor ima svojstvenu vrednost od 5,22 dok sledec¢a dva faktra imaju vrl sli¢ne

vrednsti 0,57 1 0,54. PoSto prvi faktor ima devet puta vecu vrednst od sledeceg, drugog faktra,

jasno je i da je samo njime mguce objasnjavanje 74,63% ukupne varijanse medu varijablama.

Drugi faktr objasnjava objasnjava 8,20%, a tre¢i 7,72% ukupnog varijabiliteta podataka. Sve

to ukazuje da prva dva faktora objasnjavaju 82,83% ukupnog varijabiliteta, dok je sacetiri

faktora moguce objasniti ¢ak 95,00% varijabiliteta.

Tabela 47. Korelaciona matrica uticaja vodenih i DMSO rastvora linalola na sedam enzima u

N i H-serumu

Enzim CK LDH AMY ALP GGT AST ALT

CK 1,00

LDH 0,71 1,00

ALP 0,85 0,65 1,00

GGT 0,71 0,82 0,68 1,00

AST 0,53 0,53 0,59 0,56 1,00

ALT 0,77 0,82 0,54 0,72 0,61 1,00

AMY 1,00 0,71 0,85 0,71 0,53 0,77 1,00
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Tabela 48. Svojstvene vrednosti korelacione matrice uticaja vodenih i DMSO rastvora

linalola na sedam enzima u N i H serumu

Svojstvene vrednosti koleracione matrice

Svojstvena Totalna Kumulativne Kumulativna

vrednost varijansa % svojstvene vrednosti varijansa %
1 5,22 74,63 5,22 74,63
2 0,57 8,20 5,79 82,83
3 0,54 7,72 6,34 90,56
4 0,31 4,43 6,64 95,00
5 0,20 2,98 6,85 97,99
6 0,09 1,39 6,95 99,37
7 0,04 0,62 7,00 100,00

Odredivanje broja faktora (glavnih komponenata) koje treba izdvojiti moguce je

uraditi 1 graficki (Slika

20.).

Eigenvalue

74,63%

8R1% 7,72%

4,43%
299% 1390 g3

1 2 3

4 5 6 7 8

Eigenvalue number

Slika 20. Graficki prikaz svojstvenih vrednosti za primenu Screen test metoda ispitivanja
uticaja vodenih i DMSO rastvora linalola na sedam enzima u N i H-serumu
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Na dijagramu su faktori poredani u opadajuc¢i niz pa je dobijena izlomljena linija
opadajuc¢a. Kako nakon drugog faktora linija kojom su svojstvene vrednosti faktora spojene
naglo menja pravac (Slika 20.), dalja statisticka tumacenja mogu se dobiti razmatranjem

samo prva dva faktora (82,83% objasnjenog varijabiliteta).

Tabela 49. Faktorske koordinate varijabli ispitivanja uticaja vodenih i DMSO rastvora

linalola na sedam enzima u H i N-serumu

Faktorske koordinate varijabli

2 — o~ ™ < To) © N~
o} - - - - - - -
.fﬁ (@) (@) (@) (@] (@] (@] (@]
= k] v v v v v <
© © © (4] © © © (9]
> L L L LL LL LL L
CK -0,89 0,13 -0,23 0,28 0,14 -0,02 -0,12
LDH -0,89 -0,33 -0,05 -0,12 -0,19 -0,19 -0,03
ALP -0,86 0,42 -0,21 -0,05 0,02 -0,09 0,12
GGT -0,87 -0,22 -0,05 -0,32 0,27 0,08 -0,00
AST -0,72 0,23 0,63 -0,02 0,03 -0,03 -0,03
ALT -0,87 -0,35 0,13 0,31 0,00 0,05 0,10
AMY -0,92 0,15 -0,08 -0,07 -0,26 0,19 -0,02

Faktorske koordinate varijabli ispitivanja uticaja vodenih i DMSO rastvora linalola na
sedam enzima u H i N-serumu su prikazane u Tabeli 49. Prvi faktor ima visoko faktorsko
optereéenje negativnog predznaka na svim varijablama, sa najmanjom apsolutnom vrednosc¢u
za AST (-0,72), preko ALP, GGT, ALT, CK i LDH do najvece vrednosti za AMY (-0,92), §to
znac¢i da je prvi faktor negativno korelisan sa svim enzimima. Enzimi GGT, LDH i ALT
imaju negativni predznak faktorskog opterecenja i za drugi factor. Ova tri enzima ukupno
imaju najvece negativno faktorsko opterecenje prva dva faktora, zbog Cega se i1 nalaze u
istom odsecku PCA dijagrama na Slici 21. Takode, linalol na njih ispoljava manji inhibitorni
efekat u odnosu na preostale enzime. ALP ima najmanju vrednost ukupnih faktorskih
optere¢enja prvog i drugog faktora, slede AST, CK, i na kraju AMY. Na Slici 21. prikazan je

PCA dijagram za uticaj rastvora linalola na aktivnost ispitivanih enzima.
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PCA uticaja rastvora linalola na enzime
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Slika 21. PCA dijagram uticaja vodenih i DMSO rastvora linalola u odnosu na aktivnost

ispitivanih enzima

Ako se PCA analiza (Tabela 50.) primeni na i slu¢ajeve, moze se uociti da pozitivna

faktorska optereCenja prvog faktora imaju rucno meSani vodeni rastvori sve Cetiri

koncentracije u N-serumu i ultrazvuéno mesani rastvori u H-serumu. Negativna opterecenja

imaju vodeni rastvori pripremljeni ultrazvu¢no u N-serumu, ru¢no u H serumu, kao i DMSO

rastvori u N i H-serumu, sa izuzetkom Hjs koji ima pozitivno opterecenje prvog faktora.

Pozitivno faktorsko opterecenje drugog faktora pokazuju vodeni rastvori pripremljeni ru¢nim

i ultrazvuénim meSanjem u N-serumu (sa izuzetkom Niz i Nag), ultrazvucéno pripremljeni

vodeni rastvori u H-serumu (sa izuzetkom H,3), kao i DMSO rastvori u N-serumu. Negativno

faktorsko optere¢enje drugog faktora imaju vodeni rastvori pripremljeni ultrazvuénim

mesanjem u H-serumu kao i DMSO rastvori u H-serumu.
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Tabela 50. Faktorske koordinate sluajeva u odnosu na vrstu i nacin pripreme rastvora

linalola i vrstu seruma

Koordinate faktora slucaja na osnovu korelacije

E g K K G S g G

177) LL LL LL LL LL LL LL

Ni1 2,27 0,55 1,68 -0,96 0,53 -0,01 -0,14
\IP) 1,38 0,78 -0,43 0,79 0,01 0,39 -0,48
N3 1,74 -0,09 0,35 -1,46 -0,44 0,37 0,14
Nig 1,11 0,28 1,53 1,19 0,35 0,11 0,03
N> -2,14 0,34 -0,70 0,13 0,85 0,33 -0,05
N2 -3,50 0,82 0,12 0,04 -0,25 -0,36 -0,15
N2s -2,69 0,99 -0,25 -0,72 0,24 -0,09 -0,01
N24 -1,53 -0,13 -0,25 -0,74 0,10 0,52 -0,02
Hip -0,20 -0,90 0,39 0,03 -0,06 -0,01 -0,10
Hi, -0,87 -1,06 0,33 0,14 -0,01 -0,14 0,12
His -1,27 -0,87 0,30 0,22 0,05 -0,10 0,028
Hiy 0,36 -0,91 -0,40 -0,10 -0,13 0,01 -0,19
Ha 3,05 0,51 -0,21 0,08 0,02 -0,90 0,13
H2, 4,52 0,53 -0,73 -0,04 0,15 -0,03 -0,16
Has 3,35 -0,04 -0,52 0,41 0,25 0,15 0,38
Hoq 4,39 0,12 -0,97 -0,02 -0,20 0,07 0,02
ND; -2,40 1,24 0,44 0,09 0,62 -0,05 0,39
ND, -3,01 -0,02 -1,50 0,03 0,12 -0,14 -0,09
ND3 -1,54 0,55 -0,46 0,03 -0,59 -0,20 0,09
ND4 -0,94 0,95 0,69 0,575 -1,45 0,38 0,08
HD; -0,77 -1,05 0,53 0,41 0,39 0,12 -0,16
HD, -0,60 -1,07 -0,55 0,21 -0,05 0,24 0,41
HD; -0,40 -0,95 0,31 -0,06 -0,20 -0,28 -0,06
HD, -0,29 -0,55 0,27 -0,29 -0,29 -0,38 -0,22

N — serum referentne aktivnosti enzima; H — serum poveéane aktivnosti enzima; 1 - ruéno pripremljeni vodeni
rastvori terpena; 2 - ultrazvu¢no pripremljeni vodeni rastvori terpena; 1-4 - koncentracija rastvora terpena za C1-
C4; D - rastvor terpena u DMSO.
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Slika 22. Grafic¢ki prikaz faktorskih koordinata slu¢ajeva vodenih i DMSO rastvora linalola
U odnosu na vrstu i na¢in pripreme rastvora (ru¢no — 1 i ultrazvu¢no — 2), koncentraciju (1-4),
rastvor u DMSO (D), kao i vrstu seruma (N — referentne i H — poviSene vrednosti aktivnosti
enzima)

Grupisanost sluc¢ajeva na PCA dijagramu linalola (Slika 22.) u tri grupe izvrSena na
snovu vrste seruma ili nac¢ina pripreme vodenih rastvora. Prvu grupu (Slika 22., podrucje 1)
¢ine vodeni rastvori pripremljeni ru¢nim (N-serum) ili ultrazvuénim (H-serum) meSanjem
koji imaju pozitivna optere¢enja i prvog i drugog faktora, pa se nalaze u pozitivnom delu
grafika. Drugu grupu (Slika 22., podru¢je 2) ¢ine samo rastvori N-seruma — vodeni,
pripremljeni ultrazvuénim meSanjem i DMSO rastvori. Oni imaju negativno faktorsko
opterecenje prvog, a pozitivno drugog faktora. Poslednju, trecu grupu (Slika 22., podrucje 3),
¢ine rastvori za H-serum: vodeni pripremljeni ruénim meSanjem i DMSO rastvori. Kako su
njihova faktorska optere¢enja sa negativnim predznakom, smeSteni su ispod x-0se, U
negativnom delu, sa odstupanjem jednog rastvora His. On ima pozitivno faktorsko
optere¢enje prvog faktora, pa se nalazi sa druge strane y-0se u odnosu na sve druge rastvore
iZ ove grupe.

Podaci koji su bili predmet PCA analize bili su podvrgnuti i HCA analizi, a rezultati
HCA analize su predstavljeni kao klaster dijagram (Slika 23.), dobijen primenom Vardove
metode u odnosu na sedam ispitivanih enzima. Na Slici 23. uocavaju se dva klastera. U

prvom Kklasteru su CK, ALP i AMY. Drugi Klaster se sastoji od tri potklastera. Prvi
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saCinjavaju LDH 1 ALT, drugi GGT a tre¢i AST. Najvecu sli¢nst u procentu inhibicije

linalola pokazuju LDH 1 ALT tako da se oni i nalaze na najmanjem medusobnom rastojanju.

Tree Diagram for 7 Variables
Ward's method
Euclidean distances
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Slika 23. HCA dendogram vodenih i DMSO rastvora linalola u odnosu na aktivnost
ispitivanih enzima

Klaster analiza izvedena primenom Vardove metode prikazana je na Slici 26., i u
potpunosti potvrduje grupisanost dobijenu pri PCA analizi. Uuocava se postojanje dva
klastera. U prvom klasteru nalaze se samo vodeni rastvori 1 to pripremljeni ruénim meSanjem
za N-serum (prvi potklaster A sa rastvorima Nii, Ni3,N12, i N14) i ultrazvu¢nim mesanjem za
H-serum (drugi potklaster B koji obuhvata rastvore Ha;, Has  H2, Hos). Sli¢nost medusobno
pokazuju sledeci parovi rastvora: Nii/ Nig N12/Nig, Hz1/Haz, Kao i Hao/Hag.

Drugi klaster se na rastojanju (linkage distance) od 90 deli na dva potklastera (C i D).
Prvi potklaster (C) u svom sastavu ima DMSO i vodene rastvore pripremljene ultrazvué¢nim
mesanjem. Rastvori u njemu su grupisani u dva potpotklastera (c; i ;). Prvi (c1) obuhvata pet
rastvora, Najmanje rastojanje je izmedu rastvora Nj3/NDj, U drugom potpotklasteru (c;)

najvecu slicnost pokazuju rastvori Nog/ND3,
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Tree Diagram for 24 Cases
Ward's method
Euclidean distances
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Slika 24. HCA dendogram vodenih i DMSO rastvora linalola u odnosu na vrstu i nacin
pripreme rastvora (ru¢no — 1 i ultrazvuéno — 2), koncentraciju (1-4), rastvor u DMSO (D),
kao i vrstu seruma (N — referentne i H — poviSene vrednosti aktivnosti enzima)

Drugi potklaster (D) drugog klastera sastoji se iz DMSO i vodenih rastvora
pripremljenih ruénim mesanjem za H-serum. Tih 6 rastvora su podeljeni u dva potpotklastera
(d1 i dy) koji se karakteriSu time da su rastojanja izmedu parova u oba potpotklastera ista. Ista
sli¢nost postoji izmedu rastvora Hy;/HD3 kao | izmedu rastvora Hio/His. Paru Hi/HD3 se
pridruzuje rastvor HD,4 na istoj udaljenosti na kojoj se paru Hi,/Hi3 pridruzuje rastvor HD;.

Kao i kod karvakrola (poglavlje 4.2.1.) i kod rastvora linalola postoji potpuna
podudarnost kod grupisanja slucaja PCA 1 HCA analize. Naime, podela na tri grupe rastvora
je prema intenzitetu inhibicije koju postizu u obe vrste seruma. Tako su u jednoj grupi
rastvori koji postizu najmanju inhibiciju u vrsti seruma (ru¢no meSani vodeni rastvori za N-
serum 1 ultrazvuéno mesani vodeni rastvori za H-serum). Drugu grupu c¢ine vodeni
ultrazvu¢no pripremljeni 1 DMSO rastvori za N-serum koji postizu srednje 1 velike procente
inhibicije u N-serumu. Tre¢u grupu takode Cine rastvori koji dostizu srednje 1 velike procente

inhibicije, ali u H-serumu (ru¢no mecani vodeni i DMSO rastvori).
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4.2.3. Uticaj vodenih i DMSO rastvora nerola na aktivnost ispitivanih

enzima
Prvi korak u statistickoj analizi nerola je izrada korelacione matrice (Tabela 51.), a na

osnovu vrednosti procenata inhibicije predstavljenih u Tabelama 15. — 42.

Tabela 51. Korelaciona matrica uticaja vodenih i DMSO rastvora nerola na sedam enzima u

N i H-serumu
Enzim CK LDH ALP GGT AST ALT AMY
CK 1,00
LDH 0,82 1,00
ALP 0,62 0,68 1,00
GGT 0,59 0,69 0,53 1,00
AST 0,64 0,62 0,83 0,35 1,00
ALT 0,81 0,63 0,64 0,43 0,68 1,00
AMY 0,76 0,74 0,74 0,30 0,83 0,69 1,00

Korelaciona matrica pokazuje da je moguce svih sedam varijabli uvrstiti u analizu.

Preracunavanjem svojstvenih vrednosti (eigenvalues) za nerol (Tabela 52.), doslo se do
vrednosti prvog faktora od 4,96 kojom moze da se objasni 70,87% varijanse. Do poslednjeg
faktora sve svojstvene vrednosti su vece od jedinice.

