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POPIS KRATICA

AMS-S — salivarna a-amilaza

AMS-1 — salivarna a-amilaza

AMS-P — pankreasna a-amilaza

AMS-2— pankreasna a-amilaza

CNV - varijacije broja kopija (engl. copy number variation)
IgG — imunoglobulin G

IgA — imunoglobulin A

DNS — 3,5- dinitrosalicilna kiselina

M — mol/dm?®



1. UvOD

1. UvOD
1.1. Enzimi

1.1.1. Funkcija enzima

Enzimi, odnosno biokatalizatori, tvari su koje kataliziraju kemijsku reakciju, $to znaci
da je vrijeme potrebno za odvijanje odredene kemijske reakcije puno krace uz prisustvo
odredenog enzima kojeg je potrebno jako malo kako bi se katalizirala pretvorba velike
koliCine supstrata. Oni su po svojoj kemijskoj strukturi velikom veéinom proteini, osim
nekoliko katalitickih RNA molekula. Za aktivnost mnogih enzima bitna je i uloga kofaktora.
Kofaktori mogu biti metalni ioni ili prosteticke skupine te imaju razne uloge u tijeku reakcije,
kao npr. prijenos elektrona. Takoder, bitnu ulogu u postizanju maksimalne brzine reakcije
katalizirane enzimima imaju optimalni uvjeti u vidu temperature i pH (1). Povisenjem
temperature povecava Se kineticka energija supstrata i enzima, dok enzimi smanjuju energiju
aktivacije te se time ubrzava reakcija (2). Tijekom kemijske reakcije koju kataliziraju, enzimi
ostaju nepromijenjeni, dok se supstrat prevodi u produkt. U prirodi se spontano odvijaju samo
one reakcije kod kojih je promjena slobodne energije negativnog predznaka, odnosno one
reakcije kod kojih se energija oslobada do postizanja ravnoteze. S obzirom na ¢injenicu da
veliki broj molekula ima preveliku energiju aktivacije, brzina reakcije bila bi jako spora. U
nasem organizmu su, medutim, metaboli¢ke reakcije pod utjecajem enzima koji smanjuju

potrebnu energiju aktivacije kako bi §to veci broj molekula sudjelovao u reakciji (Slika 1.).

Es- nekatalizirana reakcija

E.'- katalizirana reakcija

BY e m=e(fy = D = €D

- produkti

v

tijek reakcije

Slika 1. Princip djelovanja enzima (3).
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Svaki enzim ima svoje tzv. aktivno mjesto s kojim se supstrat veze pomocu kontaktnih
aminokiselina kako bi dio molekule na koji enzim treba djelovati bio okrenut na pravu stranu.
Takoder, aktivno mjesto ima i kataliticke aminokiseline koje sadrze reaktivne skupine koje
djeluju na ciljani supstrat, te aminokiseline koje odrzavaju trodimenzionalnu strukturu
aktivnog mjesta kako bi ono bilo kompatibilno sa supstratom (4). Specificnost vezanja
supstrata u aktivnho mjesto odredeno je strogo definiranim rasporedom atoma u aktivhom

mjestu. Postoje dva modela vezanja supstrata u aktivno mjesto, a to su model ,,klju¢ brava“ te

model induciranog pristajanja. U modelu ,,klju¢ brava® supstrat i aktivno mjesto enzima

(

komplementarni su (Slika 2.).

—
Supstrat

Enzim

Slika 2. Model ,.klju¢ brava‘ (5).

Za razliku od tog modela, kod modela induciranog pristajanja, supstrat i aktivno mjesto

komplementarni su tek nakon vezanja supstrata (Slika 3.).

—
Supstrat
Enzim

Slika 3. Model induciranog pristajanja (5).
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Nakon $to se reakcija koju enzim katalizira odvije, enzim se vrac¢a u svoj prvobitan oblik do

trenutka ponovnog vezanja supstrata u aktivno mjesto.

1.1.2. Probavni enzimi

Svi zivuéi organizmi trebaju hranu, odnosno nutrijente iz hrane kako bi rasli i
prezivjeli. Vecina nutritivnih tvari u organizam se unesu kao kompleksni spojevi koji se ne
mogu odmah kao takvi koristiti kao metabolicka goriva ili strukturne tvari, nego se prvo
moraju razgraditi na jednostavnije spojeve. Tako dobiveni jednostavniji spojevi mogu se
apsorbirati te prenositi krvlju na ciljna mjesta. Tu zada¢u obavljaju mnogobrojni probavni
enzimi Kkoji imaju sposobnost razgradnje proteina, masti i ugljikohidrata na jednostavnije,
Covjeku za daljnju uporabu prihvatljivije spojeve. Probavni enzimi Stvaraju se i luce u
gastrointestinalni sustav kako bi razgradili gore navedene tvari te kako bi se one mogle
apsorbirati u krv (6). Jednostavnije re¢eno, povecavaju biodostupnost nutrijenata. Probava
zapoCinje u ustima djelovanjem salivarne a-amilaze koja se u Zeludcu denaturira pod
utjecajem niskog pH (7), nastavlja se u zeludcu u kojem se pepsinogen pretvara u pepsin,
zatim u tankom crijevu u kojeg se iz gusSterace luce pankreasna a-amilaza, lipaza, fosfolipaza i

brojni proteoliticki enzimi (4).

