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Asetilkolinesteraz enzimi (AChE; E.C.3.1.1.7) insan eritrositlerinden CNBr ile aktive
edilen Sepharose 4B-L-Tirozin-Takrin afinite kromatografisi ile 658 kat, %23,5 verimle
saflagtirildi. Enzim safligi SDS-PAGE ile kontrol edildi ve tek bant bulundu (70 kDa)
AChE enzimi i¢in optimum pH, optimum iyonik siddet, optimum sicaklik, stabil pH
sirasiyla 7,6, 0,3 M, 50°C, 8,0 olarak tespit edildi. Ayrica AChl ve DTNB substratlari
icin Ky ve Vmax degerleri sirasiyla 0,11 mM, 0,031 mM ve 0,082 EU/ml, 0,16 EU/ml
olarak hesaplandi. AChE enzim aktivitesi tizerine vankomisin HCI, amikasin siilfat,
pantoprazol, sefuroksim, diltizem HCI, tenoksikam antibiyotikleri, essitalopram,
mirtazapin, fluoksetin, trazodon HCI, sodyum valproat, risperidon antidepresanlari,
BHA ve BHT sentetik antioksidanlari, 2,6-diizopropilfenol(propofol), 2,6-dimetilfenol,
2,6-ditertbutilfenol, lidokain, bupivakain anestezikleri, etil alkol, aseton ve DMSO
organik ¢oziiclileri gibi farkli maddelerin inhibisyon etkileri incelendi. In vitro
inhibisyon etkisi gosteren maddeler essitalopram okzalat, mirtazapin, risperidon,
fluoksetin, pantoprazol, 2,6-diizopropilfenol, 2,6-dimetilfenol, 2,6-ditertbutilfenol,
lidokain, bupivakain, BHA, BHT, etanol, aseton, dimetilsiilfoksit i¢cin IC50 degerleri
strastyla 1,06 mM, 0,019 mM, 0,428 mM, 1,62 mM, 1,97 mM, 5,94 uM, 6,96 uM, 36,3
uM, 260 uM, 5 uM, 32,85 uM, 36,3 uM, 2,24 M, 0,51 M, 0,51 M olarak hesaplandi.
Ayn1 maddeler i¢in sirasiyla ortalama Ki sabiti 1,30 mM, 0,012 mM, 0,23 mM, 1,48
mM, 1,26 mM, 3,93 uM, 2,06 uM, 18,9 uM, 14,3uM, 13,4 uM, 30,9 uM, 17,35 uM,
1,28 M, 0,19 M, 0,37 M olarak hesaplandu. 1nhibisy0n tipleri lidokain ve bupivakain
anestezikleri i¢in yarismasiz, diger maddelerin tamami igin yarismali inhibisyon olarak
tespit edildi.

2014, 149 sayfa

Anahtar Kelimeler: Asetilkolinesteraz, insan eritrositi, karakterizasyon, inhibisyon



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF SOME CHEMICAL SUBSTANCES
ON ACETYLCHOLINESTERASE ENZYME ACTIVITY PURIFICED FROM
HUMAN ERYTHROCTES

Bilge OZCAN

Atatiirk University
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Department of Chemistry
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Supervisor: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