Uz pomoc¢ prva cetiri faktora moze da se objasni 95,54% varijanse medu varijablama,
a sa prva dva 83,47% ukupnog varijabiliteta. Kumulativnu varijansu svojstvenih vrednosti
(Tabela 52.) moguce je prikazati i graficki (Slika 25.). Grafik na Slici 25. pokazuje da su
faktori poredani u opadajuci niz pri ¢emu jeizmedu prva dva faktora je naveci pad nagiba
linije, izmedu drugog i petog faktora je vrlo blag, dok je posle petog faktora linija gotovo
horizontalna. I na osnovu grafika (Slika 25.) je jasno da se za dalju statisticku analizu mogu

koristiti samo prva dva faktora (objasnjavaju 83,47% ukupnog varijabiliteta).
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Tabela 52. Svojstvene vrednosti korelacione matrice uticaja vodenih i DMSO rastvora nerola

na sedam enzima u N i H-serumu

Svojstvene vrednosti korelacione matrice

Svojstvena Totalna Kumulativne Kumulativna
vrednost varijansa % svojstvene vrednosti varijansa %
1 4,96 70,87 4,96 70,87
2 0,88 12,60 5,84 83,47
3 0,50 7,23 6,34 90,70
4 0,33 4,83 6,68 95,54
5 0,13 1,87 6,81 97,42
6 0,10 1,50 6,92 98,93
7 0,07 1,06 7,00 100,00
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Slika 25.Graficki prikaz svojstvenih vrednosti za primenu Screen test metoda ispitivanja
uticaja vodenih i DMSO rastvora nerola na sedam enzima u N i H-serumu
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Tabela 53. Faktorske koordinate varijabli ispitivanja uticaja vodenih i DMSO rastvora nerola

na sedam enzima u H i N-serumu

Faktorske koordinate varijabli

i) — IV ™ <t Lo © ~
o} - - - - - — -
© o O o o o (=) o
= A2 v v kv < < <
(] © 3] © © © [5] ©
> LL LL LL LL LL L LL
CK -0,89 0,13 -0,34 -0,06 -0,09 0,17 -0,12
LDH | -0,88 0,26 -0,02 -0,30 0,12 -0,17 -0,06
ALP -0,86 -0,12 0,40 0,14 0,18 0,12 -0,05
GGT | -064 071 0,19 0,10 -0,10 0,01 0,10
AST -0,85 -0,37 0,22 0,06 -0,22 -0,11 -0,06
ALT -0,83 -0,08 -0,36 0,36 0,08 -0,09 0,05
AMY | -0,87 -0,34 -0,03 -0,25 -0,02 0,07 0,18

Iz Tabele 53. je uocljivo da je prvi faktor definisan visokim negativnim faktorskim

optereéenjima svih varijabli koje se kre¢e od -0,64 za GGT do -0,89 za CK a $to pokazuje da

je negativno korelisan sa svim enzimima. Negativni predznak faktorskog opterecenja drugog
faktora zadrzavaju ALT, ALP, AMY i AST (-0,08 do -0,37). Preostala tri enzima (CK, LDH i

GGT) imaju pozitivno optere¢enje drugim faktorom, koje je kod GGT po brojnoj vrednosti

vece od negativnog opterecenja prvog faktora §to ga izdvaja u odnosu na sve ostale enzime

na Slici 26.

Dobijeni rezultati inhibicije sedam enzima nerolom mogu da se posmatraju i u

koordinatnoj ravani c¢ije su koordinatne ose ekstrahovani faktori (Slika 26.) Na Slici 26. se

jasno uocava da se tri enzima (CK, LDH i GGT), koja su imala i pozitivna i negativna

faktorska opterecenja prvog i drugog faktora, nalaze u istom odsecku PCA dijagrama. Ostala

cetiri enzima (AKP, AST, ALT 1 AMY), koji su imali negativna optereCenja oba faktora,

nalaze se u drugom odsecku PCA dijagrama, Sto u potpunosti podrzava podatke iz Tabele 53.
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PCA uticaja rastvora nerola na enzime
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Slika 26. PCA dijagram vodenih i DMSO rastvora nerola u odnosu na aktivnost ispitivanih
enzima

Faktorska optere¢enja za slucajeve prikazana su u Tabeli 57. Pozitivna faktorska
optereéenja prvog faktora imaju ru¢no mesani vodeni rastvori u N-serumu (sa izuzetkom Nia)
i ultrazvuéno mesani rastvori u H-serumu. Negativna faktorska optere¢enjaimaju vodeni
rastvori pripremljeni ultrazvu¢no u N-serumu, ruéno pripremljeni u H-serumu (sa izuzetkom
Hisi Hig), kao i rastvori DMSO u N i H-serumu (sa izuzetkom HD,). Faktorsko opterecenje
drugog faktora pokazuje da pozitivno opterecenje imaju vodeni rastvori pripremljeni ru¢nim
mesanjem u H-serumu kao i DMSO rastvori u H-serumu. Negativno faktorsko opterecenje
drugog faktora imaju na oba nacina pripremljeni vodeni rastvori u N-serumu i DMSO
rastvori u N-serumu (sa izuzetkom N4, Ny i ND;j), kao i ultrazvuénim meSanjem
pripremljeni rastvori u H-serumu (sa izuzetkom Hay).

Grupisanost pozitivnih 1 negativnih faktorskih opterecenja prvim i1 drugim faktorom
na grafiku (Slika 27.) ne omogucava razgrani¢enja po vrsti seruma ili nacinu meSanja
vodenih rastvora ili prema vrsti rastvaraca kao $to je to bio slucaj kod karvakrola (poglavlje

4.2.1) ili linalola (poglavlje 4.2.2).
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Tabela 54. Faktorske koordinate slu¢ajeva u odnosu na vrstu i na¢in pripreme rastvora nerola

i vrstu seruma

Koordinate faktora slucaja na osnovu korelacije

2z = = e N pi i =

Gl e e e e e = e

= G $ $ i i i i

7)) L L L L L L L

N11 0,07 -0,51 -0,49 -0,54 0,13 -0,32 -0,36
N1z 1,61 -0,54 -0,04 -1,01 -0,42 -0,21 0,33
Ni3 1,94 -0,574 -0,70 0,50 -0,07 -0,30 -0,42
N14 -0,84 0,02 -0,42 -0,51 0,04 -0,17 0,42
N21 -2,59 -0,24 0,70 0,37 0,03 -0,48 0,46
N22 -1,88 0,20 0,47 -0,42 -0,33 0,24 -0,20
N2s -0,98 -1,43 0,12 0,52 0,80 0,26 0,15
N24 -1,14 -1,16 0,70 -1,03 -0,05 0,12 -0,32
Hi1 -3,09 1,16 -0,36 0,20 0,13 -0,09 -0,01
Hi, -1,43 1,16 -0,46 0,57 -0,44 -0,25 -0,17
Hais 1,65 0,75 -1,27 -0,19 0,33 0,17 0,49
Hig 0,01 0,42 0,53 -0,75 -0,22 0,67 0,01
Ha1 3,07 -0,08 0,43 0,74 0,31 0,17 -0,21
Ha, 5,36 -0,08 0,04 0,01 -0,31 -0,45 0,23
Has 4,62 -0,22 0,66 0,39 0,30 0,11 -0,09
Has 2,35 0,85 0,07 0,12 -0,13 0,59 0,09
ND; -2,21 0,12 0,62 0,35 0,26 -0,28 0,26
ND; -1,98 -1,29 -0,48 0,07 0,10 0,10 -0,24
ND3 -1,11 -0,86 1,19 0,73 -0,18 -0,17 -0,04
ND4 -0,09 -1,31 -0,53 -0,74 -0,07 -0,13 -0,02
HD; -1,68 0,13 -1,43 0,14 0,37 0,34 -0,02
HD, -0,58 0,25 -0,94 0,83 -0,78 0,07 -0,15
HD; -1,21 0,60 0,93 0,31 -0,36 0,41 0,21
HD,4 0,17 2,64 0,64 -0,72 0,59 -0,41 -0,38

N — serum referentne aktivnosti enzima; H — serum povecane aktivnosti enzima; 1 - ruéno pripremljeni vodeni
rastvori terpena; 2 - ultrazvuéno pripremljeni vodeni rastvori terpena; 1-4 - koncentracija rastvora terpena za C1-
C4; D - rastvor terpena u DMSO.

Doktorska disertacija

117




UTICAJ ODABRANIH MONOTERPENA NA AKTIVNOST DIJAGNOSTICKI ZNACAJNIJIH ENZIMA
U KONTROLNOM HUMANOM SERUMU IN VITRO

PCA za rastvore nerola
vodene I11i 12 i u DMSO

41
i
3 HD4
io
I 1
2 I
g AR
8 (e Iz | 4
- (o] [0
81 HD3 ”'r 4 Hclfﬁo
E 2 leo ive o 21 H22
0 daN2R. o == T HZIEE ]
© 1 NAA 3 )
ND3 00 4
1 ND2NEH NDa
o |
1
2t 3 K
_3 L L . N N N N
6 -4 2 0 2 4 6 8 10 )
o Active
F1:70,87%

Slika 27. Graficki prikaz faktorskih koordinata sluc¢ajeva vodenih i DMSO rastvora nerola u

odnosu na vrstu i nacin pripreme rastvora (ru¢no — 1 i ultrazvucno — 2), koncentraciju (1-4),

rastvor u DMSO (D), kao i vrstu seruma (N — referentne i H — poviSene vrednosti aktivnosti
enzima)

U cetiri obelezena podruéja na Slici 27. rastvori su grupisani na osnovu predznaka
faktorskog opterecenja prvog i drugog faktora. podrucje 1 ¢ine Cetiri rastvora kod kojih su
oba optereCenja pozitivnog predznaka: His, His4, Ho4 | HD4 i karakteristi¢ni su samo za H-
serum. U pitanju su i DMSO 1 vodeni rastvori pripremljeni i1 ruénim 1 ultrazvuénim
mesSanjem. Podruc¢je 2 €ini osam rastvora koji imaju negativno optere¢enje prvim, a pozitivho
drugim faktorom: Ni4, N2z, NDy, Hi1, Hip, HD; HD; | HD3. U ovoj grupi se nalaze sve vrste
rastvora osim ultrazvuéno pripremljenih vodenih rastvora u H-serumu. Podrugje 3 ¢ini Sest
rastvora koja imaju oba faktorska optere¢enja sa negativnim predznakom: Na1 Nas, N2s ND,
ND3 i ND4. To su rastvori u N-serumu koji su pripremljeni u DMSO ili vodeni ultrazvu¢nim
meSanjem. Podrucje 4, takode, Cini Sest rastvora koji imaju pozitivho opterecenje prvim
faktorom, a negativno drugim: N3 Niz, Ni3, Hoi, Haz 1 Has Ovu grupu ¢ine samo vodeni
rastvori pripremljeni ru¢nim mesanjem za N-serum ili ultrazvu¢nim mesanjem za H-serum.

Ako se primeni Vardova metoda klaster analize u odnosu na sedam ispitivanih
klini¢kih enzima, na dobijenom dijagramu se uogava postojanje dva klastera (Slika 28.). Sest

enzima, po dva u paru, imaju ista rastojanja, odnosno pokazuju veliku medusobnu sli¢nost u
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pogledu inhibicije rastvorima nerola. To su parovi CK i ALT (A), kao i LDH i GGT (B), koji
predstavljaju potklastere prvog klastera. Preostali par, AST i AMY (D), predstavlja potklaster
drugog Kklastera u kome se osim njih nalazi i ALP (C). Jedini samostalni enzim na
dendogramu (Slika 28.) je ALP, sa najveéim rastojanjem $§to odgovara Cinjenici da nerol
postiZze najveéi procenat inhibicije upravo na ovom enzimu, U N ili H-serumu, bez obzira da li

je u pitanu vodeni ili DMSO rastvor, rucno ili ultrazvu¢no pripremljen.

Tree Diagram for 7 Variables
Ward's method
Euclidean distances

\(E
= )\ |7 )

7
\

V)

15 20 25 30 35 40 45 50
Linkage Distance

Slika 28. HCA dendrogram vodenih i DMSQO rastvora nerola u odnosu na aktivnost
ispitivanih enzima

Ako se sada sluéajevi predstave graficki na Slici 29. uocava se grupisanje rastvora
terpena u N i H-serumu u dva klastera, gde prvi klaster (1) ima 14 rastvora, dok se drugi (2)
sastoji iz sedam rastvora.

Prvi klaster se sastoji iz dva potklastera (A i B). Prvi potklaster (A) obuhvata 5
rastvora, od kojih sli¢nost pokazuju: N11/NDy, kao i Ni»/H14. Drugi potklaster (B) se sastoji
od dva potpotklastera (by i by) sa slede¢im parovima sli¢nosti: N21/NDj, Noo/HD3 N2s/NDs
kao i N23ND; za by, odnosno Hii/ HD; i Hio/HD, za b, potpotklaster. Karakteristi¢no je i to
da su u prvom Klasteru svi DMSO rastvori (osim HD,) za obe vrste seruma. U drugom
klasteru sli¢nost pokazuju: Ha1/Hz4, kao iH22/Has, dok su rastvori Nis, His 1 HD4 prisutni kao

samostalni.

Doktorska disertacija 119



UTICAJ ODABRANIH MONOTERPENA NA AKTIVNOST DIJAGNOSTICKI ZNACAJNIJIH ENZIMA
U KONTROLNOM HUMANOM SERUMU IN VITRO

Tree Diagram for 24 Cases
Ward's method
Euclidean distances
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Slika 29. HCA dendogram vodenih i DMSO rastvora nerola u odnosu na vrstu i nacin
pripreme rastvora (ru¢no — 1 i ultrazvuéno — 2), koncentraciju (1-4), rastvor u DMSO (D),
kao i vrstu seruma (N — referentne i H — poviSene vrednosti aktivnosti enzima)

4.2.4. Uticaj vodenih i DMSO rastvora geraniola na aktivnost
ispitivanih enzima

Izrada korelacione matrice (Tabela 55.) pretstavlja prvi korak u statisti¢koj analizi
uticaja rastvora geraniola na aktivnost enzima.

Iz Tabele 55. moze se uociti da svaka varijabla ima sve koeficijente korelacije sa
apsolutnom vredno$¢u ve¢om od 0,3 Sto ukazuje da se sve varijable uzimaju za dalju
satisticku analizu. Najpre se izraCunavaju svojstvene vrednosti faktora (glavnih
komponenata). U posmatranoj analizi svojstvena vrednost prvog faktora je 5,15 tako da prvi
faktor objasnjava 73,62% varijance medu varijablama, drugi 12,94%, treci faktor 5,25%, dok
cetvrti objasnjava svega 3,36% Ukupnog varijabiliteta podataka, Sto je prikazano u Tabeli 56.

Sa prva dva faktora moguce je objasniti 86,56% ukupnog varijabiliteta (Tabela 56.),
dok je sa Cetiri faktora moguce objasniti ¢ak 95,18% varijabiliteta. Procentualni udeo svakog

faktora u ukupnoj varijansi moguce je prikazati i graficki (Slika 30.).
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Tabela 55. Korelaciona matrica uticaja vodenih i DMSO rastvora geraniola na sedam enzima

u N i H-serumu

Enzim CK LDH ALP GGT AST ALT AMY
CK 1,00

LDH 0,76 1,00

ALP 0,89 0,63 1,00

GGT 0,86 0,61 0,71 1,00

AST 0,85 0,65 0,77 0,81 1,00

ALT 0,51 0,57 0,21 0,39 0,36 1,00

AMY 0,90 0,70 0,82 0,79 0,84 0,45 1,00

Tabela 56. Svojstvene vrednosti korelacione matrice uticaja vodenih i DMSO rastvora

geraniola na sedam enzima u N i H-serumu

Svojstvene vrednosti korelacione matrice

Svojstvena Totalna Kumulativne Kumulativna
vrednost varijansa % svojstvene vrednosti varijansa %
1 5,15 73,62 5,15 73,62
2 0,90 12,94 6,05 86,56
3 0,36 5,25 6,42 91,82
4 0,23 3,36 6,66 95,18
5 0,19 2,72 6,85 97,90
6 0,12 1,72 6,97 99,63
7 0,02 0,36 7,00 100,00
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Slika 30. Graficki prikaz svojstvenih vrednosti za primenu Screen test metoda ispitivanja
uticaja vodenih i DMSO rastvora geraniola na sedam enzima u N i H-serumu

Kako je totalna varijansa (izraZzena u %) u opadaju¢em nizu od prvog do sedmog
faktora (Tabela 56.) tako je i linija na Slici 30. opadajuc¢a. Najveéi pad linija ima izmedu
prvog i drugog faktora, od drugog do Cetvrtog blago opada, dok je posle Cetvrtog faktora
denivelacija zanemarljiva, gotovo da ne postoji. Zbog toga je moguce pojednostavljenje
polaznih sedam varijabli na dve nove ¢ime se omogucava objasnjenje 86,56% ukupnog
varijabiliteta. To je razlog zasto ¢e se u daljoj analizi komentarisati samo faktorska
optereCenja prvog i drugog faktora, premda su u Tabeli 57. prikazana optereCenja svih 7
faktora za sve varijable (klinicke enzime).