1.2. Amilaza

1.2.1. Osnovne znacajke amilaze

Amilaze su enzimi iz skupine hidrolaza koje razgraduju polisaharide. Kirchoffovo
opazanje da ekstrakt pSenice posjeduje sposobnost razgradnje Skroba smatra se prvim
opisivanjem neke enzimske reakcije (8). Kao $to je prethodno navedeno, probava zapocinje u
ustima i to upravo enzimom salivarnom a-amilazom, zvanom i ptijalin. To radi na na¢in da
slu¢ajnim odabirom kida unutarnje a-1,4-glikozidne veze. Salivarna a-amilaza kod nekih
pojedinaca iznosi 50 % ukupnih proteina sline, dok je kod drugih ljudi slabo mjerljiva (9, 10).
U prirodi razlikujemo dvije vrste amilaza; o ili endoamilaza i f ili egzoamilaza. B-amilaza
hidrolizira a-1,4-glikozidne veze samo na kraju molekule i svaki put hidrolizom odstrani po
jednu maltozu. Ona je biljni i bakterijski enzim. Za razliku od nje, a-amilaza hidrolizira a-1,4-
glikozidne veze u cijeloj molekuli supstrata te je ona enzim u Zivotinjama i ljudima (4). Skrob
se sastoji od dviju glavnih sastavnica: amiloze i amilopektina. a-amilaza razgraduje i
ravnolancane polisaharide (amiloze), ali i razgranate polisaharide (amilopektin i glikogen).
Razlika izmedu amilopektina 1 glikogena je u tome Sto glikogen ima veci stupanj

razgranatosti, odnosno vise o-1,6-glikozidnih veza (8). Iz amiloze se stvaraju maltoza i

3
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ostatne molekule glukoze, dok se iz amilopektina i glikogena uz maltozu i glukozu stvaraju i
dekstrini zbog nemoguénosti amilaze da kida a-1,6-glikozidne veze tih spojeva. a-amilaza
jedini je enzim, uz lizozim i pepsinogen, koji se fizioloski filtrira kroz glomerularnu
membranu i izlu¢uje mokracom zahvaljujuci svojoj veli¢ini. Enzimi molekularne mase manje
od 70 kDa mogu prije¢i glomerularnu membranu. Izgradena je od polipeptidnog lanca
dugackog 510 aminokiselina, dok joj relativna molekulska masa iznosi 45 do 50 kDa. Aktivna
je u Sirokom pH podrucju od pH 3,8 do pH 9,4, s optimumom djelovanja izmedu pH 6,7 i pH
7,2 (4). Termostabilan je enzim, pa mu se aktivnost ne mijenja i do temperature od 50 °C.
Aktivnost ovog enzima na sobnoj se temperaturi ne mijenja do 7 dana, dok se na temperaturi
od 4 °C njegova aktivnost ne mijenja viSe od dva mjeseca. Amilaza se ubraja u metaloenzime,
odnosno za njezin rad potreban je kalcij za odrzavanje funkcionalne cjelovitosti (Slika 4.).
Osim kalcija, na njezin rad pozitivno utjecu i razni anioni kao $to su bromidi i kloridi, koji na
nju djeluju stabiliziraju¢e i najuéinkovitiji su stabilizatori (11). Afinitet kalcija za a-amilazu
puno je jaci od drugih iona. Broj kalcijevih iona vezanih za a-amilazu varira od 1 do 10 te Sto
je vedi broj vezanih kalcijevih iona za enzim, to je njegova termostabilnost ve¢a. Amilazna
aktivnost prisutna je u brojnim tkivima. Najvise je ima u acinarnim stanicama guSterace te u
zlijezdama slinovnicama, dok je manje ima u bubregu, jetri, miSi¢ima i masnome tkivu. (1, 4,

8). Takoder je ima u mokraéi, mlijeku, a u tragovima i u likvoru.

Slika 4. Shematski prikaz strukture a-amilaze s kalcijevim ionom (zelena kuglica) (12).

U 90 % ljudi nalaze se dva glavna izoenzima amilaze, salivarni S-izoenzim (AMS-S,
AMS-1) i gusteracni P-izoenzim (AMS-P, AMS-2). lako amilaze ima u mnogim tkivima,