Acetylcholinesterase enzyme (AChE: EC 3.1.1.7) was purified 658 fold with 23,5%
yield from human ertyhroctes by Sepharose 4B-L-tyrosine-tacrine afinity column
chromatograhphy that activated with CNBr. The purity enzyme was checked by SDS-
PAGE and one band was observed (70 kDa). For AChE enzyme optimal pH, optimal
temperature, stabil pH was determined as 7.6, 0.3 M, 50°C, 8.0 respectively. Also Ky
and Vmax values was calculated for AChl and DTNB substrates 0,11 mM, 0,031 mM ve
0,082 EU/mL, 0,16 EU/mL. On AChE enzyme activity were investigated the inhibitory
effects of different substances such as vancomycn HCI amicasin sulphate, pantoprazole,
cefuroxime, diltizem hydrochlorid, tenoxicame antibiotics, escitalopram oczalate,
mirtazapine, fluoxetine, trazodone hydrochlorid, sodium valproate, risperidone
antidepressants, BHA and BHT unnative antioxidants, 2,6-dimethylphenol, 2,6-
diisopropylphenol, 2,6-ditertbutylphenol, lidocain, bupivacain anesthezics, etylalcohol,
aceton and dimethylsulfoxide organic solvents. ICs values were calculated as 1,06 mM,
0,019 mM, 0,428 mM, 1,62 mM, 1,97 mM, 5,94 uM, 6,96 uM, 36,3 uM, 260 uM, 5
uM, 32,85 uM, 36,3 uM, 2,24 M, 0,51 M, 0,51 M for escitalopram oxalate,
mirtazapine, risperidone, fluoxetine, pantoprazole, BHA, BHT, 2,6-diisopropylphenol,
2,6-dimethylphenol 2,6-ditertbutylphenol, lidocain, bupivacain, etylalcohol, aceton and
dimethylsulfoxide substances which showed in vitro inhibitory effects respectively.
Average Ki values were calculated as 1,30 mM, 0,012 mM, 0,23 mM, 1,48 mM, 1,26
mM, 3,93 uM, 2,06 uM, 18,9 uM, 14,3uM, 13,4uM, 30,9uM, 17,35uM, 1,28M,
0,19M, 0,37M for same substances respectively. Inhibition types were determined as
uncompetitive inhibition for lidocain and bupivacain anesthezics, the other chemicals
demonstrated competitive inhibition.

2014, 149 pages

Keywords: Acetylcholinesterase, human erythrocte, characterization, inhibition
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1. GIRIS

Enzimler organizmada metabolik olaylar1 hizlandiran protein yapisindaki biyolojik
katalizorlerdir. Enzimler her biyokimyasal siirecte merkez durumundadir ve diizenli
tepkime dizilerindeki aktiviteleriyle besinsel molekiillerin parcalandiglr tepkime
basamaklarinin yiizlercesini katalizler, boylece kimyasal enerji korunur, doniistiiriiliir ve
basit Onciillerden biyolojik makromolekiiller tiretilir. Enzim aktiviteleri kan
plazmasinda, eritrositlerde veya doku Orneklerinde belli hastaliklarin tanisinda
kullanilmaktadir. Baz1 hastaliklara, 6zellikle kalitimsal bozukluklara, bir ya da daha
fazla enzim eksikligi veya tamamen yoklugu sebep olabildigi gibi, diger bir grup
hastaliga da enzimin asir1 aktivitesi neden olabilir. Bir¢ok ilag, biyolojik etkilerini
enzimlerle etkileserek ortaya cikarir. Enzimler sadece tipta degil ayn1 zamanda kimya

endiistrisi, gida sanayi ve ziraatte de biiyiik 6neme sahiptir (Nelson and Cox 2005).

Hiicre sinyaller almalar1 ve bu sinyallere gore diizenlemeler yapma yetenekleri yasam
icin temeldir. Bu sinyaller, yiyecege dogru ilerleme, zehirli maddelerden uzaklasma
veya besinden yogun bir ortamda faal olmayan deliklerin olusturulmasi gibi yanitlar
ortaya ¢ikmasina neden olur. Cok hiicreli organizmalarda, farkl: islevleri olan hiicreler
cok cesitli sinyalleri alip verirler. Bitki hiicreleri biiylime hormonlarina ve giines
1s1gindaki degisikliklere yamit verirler. Hayvan hiicreleri gelismekte olan embriyo
icindeki dogru yerlesimleri, hiicre dis1 sivilardaki iyon ve glukoz derisimi ve farkli
dokularda meydana gelen birbiriyle iligkili metabolik aktiviteler hakkinda bilgi

aligverisinde bulunurlar (Nelson and Cox 2005).