U Tabeli 57. uocljivo je da prvi faktor ima visoko faktorsko optereé¢enje negativnog
predznaka na svim varijablama i ono se kre¢e od ALT (-0,54) do CK (-0,97), §to znaci da je
negativno koreliran sa svim enzimima. Klinicki enzimi CK, AMY, GGT, AST i ALP imaju
negativan predznak faktorskog opterecenja drugog faktora. Ostali enzimi (LDH 1 ALT) imaju
pozitivan predznak faktorskog optere¢enja drugog faktora. Ako se diskutovane vrednosti
prikazu graficki (Slika 31.), u odnosu na faktore 1 i 2, jasno se uocava da su enzimi koji
imaju oba negativna faktorska optere¢enja smesteni u jedan odseCak PCA dijagrama. Enzimi
sa pozitivnim drugim faktorskim optere¢enjem (LDH 1 ALT) nalaze se u drugom odsecku

PCA dijagrama na Slici 31.
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Tabela 57. Faktorske koordinate varijabli ispitivanja uticaja vodenih i DMSO rastvora

geraniola na sedam enzima u H i N-serumu

Faktorske koordinate varijabli

2 — o\ ™ < To) © ~
o] - — — — — — —
© o o o o o o o
= < x < x v v v
] © (4] (4] © © (4] ©
> LL L L LL LL LL LL
CK -0,97 -0,04 0,06 -0,09 0,09 0,04 0,13
LDH -0,81 0,28 0,41 0,26 0,04 -0,03 -0,05
ALP -0,86 -0,34 0,21 -0,23 0,10 0,11 -0,07
GGT -0,88 -0,12 -0,31 0,22 0,23 -0,02 -0,03
AST -0,90 -0,17 -0,14 0,11 -0,31 0,14 -0,03
ALT -0,54 0,80 -0,14 -0,15 0,04 0,06 -0,02
AMY -0,93 -0,08 -0,04 -0,13 -0,12 -0,28 -0,01
PCA uticaja rastvora geraniola na enzime
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Slika 31. PCA dijagram uticaja vodenih i DMSO rastvora geraniola u odnosu na aktivnost

ispitivanih enzima
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Tabela 58. Faktorske koordinate sluajeva u odnosu na vrstu i nacin pripreme rastvora

geraniola i vrstu seruma

Koordinate faktora slucaja na osnovu korelacije

2 = . e N pl i =

3 e e e e e e e

= s E S S S g g

7 L L L L L Lo Lo

N11 1,76 0,55 -0,27 -0,32 -0,86 -0,36 -0,20
N12 2,04 -0,01 -0,68 -0,36 -0,28 -0,43 0,30
N13 -0,51 -0,06 0,08 -0,33 -0,08 0,07 -0,04
N14 2,02 -0,49 -0,83 0,39 -0,41 -0,53 -0,03
N21 -3,61 -1,47 0,03 0,70 0,14 -0,17 -0,04
N2z -3,24 -0,64 -0,47 -0,11 0,08 0,14 -0,16
N2s -2,40 -0,47 0,30 -0,34 0,33 -0,16 0,03
N24 -2,23 0,20 1,24 -0,32 -0,91 0,01 0,33
Hi1 -0,86 1,39 -0,18 0,17 -0,15 0,07 -0,22
Hi, -1,36 1,55 -0,18 -0,01 0,08 0,18 0,01
Hais 0,56 0,65 -0,06 0,78 0,19 -0,41 0,23
His -0,59 0,89 0,03 0,34 0,03 -0,21 -0,02
Ha1 4,37 -1,16 0,50 0,23 0,60 -0,10 0,16
Ha, 4,00 -1,52 0,47 0,25 0,26 0,46 -0,06
Has 2,83 -0,16 0,25 -0,43 0,12 0,11 -0,13
Ha4 2,30 0,08 -0,17 -0,57 0,04 -0,02 -0,24
ND; -3,67 -1,24 -0,03 0,61 0,14 -0,12 -0,10
ND; -1,16 -0,54 -1,21 -0,31 -0,13 0,56 0,22
ND3 -1,47 -1,32 0,53 -0,89 -0,22 -0,16 -0,07
ND4 -0,20 0,48 0,88 -0,41 0,25 0,39 0,03
HD; -0,79 1,70 -0,03 -0,11 0,79 0,28 0,07
HD, -0,02 0,96 0,18 -0,16 0,74 -0,65 -0,03
HD; 0,79 -0,09 -1,19 0,12 -0,06 0,61 0,07
HD,4 1,48 0,71 0,83 1,12 -0,70 0,44 -0,09

N — serum referentne aktivnosti enzima; H — serum povecéane aktivnosti enzima; 1 - ruéno pripremljeni vodeni
rastvori terpena; 2 - ultrazvu¢no pripremljeni vodeni rastvori terpena; 1-4 - koncentracija rastvora terpena za C1-
C4; D - rastvor terpena u DMSO.
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Vrednosti PCA za slu¢ajeve prikazane su u Tabeli 58. Pozitivno faktorsko optereéenje
prvog faktora imaju vodeni rastvori pripremljeni ru¢nim meSanjem za N serum (sa izuzetkom
rastvora Ni3) i vodeni rastvor pripremljen ultrazvuénim meSanjem za H-serum. Negativna
faktorska optereCenja prvog faktora imaju vodeni rastvori za H-serum (sa izuzetkom Hjs),
pripremljeni ru¢nim meSanjem, kao i vodeni rastvori pripremljeni ultrazvu¢no za N-serum i
DMSO rastvori za N i H-serum (sa izuzetkom HD; i HD;). Rastvori u DMSO za H-serum je
karakteristi¢an po tome Sto ima pozitivna faktorska opterecenja drugim faktorom (sa
izuzezkom HD3), kao i vodeni rastvor ru¢no mesan za H-serum. Negativno optereCenje
drugog faktora imaju vodeni rastvori pripremljeni ru¢no i ultrazvu¢no za N-serum (sa
izuzetkom N1 i Nag), kao i ultrazvuéno pripremljen vodeni rastvor za H-serum (sa izuzetkom
Hy4). Osim pomenutih, negativna opterecenja drugog faktora ima jo§ i DMSO rastvor za N-
serum (sa izuzetkom ND,).

Grupisanost rastvora geraniola na osnovu nacina pripreme vodenih rastvoraili vrste
seruma ili vrste rastvaraca, a u pogledu delovanja na sedam klini¢kih enzima ne postoji (Slika

32.).
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Slika 32.Graficki prikaz faktorskih koordinata slucajeva vodenih i DMSO rastvora geraniola
U odnosu na vrstu i nacin pripreme rastvora (ru¢no — 1 i ultrazvuc¢no — 2), koncentraciju (1-4),
rastvor u DMSO (D), kao i vrstu seruma (N — referentne i H — poviSene vrednosti aktivnosti
enzima)
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Podrucje 1 sa Slike 32. ¢ine Cetiri rastvora koja imaju oba pozitivna znaka faktorskih
optere¢enja: N1, Hiz Hog | HD4. Podrugje 2 ¢ini sedam rastvora i vodenih i DMSO, za obe
vrste seruma: Nas, Hi1, Hiz, His, NDy4, HD; | HD», a koji imaju negativan predznak prvog i
pozitivan drugog faktorskog optere¢enja. Podrucje 3 se takode sastoji od sedam rastvora sa
oba negativna predznaka. U ovoj grupi su i vodenih i DMSQO rastvori, ali samo za N-serum:
Ni13, N1, N2z, N3 ND; ND; i NDs. Poslednja, grupa 4 sadrzi rastvore pzitivnog prvog i
negativnog drugog opterecenja, pet vodenih N1z, Nig, H21, Hoz 1 Haz 1 jedan DMSO rastvor
HDs.

Klaster analiza uradena primenom Vardove metode prikalzana je na Slici 36. sa koje
se moze uociti da ALT i LDH, enzimi koji su se izdvojili pri PCA analizi sa pozitivnhim
faktorskim optereCemjem drugog faktora, i pri HCA predstavljaju jedan klaster (2) jer
pokazuju veliku sli¢nost. Sli¢nost pokazuju i enzimi AST i AMY, koji su potklaster u
klasteru 1 koji ¢ine zajedno sa CK, ALP i GGT. Enzim CK koji je ostvario najvece rastojanje

na dendogramu pokazuje i najvecu inhibiciju rastvorima geraniola.

Tree Diagram for 7 Variables
Ward's method
Euclidean distances

CK

ALP

AST

AMY

GGT

LDH

ALT

15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Linkage Distance

Slika 33. HCA dendogram vodenih i DMSO rastvora geraniola u odnosu na aktivnost
ispitivanih enzima

Ako se rastvori geraniola podvrgnu HCA dobija se dendogram prikazan na Slici 36.
Na njemu se mogu uociti dva klastera. Klaster 1 se sastoji od osam rastvora, od koji slicnost

pokazuju potklasteri Njp/Nis (A) Has/Has (B) kao i Hai/Hp, (C). U klasteru 1 nalaze se i
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pojedinacni rastvori: N1 i HD,4. Klaster 2 se sastoji od 16 rastvora koji su organizovani kroz
dva potklastera. Prvi potklaster (D) karakteristi¢an je po tri potpotklastera. Prvi potpotklaster
(d1) ima dva para rastvora istog rastojanja: Ni3/NDg4, i Hi3/HD,, dok drugi (dy) ima par
rastvora Hi1/Hi4 kao i dva pojedinac¢na Hiyz | HD; Treci potpotklaster (ds) ima Cetiri rastvora,
takode organizovanih u dva para rastvora istog rastojanja: NDo/HD3 kao i N4/NDs3. Drugi
potklaster (E) klastera 2 se sastoji od dva para rastvora: (e1) N21i/ND; i (e2) N2o/Ngs, od kojih

N21/ND; ima najmanje rastojanje na dendogramu.

Tree Diagram for 24 Cases
Ward's method
Euclidean distances
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Slika 34. HCA dendogram vodenih i DMSO rastvora geraniola u odnosu na vrstu i na¢in
pripreme rastvora (ru¢no — 1 i ultrazvuéno — 2), koncentraciju (1-4), rastvor u DMSO (D),
kao i vrstu seruma (N — referentne i H — povisene vrednosti aktivnosti enzima)

4.2.5. Zajednicki uticaj vodenih i DMSO rastvora karvakrola,

nerola, linalola i geraniola na aktivnost ispitivanih enzima
StatistiCka obrada svih rezultata (Tabele 15. - 42.) delovanja vodeih rastvora cetiri
terpena: karvakrola, linalola, nerola i geraniola pripremljenih u ¢etiri koncentracije (C1-Cy),
na dva nacina (I i I,), kao i DMSO rastvora navedenih terpena na sedam ispitivanih enzima u
dve vrste seruma (N i H-serum) pocinje izradom korelacione matrice (Tabela 59.).
Korelaciona matrica sadrzi faktorska opterecenja za svaku varijablu na svakom faktoru.
Svih sedam varijabli mogu da budu ukljuc¢ene u analizu na osnovu teorijskih postavki

(Kinnear & Gray, 1994), posto se iz korelacione matrica moze uociti da svaka varijabla ima

Doktorska disertacija 127



UTICAJ ODABRANIH MONOTERPENA NA AKTIVNOST DIJAGNOSTICKI ZNACAJNIJIH ENZIMA
U KONTROLNOM HUMANOM SERUMU IN VITRO

sve koeficijente korelacije sa apsolutnom vredno$¢u ve¢om od 0,3. PreraCunate svojstve

vrednosti (eigenvalues) su predstavljene u Tabeli 60.

Tabela 59. Korelaciona matrica uticaja vodenih i DMSO rastvora karvakrola, linalola, nerola

i geraniola na sedam enzima u N i H-serumu

Enzim CK LDH ALP GGT AST ALT AMY
CK 1,00

LDH 0,35 1,00

ALP 0,74 0,45 1,00

GGT 0,65 0,38 0,54 1,00

AST 0,54 0,50 0,70 0,48 1,00

ALT 0,51 0,61 0,44 0,50 0,51 1,00

AMY 0,67 0,69 0,78 0,54 0,73 0,62 1,00

Prvi faktor se moZze posmatrati kao najbolji rezime linearnih odnosa prikazanih u
podacima. Drugi faktor se definiSe kao druga najbolja linearna kombinacija varijabli, i on
mora da bude ortogonalan u odnosu na prvi faktor. Da bi se to postiglo, drugi faktor se mora
izvesti iz varijanse koja preostaje nakon $to je prvi faktor ekstrahovan.

U posmatranoj analizi svojstvena vrednost prvog faktora je 4,47. To znaci da prvi
faktor ima je 4,47 puta vecu varijansu od varijanse originalnih standardiziranih varijabli, tako
da objasnjava 63,89% varijanse medu varijablama. Druga svojstvena vrednost od 0,84
ukazuje da drugi faktor ima varijansu samo 0,84 od varijance originalnih standardizovanih
varijabli, te se njime moze da objasni 12,08 % varijanse medu varijablama. Preostale glavne
komponente — faktori objasnjavaju jo§ manji deo ukupne varijanse.

Broj faktora kojima je moguce objasniti ukupni varijabilitet moZze se odrediti 1 graficki
(Slika 35.). Kriterijum screen testa omogucava da se odredi optimalan broj faktora koje treba
izdvojiti pre nego specificna varijansa pocne da dominira nad zajednickom. Ovakvim
pristupom najpre se ekstrahujuse kombinacije varijabli koje objaSnjavaju najve¢i obim
varijanse, a onda produzava na kombinacije koje objasnjavaju sve manje i manje obime

varijanse.
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Tabela 60. Svojstvene vrednosti korelacione matrice uticaja vodenih i DMSO rastvora

karvakrola, linalola, nerola i geraniola na sedam enzima u N i H serumu

Svojstvene vrednosti korelacione matrice

Svojstvena Totalna Kumulativne Kumulativna
vrednost varijansa % svojstvene vrednosti varijansa %
1 4,47 63,89 4,47 63,89
2 0,84 12,08 5,31 75,97
3 0,62 8,90 5,94 84,88
4 0,37 5,37 6,31 90,26
5 0,36 5,24 6,68 95,50
6 0,17 2,47 6,85 97,97
7 0,14 2,02 7,00 100,00
5,0
63,89%
4.5t
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Eigenvalue number

Slika 35. Graficki prikaz svojstvenih vrednosti za primenu Screen test metoda ispitivanja
uticaja vodenih i DMSO rastvora karvakrola, linalola, nerola i geraniola na sedam enzima u
N i H-serumu
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Prva Cetiri faktora, $to odgovara teorijskim postavkama (Cattell, 1966; Kaiser, 1958),
daju udeo objasnjene varijanse od 90,26%, mada se i koris¢ennjem prva dva faktora dobijaju
vrlo zadovoljavaju¢a objaSnjenja (75,97%). U Tabeli 61. prikazana su sva faktorska

optereéenja.

Tabela 61. Faktorske koordinate varijabli ispitivanja uticaja vodenih i DMSO rastvora

karvakrola, linalola, nerola i geraniola na sedam enzima u H i N-serumu

Faktorske koordinate varijabli

% — o~ ™ <t o) © N~
S S S S S S S S
= < kv < < < < <
@ © © © © © IS IS
> LL LL LL LL LL LL LL
CK -0,81 -0,41 -0,12 -0,06 0,29 -0,25 -0,02
LDH -0,71 0,60 0,01 0,32 0,04 -0,10 -0,12
ALP -0,85 -0,27 0,29 0,06 0,13 0,24 -0,16
GGT -0,73 -0,29 -0,48 0,21 -0,30 0,06 0,01
AST -0,80 -0,01 0,35 -0,22 -0,39 -0,12 -0,03
ALT -0,74 0,37 -0,34 -0,39 0,08 0,10 -0,01
AMY -0,91 0,09 0,19 0,09 0,09 0,05 0,31

Faktorska opterecenja predstavljaju korelaciju svake varijable i faktora pri ¢emu je
veca opterecenja ¢ine varijablu boljim reprezentom faktora. Iz toga proizilazi da su faktorska
optereCenja pokazatelji stepena korespondentnosti izmedju varijable i faktora. Iz Tabele 61.
je uocljivo da svi enzimi pokazuju negativno optereCenje prvog faktora, kao i u slucaju
multivarijjantne statisticke analize rezultata delovanja svakog terpena pojedinacno na
ispitivane enzime

Vrednosti faktorskih optereéenja negativnog predznaka na svim varijablama se krecu
od -0,71 za enzim LDH do -0,91 za enzim AMY. Negativni predznak faktorskog opterecenja
drugog faktora imaju svi enzimi osim LDH, ALT i AMY Kkoji imaju pozitivan predznak.
Zbog toga su na grafickom prikazu (Slika 38.), enzimi AMY, ALT i LDH, rasporedeni iznad
y-ose, dok su preostala cCetiri enzima (CK, ALP, GGT i AST) koja imaju oba negativna

opterecenja rasporedena ispod y ose PCA dijagrama.
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Slika 36. PCA dijagram za vodene i DMSO rastvore karvakrola, linalola, nerola i geraniola u
odnosu na aktivnost ispitivanih enzima

Tree Diagram for 7 Variables
Ward's method
Euclidean distances
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Slika 37. HCA dendogram uticaja vodenih i DMSO rastvora karvakrola, linalola, nerola i

geraniola u odnosu na aktivnost ispitivanih enzima
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Ako se na variable primeni klaster analiza (Slika 37.) primenom Vardove metode,
uocava se postojanje tri klastera nejednaka po broju enzima koji obuhvataju. Prvi i drugi
klaster obuhvataju po tri enzima dok je trec¢i klaster predstavljen samo jednim enzimom —
LDH. Najveca sli¢nost u pogledu delovanja uzoraka cetri tepena na ispitivane klinicke
enzime je kod ALP i AMY (B), jer je povezivanje ova dva enzima izvrSeno na najnizem
rastojanju (linkage distance 47). Navedenom potklasteru se prikljucuje i enzim AST gradeci
pri tome klaster koji se odlikuje najve¢om sli¢nos¢u u pogledu uticaja ispitivanih terpena. I
prvi klaster obuhvar tri eniima, pri ¢emu CK i GGT (A) predstavljaju potklaster kojem se na
rastojanju od 75 priklju¢uje enzim ALT. Enzim LDH kao samostalni Kklaster postoji zbog
najvece inhibicije zabeleZene u ovom istrazivanju bilo kojom vrstom rastvora, na bilo koji
nacin pripemljen i za bilo koju vrstu seruma.