smatra se dosta specificnom za gusteracu. Strukturni geni koji kodiraju ova dva izoenzima
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nalaze se na 1. kromosomu. Studije su pokazale da CNV (eng. copy number variation) gena
AMS-1 igra ulogu u razini aktivnosti salivarne a-amilaze (13). AMS-S i AMS-P imaju sli¢na
katalitiCka 1 imunoloska svojstva. Izoenzimi se mogu razlikovati iz uzoraka seruma i urina
izoelektricnim fokusiranjem i elektroforezom (11). Elektroforetska procjena izoenzima
amilaze govori vise o enzimskim promjenama tijekom bolesti nego mjerenje ukupne
aktivnosti enzima. AMS-1 se nakon elektroforeze nalazi u podrucju B-globulina, dok se AMS-
2 nalazi u zoni y-globulina. Medutim, na genu za svaki izoenzim moze do¢i do alelnih
varijacija, Sto dovodi do polimorfizma s podfrakcijama obaju izoenzima pa tako na
elektroforezi mozemo vidjeti AMS-S; i AMS-S,;, kao i AMS-P, i AMS-P,. Osim toga,
izoenzimi se mogu jo$ i posttranslacijski modificirati u ugljikohidratnom dijelu enzima ili
deamidacijom asparagina i glutamina, §to dovodi do dodatnih izoforma enzima (4). S obzirom
da je klirens pankreasne o-amilaze ve¢i nego od salivarne, odnosno brze se odstranjuje
mokracom pa je omjer AMS-1/AMS-2 u serumu 1,71 £ 1,1, a u mokraci 0,7 + 0,1. PoluZzivot
amilaze u krvi je 3 — 6 sati. Ponekad se u serumu amilaza moze pronac¢i u kompleksu sa
imunoglobulinima kao makroamilaza s molekularnom masom vecom od 200 kDa (4).
Koncentracije a-amilaze slijede cirkadijalni ritam luc¢enja, s niskim vrijednostima u jutarnjim

satima, nakon ¢ega slijedi kontinuirani rast s najvisim vrijednostima u vecernjim satima (14).

1.2.2. Klini¢ki znacaj

Dijagnosticki znacaj amilaze najveci je kod bolesti guSterace 1 upalne bolesti Zlijezda
slinovnica. Pri akutnom pankreatitisu aktivnost amilaze u serumu povecava se unutar 5 — 8
sati nakon pojave simptoma. Nakon 3 — 4 dana vrijednosti aktivnosti amilaze u serumu
vrac¢aju se u normalu (23 - 91 U/l). Ipak, aktivnost amilaze u serumu nije klinicki specifi¢na
za dijagnozu akutnog pankreatitisa jer su povecane vrijednosti amilaze moguce i u drugim
klinickim stanjima. Poveéanje od 4 do 6 puta iznad referentnih vrijednosti je normalno, ali
ako je povecanje vece, ne znaci da je i1 jakost upale veca, no Sto je povecanje vece, veca je
vjerojatnost akutnog pankreatitisa. Manjak specifinosti ukupne serumske amilaze te
uvodenje odredivanja AMS-P, uz znacaj povecanja od tri puta od referentne vrijednosti,
dovelo je do specificnosti ove pretrage na vise od 90 % (11). Kod kroni¢nog pankreatitisa
povecanje aktivnosti u serumu nije toliko izrazeno, ali tijekom pogorsanja bolesti vrijednosti
se ponasaju sli¢no kao i1 kod akutnog pankreatitisa. Kod karcinoma gusterace vecinom je
poviSena aktivnost u mokraci, dok je aktivnost u serumu varijabilna. Zbog ranije spomenutog
izlu€ivanja amilaze mokra¢om, uz analizu seruma uvijek treba napraviti 1 analizu mokrace

zbog moguénosti normalnih vrijednosti amilaze u serumu, ali povecanih u mokraéi. Osim
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povecane aktivnosti amilaze pri akutnom 1 kroni¢nom pankreatitisu, smanjene vrijednosti
mogu biti prisutne pri nekrozi gusterace. Povisene vrijednosti aktivnosti amilaze pronadene su
u nekim bolestima trbusne Supljine i kod nekih poremeéaja koji nisu povezani s gusteracom.
Nadalje, kolecistitis, upala zuénog mjehura, takoder moze uzrokovati aktivnost amilaze do 4
puta vecu od referentnih vrijednosti. Aktivnost amilaze u serumu i mokraci povecana je i kod
zausnjaka, perforacije zeluCanog Cira, tromboze mezenterijalnih vena, uremije, crijevne
opstrukcije i postoperativnih stanja, ¢esto nakon operacije srca. Povecana aktivnost amilaze
uocena je 1 kod teskih opeklina, pri Secernoj bolesti (osobito s ketoacidozom), te zbog
ektopi¢nog lucenja amilaze iz zlo¢udnih tumora. Kod svih ovih stanja uobicajeno je jace
poveéanje aktivnosti u mokraé¢i nego u serumu. Takoder, istrazivanja su pokazala da je
salivarna a-amilaza indirektni biomarker aktivnosti sredi$njeg Zivéanog sustava te da se moze
koristiti kao pokazatelj stresa (15). Ukoliko dode do poveéanja aktivnosti u serumu, ali bez
prikladnog povecanja aktivnosti u mokraci, zna¢i da se radi o bubreznoj insuficijenciji ili o
makroamilazemiji. Makroamilazemija je stanje prisutno kod 1 % populacije, a radi se o
stvaranju kompleksa izmedu amilaze (obicno AMS-S) i imunoglobulina (IgG ili 1gA). Takvi
kompleksi veéi su od 200 kDa, pa se stoga ne mogu filtrirati kroz glomerularnu membranu i
izlu¢iti mokracom, nego dolazi do poviSene aktivnosti amilaze u serumu 2 do 8 puta. Uz

makroamilazemiju se ne povezuju nikakvi klinicki simptomi (11).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj je istrazivanja odrediti aktivnost salivarne alfa amilaze proizaSle iz razli¢itih

proizvodnih serija in vitro.
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3. MATERIJAL | METODE
Rad je odobren od strane Etickog povjerenstva SveudiliSta J. J. Strossmayera u
Osijeku Medicinskog fakulteta Osijek (URBROJ: 2158-61-07-20-97) u lipnju 2020. godine.