Hayvan hiicrelerinde sinyaller otokrin (sinyali olusturan hiicreye etki eden), parakrin
(komsu hiicreye etki eden) veya endokrin (sinyali olusturan hiicreden kanla uzak bir
hedef hiicreye taginan) olabilir. Her {i¢ durumda da, sinyal 6zgiil bir reseptor tarafindan

algilanir ve hiicresel yanita doniistiiriiliir (Nelson and Cox 2005).



Sinyal Tletimi

Sinyal iletimi son derece 6zgiil ve duyarli bir olaydir. Ozgiilliik sinyal ve reseptor
molekiilleri arasindaki enzim-substrat ve antijen-antikor etkilesmelerinde benzeri
goriilen ve zayif (nonkovalent) giicler araciligiyla olusturulan hassas molekiiler
tamamliyicilikla saglanir. Cok hiicreli organizmalarda belirli bir sinyalin reseptorleri
veya sinyal yolaklarinin hiicre i¢i hedefleri sadece belirli hiicre tiplerinde bulundugu
icin ozgiillik daha da kolaylasir. Ornegin, Tirotropin salgilatict hormon &n hipofiz
hiicrelerinde yanit1 tetiklerken, bu hormona 6zgiil reseptorleri tasimayan hepatositlerde
herhangi bir yanita neden olmamaktadir. Hepatositler ve eritrositler epinefrin
reseptoriine sahip olduklart halde, hepatositlerde epinefrin tarafindan uyarilan glikojen
metabolize edici enzimler varken, eritrositlerde bulunmamasi nedeniyle bu hormon
sadece hepatositlerdeki glikojen metabolizmasinm etkilemektedir. Bir¢ok sinyal iletim
sistemi Ornegi vardir. Her sistem icin tetikleyici farkli olmakla birlikte sinyal iletiminin
genel ozellikleri aynidir; bir sinyal bir reseptorle etkilesir, aktif reseptor hiicresel ileti
mekanizmalartyla etkileserek ikinci bir sinyal olusturur veya bir hiicre proteininin
aktivitesini degistirir, hedef hiicrenin metabolik aktivitesi degisiklige ugrar, iletim yolu

son bulur ve hiicre uyaran 6ncesi durumuna geri doner (Nelson and Cox 2005).

En basit sinyal ileticiler kimyasal ligantlarin baglanmasi veya trans membran potansiyel
degisikliklerine yanit olarak agilip kapanan bu nedenle ‘kapili’ terimiyle adlandirilan
plazma zar1 iyon kanallaridir. Asetilkolin reseptdr iyon kanali bu mekanizmaya bir
ornektir. Ikinci temel sinyal iletim mekanizmasi ayn1 zamanda enzim olan (reseptdr
enzimleri) plazma zar1 reseptorlerini igermektedir. Bu reseptorlerden biri hiicre dis1 bir
ligand tarafindan aktiflestirilirse hiicre i¢inde ikincil haberci olusturulmasini katalizler.
Bu mekanizma insiilin reseptdriiyle orneklendirilir. Epinefrini taniyan B-adrenerjik
reseptOr sistemiyle gosterilmis olan tgiincii sinyal iletim mekanizmasina (GTP-
baglayic1 proteinler araciligiyla) dolayli olarak hiicrei¢i ikincil habercileri olusturan
enzimleri aktiflestiren plazma zar1 reseptor proteinleri aracilik etmektedir (Nelson and

Cox 2005).



Son sinyal iletim mekanizmasi ise steroid hormon ve Ostrojen gibi 6zgiil bir liganda
baglandigr zaman 0zgiil genlerin transkripsiyon ve hiicresel proteinlere translasyon
hizin1 degistiren biiylik bir reseptdr sinifina sahip c¢ekirdek reseptor proteinleridir

(Nelson and Cox 2005).