U Tabeli 62. prikazana su faktorska opterecenja za 96 slucajeva (vrsta seruma N ili H,
vodeni ili DMSO rastvor, nacin pripreme vodenog rastvora 1 ili 2 i koncentracija rastvora 1-

4, kao i odgovarajuci terpen).

Tabela 62. Faktorske koordinate sluc¢ajeva u odnosu na vrstu i nadin pripreme rastvora

karvakrola, linalola, nerola i geraniola i vrstu seruma

Koordinate faktora slucaja na osnovu korelacije

3 = P e N pl i =
Gl e e e e e e e
= S S g G S g g

7 L L L L L Lo Lo
KNj11 1,02 0,44 0,79 -0,20 0,07 -0,19 0,19
KN12 2,26 0,31 0,92 0,41 -0,37 -0,23 0,89
KNz 2,57 0,39 0,28 -0,66 -0,01 -0,02 -0,16
KN14 0,18 0,37 0,36 0,01 -0,04 0,09 0,67
KN21 -1,56 0,22 0,98 -0,58 -1,03 0,72 0,11
KNa, -0,81 -0,38 0,93 0,10 -0,54 -0,04 0,07
KNazs3 -0,17 0,28 1,32 -0,84 0,27 1,06 0,17
KN24 -0,25 -0,05 2,11 0,04 -0,49 -0,03 0,39
KHi11 -1,70 -0,01 -0,32 -0,22 -0,16 0,19 -0,17
KH12 -0,29 -0,07 -0,53 -0,39 -0,54 -0,12 -0,33
KHis 2,54 0,36 -0,93 0,42 0,83 0,18 0,59
KH14 0,89 -0,57 0,67 0,85 -0,15 0,09 0,32
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KHa; 3,54 -0,12 0,24 0,17 -0,08 0,83 -0,50
KHy; 5,59 0,35 0,02 0,58 -0,45 0,22 0,20
KHas 4,91 -0,06 0,40 0,62 -0,12 0,85 -0,32
KHa4 3,00 -0,46 -0,35 0,76 0,06 0,35 -0,01
KND; -1,13 0,09 0,68 -0,24 -0,68 0,79 -0,10
KND, -1,00 0,27 1,30 -1,10 0,08 0,06 0,30
KND3 -0,39 -0,13 1,55 -0,71 -1,19 0,75 -0,30
KND4 0,72 0,50 1,33 -0,44 0,05 -0,24 0,77
KHD* -0,48 0,25 -0,22 -0,63 0,86 0,02 0,32
KHD? 0,29 -0,08 -0,27 -0,96 -0,33 -0,34 -0,01
KHD3 -0,31 -0,62 0,50 0,20 -0,82 0,55 -0,08
KHD4 1,49 -0,20 -0,81 1,76 -0,23 0,35 -0,82
LN11 1,96 0,43 0,32 -0,94 0,15 -0,16 0,62
LN, 2,17 -0,28 -0,17 -0,69 0,28 -0,35 0,71
LN3 -0,28 -0,72 0,20 -0,29 0,19 -0,12 -0,09
LN14 2,13 -0,29 -0,19 -0,29 -0,60 -0,32 0,78
LN -3,34 -2,01 0,19 0,95 -1,08 -0,46 -0,09
LN2, -3,04 -1,82 0,01 0,14 -0,75 -0,16 -0,07
LN2s -2,11 -1,42 0,13 0,33 0,24 -0,10 -0,11
LN24 -1,79 -0,29 1,28 -0,37 0,62 -0,80 -0,25
LH1 -0,52 0,07 -0,59 -0,56 -0,19 -0,33 -0,01
LHi, -1,00 -0,14 -0,77 -0,59 0,05 -0,44 -0,12
LHis 0,91 0,01 -0,89 0,05 -0,11 -0,66 0,25
LH14 -0,23 -0,08 -0,57 -0,16 -0,04 -0,42 0,09
LHx 4,48 -0,28 -0,05 0,23 0,79 0,10 -0,24
LH2 4,05 -0,51 0,46 0,02 0,31 0,15 -0,65
LH2s 2,96 -0,09 0,15 -0,47 0,78 0,25 -0,19
LH24 2,42 -0,15 -0,02 -0,61 0,56 0,31 0,09
LND; -3,40 -1,93 0,11 0,84 -1,06 -0,41 -0,10
LND; -1,11 -1,69 -0,14 -0,67 -0,76 -0,46 -0,01
LND; -1,29 -1,47 1,20 0,09 0,50 0,14 -0,03
LND, 0,12 -0,33 0,17 -0,28 0,94 -0,08 -0,69
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LHD; -0,42 -0,23 -1,28 -0,39 0,54 -0,21 -0,40
LHD; 0,32 -0,16 -0,98 0,15 0,81 0,05 0,28
LHD; 0,87 -0,93 -0,52 -0,78 -0,74 -0,39 -0,08
LHD, 1,86 0,85 0,26 -0,44 -0,29 -0,76 -0,58
NN1; 1,02 0,44 0,79 -0,20 0,07 -0,19 0,19
NN 2,26 0,31 0,92 0,41 -0,37 -0,23 0,89
NN33 2,57 0,39 0,28 -0,66 -0,01 -0,02 -0,16
NN14 0,18 0,37 0,36 0,01 -0,04 0,09 0,67
NN2; -1,50 0,22 0,98 -0,58 -1,03 0,72 0,11
NN2; -0,81 -0,34 0,93 0,10 -0,54 -0,04 0,07
NN33 -0,17 0,28 1,32 -0,84 0,27 1,06 0,17
NN24 -0,25 -0,05 2,11 0,04 -0,41 -0,03 0,39
NHi; -1,70 -0,01 -0,37 -0,22 -0,16 0,19 -0,17
NH12 -0,29 -0,07 -0,53 -0,39 -0,54 -0,12 -0,33
NH;3 2,54 0,36 -0,93 0,42 0,83 0,18 0,59
NHa4 0,89 -0,57 0,67 0,85 -0,15 0,09 0,32
NH3; 3,54 -0,12 0,24 0,17 -0,08 0,83 -0,50
NH2; 5,59 0,35 0,02 0,58 -0,45 0,22 0,20
NHa3 4,91 -0,06 0,40 0,62 -0,12 0,85 -0,32
NH24 3,00 -0,46 -0,32 0,76 0,06 0,35 -0,01
NND; -1,17 0,09 0,68 -0,29 -0,68 0,796 -0,10
NND; -1,00 0,27 1,30 -1,10 0,08 0,06 0,30
NND3 -0,39 -0,13 1,55 -0,71 -1,19 0,75 -0,30
NND4 0,72 0,50 1,33 -0,44 0,05 -0,24 0,77
NHD; -0,48 0,25 -0,26 -0,63 0,86 0,02 0,32
NHD; 0,29 -0,08 -0,27 -0,96 -0,34 -0,34 -0,01
NHD3 -0,31 -0,62 0,50 0,20 -0,82 0,55 -0,08
NHD, 1,49 -0,20 -0,81 1,76 -0,23 0,35 -0,82
GNi11 1,96 0,43 0,32 -0,94 0,15 -0,16 0,62
GNi2 2,17 -0,28 -0,17 -0,69 0,28 -0,35 0,71
GNi3 -0,28 -0,72 0,20 -0,29 0,19 -0,12 -0,09
GNuy4 2,13 -0,29 -0,19 -0,29 -0,60 -0,32 0,78
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GNy, -3,34 -2,01 0,19 0,95 -1,08 -0,46 -0,09
GN2; -3,04 -1,82 0,01 0,14 -0,75 -0,16 -0,07
GNz3 -2,11 -1,42 0,13 0,33 0,24 -0,10 -0,11
GNy4 -1,79 -0,29 1,28 -0,37 0,62 -0,80 -0,25
GHi1 -0,52 0,07 -0,59 -0,56 -0,19 -0,33 -0,01
GHi -1,00 -0,15 -0,77 -0,59 0,05 -0,44 -0,12
GHss 0,91 0,01 -0,89 0,05 -0,11 -0,66 0,25
GHy4 -0,23 -0,08 -0,57 -0,16 -0,04 -0,42 0,09
GHy; 4,48 -0,28 -0,05 0,23 0,79 0,10 -0,24
GHy, 4,05 -0,51 0,46 0,02 0,31 0,15 -0,65
GHz3 2,96 -0,09 0,15 -0,47 0,78 0,25 -0,19
GHz4 2,42 -0,15 -0,02 -0,61 0,56 0,31 0,09
GND, -3,45 -1,93 0,11 0,84 -1,06 -0,41 -0,10
GND; -1,11 -1,69 -0,14 -0,67 -0,76 -0,46 -0,01
GND3 -1,29 -1,47 1,20 0,09 0,50 0,14 -0,03
GND4 0,12 -0,33 0,17 -0,28 0,94 -0,08 -0,69
GHD; -0,42 -0,23 -1,28 -0,39 0,54 -0,21 -0,40
GHD; 0,32 -0,16 -0,98 0,15 0,81 0,05 0,28
GHD; 0,87 -0,93 -0,52 -0,78 -0,79 -0,39 -0,08
GHDg4 1,86 0,85 0,26 -0,44 -0,29 -0,76 -0,58

N — serum referentne aktivnosti enzima; H — serum povecane aktivnosti enzima; 1 - ruéno pripremljeni vodeni
rastvori terpena; 2 - ultrazvuéno pripremljeni vodeni rastvori terpena; 1-4 - koncentracija rastvora terpena za C;-

C4; D - rastvor terpena u DMSO; K — karvakrol; L — linalool; N — nerol; G — geraniol.

Na osnovu podataka iz Tabele 62., uofeno je da vodeni rastvori karvakrola
pripremljeni ru¢nim meSanjem U N-serumu pokazuju pozitivna optere€enja i prvog i drugog
faktora. Vodeni rastvori karvakrola pripremljeni ultrazvu¢no u N-serumu imaju negativna
optereéenja oba faktora (izuzetak KNj; i KNj3) kao i ruéno mesani vodeni rastvori karvakrola
u H-serumu i DMSO rastvori u H-serumu. lzuzetak su rastvori KH;3 KHy4 KHD,, KHDy i
KHD;. Ultrazvu¢no mesani rastvori karvakrola u H-serumu pokazuju pozitivno opterecenje
prvog, a negativno drugog faktora (sa izuzetkom KHaz), DMSO rastvori u N-serumu imaju
negativan predzak prvog faktora (izuzetak KND,) a pozitivandrugog faktora (izuzetak
KND3).
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Za rastvore linalola (Tabela 62.) karakteristicno je da negativna opterecenja oba
faktora pokazuju vodeni rastvori pripremljeni ultrazvu¢no u N-serumu i DMSO rastvori za N-
serum (izuzetak LND,). Pozitivno optereCenje prvog, a negativno drugog faktora imaju
vodeni rastvori ru¢no meSani u N-serumu (sa izuzetkom LNz i LN1;), zatim vodeni rastvor
pripremljen ultrazvu¢no u H-serumu i DMSO rastvor u H-serumu (izuzetak LHDy i LHD,).
Negativno optere¢enje prvog, a pozitivno drugog faktora ima vodeni rastvor ru¢no mesan u
H-serumu (bez LHi3, LH1, | LH14).

Rastvori nerola (Tabela 62.) prikazani su kroz sledece rezultate: pozitivna faktorska
opterecenja prvog i drugog faktora imaju vodeni rastvori pripremljeni ru¢nim meSanjem U N-
serumu, dok oba negativna opterecenja imaju DMSO rastvorii u N i H-serumu (sa izuzecima
NNDj4, NHD;, NHD4, NND; i NHD3), kao i vodeni rastvori pripremljeni ultrazvu¢no u N-
serumu (izuzetak NN3; i NN23) 1 vodeni rastvori pripremljeni ru¢no u H-serumu (bez NHi3 i
NH34). Vodeni rastvor u H-serumu pripremljen ultrazvu¢no ima pozitivno optereéenje prvog
a negativno drugog faktora (sa izuzetkom NH,,).

Rastvori geraniola u Tabeli 62. pokazuju sledeca faktorska opterecenja: oba negativna
imaju vodeni rastvorii pripremljeni ultrazvu¢no i DMSO rastvori u N-serumu (bez GND,),
kao i vodeni rastvori pripremljeni ru¢nim mesanjem u H-serumu (bez GHj3 i GHj1). Prvo
pozitivno a drugo negativno faktorsko opterecenje pokazuju sledeci rastvori: vodeni u N-
serumu pripremljen ruéno (bez GNi3 i GNyj), ultrazvucéno pripremljen vodeni rastvor u H-
serumu, kao i DMSO rastvor u H-serumu (bez GHD; i GHDy,).

Na Slici 38. graficki je predstavljeno 96 slucaja iz Tabele 62, a grupisanost se uocava
tek uvecavanjem pojedinih segmenata grafickog prikaza.

U podrucju grafika br. 1, nalazi se 19 rastvora, u podruéju br. 2 je 26, u podrucju br. 3
je 28, dok je u podru¢ju br. 4 smesteno 23 rastvora. Rastvori karvakrola su smeSteni u
podrucju br. 1 i 2, tako §to su u podrucju br. 1 vodeni rastvori ru¢no mesani za N-serum i
ultrazvuéno za H-serum, dok su u podrucju br. 2 svi ostali vodeni i DMSO rastvori
karvakrola. Sli¢no su rasporedeni i rastvori linalola: Vodeni rastvori linalola ultrazvu¢no
mesani za N-serum nalaze se u podrucju br. 3, zajedno sa DMSO rastvorima linalola za obe
vrste seruma, dok se u podrucju br. 4 nalaze vodeni rastvori linalola za N-serum ru¢no
mesani i ultrazvuéno za H-serum. Rastvori geraniola se nalaze u podru¢jima br. 1, 3 i 4.
DMSO i ultrazvuéno meSani vodeni rastvori geraniola za N-serum su u podrucju br. 3, a
DMSO i vodeni ultrazvuéno mesSani rastvori za H-serum su u podruc¢ju br. 4. Rastvori

geraniola prisutni su i u podrucju br. 1. Ru¢no mesani vodeni rastvori nerola u N-serumu su u
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podruc¢ju br. 1, a ultrazvu¢no mesani u H-serumu u podruc¢ju br. 4., dok su ostali rastvori

rasporedeni u podru¢jima br. 2 i 3.

PCA za rastvore 4 terpena (K, L, N, G)

vodene I11i 12 i u DMSO

F2:12,09%

-8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8 10 .
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Slika 38. Graficki prikaz faktorskih koordinata sluc¢ajeva za vodene i DMSO rastvore
karvakrola, linalola, nerola i geraniola

Klaster analiza vodenih (pripremljenih ru¢nim i ultrazvu¢nim mesanjem) i DMSO
rastvora karvakrola (K), linalola (L), nerola (N) i geraniola (G) u serumima normalne (N) i
povecane aktivnosti (H) prikazana je na Slici 41. na kojoj se uocavaju dva klastera od kojih
prvi ima sadrzi 72 rastvora dok je u drugom klasteru 24 rastvora.