3.1. Ustroj studije
Istrazivanje je ustrojeno kao presjecno.

3.2. Materijali

3.2.1. Oprema

e shaker

e termo blok

e vodena kupelj

e pipete od 1000, 200 i 100 pL
e Kivete

e tubice od 2 mL

e posudas ledom

e termometar

e vortex

e Stoperica

e spektrofotometar: Perkin EImer Lambda 25 UV/VIS.

C T

Lt

Slika 5. Perkin EImer Lambda 25 UV/VIS spektrofotometar. (izradio autor)
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3.2.2. Kemikalije

e a-amilaza iz ljudske sline (lot# SLBX2676); tip IX-A (1,4-a-D-glukan-glukanohidrolaza)
(isporuka dva puta s vremenskim odmakom od 2 mjeseca) — Sigma Aldrich, SAD

e Skrob —Sigma Aldrich, SAD

¢ D-maltoza monohidrat — Sigma Aldrich, SAD

e natrijev fosfat (NaH,PO,) — Acros Organics, Belgium

e dinatrijev fosfat (Na;HPO,) — Acros Organics, Belgium

e 3,5-dinitrosalicilna kiselina — Alfa Aesar, SAD

e natrijev klorid — Carlo Erba, Spain

o kalij-natrij-tartarat-tetrahidrat — Kemika, Hrvatska

e natrij-hidroksid — T.T.T. d.0.0., Hrvatska.

3.3. Metode

3.3.1. Uvjeti metode

Metoda koja je koriStena za odredivanje aktivnosti salivarne a-amilaze je modificirana
metoda po Bernfeldu. Modifikacija je u¢injena jer su uzorci humanog podrijetla te je shodno
tomu i volumen ukupne reakcijske smjese smanjen 10 puta. Skrob se djelovanjem salivarne a-
amilaze razlaze na maltozu i glukozu:

a-amilaza

Skrob + H,0 —— reducirajuéi $eéeri (maltoza i glukoza).

Reakcija se temelji na moguénosti maltoze da reducira blijedozuti DNS (3,5- dinitrosalicilna
kiselina) reagens, koji nakon toga poprima narancasto-crvenu boju. Intenzitet promjene boje
proporcionalan je nastaloj maltozi. Apsorbancija se mjeri na valnoj duljini od 540 nm jer je to
podrucje u kojem se apsorbira narancasto-crvena boja. S obzirom da se odreduje aktivnost
humane salivarne a-amilaze, protokol je prilagoden optimalnim uvjetima za funkcioniranje

tog enzima, pa je stoga temperatura inkubacije 37 °C te pH 7,0.
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3.3.2. Priprema kemikalija
Od otopina se trebao pripremiti natrij-fosfatni pufer, skrobna otopina, DNS (3,5-

dinitrosalicilna kiselina) reagens te maltozni standard.

e Natrij-fosfatni pufer
Pripremljeno je 100 mL 20 mM natrij-fosfatnog pufera (Na;HPO, i NaH,PQO,) u koji je
dodan 6,7 mM NaCl. Zatim je pH namjesten na 7,0 dodatkom 1 M NaOH.

e Skrobna otopina

Pripremljena je 1 %-tna Skrobna otopina u fosfatnom puferu. Za pripremu otopine potrebna je
odmjerna tikvica od 25 mL. U tikvicu je odvagano 0,25 g Skroba te 20 mL fosfatnog pufera.
Smjesa je zagrijana na temperaturu malo nizu od temperature vrenja dok se $krob nije otopio.
Otopina je stajanjem ohladena na sobnu temperaturu i nadopunjena do 25 mL sa pro¢is¢enom

vodom.

e DNS reagens

Priprema DNS reagensa tece u tri koraka:

1. Priprema 5,3 mol/dm® (M) otopine Na-K-tartarata u 2M NaOH. Otopina NaOH zagrijana
je na 60 °C te je u nju dodana potrebna koli¢ina Na-K-tartarata. Otopina je mijeSana dok
se sav Na-K-tartarat nije otopio, uz napomenu da ne smije do¢i do vrenja otopine.

2. Priprema 96 mM otopine dinitrosalicilne kiseline u vodi otapanjem na 60°C.

3. Zagrijano je 12 mL destilirane vode na 60 °C i polako dodano 8 mL otopine Na-K-
tartarata. Nakon toga dodano je 20 mL dinitrosalicilne kiseline te je mijeSsano dok se sve
ne ujednaci.