Sinir sistemi

Sinir sistemi beden, duyular ve ¢evre arasindaki iletisimi saglayan ve diizenleyen bir ag
yapisidir. Temel fonksiyonu elektrik uyarilarinin iletilmesidir. Viicudu bir ag gibi saran
sinir hiicreleri araciligiyla, beyne mesajlar biiylik bir hizla iletilir. Sinir sistemi,
sinyalleri ileten hiicreler olan néronlar ve destek hiicreleri olan ve noronlardan sayica 10
kat fazla olan norogliadan kuruludur. Noroglia; oligodendrositler ve astrositler,
mikroglia hiicreleri, ependim hiicreleri ve Schwann hiicrelerini kapsar. Noroglia,
noronlar1 destekleme ve varliklarini siirdiirmelerine yardimci olmak iizere tasarlanms
olup bu gorevlerini ndronlar1 sarmalayip yerlerinde tutarak, noronlara besinleri ve
oksijeni saglayarak, elektrik sinyallerinin daha hizli ilerlemesi i¢in ndéronlar1 yalitarak
ve sinir sistemine giren herhangi bir dokiintii artig1 temizleyerek yerine getirir ve
noronlardan farkli olarak boéliinebilirler. Merkezi sinir sistemi(MSS), beyin ve omuriligi
icerir. Bu sistem, periferik sinir sisteminden(PSS) dogan tiim isaretleri biitiinlestirir.
MSS’in disinda kalan tiim néronlar PSS’yi meydana getirir (Marks 2007; Giirdol ve
Ademoglu 2010).

Normal bir erigkinde yaklasik 10" néron bulunur. Néronlar, kendisinden uzun (akson)
ve kisa (dendrit) uzantilarin ¢iktig1 bir hiicre gévdesinden(soma) olusur. Yani ndéronlar
baslica ii¢ bolgeden olusur, niikleusun yer aldig1 ve biyosentezin gercgeklestigi hiicre
govdesi, govdenin, diger hiicrelerden gelen kimyasal sinyalleri alan ince uzantilar olan
dendrit ve diger hiicrelere sinyal iletisinden sorumlu olan wuzunluklar1 birkag
milimetreden metreye kadar degisebilen ve godvdeden perifere uzanan lifsel yapi

seklindeki yap1 aksonlardir (Giirdol ve Ademoglu 2010).



Dendritler, diger néronlarin aksonlarindan bilgi alirken, aksonlar bilgiyi diger ndronlara
aktarir. Akson-dendrit baglantisina kavsak adi verilir. Noronlarin ¢ogu c¢ok sayida
dendrite sahip olup bunlarin her biri ¢ok sayida aksondan isaret alabilir. Bu yapilanma
tek bir néronun ¢ok sayida kaynaktan gelen bilgileri biitiinlemesine olanak saglar.
Noronlarda sadece tek bir akson olmasina karsin aksonlarin ¢ogu yaygin dallanmalar
yaparak bilgiyi ¢cok sayida hedefe dagitir. Noronlar, isaretleri zarlari tizerindeki
elektriksel potansiyelde degisiklikler yaparak iletir. Isaretin bir kavsagi asabilmesi
norotransmitterlerin salinmasini gerektirir ve bu norotransmitterler 6zgiil almaglarina
baglandiklari zaman alict veya hedef hiicrede elektriksel bir isaret baslatirlar. Noronlar
farklilagmasi son asamada olan hiicrelerdir, yani daha fazla bdliinebilme yetenekleri
bulunmaz. Bu nedenle, zedelenmis noronlarin kendilerini onarma yetenekleri oldukca
kisithdir ve hasar gordiikleri zaman siklikla apoptoza, yani programli hiicre 6liimiine

giderler (Marks 2007; Giirdol ve Ademoglu 2010).