Prvi klaster se sastoji od dva potklastera od kojih prvi ima 11 rastvora sa slicnostima
izmedu parova: KNi31/KNys, KN32/KND3, KN21/KNzs KND/KND4, KN2o/KND;p i
pojedina¢nim KNy Moze se re¢i da je ovo potklaster karvakrola. Drugi potklaster
organizovan je kroz tri potpotklastera sa 36 rastvora u prvom, 12 u drugom i 13 u treCem
potpotklasteru. Parovi rastvora koji pokazuju slicnost unutar prvog potpotklastera su:
KH11/KH14, KHi3/NH11, KHiKHDg, KH21/KH24, KHzo/KHas, LH14/GHi3, LH11/GHyg,
LH12/GH11, LH33/GHi, LHD2/GHD; GNi3/GND4 i LNja/NHD,. Ovaj klaster se moze
smatrati karvakrol/linalol potpotklasterom. U drugom potpotklasteru sli¢ni su rastvori:
LND4/LND;, NN23/NHD3, NN21/NND;, NN22/NHD3 i NN3i/NND, Ovoje potpotklaster
nerola. U tre¢em potpotklasteru (potklaster linalola) najmanje udaljenost, je izmedu sledecih
rastvora: LN,3/GNo3, LN2»/LND,, LND3,GND3 i GN»1/GND;.
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Slika 39.HCA dendogram vodenih i DMSO rastvora karvakrola (K), linalola (L), nerola (N) i
geraniola (G) u odnosu na vrstu i naéin pripreme rastvora (ru¢no — 1 i ultrazvué¢no — 2),
koncentraciju (1-4), rastvor u DMSO (D), kao i vrstu seruma (N — referentne i H — povisene
vrednosti aktivnosti enzima)

Drugi klaster se takode sastoji od dva potklastera, od koih prvi ima 14, a drugi 10
rastvora. U prvom potklasteru drugog klastera parovi rastvora su: KN;j3/GHD, LN33NNj»,
NN13/GNy1, GH23/GHy4 i GNi12/GNiyg Drugi potklaster formira parove. LHz3 i NHay,
LH22/GH2z, LH24/GH>; iNH22/NH,3. PotKlasteri drugog klastera su meSovitog tipa.

4.2.6. Zajednicki uticaj vodenih i DMSO rastvora mircena, -pinena,

citrala, eukaliptola,terpineola i eugenola na aktivnost amilaze
Rucno i utrazvuéno pripremani vodeni i DMSO rastvori terpena ¢iji je uticaj pracen
samo na aktivnost enzima amilaze (mircen, B-pinen, citral, eukaliptol, terpineol, eugenol), bili

su premet multivarijantne statisticke analize
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Hemometrijska analiza (analiza glavnih komponenatai klaster analiza) primenjena je
na rezultate merenja procenta ihnibicije amilaze u serumu sa normalnom (N) i povecanom
aktivno$¢u (H) za Cetri koncentracije ispitivanih terpena pripremljene kao vodeni rastvori
rué¢nim (I;) i ultrazvuénim mesanjem (I,) i kao DMSO rastvori. Koris¢ena matrica sadrzi 144
podatka (Tabele 39. - 42). Kao varijable posmatrani su terpeni, a kao slucajevi Cetri ispitivane
koncentracije DMSO i vodenih rastvora pripremljenih na dva nac¢ina u N i H-serumu.

Prvi korak u analizi glavnih komponenata je standardizacija originalnih varijabli,
odnosno transformacija podataka u seriju koja ima aritmeticku sredinu jednaku nuli i

standardnu devijaciju jednaku jedinici.

Tabela 63. Korelaciona matrica uticaja vodenih rastvora i DMSO rastvora mircena, 3-pinena,
citrala, eukaliptola, terpineola i eugenola na enzimAMY u N i H-serumu

Terpen Mircen B-pinen Citral Eukaliptol | Terpineol | Eugenol
Mircen 1,00

B-pinen 0,67 1,00

Citral -0,11 0,20 1,00

Eukaliptol | 0,71 0,75 0,22 1,00

Terpineol | 0,55 0,69 -0,19 0,43 1,00

Eugenol 0,79 0,58 0,02 0,76 0,28 1,00

Korelaciona matrica pokazuje da svaka varijabla ima barem jedan koeficijent
korelacije sa apsolutnom vredno$éu vecom od 0,3 (Tabela 63.), pa je zbog toga je svih Sest
varijabli uklju¢eno u analizu.

Nakon toga se prisupa izra¢unavanju svojstvenih vrednosti — eigen vrednosti koje su
prikazane u Tabeli 64. Prvi faktor je opsti i gotovo svaka varijabla na njemu ima visoko
optere¢enje, dok svaki slede¢i faktor objasnjava sve manji deo varijance. U posmatranoj
analizi svojstvena vrednost prvog faktora je 3,52 $to znaéi da prvi faktor ima je 3,52 puta
vecu varijansu od varijanse originalnih standardiziranih varijabli pa se samo njime moze
objasniti 55,80% varijance medu varijablama. Drugim faktorom se moze objasniti 19,88 %
varijance medu varijablama jer ima 1,19 puta vecu varijansu od varijanse originalnih

standardiziranih varijabli. Tre¢i faktor objasnjava 13,09 % ukupnog varijabiliteta podataka.
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Iz Tabele 64. se uoCava da prva dva faktora objasnjavaju 78,69% ukupnog
varijabiliteta, dok ekstrahovanjem 4 faktora moguce je objasniti ¢ak 95,36% varijabiliteta.

Broj faktora kojima je moguce objasniti ukupan varijabilitet moguce je odrediti 1 graficki.

Tabela 64. Svojstvene vrednosti korelacione matrice uticaja vodenih i DMSO rastvora

mircena, B-pinena, citrala, eukaliptola,terpineola i eugenola na enzim AMY u N i H-serumu

Svojstvene vrednosti korelacione matrice i samo statisti¢ki aktivne promenjive
Svojstvena Totalna Kumulativne Kumulativna varijansa
vrednost varijansa % svojstvene vrednosti %
1 3,52 58,80 3,52 58,80
2 1,19 19,88 4,72 78,69
3 0,78 13,09 5,50 91,78
4 0,21 3,57 5,72 95,36
5 0,15 2,52 5,87 97,88
6 0,12 2,11 6,00 100,00

Slika 40. prikazuje dijagram (Screen test) kojim je graficki prikazan odnos broja
izdvojenih faktora (glavnih komponenata) i pripadajuc¢ih svojstvenih vrednosti. Apscisa
predstavlja redni broj faktora, a ordinata njegovu veli¢inu (svojstvenu vrednost). Broj glavnih
komponenata koje se koriste za dalju analizu odreden je tackom na pregibu iza koje su
svojstvene vrednosti male i koje se znacajno ne razlikuju. Na grafiku se vidi da se linija
izrazito oStro spusta nakon drugog faktora, te zatim laganije do broja od cetri izdvojena
faktora. Nakon toga je denivelacija gotovo ujednacena, bez izrazitih pragova. Uzimaju¢i u
obzir navedena ocitavanja sa grafickog prikaza, optimalni broj faktora koji moZemo zadrzati
iznosi Sest. Vrlo zadovoljavajuca objasnjenje mogu se dobiti ekstrahovanjem samo prva 2
faktora. Naime, pojednostavljenje polaznih Sest varijabli na dve nove omogucava objasnjenje

78,69% ukupnog varijabiliteta.
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Slika 40.Graficki prikaz svojstvenih vrednosti primenom Screen test metoda ispitivanja
uticaja vodenih i DMSO rastvora mircena, 3-pinena, citrala, eukaliptola,terpineola i eugenola
na enzim AMY u N i H-serumu

Tabela 65. Faktorske koordinate varijabli ispitivanja uticaja vodenih i DMSO rastvora

mircena, 3-pinena, citrala, eukaliptola,terpineola i eugenola na enzim AMY u N i H-serumu

Faktorske koordinate varijabli

— N ™ < Lo (o]

P P P P P P

. e e e e e e

Varijable x X x x x x

(434 (434 © © ©

LL LL LL LL LL LL
Mircen -0,89 0,17 0,22 0,28 -0,10 -0,17
B-pinen -0,88 -0,10 -0,33 -0,06 0,27 -0,11
Citral -0,06 -0,95 -0,23 0,16 -0,06 0,04
Eukaliptol | -0,88 -0,24 0,10 -0,31 -0,18 -0,05
Terpineol -0,67 0,42 -0,56 0,05 -0,11 0,16
Eugenol -0,83 -0,07 0,48 0,04 0,11 0,22

Dalja statisticka anliza podrazumeva PCA analizu, delovanja ispitivanih rastvora

mircena, B-pinena, citrala, eukaliptola,terpineola i eugenola u N i H-serumu na enzim AMY.
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Vrednosti faktorskih opterecenja su prikazane u Tabeli 65. iz koje je uo€ljivo da svi
terpenipokazuju negativno optereCenje prvog faktora, Sto zna¢i da je prva ekstrahovana
glavna komponenta negativno korelisana sa svim terpenima (mircen -0,89, eukaliptol -0,88,
B-pinen -0,88, eugenol -0,83, terpineol -0,67 citral -0,06). Negativno opterecenje drugog
faktora zadrzavaju svi osim mircena (0,17) i terpineola (0,42) koji imaju pozitivho
optere¢enje. Slika 41. prikazuje PCA dijagram na kome se kroz polozaj svih varijabli

prikazuje uticaj koji na enzimsku aktivnost AMY ispoljavaju svi ispitivani terpeni.

PCA uticaja rastvora terpena na AMY
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Slika 41. PCA dijagram uticaja vodenih i DMSO rastvora mircena, 3-pinena, citrala,
eukaliptola, terpineola i eugenolau odnosu na aktivnost enzima AMY

Iz Tabele 66. u kojoj su prikazana faktorska opterecenja za slucajeve moze se uociti
da rastvori bez obzira na vrstu rastvaraca u kojem supripremani ili na¢in mesanja (ako su u
pitanju vodeni rastvori) pokazuju pozitivna faktorska opterecenja i prvog i drugog faktor kada
su pripremljeni za delovanje u H-serumu. lzuzeci se javljaju kod prvog faktora za rastvore:
Hi2, His, Has 1 HD4, dok su za drugi faktor izuzeci rastvori: Hip i Hos.

Rastvori koji su inhibirali aktivnost AMY u N-serumu imaju pozitivno opterecenje
prvog i negativno optere¢enje drugog faktora, ako su u pitanju DMSO ili vodeni rastvori
pripremljeni ultrazvu¢nim meSanjem sa izuzecima rastvora Ny i ND; za prvi, odnosno Nag,

ND; i ND4 za drugi faktor. Vodeni rastvori koji su pripremani ru¢nim mesanjem u N-serumu
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Tabela 66. Faktorske koordinate slu¢ajeva u odnosu na vrstu i nacin pripreme rastvora

terpena i vrstu seruma

Koordinate faktora slucaja na osnovu korelacije

3 = f e N pi p

= e e e e e =

= K K LS ES ES G

7 L L L L L L
N1z -2,03 -0,84 -1,48 0,82 0,13 0,06
N1z -2,59 -1,07 -1,14 0,31 -0,21 0,35
Ni3 -2,21 -0,65 1,21 -0,08 0,24 0,49
Ni4 -2,09 -0,54 0,08 -0,38 0,66 -0,56
N21 -3,33 -0,06 0,18 0,053 -0,28 0,11
N2z 2,17 -2,93 0,48 0,07 0,08 0,10
N3 0,01 -0,12 0,25 -0,02 -0,17 -0,86
N24 0,13 0,74 -0,49 0,06 0,35 0,16
Hip 0,41 0,66 -0,37 0,32 0,44 0,08
Hi, -0,91 -0,11 -0,05 0,26 0,03 0,52
His 1,49 1,30 -0,69 -0,29 -0,60 0,17
Hig -1,27 0,98 0,82 -0,21 0,36 0,10
Ha; 2,20 0,10 -0,93 -0,02 -0,41 0,08
Ha, 2,13 0,81 0,18 -0,28 0,60 0,19
Has 0,93 -0,02 1,39 0,01 -0,36 0,26
Ha4 -0,25 1,30 0,19 -0,07 0,02 0,02
ND; -3,56 0,38 -0,76 -0,96 -0,34 -0,23
ND; 1,96 -2,50 -0,45 -0,96 0,02 -0,26
ND3 0,26 -0,57 1,19 1,01 -0,13 -0,50
ND,4 1,08 0,86 -0,24 0,77 0,04 -0,57
HD, 2,47 0,06 -1,39 0,11 -0,43 0,14
HD; 2,28 0,76 -0,37 -0,18 0,77 0,17
HD3 0,79 0,03 1,94 -0,08 -0,51 0,28
HD, -0,19 1,42 0,40 -0,22 -0,32 -0,37

N — serum referentne aktivnosti enzima; H — serum povecéane aktivnosti enzima; 1 - ruéno pripremljeni vodeni
rastvori terpena; 2 - ultrazvuéno pripremljeni vodeni rastvori terpena; 1-4 - koncentracija rastvora terpena za C;-
C4; D - rastvor terpena u DMSO
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imaju oba negativna faktorska opterecenja. Grupisanost na osnovu vrste rastvaraca, nacina
pripreme vodenih rastvora ili vrste seruma, moze da se uoci 1 na grafickom prikazu na Slici

42.
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Slika 42. Graficki prikaz faktorskih koordinata slu¢ajeva vodenih i DMSO rastvora terpena u
odnosu na vrstu i nacin pripreme rastvora (ru¢no — 1 i ultrazvucno — 2), koncentraciju (1-4),
rastvor u DMSO (D), kao i vrstu seruma (N — referentne i H — poviSene vrednosti
aktivnosti enzima)

Na osnovu grafickog prikaza jasno se moze uociti da se slu€ajevi razlikuju prema
vrsti seruma na koji deluju. Iznad x-ose grupisali su se rastvori koji deluju u H-serumu sa
izuzetkom rastvora Hi, koji se nalazi ispod ose i zaokruzen je na grafiku plavom bojom.
Ispod x-o0se grupisali su se rastvori koji deluju u N-serumu sa izuzetkom rastvora koji su na
grafiku zaokruzeni zelenom bojom: Nas, ND1 i NDy.

Dalja statisticka obrada podataka obuhvatila je i klaster analizu koja je omogucila
grupisanje terpena na osnovu uticaja koji su imali na aktivnost enzima AMY..

Sa Slike 43. se vidi da je rezultat klaster analize izdvajanje tri klastera. Prvi klaster
obuhvata cetiri terpena: mircen, B-pinen, eukaliptol i eugenol sa najveé¢om sli¢noséu u
delovanju na AMY izmedu B-pinena i cukaliptola zbog Cega ta dva terpena Cine jedan
potklaster, dok su mircen i eugenol samostalni subklasteri. Drugi i tre¢i klaster sadrze po

jedan terpen — u drugom se nalazi terpineol, a tre¢em klasteru pripada citral. Najvece
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rastojanje na grafiku pokazuje citral, Sto ujedno odgovara najveéem stepenu inhibicije koju
postize na aktivnost amilaze u odnosu na sve ostale terpene i bez obzira na nacin pripreme

vodenog rastvora, vrstu rastvaraca ili vrstu seruma.

Tree Diagram for 6 Variables
Ward's method
Euclidean distances
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Slika 43. HCA dendogram vodenih i DMSO rastvora mircena, B-pinena, citrala, eukaliptola,
terpineola i eugenola u odnosu na aktivnost enzima AMY

Dosadasnji rezultati ukazuju da je za inhibitornu aktivnost mircena, -pinena, citrala,
eukaliptola, terpineola i eugenola na enzim AMY od znacaja vrsta seruma, $to potvrduje i
HCA slucaja (Slika 44.). Klaster analiza (HCA) omogucava grupisanje u dva Kklastera. Prvi
klaster se sastoji od sedam vodenih i DMSO rastvora koji su pripremljeni za N i H-serum,
koji su rasporedeni u dva potklastera (A i B). Potklaster A se sastoji od dva rastvora koji
pokazuju sli¢nost N11/Nj», dok se u potklasteru B nalaze pet rastvora rasporedenih u dva
potpotklastera (b1 i by), od kojih se by sastoji od slicnih rastvora Ni3/Ni4 i samostalnog
rastvora Hi, dok se by sastoji od N1 i ND,. Drugi klaster se takode sastoji od dva potklastera
(C1iD)isadrzi 17 rastvora. U potklasteru C razlikuju se potpotklasteri: ¢; — koji se sastoji od
para sli¢nih rastvora Nj»/ND,, ¢, — kod koga osim para rastvora Hy/HD,, se nalazi i
samostalni rastvor His, i €3 — sa parom sli¢nih rastvora Hy;/HD;. Potklaster D se sastoji od
Cetiri potpotklastera sa 10 rastvora: di — sacinjava par N23/NDjs rastvora, d, — sa parom
H23/HDs. Treéi potpotklaster d; obuhvata dva rasvora koji ispoljavaju najvecu slicnost i imaju

najmanje rastojanje na dijagramu N4/H1 i samostalni rastvor NDy4, Cetvrti potpotklaster d, se

Doktorska disertacija 145



UTICAJ ODABRANIH MONOTERPENA NA AKTIVNOST DIJAGNOSTICKI ZNACAJNIJIH ENZIMA
U KONTROLNOM HUMANOM SERUMU IN VITRO

sastoji iz rastvora His i para Has/HD4. U oba klastera sli¢nost iskazuju parovi rastvora

pripremljeni u istoj vrsti seruma (N ili H), sa izuzetkom para N24/Hjs.