Dobivena otopina pohranjena je u tamnu bocu.
e Maltozni standard

Maltozni standard je 0,2 %-tna otopina maltoze. Kako bi otopina bila pripremljena, odvagano

je 0,02 g maltoze te otopljeno u 10 mL destilirane vode.
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3. MATERUALI | METODE

3.3.3. Analiza aktivnosti salivarne a-amilaze

Nakon $to su pripremljene sve otopine i oprema, vodena kupelj zagrijana je na 100 °C,
a termo blok na 37 °C kako bi odgovarali potrebama protokola. Prvi je korak u tubice od 2 mL
otpipetirati 0,1 mL otopine Skroba te staviti na temperiranje na 37 °C. Potom se u svaku
tubicu doda odredeni volumen otopine enzima (prema tablici 1.), promijeSa i inkubira 3
minute na 37 °C. Sljede¢i je korak zaustavljanje reakcije DNS reagensom, koje se radi tako da
se U tubicu odpipetira 0,1 mL DNS reagensa i stavi u kipu¢u vodenu kupelj (100 °C) te se
doda ostatak otopine enzima tako da ukupni volumen enzimske otopine uvijek bude isti.
Zatim se dobivena otopina kuha u kipucoj kupelji 15 minuta. Tubica se prenosi na led i hladi
nekoliko minuta, nakon ¢ega mu se dodaje 0,9 mL procis¢ene vode te se promijesa. Otopina

se prenosi u Kivetu i mjeri se apsorbancija na 540 nm.

Tablica 1. Volumen otopina koji se dodaje u uzorak.

1 2 3. 4 5. Slijepa

proba
Supstrat (ul) 100 100 100 100 100 100

Enzim 1x (pul) 20 40 60 80 100 -

Reagens (ul) 100 100 100 100 100 100
Enzim 2x (ul) 80 60 40 20 - 100
H20 (ul) 900 900 900 900 900 900
V ukupni (1) 1200 1200 1200 1200 1200 1200

Nakon izmjerenih vrijednosti apsorbancije pripremljenih uzoraka takoder je izmjerena i
apsorbancija pripremljenog maltoznog standarda (prema tablici 2.) koja je koriStena za

pripremu bazdarnog dijagrama.
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Tablica 2. Volumeni potrebni za pripremu razrijedenja maltoznog standarda.

3. MATERUALI | METODE

Slijepa
D1 | D2 | D3 | D4 | D5 | D6 | D7
proba
Otopina maltoze | 20 40 60 80 | 100 | 120 -
(u)
H,O
() 200 | 180 | 160 | 140 | 120 | 100 | 80 200
I(—ES 900 | 900 | 900 | 900 | 900 | 900 | 900 900
V(L;';i‘)P”‘ 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 1200

3.3.4. Statisticke metode

Numericki podaci su prikazani aritmetickom sredinom i standardnom devijacijom ili

medijanom i interkvartilnim rasponom te prikazani graficki nakon obrade u EXCEL

programu. Za usporedbu izmedu pojedinih mjerenja koristio se neparametrijski Mann-

Whitney U test za dva nezavisna uzorka. Podaci su analizirani pomoc¢u analitickog programa

TIBCO STATISTICA 13.3 .0. (TIBCO Software Inc,Palo Alto, SAD). Statisticka znacajnost

je postavljena na p <0,05.
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4. REZULTATI

Za izracCun prave vrijednosti apsorbancije primijenjen je racun:
AAs40 (standard) = As40 (Standard) — As40 (Standard Blank). Takoder je izracunata masa maltoze u svakom

uzorku pripremljenog standarda u nizu od 7 kako slijedi:

Maltozni standard
0.6

y = 1.7985x + 0.0641
0.5 /
0.4
03 N7 9—apsorbancija

0.2 == | inear (apsorbancija)

0.1 -

O T T T 1
0 0.1 0.2 0.3

Slika 6. Bazdarni dijagram maltoznog standarda. Na slici je u gornjem lijevom kutu prikazana
jednadzba pravca. Graf prikazuje ovisnost apsorbancije o masi maltoze, Na apscisi se nalazi

masa (mg) maltoze, a na ordinati apsorbancija (A) pri 540nm.

Kako bi se dobile kona¢ne vrijednosti apsorbancije uzoraka nakon reakcije potrebno je
koristiti racun AAsag (uzorak) = Asao (Test) — Asao (Test Blank). Za& Svaki uzorak koji je sudjelovao u

reakciji izracunata je i masa enzima.
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4. REZULTATI

0.06
0.04
0.02

-0.02
-0.04
-0.06
-0.08

-0.1

Uzorak 1

y =0.2407x - 0.0516

=&—2apsorbancija

e | inear
(apsorbancija)

7.2)

0.05
0.04
0.03
0.02
0.01

-0.01
-0.02

Uzorak 1’

y=0.1384x - 0.0223

=== Qapsorbancija

e | inear
(apsorbancija)

7.b)

Slika 7. Krivulja promjene apsorbancije u ovisnosti 0 masi dodane amilaze za: a) Uzorak 1 i

b) Uzorak 1'. Na apscisi se nalazi masa (mg) amilaze, a na ordinati apsorbancija (A) pri

540nm. Na slikama se u gornjem lijevom kutu nalaze jednadzbe dobivenih pravaca.
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4. REZULTATI

Uzorak 2
0.01
0.005 &
0 T T T )
0.1 0.2 0.3 0.4 =®=—apsorbancija

-0.005 \\
0.01 A Linear

. W\ (apsorbancija)
-0.015

-0.02
y =-0.0922x + 0.0115
-0.025
8.a)
Uzorak 2’
0.04

0.03 \
0.02 N\ .

9= apsorbancija

0.01
\\ e | inear
0 T T T ) (apsorbancija)

( 0.1 0 0.4

-0.01

y =-0.157x + 0.0372

-0.02

8.b)
Slika 8. Krivulja promjene apsorbancije u ovisnosti 0 masi dodane amilaze za: a) Uzorak 2 i
b) Uzorak 2'. Na apscisi se nalazi masa (mg) amilaze, a na ordinati apsorbancija (A) pri

540nm. Na slikama se u donjem lijevom kutu nalaze jednadzbe dobivenih pravaca.

Izra¢un U/mg praha enzima se radi po sljede¢oj formuli:
U/mg praha= (Assouzorak)-b)/(a - X) gdje je a-nagib pravca maltoznog standarda, a b-odsjecak
na osi ordinata tog istog pravca, a X je masa (mg) amilaze koja je dodana u reakcijsku smjesu

prije zaustavljanja reakcije.

15



Tablica 3. Aktivnost (U/mg) enzima

. REZULTATI

U/mg
uzorak a b C d e
1 -0,60293 -0,16054 -0,16502 -0,05554 -0,11706
1 -0,67876 -0,26894 -0,18933 -0,05579 -0,09025
2 -0,47191 -0,26823 -0,21968 -0,15194 -0,13853
2 -0,22793 -0,20268 -0,19891 -0,16833 -0,10607

IzraCunate aktivnosti enzima u analiziranim uzorcima primijenjene su za medusobnu

usporedbu. Tako su usporedeni uzorci 11 1’,21i2"te 112 pomocu neparametrijskog Mann—

Whitney U testa za dva nezavisna uzorka uz statisticku znacajnost postavljenu na p < 0,05. Ni

za jedan uzorak nije utvrdena statisticki znacajna razlika.
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5. RASPRAVA

U posljednje vrijeme, zbog jednostavnosti, neinvazivnosti i ekonomicnosti
prikupljanja uzoraka raste interes za otkrivanjem uloga salivarne a-amilaze u ljudskom
organizmu. Takoder, za uzorkovanje sline nije potrebno obuc¢eno osoblje te zbog nekoristenja
igala nema rizika od perkutanih ozljeda osoblja. Zbog toga se u posljednjih nekoliko godina
provode opseZna istrazivanja sline kao uzorka za procjenu stanja usne Supljine, ali i
cjelokupne fizioloSke ravnoteze organizma. Trenutno je najistrazivanija uloga salivarne o-
amilaze kod njezina povecanog izlucivanja nakon aktivacije autonomnog Ziv€anog sustava,
izmedu ostalog i kod stresa (16). Stres je isklju¢ivo subjektivni dozivljaj, a javlja se kao
odgovor organizma na nastalu situaciju koju osoba dozivljava kao ugrozavajuéu. U
modernom drustvu gotovo je nemoguce Zzivjeti bez stresa koji se pojavljuje iz razlicitih
razloga: briga o egzistenciji i poslu, briga o bliznjima ili samome sebi te briga o misljenju
drugih ljudi. Broj oboljelih od depresije i onih s anksioznim poremecajem povecava se: 1990.
godine bilo je 416 milijuna oboljelih dok je do 2013. godine njihov broj porastao na 615
milijuna (17). S obzirom da je jako puno ljudi podlozno stresu, upoznati Smo i S njegovim
negativnim posljedicama ukoliko smo konstantno pod stresom. Ljudi mogu razviti brojne
probleme kao §to su probavne smetnje, mucnina, moguca pojava akni, ispadanje kose, slabije
pamcéenje, glavobolja, povecan rizik od sré¢anog i mozdanog udara te sklonost depresivnim
raspolozenjima.

Upravo zbog jednostavnosti dobivanja uzoraka i sve veceg interesa za istraZivanje
salivarne o—amilaze o¢ekuje se bitan napredak u tom polju. Nedavno je napravljen rucni
uredaj koji mjeri aktivnost salivarne a-amilaze. Uredaj se takoder temelji na mjerenju nastalih
reducirajuéih Secera iz Skroba. Oni reduciraju DNS reagens koji se nalazi na jednokratnim
trakicama (18). Daljnji razvoj ovog uredaja potencijalno bi mogao igrati znacajnu ulogu u
brzoj i jednostavnoj dijagnozi stresa dostupnoj $iroj populaciji, te na taj naéin ¢ak i smanjiti
incidenciju ranije spomenutih negativnih posljedica stresa, ali 1 potros$nju svih lijekova koji se
koriste u lijeCenju istih. Na primjer, samo na antidepresive se godi$nje u Hrvatskoj potrosi
oko 90 milijuna kuna (19).