Tree Diagram for 24 Cases
Ward's method
Euclidean distances
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Slika 44. HCA dendogram vodenih i DMSO rastvora mircena, $-pinena, citrala,
eukaliptola,terpineola i eugenola u odnosu na vrstu i nacin pripreme rastvora (ru¢no — 1 i
ultrazvucno — 2), koncentraciju (1-4), rastvor u DMSO (D), kao i vrstu seruma (N —
referentne i H — poviSene vrednosti aktivnosti enzima)
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ZAKLJUCAK
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U ovoj doktorskoj disertaciji ispitivan je uticaj ¢etiri rastvora monoterpena (karvakrol,
linalol, nerol, geraniol) na aktivnost sedam dijagnosti¢ki znacajnijih enzima: keratin kinaza
(CK), laktat dehidrogenaza (LDH), alkalna fosfataza (ALP), gama glutamil transferaza
(GGT), aspartat aminotransferaza (AST), alanin aminotransferaza (ALT) i amilaza (AMY)
kao i uticaj Sest terpena (mircen, B-pinen,citral, eukaliptol, terpineol i eugenol) na aktivnost
AMYu in vitro uslovima. Kao izvor terpena kori$éeni su komercijalno proizvedeni terpeni a
kao izvor enzima komercijalni kontrolni humani serumi sa referentnom (N-serum) i
povec¢anom aktivnoS¢u (H-serum) enzima. Rastvori tepena pripremani su kao vodeni ili
ratsvaranjem u DMSO. Vodeni rastvori su pripremljeni na dva nacina: rué¢nim (I;) i
ultrazvuénim mesanjem (I). Svi rastvori terpena su pokazali inhibitorno delovanje na sedam
klinicki znacajnih enzima u obe vrste seruma, bez obzira na vrstu rastvaraca ili nacin
pripreme vodenih rastvora terpena.

Najve¢i procenat inhibicije za CK u N-serumu postize se vodenima rastvorom
linalola. Kada se pripremi kao 1; smanjuje aktivnost enzima 26,9% dok pripremljen kao I,
smanjuje aktivnost 36,3%.U N-serumu rastvor linalola u DMSO takode ispoljava
najveciprocenat inhibicije (38,4%). VVodeni rastvori terpena pripremljeni kao I, ispoljavaju
veci procenat inhibicije CK u H-serumu, a najveéi pokazuje rastvor geraniola (27,6%). Od
rastvora pripremljenih kao I, najveéi procenat inhibicije CK u H-serumu pokazuje rastvor
karvakrola (20,6%). Rastvor linalola u DMSO ispoljava najve¢i procenat inhibicije u H-
serumu (26,7%) u odnosu na rastvore ostalih terpena u DMSO.

Enzim LDH se u najvec¢oj meri inhibira rastvorima karvakrola - i rastvori u vodi i u
DMSO pokazuju najvece procente inhibicije bez obzira na vrstu seruma ili nacin pripreme
rastvora terpena. Tako u N-serumu vodeni rastvori karvakrola pripremljeni kao I;smanjuju
aktivnost LDH 40,7%, dok rastvori pripremljeni kao I, smanjuju aktivnost 47,0% isto koliko
inhibiraju i rastvori u DMSO. U H-serumu najve¢i procenti inhibicije LDH su: 23,8% za
vodene rastvore karvakrola pripremljene kao 1;, 16,5% za vodene rastvore karvakrola
pripremljene kao I, i 23,5% za rastvore u DMSO. Procenat inhibicije karvakrolom enzima
LDH (47,0%) je i najveci procenat inhibicije zabelezen u ovom istrazivanju.

Na aktivnost ALP u N-serumu najveci procenat inhibicije ispoljavaju vodeni rastvori
geraniola pripremljeni kao 1; (21,2%) i linalola pripremljeni kao I, (32,5%). Rastvori linalola
u DMSO ispoljavaju iste procente inhibicije ALP u N-serumu kao i vodeni rastvor linalola
pripremljeni kao l,. Vodeni rastvor karvakrola pripremljen kao I;i vodeni rastvor linalola

pripremljen kao I, pokazuju najveci procenat inhibicije ALP u H-serumu (23,5% i 16,5%),
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dok DMSO rastvori karvakrola pokazuju najve¢i procenat inhibicije ALP u H-serumu
(22,7%).

Vodeni rastvor karvakrola pripremljen ru¢nim meSanjem 1 rastvor geraniola
pripremljen ultrazvuc¢nim mesanjem pokazuju najvece procente inhibicije kod GGT-a u N-
serumu (21,8% i 35,6%). Od DMSO rastvora terpena najveci procenat inhibicije na GGT u
N-serumu pokazuje rastvor geraniola (33,3%). Procenat inhibicije GGT u H-serumu vodenim
rastvorima karvakrola je najveci i iznosi 23,8% kada su oni pripremljeni kao I3, 23,7% kada
su pripremljeni kao I, i 26,6% kao rastvori u DMSO.

Najvec¢i procenat inhibicije na AST u N-serumu postize se vodenim rastvorima
linalola pripremljenim kao 1; (21,4%). Rastvori geraniola i karvakrola pripremljeni kao I, i
rastvarani u DMSO pokaziju procenat inhibicije AST od 29,7%. U H-serumu, najveci
procenat inhibicije AST ispoljavaju rastvori karvakrola bez obzira na nacin na koji su
pripremani rastvori (Iy i rastvori u DMSO - 20,5%, a kao I,- 15,0%).

Vodeni rastvor linalola pripremljen kao l;ima najveci procenat inhibicije ALT u N-
serumu (19,7%). Od rastvora pripremljenih kao 1, vodeni rastvor karvakrola, kao i njegov
DMSO rastvor ispoljavaju maksimalan procenat inhibicije od 34,2%. U H-serumu je ALT
inhibiran u najve¢oj meri vodenim rastvorom karvakrola pripremljenim kao 1 (24,6%), kao I,
(24,1%), a rastvoran u DMSO (27,4%).

Ispitivanje uticaja na aktivnost enzima AMY vrSeno je rastvorima 10 terpena zbog
velikog klinickog i potencijalnog terapeutskog znacaja koji ima. U N-serumu je ustanovljeno
da rastvori terpena kojima su tretirani 1 svi ostali enzimi ispoljavaju najve¢i inhibitorni efekat
kada su pripremljeni kao 1; vodeni rastvori i rastvori karvakrola u DMSO (24,2% i28,8%),
odnosno vodeni rastvori linalola (30,7%) kao I, Preostali ispitivani terpeni pokazuju
inhibiciju koja je veéa od predhodno navedene uz pomo¢ vodenih (I;i 1) kao i rastvora citrala
u DMSO (30,4%, 35,6% i 32,4%). U H-serumu, karvakrol je terpen koji dovodi do najveceg
procenta inhibicije bez obzira na koji nacin je pripremljen njegov vodeni rastvor ili se radi o
rastvoru u DMSO - 22,7% kada su u pitanju I;vodeni rastvori ili DMSO rastvori i 15,3% kada
je vodeni rastvor karvakrola pripremljen kao I,, ako posmatramo terpene kojima su tretirani
svi enzimi. Terpeni ¢iji je uticaj testiran samo na AMY, kao i u N-serumu, pokazuju
inhibiciju koja je ve¢a od navedene vodenim i DMSO rastvorima citrala na AMY i to od
22,8% kada su pripremljeni kao I; i 21,9% kao I, vodeni rastvori, odnosno 23,2% kao
rastvori u DMSO.

Kod pojedinac¢nih rastvora terpena na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da

kod vodenih rastvora pripremljenih i kao 1; i kao I, u N-serumu najbolji inhibitorni efekat
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ispoljavaju isti terpeni: rastvori karvakrola za enzime LDH, AMY i GGT, linalola za CK,
AST i ALT i geraniola za ALP pripremljeni kao I; inhibitori, dok kao I, inhibitori isti terpeni
deluju maksimalno na LDH, AST i ALT (karvakrol), CK, AMY i ALP (linalol) kao i na GGT
(geraniol). Kao DMSO rastvori terpena u N-serumu ti isti molekuli najveéi procenat
inhibicije enzima postizu na LDH, ALT i AMY (karvakrol), CK i ALP (linalol), kao 1 GGT 1
AST (geraniol).

U H-serumu, rastvor karvakrola bez obzira da li je vodeni (lI; ili 1) ili u DMSO
ispoljava najbolji inhibitorni efekat pripremljen kao I, na sve enzime osim CK (bolje ga
inhibira geraniol), kao I, na sve enzime, osim ALP (linalol), dok pripremljen kao rastvor u
DMSO, ispoljava najbolji inhibitorni efekat prema svim enzimima sa izuzetkom CK (bolje ga
inhibira linalol).

Rastvor citrala je pokazao najveée vrednosti inhibicije na AMY bez obzira na nacin
pripreme ili vrstu seruma. Veci procenti inhibicije svih enzima u N nego u H-serumu pa se
zakljuéiti da procenat inhibicije enzima zavisi od njihove koncentracije u serumu. Vodeni
rastvori terpena pripremljeni ultrazvuénim meSanjem i DMSO rastvori terpena dostizu
priblizno jednake procente inhibicije u obe vrste seruma. Nacin pripreme vodenih rastvora
inhibitora utice na procenat inhibicije u zavisnosti od vrste seruma - ve¢i procenti inhibicije U
N-serumu postignuti su vodenim rastvorima terpena pripremljeni ultrazvu¢nim meSanjem
(I2), dok su u H-serumu veci procenat inhibicije belezili ru¢no pripremljeni vodeni rastvori
terpena (17).

Statisticka obrada podataka kod svih rastvora terpena iz ovog istrazivanja (sa
delimi¢nim izuzetkom nerola i geraniola) potvrdila je grupisanje ili po vrsti seruma ili po
vrsti rastvaraca ili po na¢inu pripreme vodenih rastvora. Statistickom obradom podataka nije
izvrSeno grupisanje rastvora terpena prema koncentraciji. Inhibicija enzima rastvorima
terpena zavisi od razli¢itih parametara — vrste enzima, vrste terpena, vrste rastvaraca, nacina
pripreme vodenih rastvora kao i vrste seruma. Kako bi se utvrdila potencijalna primena
terpena i uslovi za njhovu primenu u farmaceutske i medicinske svrhe potrebno je izvrsiti

istrazivanja in vivo, uzimajuéi u obzir mesto i uslove delovanjau organizmu.
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SUMMARY
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In this doctoral thesis the impact of 10 monoterpenes solutions (myrcene, B-pinene,
carvacrol, linalool, nerol, geraniol, citral, eucalyptol, terpineol, and eugenol) on the activity
of the seven major diagnostic enzymes: creatine kinase (CK), lactate dehydrogenase (LDH ),
amylase (AMY), alkaline phosphatase (ALP), gamma-glutamyl transferase (GGT), aspartate
aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT) was examined in vitro. For this
purpose, and in order to get consistent results, as a source of terpenes, were used
commercially produced terpenes, and as a source of enzymes, were used the commercial
control sera with the referential (N-serum) and increased activity (H-serum) enzymes. The
solutions were prepared as water solutions or in DMSO. Aqueous solutions are prepared in
two ways: by manual (I1) and ultrasonic mixing (I,). All the solutions of terpenes have shown
inhibitory activity seven clinically important enzyme in both types of sera, irrespective of the
kind of the solvent or the method of preparation of aqueous solutions of terpenes.

The highest percentage of inhibition of CK in N- serum is achieved by an aqueous
solution of linalool, except that, prepared as I; it inhibited 26.9% of the enzyme activity,
while prepared as I, it inhibited 36.3% of the activity of CK. DMSO solutions of terpenes in
N- serum were also inhibited best by the solution of linalool and it is 38.4%. CK enzyme in
the H-serum is better inhibited by the prepared aqueous solutions of terpenes as I;, and the
best inhibitor is the solution of geraniol (27.6%), whereas when prepared as I, the best
inhibitor is the solution of carvacrol (20.6%). In DMSO solution in H-sera the solution of
linalool shows the best inhibition (26.7%).

For the LDH enzyme the solution of carvacrol is absolutely the best choice of terpene
for inhibition, since both its aqueous and DMSO solutions recorded the highest percentages
of inhibition of this enzyme, regardless of the type or method of preparation of the serum
solution of terpene. Thus, in the N-serum prepared aqueous solutions of carvacrol as Iy
inhibited the activity of LDH to 40.7%, as I, solutions 47.0% which is equal to DMSO
solution in N-serum. In H serum the highest percentages of inhibition of LDH were: 23.8%
for 1; prepared as aqueous solutions of carvacrol, 16.5% for I, prepared as aqueous solutions,
while the percentage of DMSO solutions was 23.5%. At the same time, the inhibition of LDH
by carvacrol was (47.0%) and it the highest percentage of inhibition observed in this study.

ALP in N-serum has the greatest inhibition by aqueous solutions of geraniol prepared
as 11 (21.2%) and linalool solutions prepared as I, (32.5%). DMSO solutions in N-serum
inhibited ALP activity as well as an aqueous solution prepared as linalool 1,. An aqueous

solution prepared as carvacrol I, inhibited the activity of ALP in the H-serum to 23.5%, while
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aqueous solutions prepared as I, achieved the best inhibition of solutions with 16.5% of
linalool. DMSO dissolved in H-serumbest inhibited the activity of ALP by soluble carvacrol
(22.7%)

Carvacrol, as an aqueous solution prepared by manual mixing (I;) in GGT shows the
highest percentage of inhibition of the N-levels (21.8%), while I, prepared as an aqueous
solution achieved the highest inhibitory effect by geraniol (35.6%). As a DMSO solution of
the N-best serum inhibitory effect of GGT is achieved by the solution of 33.3% of geraniol.
Percent of inhibition of GGT in serum- H by aqueous solutions of carvacrol is the largest and
amounted to 23.8% when they are prepared as l;, or 23.7%, when prepared as l,. DMSO
dissolved in H-serum also achieve maximum inhibition with solutions of carvacrol, which is
now 26.6%

AST at the N-serum inhibition of 21.4% as the largest recorded by aqueous solution
of terpene prepared as |; gives linalool, while geraniol and carvacrol prepared as I, inhibited
the activity of AST of 29.7%, which is equal to the inhibition of DMSO solution. In H-serum,
carvacrol is the best inhibitor for AST regardless of the ways the solutions were prepared.
Prepared as 1; water and DMSO solutions inhibited 20.5% of the activity of the enzyme AST
and as I, aqueous solutions slightly less - 15.0% of the activity,

Linalool I, prepared as an aqueous solution provides the best inhibition of ALT in the
N- serum (19.7%), while a better inhibitor is carvacrol as I, in aqueous solution and DMSO
as a solution with a maximum percent of inhibition of 34.2%. The dominance of a solution of
carvacrol will be continued in a H-serum in different percentages of inhibition - 1; prepared
as an aqueous solution achieved the inhibition of 24.6%, as an aqueous solutionl, inhibition
of 24.1% and when prepared as DMSO solution, its inhibition was 27.4%;

As for the AMY - the enzyme that was treated with an aqueous solution of 10
terpenes and due to the great clinical and therapeutic importance it has, in the N-serum are
achieved the following values of the inhibition: the solutions of terpenes which have been
used to treat all the other enzymes have achieved the greatest inhibition prepared as aqueous
I, inhibitors of carvacrol (24.2%), linalool (30.7%) prepared as I, in aqueous solutions, and as
DMSO and dissolved with the aid of carvacrol (28.8%). The remaining tested terpenes give
the maximum inhibition which is greater than the previously mentioned and with the aid of
aqueous solutions of citral prepared as inhibitors I, of 30.4%, and I, as the terpene solutions
of 35.6%. This is comparable to H-serum: solutions of terpenes which have been used to treat
other enzymes show inhibition of 22.7% with regard to aqueous solutions of carvacrol

prepared as I, and DMSO solutions, and 15.3% when an aqueous solution is prepared as
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carvacrol 1,. Other terpenes again reached higher percentages of inhibition of aqueous
solutions of citral 22.8% when prepared as I, and 21.9% when prepared as I, inhibitors.

For individual terpenes solutions based on the obtained results it can be concluded
that in aqueous solutions prepared as I; and I, in the N-serum best inhibitory effect is
achieved by the same terpenes: carvacrol solutions for enzymes LDH, GGT and AMY,
linalool for CK, AST and ALT and geraniol for the ALP prepared as inhibitor 1, while as I,
inhibitor it has the maximum effect on LDH, AST, and ALT (carvacrol), CK, AMY and ALP
(linalool) as well as on GGT (geraniol). Terpenes such as DMSO dissolved in N-serum show
that these same molecules achieved the highest percentage of enzyme inhibition on the LDH,
ALT and AMY (carvacrol), CK and ALP (linalool), and AST and GGT (geraniol),

In the H-serum, a solution of carvacrol regardless of whether it is aqueous or DMSO
and as prepared exhibited the best inhibitory effect was prepared as I; in all the enzymes
except for CK (better it inhibits geraniol), as an aqueous solution of terpene I, best show
inhibition of solutions of carvacrol for all enzymes except ALP in which linalool has better
inhibition, while prepared as a solution in DMSO, to manifest the best inhibitory effect to all
enzymes except CK (better by inhibiting linalool).

A solution of citral showed the greatest inhibition at AMY value regardless of the
method of preparation or type of serum. Higher percentages of inhibition of the enzyme in N,
than in the H-serum and to conclude that the percentage of inhibition of the enzyme depends
on the concentration in the serum. Aqueous solutions prepared by ultrasonic mixing of
terpenes and terpene DMSO solutions reached approximately equal percentages of inhibition
in both types of serum. Method of preparing aqueous solutions of inhibitors affect the
percentage of inhibition depending on the serum types - high percentages of inhibition of the
N-serum were obtained an aqueous solution of terpene prepared by ultrasonic mixing (I,),
while the H-serum higher percentage inhibition recorded manually prepared aqueous
solutions of terpenes (I).

Statistical analysis of the data in all solutions of terpenes from this study (with the
partial exception of nerol and geraniol) confirmed the grouping by the type of serum, by the
type of solvent or by the way of preparing aqueous solutions, which could already be
discerned on the basis of the tabular data. Statistical analysis of the data also did not perform
clustering ofthe solutions according to the concentration of terpenes. Inhibition of the enzyme
by solutions of terpenes is indisputable and that it depends on various parameters —the type of
enzyme, the type of terpenes, the type of solvent and methods of preparing aqueous solutions

as well as the type of serum. In order to determine the potential use of terpenes and
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conditions for its use in the pharmaceutical and medical purposes should be performed in vivo

studies considering position and conditions of treatment in the organism.
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Prilog 1.
LYMPUS SYSTEM CALIBRATOR, 66300 0113
[ Constituent | Method | Traceability | Assigned Value | Units |
ACID (ACP-T) Hilliman 3r°C | Olympus Master Calibrator %9 uL
PHOSPHATASE 045 pkatl
O | . e Tt O e e i ] i 8|
(ACP-NP) Hillman 37°C | Olympus Master Calibrator 152 UL
025 pkatd.
ALBUMIN Bromocresol Green CRM470 413 oL
OSRE102 413 ghiL
ALKALINE IFCC Method 37°C | Olympus Master Cailbrator 25 uL
PHOSPHATASE 342 pkath.
OSRE104
....... g A e e S " R
490 pkatlL
ALT IFCC Reference method with P-5-P 37°C | IFCC Reference Method 85.1 UL
OSR6107 +P-5P 142 pkatlL
' OSRBI0T | Modfedwithout PSP 31°C | OlympusMasterCabratr | &1 oL ]
142 pkatlL
a-AMYLASE IFCC Reference Method (EPS) 37°C | IFCC Reference Method 133 UL
OSR6182 222 pkatlL
' ooRsi0e ToNes T gmee | Olympes MasterCalibestr | 120 oL |
200 pkatil
AST IFCC Reference method with P-5-P arc IFCC Reference Method a7 uL
OSRE108 +P-5-P l 1.56 pkatl.
' 0sre108 T Modfed without PSP 31°C | Olympus MasterCalibrator | &7 oL |
1.56 pkatlL
DIRECT BILIRUBIN | DPD Olympus Master Calibrator 40.1 pmoll
OSRB111 235 mgil
TOTALBILIRUBIN | DPD NIST SRM 9162 509 pmollL
OSR8112 350 mgldL
CALCIUM oCPC, Arsenazo i NIST SRM 908b L1 248 mmollL
OSR6113, OSRB176 992 mgldL
' OSREIHT | Amenazo ] 248 Tama ]
992 mgidL
CHOLINESTERASE | GSCC 1994 37°C | GSCC Std Method 626 KU
OSRE114 104 pkatiL
CHOLESTEROL CHO-POD NIST SRM 908 L1 (IDMS) 494 - mmolL
OSR6116 191 maldL
CDC Reference Method (Abell-Kendall) 469 mmoliL
182 mgldL.
CK-NAC IFCC 37°C | IFCC Reference Method 148 uL
OSR6179 247 pkatL
CREATININE Jaffe IDMS Traceable NIST SRM 967 L1412 23 pmolL.
OSR6178 284 mgidL
" Uncompensated Jaffe T TweTsrusmiz =20 pmat
260 mgidL
' oerstaoh | Enaymatie T NeTshmeerviatz |27 N VT
245 mg/dL
Olympus Life Science Research Europa GmbH, Sauerbruchstr. 50, 81377 Munich, Germany.
L66300_0113_ML02 Calibrator
2008-11
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[ Constituent | Method | Traceability [ Assigned Value [ Units |
GGT IFCC IFCC Reference Method 101 uL
OSR6120 168 pkatL
GLUCOSE HK G&6P-DH NIST SRM 965 773 mmolL
OSR8121 140 mgidL
GLUCOSE-STAT HK G&P-DH NIST SRM 965 763 mmolL
OSR6140 137 mgldL
HBDH GSCC 1972 Otympus Master Calibrator 15 UL
OSR6129 192 pkatl
INORGANIC Molybdate, UV Olympus Master Calibrator 27 mmol/L
PHOSPHOROUS 862 moloL
OSR6122
IRON TPTZ Olympus Master Calibrator 34 umolL
OSR5186 175 pgidL
LACTATE Trinder Method Gravimetric Standard 244 mmobL
OSR6193 20 mgidL
LDH IFCC IFCC Reference Method 153 uL
OSRB128 255 phatL
T I K Owpus Master Colbrator |36 | w ]
527 pkatL
LIPASE Colorimetric (imamura) Otympus Master Calibrator 132 uL
OSR6130 220 pkatiL
MAGNESIUM Xylidy! blue NIST SRM 909b L2 084 mmollL
OSR6188 204 mgidl.
TOTAL PROTEIN Biuret NIST SRM 827¢ 704 gl
OSRB132 7.04 glaL
TRIGLYCERIDE GPO-POD Isotope Dilution Mass Spectrometry 2582. mmollL
OSRE133 Reference Method 23 mg/dL
OSR61118
uisC Nitroso-PSAP Olympus Master Calibrator 388 pmoli
OSRE124 a7 Holal
“osmeias | ! NiosoPSAP T Tusrsrusy T Tee | pmol |
2 pglal
UREA Urease/GLDH NIST SRM 908b L1 168 mmoli.
OSR5134 %6 mgidL
| OSRBH
URIC ACID Uricase/POD NIST SRM 908b L1 444 umollL
OSR6136 746 mgidL
“osReie | sotope Dilution Mass Spectrometry & pmoll
Reference 758 mg/dL
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Prilog 2.
NTROL SERUM 1, ODC0003 0027
[Constituent | Method | Traceability | Mean  |Acceptable Range| Units
ACP S84 659-131 UL
OSRE101 SCET) an e 016 011-02 kat
""""""""""""""""""""" 3% | 265-525  |uL
......................................................................... B [ p
589 395-783 un
(ACP-Prostatic) Hillman 3rc 010 007-013 pkatL
ALBUMIN Bromocresol Green ERM - DA470 241 186-296 oL
OSR6102 241 1.86-2% gidL
ALP IFCC Method 37°C | Olympus Master Calibrator m 833-139 UL
U ) (o NN TSR A, . L T e
OSRE6103 DEA-Buffer 37°C | Olympus Master Calibrator 152 114-190 uL
253 180-317 pkatd.
ALT IFCC Reference method IFCC Reference Method 408 314-502 uL
OGRei0r <RSP | W Fyviom PR e 2 2 et ) 068 | g52-08 .1} patl,
QSR8107 Modified without Pyridoxal Phosphate 37°C | Olympus Master Calibrator 408 314-502 uL
068 0.52-0.84 pkatl
a-AMYLASE IFCC Referance Method (EPS) 37°C | IFCC Reference Method 832 66.6-998 uL
1 e R SPANE S ) K G N | L o S S
OSR6106 CNPG; 37°C | Olympus Master Calibrator 791 63.3-949 uL
132 1.05-1.58 pkatlL
APO A1 Turbidimetry WHO, SP1-01 085 068-1.02 oL
OSRB142 850 £8.0-102 mg/dL
AST IFCC Reference method IFCC Reference Method 449 346-552 uL
OSR6108 +P5P with Pyridoxal Phosphate rc : 075 0.58-092 pkatl
.......................................................................................................................... i
OSR6109 Modified without Pyridoxal Phosphate 37°C | Olympus Master Calibrator 49 346-552 UL
075 0.58-0.82 pkatL
DIRECT BILIRUBIN DPD Olympus Master Calibrator 19.3 143-243 pmolL
OSR6111 113 084-142 mg/dL
TOTALBILIRUBIN | DPD NIST SRM 9162 %9 199-338 pmoliL
OSR6112 1.57 1.16-198 mgidL
CALCIUM 23 207-258 mmoliL
osReM EE s WLl Rl oo WEINERTE [ 9% [82-103 | mnga
OSR8176 Arsenazo il NIST SRM 808b L1 232 206-258 mmoliL
____________________ 98 | 82-103 mgidL
OSR81117 Arsenazo Ifl 228 2.03-253 mmollL
912 8.12-101 mg/dL
CHOLINESTERASE | GSCC 1994 37°C | GSCC Std Method 385 316-454 kUL
OSR6114 64.0 526-757 pkatlL
CHLORIDE ISE Indirect NIST (SRM) 956a 899 81.8-980 mmolL
899 81.8-98.0 mEgL
Cholesterol NIST SRM 90Sb L1 (IDMS) 388 334-442 mmoiL
OSR6116 150 129-171 mgidL
. "0 Refrwnce ethod [ T RS T el
(Abell-Kendail) 144 123-164 mgldL
CK-NAC IFCC 37°C | IFCC Reference Method 153 122-184 UL
OSR6179 255 204-306 pkatL
Creatinine Jaffe IDMS Traceable NIST SRM 967 L1 & L2 91.0 7.o-111 pmolL
OSR6178 1.03 080-1.2%6 mgldL
Uncompensated Jaffe NIST SRM 908b L2 107 835-131 HmolL
........................................................... 121 |osd-1ds  lmge
OSR61204 Enzymatic NIST SRM 967 L1 & L2 994 775-121 pmolL
112 088-137 moldL
Olympus Life Science Research Europa GmbH, Sauerbruchstr. 50, 81377 Munich, Germany.
Conwol

LODCO003 0027 MLOY
20805
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[Constituent | Method | Traceability [ Mean [Acceptable Range] Units |
— — —
GGT IFCC 37*°C | IFCC Reference Method 549 428-670 uL
OSRE120 082 071-1.12 pkatl
535 445-621 mmoll.
OSR6121 %0 80.9-112 mgidL
""" 3 w"'" ===*{ HK G6P-DH NIST SRM 965 kas -3..4.9-:‘631"""". TR
%.0 809-112 mgidL
HBDH GSCC 1972 37°C | Olympus Master Calibrator 108 864 -130 uL
OSR6129 1.80 144216 pkatlL
?.GRS 1.05 080-1.30 oL
144 105 798-130
------------------- Turbidimetry ERM - DA4T0 e B e
OSRE1171 113 0.86-1.40 gL
13 859- 140 mglal
1gG 559 447-6.71 oL
OSR6145 558 447 - 671 mg/dl
------------------- Turbidimetry ERM - DA4T0
OSR61172 574 459-689 oL
574 459 - 689 mg/dL
igM 0.60 043-077 oL
OSR6146 599 431-767 mg/idL
------------------- Turbidimetry ERM - DA470 —eee
OSR61173 0.62 045-079 (8
620 446-794 mg/dl
INORGANIC Molybdate, UV Otympus Master Calibrator 1.89 155-2.23 mmolL
PHOSPHOROUS 5.86 480-691 mgidl
OSRB122
IRON TPIZ Olympus Master Calibrator 17 10.1-133 pmolL
OSR6186 65.0 56.2-745 pgiaL
LACTATE Trinder Method Gravimetric Standard 1.61 1.27-195 mmoldL.
OSR6183 145 11.5-176 mgidL
LDH IFCC 37°C | IFCC Reference Method 144 118-170 uL
OSR6128 1 240 197 -283 pkatL
OSR6126 SCE 1974 37°C | Olympus Master Calibrator 301 247 - 355 UL
5.00 411-592 pkatl <4
LIPASE Colorimetric (imamura) 37°C | Olympus Master Calibrator 78.0 624-936 uL
OSRB130 130 1.04-1.56 pkat
LITHUM Atomic Absorption Spectrometry Reference method” 1.03 089-1.17 mmolL
1.03 089-117 mEgL
MAGNESIUM Xylidyl blue NIST SRM 9090 L2 073 0.61-085 mmotL
OSR6189 . 149-206 mgidl.
POTASSIUM ISE Indirect NIST (SRM) 956 38t 347-4.15 mmolL
381 347-415
SODIUM ISE Indirect NIST (SRM) 856a 118 1M11-125 mmolL.
118 111-125 mEgL
TRIGLYCERIDE 1.85 152-218 mmollL
JOSR8133 ... GPO-POD Isotope Dilution Mass 5] 4.0 | mogL .
OSR61118 Spectrometry Reforonce Method | g5 152-218 mamollL
164 134-193 mgidL
TOTAL PROTEIN Biuret NIST SRM 827¢ 403 359-447 oL
OSR6132 4.03 359-447
UIBC Nitroso-PSAP Olympus Master Calibrator 38 27.0-406 pmoll.
e L Oy S RIS o RS (o e 189 . 151227 B T
OSR61205 Nitroso-PSAP NIST SRM 937 27 182-27.2 umolL
127 101 - 152
6.3 495-773 mmoliL
OSR6134, OSR6141 | Urease/GLDH NIST SRM 908b L1 380 28.7-464 mgidl
178 138-217 BUN/L
URIC ACID NIST SRM 908b L1 300 5;‘8‘-3‘2 pmollL
OSR6136 5.04 434-575 mgidL
oSS pamn himsalfOD 7 U jeecmilEsmamsnema ; e
OSR6198 Isotope Dilution Mass 314 270 - 358 pmoliL
Spectrometry Reference Method | 5.28 4.54 -6.00 mgidl
Coniot LODOO003_0027_Mi01
200605
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Prilog 3.
CONTROL SERUM 2, 0DC0004 0028
[Constituent [ Method | Traceability | Mean [ Acceptable Range | Units |
ACP 183 128-257 uL
OSRE101 Bt o SRS s 0% |ozo4 | |
862 578-115 UL
.. b IOl b o 0w low-0t0 _ |pen |
10.7 716-142 UL
. e i 018 012-024 pkatl
ALBUMIN Bromocresol Green ERM - DA4T0 436 336-536 oL
OSR6102 436 3.36-5.3% gldL
ALP IFCC Method 37°C | Olympus Master Calibrator 490 368-613 UL
T W [ R S Ao, 0 W e SR LT T R— |t
OSRB103 DEA-Buffer 37°C | Olympus Master Calibrator 53 4%0-816 uL
109 8.16-136 pkatL
ALT IFCC Reference method with IFCC Reference Method 124 955-153 uL
OSREIQ7+P5P____| PyndomalPhosphate ) N S SN | 207 159-254 |
OSR8107 Modified without Pyridoxal Phosphate  37°C | Olympus Master Calibrator 124 955-153 UL
207 158-254 pkatlL
a-AMYLASE IFCC Reference Method (EPS) 37°C | IFCC Reference Method 235 183 -282 UL
R j e U MRGESIESC SR S a2 |34 | et
OSR6106 CNPG; 37°C | Olympus Master Calibrator 220 176-264 uL
367 293-440 pikatiL
Apo A1 Turbidimetry WHO, SP101 125 1.00-1.50 ol
OSRE142 125 100-150 mgldL
Apo B Turbidimetry WHO, SP3-07 068 054-0.82 oL
OSRE143 880 544-816 mgidL
AST IFCC Reference Method with Pyridoxal IFCC Reference Method 138 106-170 UL
OSRE109+P5P | Phosphate are T, o . Lamoam. Lo |
QOSR5109 Modified without Pyridoxal Phosphate  37°C | Olympus Master Calibrator 138 106 - 170 UL
230 177-283 pkatlL
DIRECT BILIRUBIN DPD Olympus Master Calibrator 816 604-103 pmolL
OSR6111 47 353-601 moldL
TOTAL BILIRUBIN DPD NIST SRM 916a 116 B85.8-146 HmolL
OSR6112 678 502-855 mgldL
CALCIUM 3z 291-363 mmolL
OSR6113 . BN ol e (T~ G ¢ i lns-us  Imgm |
OSR6176 Arsenazo il NIST SRM 909b L1 33 287-359 mmol/L
__________________________________ 128 —vy “.5-_1_4_.1}__-__________gyg_.______
OSRE1117 Arsenazo Il k¥l 286-3.56 mmolL
128 114-143 mgldL
CHOLINESTERASE GSCC 1994 37°C | GSCC Std Method 555 455-635 kUL
OSR6114 920 758-109 pkatL
CHLORIDE ISE indirect NIST (SRM) 9562 118 107-128 mmolL
118 107-129 mEgL
CHOLESTEROL NIST SRM 9090 L1 (IDMS) 765 — 658-8.72 mmolL
OSR6116 2% 265338 mgidL
CRORG) COC Refersnce Method (731 [ezm-em [ mmod |
283 243-323 mgidl
CK-NAC IFCC 3rc IFCC Reference Method 406 325-487 uL
QSR6178 6.77 541-8.12 pkatl
CREATININE Jaffe IDMS Traceable NISTSRMS67 L1812 436 340-532 pmolL
OSR6178 453 385-6.02 mgidL
Uncompensated Jaffe NIST SRM 9086 L2 448 350~ 547 pmoll.
TR sy oS i N 2 I | oL |
OSR61204 Enzymatic NIST SRM 967 L1& L2 45 355 - 556 pmollL
515 402-620 mgidL.