Ovo istrazivanje provedeno je kako bi se utvrdilo postoji li klinicki znacajna razlika
koristimo li razli¢ite proizvodne serije istog enzima. KoriStene su dvije humane salivarne o—
amilaze u svrhu odredivanja i usporedbe njihove aktivnosti in vitro. Za uzorke 1 i 2 odludili
Smo napraviti ponovljena mjerenja 1’ te 2’ jer je rad s enzimima izrazito osjetljiv i zahtjeva
vjestinu i brzinu rada. Na taj nain je napravljena kontrola kvalitete rada, jer su ponovljena

mjerenja 1’12’ pratila iste trendove kao 1 mjerenja 1 1 2. Kako su to studije pokazale, mozemo
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5. RASPRAVA

zakljuciti da a—amilaza djeluje na nac¢in da se s povec¢anjem koncentracije a—amilaze u uzorku
povecava i njezina aktivnost (20). Takav trend pokazuju i uzorci 1 i 1’ iz ovog istrazivanja, ali
za razliku od njih, uzorci 2 i 2, suprotno ocekivanjima, ne slijede taj trend. Moguci razlog
ovih neoc¢ekivanih rezultata je koriStenje modificiranoga protokola umjesto originalnoga, s
obzirom na to da je koriStena a—amilaza humanog porijekla, pa su i uvjeti metode (pH i
temperatura) bili prilagodeni uvjetima u ljudskom organizmu. Statistickim ispitivanjem ovih
uzoraka utvrdeno je kako nema znacajne statistiCke razlike izmedu aktivnosti ovih dviju

salivarnih a—amilaza te da su one jednako ucinkovite.
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6. ZAKLJUCAK

6. ZAKLJUCAK

Provedenim istrazivanjem dolazimo do sljede¢ih zakljucaka:

» Metoda po Bernfeldu treba dodatnu prilagodbu kako bi se poboljsali i optimizirali
reakcijski uvjeti za analizu uzoraka humane a—amilaze.

= Oba analizirana uzorka a—amilaze su aktivna bez obzira na razli¢ito vrijeme isporuke.
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7. SAZETAK

7. SAZETAK

ODREPIVANJE KATALITICKE AKTIVNOSTI SALIVARNE ALFA AMILAZE IN
VITRO

CILJ ISTRAZIVANJA: Odrediti aktivnost salivarne alfa amilaze proizasle iz razligitih
proizvodnih serija in vitro.

NACRT STUDIJE: Presjecno istrazivanje.

MATERIJALI | METODE: Analizirana je aktivnost dviju komercionalno dostupnih alfa-
amilaza. Koristena alfa—amilaza (ptijalin) kupljena je od tvrtke Sigma Aldrich. Koristene su
sljede¢e kemikalije: Skrob, D-maltoza monohidrat, 3,5-dinitrosalicilna kiselina, natrijev
klorid, natrij-hidroksid i kalij-natrij-tartarat-4-hidrat. Za odredivanje salivarne o—amilaze
koriStena je modificirana metoda po Bernfeldu koja se temelji na svojstvu maltoze da reducira
3,5-dinitrosalicilnu kiselinu i stvara naran¢asto—crvenu otopinu. Intenzitet promjene boje
proporcionalan je nastaloj maltozi, a apsorbancija se mjeri na valnoj duljini 540 nm.
REZULTATI: Neparametrijskim Mann-Whitney U testom za dva nezavisna uzorka utvrdeno
je da nema statisticki znacajne razlike u enzimskoj aktivnosti izmedu ovih dviju salivarnih
alfa amilaza proizaslih iz razli¢itih proizvodnih serija in vitro.

ZAKLJUCAK: Provedenim istrazivanjem dolazimo do zaklju¢ka da su obje serije
analizirane o—amilaze jednako uc¢inkovite te da nema znacajne statisticke razlike u njihovoj
enzimskoj aktivnosti unato¢ razli¢itom vremenu isporuke. Metoda po Bernfeldu treba dodatnu
prilagodbu kako bi se poboljsali i optimizirali reakcijski uvjeti za analizu uzoraka humane o-
amilaze.

KLJUCNE RIJECI: salivarna a—amilaza; enzimska aktivnost; metoda po Bernfeldu.
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8. SUMMARY

8. SUMMARY

DETERMINATION OF THE CATALYTIC ACTIVITY OF SALIVARY ALPHA
AMYLASE IN VITRO

OBJECTIVES: The aim of this study was to determine salivary a—amylase activity bought
from two different commercially available production batches.

STUDY DESIGN: A cross sectional study.

MATERIAL AND METHODS: Salivary o—amylase activity was determined from two
commercionally bought samples. a—amylase (ptijalin) was baught from Sigma Aldrich. The
following solutions were made: sodium phosphate buffer, starch solution, DNS reagent and
maltose standard by using these chemicals : starch, D-maltose monohydrate, 3,5,-
dinitrosalicylic acid, sodium chloride, sodium hydroxid and potassium sodium tartrate 4—
hydrate. For the determination of salivary a—amylase activity modified Bernfeld method was
used. This method is based on the properties of maltose to reduce 3,5-dinitrosalicylic acid into
the orange-red solution. The intensity of the colour is proportional to the maltose released.
RESULTS: Using nonparametric Mann-Whitney U test for two independent samples it was
determined that there is no statistically significant difference in the enzymatic activity
between these two samples.

CONCLUSION: The conducted research leads to the conclusion that there is no statistically
significant difference in enzymatic activity between two different commercially available
production batches despite different delivery times. Bernfeld method needs additional
adjustment to improve and optimize reaction conditions for analysis of human o—amylase.