Olympus Life Science Research Europa GmbH, Sauerbruchstr. 50, 81377 Munich, Germany.

LOOCO0M_0028_MLOY Contrel
200605
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[ Constituent | Method | Traceability [Mean | Acceptable Range | Units |
GGT IFCC a7°C | IFCC Reference Method 156 122-1%0 UL
OSR6120 2860 203-347 pkat.
GLUCOSE 126 106-1456 mmolL.
1L — HK G6P-DH NIST SRM 965 Hr- SESRG. LY TR Jmgdt
OSR6140 126 105-145 mmolL

226 190 - 262 mgidL
HBDH GSCC 1972 37°C | Olympus Master Calibrator 449 358-539 UL
OSR6129 748 599-898 pkatiL
A 171 1.30-212 oL
OSRE144 m 130-212 mg/idL.

................... 4 Turbidimetry ERM - DA470 T v r

OSRE1171 182 1.38-226 gL T
182 138 - 226 mg/dL
g6 a7 7277117 oL
OSR6145 i a7 777 -1165 mg/dl
osReti T N YT 72 T R Y
941 753- 1129 mgldL
ight - 050 065-1.16 oL
OSRb 9204 65.1-116 mg/dL
.................... Turbidimetry ERM - DA470  eeeeesemnmfuememeenecsceacasanadennansanccsd
OSRB1173 094 068-120 oL
94.0 §7.7-120 mg/dL
INORGANIC Molybdate, UV Olympus Master Calibrator 338 276-39% mmolL
PHOSPHOROUS 104 854-123 mgidl
OSRE122
IRON TPTZ Olympus Master Calibrator 383 329-437 pmollL
OSR6186 214 184- 244 pgidL
LACTATE Trinder Method Gravimetric Standard 42 337-515 mmolL
OSRE193 384 03-464 mg/dL
LDH IFCC 37°C | IFCC Reference Method 520 426-614 uL
o818 ... b o Rl e M LM TSNS Jpait |
OSRE126 SCE 1974 37°C | Olympus Master Calibrator 175 964 - 1387 uL
19.6 16.1-231 pkatl
LIPASE Colorimetric (Imamura) 37°C | Olympus Master Calibrator 184 47-21 UL
OSR6130 307 245-368 pkatll
LITHIUM Atomic Absorption Spectrometry Reference method* 187 169-225 mmollL
1.97 1.68-225 mEgL
MAGNESIUM Xylidyl blue NIST SRM 90%b L2 168 141-195 mmol/L
OSR618% 4.08 343-474
POTASSIUM ISE Indirect NIST (SRM) 856a 6.36 579-693 mmoliL
6.36 579-693 mEgL
SODIUM ISE Indirect NIST (SRM) 956a 152 143 - 161 mmobL
152 143 - 161 mEgL
TRIGLYCERIDE 390 320-460 mmolL
R — _— e L LT |mge |
OSR61118 ww:m KE:]) 321-4851 mmolL
346 284 - 408 mgidL
TOTAL PROTEIN Biuret NIST SRM 927¢ 750 668-833 oL
OSRE132 7.50 668-833 [
uiBC Nitroso-PSAP Olympus Master Calibrator 410 328-482 pmotL

TR  (WCL e T O SO i SN | 29 |-z o |
OSRE1205 Nitroso-PSAP NIST SRM 937 420 336-504 pmolL

235 188 - 281
UREA Urease/GLDH NIST SRM 908b L1 269 210-328 mmoll
OSRE134 161 126197 moidL
OSR6141 753 587-919 mg BUN/IL
URIC ACID NIST SRM 90%b L1 536 461 -611 pmoll.
OSRE 901 7.75-103 mgidL

T UcastlPOD  |ememeeeemeemmeececemenee e e e e neane e ]

OSRB198 Isotope Dilution Mass Spectrometry 570 490 - 650 pmolL
Reference Method 9.58 8.24-108
Coniol LOOCO0O4_0028_MLOY
20605
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Ljiljana Jelenkovi¢ rodena je u Nisu, gde je zavrsila Osnovnu Skolu ,,Uc¢itelj Tasa* i
Gimnaziju ,,Svetozar Markovi¢“, kao nosilac diplome Vuk Karadzi¢. Na Filozofskom
fakultetu Univerziteta u NiSu, Prirodno-matemati¢kom odseku, grupi za Hemiju, zavrsila je
osnovne studije. Magistarsku tezu odbranila je na Prirodno-matematickom fakultetu
Univerziteta u Nisu, Departmanu za hemiju, jula 2010. Izradu doktorske disertacije zapocela
je Skolske 2010/2011. godine, ostvarivsi saradnju Departmana za hemiju PMF-a u Nisu i
biohemijske laboratorije Doma zdravlja u Nisu.

Zaposlena je kao profesor medicinske biohemije u Medicinskoj $koli u Nisu od
septembra 1994. Stru¢ni ispit za rad u prosveti (licenca), polozila je u novembru 1996. i
stekla zvanje profesor. U dva navrata, od 2003-2006. i od 2008-2013. obavljala je i poslove
pomoc¢nika direktora vezane za organizaciju nastave. Od 2004. do danas ima preko 250 sati
akreditovanih seminara Ministarstva prosvete RS za osnazivanje kompetencija nastavnika.
Angazovana je i kao mentor kolegama pripravnicima za uvodenje u posao u Skoli.

Od 2000-2006. bila je aktivna u lokalnoj zajednici za zaStitu i oCuvanje zivotne
sredine kroz ¢lanstvo u lokalnom ekoloSkom akcionom timu, kao i timu za zaStitu Zivotne
sredine 1 odrzivi razvoj. Aktivno je ucestvovala u izradi LEAP dokumenta opstine NiS, prvog
takve vrste u zemlji, kao i u njegovoj kasnijoj implementraciji. Od 2002-2004. Bila je
koordinator za zdrav na¢in ishrane u ekoloskom timu Evro regiona Eurobalkan. Clan
Naucno-struénog drustva za ekologiju 1 zastitu zivotne sredine Ecologica.

Do sada je objavila 12 nau¢nih radova, sa temama iz biohemije, ekologije i prosvete.
Ucestvovala je na jednom svetskom i 7 medunarodnih kongresa sa prezentovanjem svojih
radova. Autor je seminara iz oblasti ekologije i biohemije, koje izvodi po pozivu. Objavila je
I tri monografije, dve koautorske iz oblasti ekologije i jednu autorsku iz oblasti biohemije. U
pripremi je i monografija bazirana na velikom istraZivanju sprovedenom na niSkim
maturantima o izboru buduce profesije.

Udata je i majka dvoje dece, Vladimira i Aleksandra.
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Hsjasa 1.

H3JABA O AYTOPCTBY

H3japibyjem aa je JOKTOpCKa AMCepTaLuja, noja Hacl0BoM

Vruuaj oaadpanux MOHOTEPHEHA HA AKTHBHOCT ANjATHOCTHYKH 3HAYAJHNJHX eH3uMa Y
KOHTPOJIHOM XyMaHoM cepymy in vitro

® pe3yarar CONCTBCHOI HCTPAaXKHBA4YKOr paja;

* Jia oBYy zmcepTaquy. HH Y HCJIHHH, HUTH Y AC/IOBHMA, HHCAM npujasmmao/na Ha

’

ApYrum (haky/ITeTUMa, HHTH YHHBEP3UTETHMA;

e Jla HMCAM [MOBPEAHO/NIa AyTOPCKA MpaBa, HUTH 3/0ynoTpebHo/na HHTENEKTYaJHY
CBOJHHY ApYTHX JHLA.

Jlo3so/baBaM Ja ce ofjaBe MOjH JHYHM NOAALM, KOjH CY Yy BE3H Ca ayTOPCTBOM M
noGujarbeM akaJAeMCKOr 3Bakba J0KTOpa HayKa, Kao WTO CY HME ¥ Npe3nMe, roiMHa 1 MECTO
pohema u aatym oaGpane paja, H To y katanory bubaunorexe, JInrutaiHom peno3suropujymy
Vuusepsurera y Huwy, kao u y nyGaukauujama Yuusepsurera y Huury.

Y Huwy, 22. 06. 2016.

[Tornuc ayTopa auceprauuje:

o

l F )
J;WLU\“@LLQ 54 2 /C')(é/ﬂ"/é/(

(Ume, cpeaise cq@fo H npesnme)
¥
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H3jasa 2.

M3JABA O HCTOBETHOCTH EJIEKTPOHCKOI' 1 IITAMITAHOI' OBJIMKA
JJOKTOPCKE JJMCEPTAIIHJE

Hacnoe aucepraumje:_ Yruuaj oaabpannx MOHOTEPHEna Ha AKTHBHOCT /IHjaArHOCTHYUKH
3HAYAJHHJUX eN3HUMa Y KOHTPOJIHOM XYMAHOM cepymy in vitro

M3jasbyjeM aa je eneKTpoHCKH OGAMK MOje JIOKTOPCKE AMCEepTallMje, Kojy cam
npesao/na 3a yHowerwe y JAururaaun penosuropujym Yuusepsurera y Humy, ncroseran
LITaMnaHoM obJInKY.

VY Huuy, 22. 06. 2016.
[Tornuc ayTopa Aucepraumje:

X ,
INUfreia 31 feieuoth

(Ume, cpeatbe C/I0BO W npe3nme)
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HUsjasa 3:

HU3JABA O KOPUII'REWY

Osnawhyjem VYuusepsutercky OuGamoreky ,Hukona Tecna® aa y Jlururanun
penosutopujym YHupepsutera y Huiy ynece Mojy A0KTOPCKY AHCEPTALK]Y, MO HACTOBOM:

Vrunaj ogadpanux MOHOTCPHCHA HA AKTHBHOCT AMJArHOCTHYKH 3HAYUAJHHjHX
€H3IMa Y KOHTPOJHOM XYMAHOM Cepymy in vitro

Jlucepraumnjy ca CBUM NpHI03MMa Npeaao/na caMm y eleKTPOHCKOM 00HKY, MOroaHom
3a TPajHO apXHBHpatbe.

Mojy AOKTOPCKY AMCepTauujy, yHety y JIMruTanuu penosutopujym YHusepsurera y
Huwy, MOry KOPHCTHTH CBH KOjH MowITyjy oapeale cajapxane y oaabpaHoM THIY JIMLCHUE
Kpearusue 3ajeannue (Creative Commons), 3a Kojy ¢am ce ojuryuno/na.

1. Aytopcteo (CC BY)

. AytopctBo — Hekomepujantio (CC BY-NC)
. AyTopcTBO — Hekomepuujanio — 6e3 npepaze (CC BY-NC-ND)

L o

4. AyTOpCTBO — HEKOMepLHjaiHO — AenuTy noa uctum yenosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopetBo — Ge3 npepaze (CC BY-ND)
6. AyTopcTBO — aennt noa uctum ycaosuma (CC BY-SA)!

Y Huuy, 22. 06. 2016.

[Mornuc ayTopa aucepraimje:

\ﬁ“@a-w 4. Feue unbd-

(Uwme, cpenme cnod 1 npeznme)
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TUNOBU NUUEHUM KPEATUBHE 3AJEAHUUE
1. Aytopcreo (CC BY)

Ao3sosbasate yMHOXaBare, AuCTpubyuumjy M jaBHO caonwTasarme Aena, u
npepaae, ako ce HasBejge MMe ayTtopa, Ha HauuH oapeheH oA ayTopa uMnu aasaoua
nMueHue, Yak M y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnoboaHU]a 04 CBUX NULEHUMN.

2. AytopcTteo - Hekomepuunjanso (CC BY-NC)

[Jo3Bo/basate yMHOXaBake, AucTpubyuunjy W jaBHO caonwTasake aena, w
npepaage, ako ce HaBege vMMe ayTtopa, Ha HauyuH oapeheH o4 ayTopa MW Aasaoua
nuueHue. OBa nuMuUeHUa He A03B0/basa KoMepuujanHy ynotpeby aena.

3. AytopcTeo — HekoMmepumjanHo - 6e3 npepapa (CC BY-NC-ND)

[o3sosbaBate yMHOXasake, AucTpubyuumjy v jaBHO caonwTasare pena, 6e3
npomeHa, npeobnukoeara wnu ynotpebe aena y CBOM Aeny, ako Ce Haseae uMme ayTopa,
Ha HauuH oapeheH oA ayTopa wnau Aasaoua nuueHue. OBa svueHUa He A03BO/baBa
KoMmepumjanHy ynotpeby aena. YoaHOCy Ha cse ocTane nuueHue, OBOM NUUEHUOM ce
orpaHuyasa Hajsehu obum npasa Kopuwhewa gena.

4. AyTOPCTBO — HEKOMEpUMjanHo — AenuTu noa Mcrum ycnosuma (CC BY-
NC-SA)

[o3sommasate yMHOXaBsarbe, AuCTPMOYUMjy WM jJaBHO caonwTasBare Aena, W
npepaje, ako Ce Haseae MMe ayTopa, Ha HauuH oapeheH OA aytopa wau aasaoua
NUUEHUe, M aKo ce npepaga AvcTpubyvpa nog UCTOM WAM CAMYHOM nuueHuoMm. Osa
nuueHua He A03B0/baBa KoMepuujanHy ynotpeby aena v npepaaa

5. Aytopcreo - 6e3 npepapa (CC BY-ND)

[lo3Bo/baBaTe yMHOXaBare, AMCTpMOYuUMjy W jaBHO caonwrTasare aena, 6es
npomeHa, npeobnukosBata unu ynotpebe agena y CBOM Aeny, ako Ce Haseae uMme ayTopa,
Ha HauuH oapeheH oA ayTopa wnv paasBaoua nuueHue. OBa nuuUeHUa [A03BO/baBa
KoMepuwujanny ynotpeby gena.

6. AyTOpPCTBO = AennTh noa uctum ycnosmuma (CC BY-SA)

Ao3sBo/baBarte yMHOXasame, AucTpubyumjy M jaBHO caonwTasake Aena, u
npepajge, ako ce Haseje vMMe ayTopa, Ha HauyuH oapeheH 04 ayrtopa unu aasaoua
NnuMUeHUe, U ako ce npepaga AuCTpubyupa noa WUCTOM MNKM CAMYHOM nuueHuoM. Osa
NMUEHUa A03BO/baBa KoMepuujanHy ynotpeby aena n npepaaa. CnuyHa je copTBEpCKUM
NMUEHUaMa, 0AHOCHO NUUeHUaMa OTBOPEHOr Koaa.
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