KEYWORDS: a—amylase; Bernfeld method; enzymatic activity.

21



9. LITERATURA

9. LITERATURA

10.
11.

12.

13.

14.

Larson DL. Clinical Chemistry: Fundamentals and Laboratory Techniques. 1. Izd.
Kanada: Elsevier; 2016.

Wolfinbarger L Jr. Enzyme Regulation in Metabolic Pathways. Hoboken: New Jersey:
Wiley Blackwell; 2017.

Glossary.periodni.com [Internet ]. Katalizator. Dostupno na adresi:
https://glossary.periodni.com/glosar.php?hr=katalizator. Datum pristupa: 20.08.2020.
Straus B. Petrik J. Strausova medicinska biokemija. 3. Izd. Zagreb: Medicinska naklada;
2009.

Wikipedia.org [Internet ]. Enzim. Dostupno na adresi:
https://hr.wikipedia.org/wiki/Enzim. Datum pristupa: 26.08.2020.

laniro G, Pecere S, Giorgio V, Gasbarrini A, Cammarota G. Digestive Enzyme
Supplementation in Gastrointestinal Diseases. Curr Drug Metab. 2016; 17(2): 187-193.
doi : 10.2174/138920021702160114150137.

Peyrot des Gachons C, Breslin PAS. Salivary Amylase: Digestion and Metabolic
Syndrome. Curr Diab Rep. 2016; 102(16) doi: 10.1007/s11892-016-0794-7.

BERNFELD P. Enzymes of starch degradation and synthesis. Adv Enzymol Relat Subj
Biochem. 1951;12:379-428. doi:10.1002/9780470122570.ch7.
Mandel AL, Breslin PAS. High Endogenous Salivary Amylase Is Associated with

Improved Glycemic Homeostasis following Starch Ingestion in Adults. J Nutr. 2012;
142(5): 853-858. doi: 10.3945/jn.111.156984.

Markovi¢ M, Slina: uzorak u temeljnim i klinickim istrazivanjima, Zagreb, 2013.
Burtis CA, Burns DE. Tietz Fundamentals of Clinical Chemistry and Molecular
Diagnostics. 7. 1zd. USA; Elsevier; 2015.

Wikipedia.org. [Internet] Alfa amilaza. Dostupno na adresi:
https://sh.wikipedia.org/wiki/Alfa_amilaza. Datum pristupa: 28.08.2020.

Carpenter D, Mitchell LM, Armour JAL. Copy number variation of human AMY1 is a
minor contributor to variation in salivary amylase expression and activity. Hum
Genomics. 2017; 11(2). doi: 10.1186/s40246-017-0097-3.

Nater UM, Rohleder N, Schlotz W, Ehlert U, Kirschbaum C. Determinants of the diurnal
course of salivary alpha-amylase. Psychoneuroendocrinology. 2007; 32(4): 392-401
doi: 10.1016/j.psyneuen.2007.02.007.

22



15.

16.

17.

18.

19.

20.

9. LITERATURA

Rashkova MR, Ribagin LS, Toneva NG. Correlation between salivary alpha-amylase and
stress-related anxiety. Folia Med (Plovdiv). 2012; 54(2):46-51 doi: 10.2478/v10153-011-
0088-4.

Cozma S, Dima-Cozma LC, Ghiciuc CM, Pasquali V, Saponaro A, Patacchioli FR.
Salivary cortisol and a- amylase: subclinical indicators of stress as cardiometabolic risk.
Braz J Med Biol Res. 2017; 50(2) doi: 10.1590/1414-431X20165577.

Hzjz.hr [Internet]. Depresija. Dostupno na adresi: https://www.hzjz.hr/sluzba-promicanje-
zdravlja/depresija/. Datum pristupa: 02.09.2020.

Hsiao HY, Chen RLC, Chou CC, Cheng TJ. Hand- held Colorimetry Sensor Platform for
Determining Salivary a-Amylase Activity and Its Applications for Stress Assessment.
Sensors (Basel). 2019; 19(7).

dnevnik.hr [Internet]. Postaje li Hrvatska drzava na antidepresivima? Sve vi$e Hrvata trazi
pomo¢ psihijatra. Dostupno na adresi: https://dnevnik.hr/vijesti/hrvatska/sve-vise-hrvata-
pije-lijekove-za-smirenje-i-trazi-pomoc-psihijatara---552458.html. Datum pristupa:
02.09.2020.

Carban A, Popa V, Macocian E, Filip S. Spectrophotometric studies about amylase
activity in starch hydrolysis reaction. University of Oradea, Romania. Internal report.
2012.

23



10. ZIVOTOPIS

10. ZIVOTOPIS

OSOBNI PODATCI

Ime i prezime: Matej Ruska
Datum rodenja: 11.07.1998.
Adresa: Hvarska 24, 31000 Osijek
E-mail: matejruska@gmail.com

Broj mobitela: 0955752288

OBRAZOVANJE

2017.- 2020. Medicinski fakultet Osijek, Preddiplomski sveucili$ni studij
Medicinsko laboratorijska dijagnostika

2013.- 2017. Il. Gimnazija Osijek

2005.- 2013. Osnovna skola Grigor Vitez Osijek

24