Akson, post sinaptik (hedef) hiicre ile temas kurdugu yer olan sinapsda sonlanir. Akson
yer yer esas olarak sfingomiyelin lipidinden meydana gelmis miyelin bir kilifla kaplidir.
Bu kilif bir elektrik yalitict olarak hareket eder ve biiylik hayvanlarda bazen 1 metreyi
asan uzun mesafeler boyunca sinir impulsunun iletimini saglar. Akson boyunca miyelin
kilifi yaklasik her milimetrede bir Ranvier bogumlar1 (nod) adi verilen miyelinsiz
bolgelerle kesintiye ugrar. Aksonun ucu (yani, sinir ucu) asetilkolin gibi kimyasal
norotransmitterlerin depolanmis oldugu sinaptik vezikiillerle doludur. Bir sinir impulsu
sinir ucuna ulastigt zaman, bu sinaptik vezikiiller iceriklerini pre-sinaptik ve post-
sinaptik hiicrenin ylizeyindeki reseptorlerle etkilesir ve o hiicrede bir sinyal iletimine
sebep olur. Beynin ve omuriligin diginda yer alan sinir diigiimleri olan gangliyonlar;
sinir hiicresinin gévde kismimi barindiran kiiglik kitlelerden olusan sinir dokularidir

(Guyton and Hall 1996; Bayrak 2008).
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Noronlar arast bilgi aktarimi ‘sinaps’ adi verilen, iki noronun birbiriyle baglanti
kurdugu ve impulsun bir ndrondan digerine gecisinin kontrol edildigi bolgelerde
gerceklesir. Bir ndronun aksonu ‘sinaptik yumru’ olarak adlandirilan kalin sonlanmalar
gostererek, diger néronun dendriti ile iletisim bolgeleri olusturur. Noronun presinaptik
bolgesine uyarinin ulagmasiyla ‘ndrotransmitter’ adi verilen kimyasal ileti maddesi iki
noron arasindaki ‘sinaptik bosluga’ salinir. Postsinaptik bolgeye ulasan kimyasal ileti
sonraki hiicrede elektriksel potansiyel degisimine neden olur. Akson boyunca ilerleyen
bu elektriksel potansiyel degisim dalgalanmalar1 ‘aksiyon potansiyeli’ olarak
adlandirirlir. Aksiyon potansiyeli sinapslarda norotransmitterler araciligiyla kimyasal
iletiye ¢evrilmis olur ve bu kimyasal ileti de bir sonraki sinir hiicresinde yeni bir
aksiyon potansiyelini baglatir. Okaryotlarda en hizli ve kompleks sinyal iletimi sinir
impluslar1 ile olur. Sinir sisteminde sinyal iletimi bir elektriksel uyarani (aksiyon
potansiyeli) hiicrenin bir ucundan sitoplazmik uzanti (akson) aracilifiyla tasiyan,
0zellesmis hiicreler olan ndron agiyla gerceklesmektedir. Elektriksel sinyal sinapsta
norotransmitér molekiillerin salinimini tetikleyerek, sinyalin bir sonraki hiicreye

taginmasini saglar (Marks 2007; Giirdol ve Ademoglu 2010).

Norotransmitterler

Norotransmitterler, presinaptik membrandan sinaps araligina saliverilen, postsinaptik
membranda bir reseptore baglanarak burada aksiyon potansiyeli olusturan ve bdylece

uyariy1 ileten kimyasal maddelerdir. Norotransmitter olarak islev géren molekiiller iki



temel yapisal sinifta incelenir; 1-azot igeren kii¢iik molekiiller ve 2- ndropeptidler. Azot
iceren kiiclik norotransmitter molekiillerinin en Onemlileri arasinda amino asitler
(glutamat, glisin, aspartat), tirozinden tiiretilen katekolaminler (dopamine ve
noradrenalin), serotonin (triptofandan tiiretilen), GABA (glutamattan tiirerilir),
asetilkolin (karacigerde sentez edilen kolin ve asetil-CoA’dan tiiretilir), histamin ve
birgok peptidi kapsar. Ayrica bu sinifta adrenalin, aspartat ve nitrik oksit yer alir (Marks
2007; Giirdol ve Ademoglu 2010).

Sinir dokusunda amino asit metabolizmasinin ana islevi nérotransmitterlerin sentezidir.
40’dan fazla bilesigin ndrotransmitter olarak islev gordiigiine ve bunlarin tiimiiniin
onciil amino asitlerden tiiretilmis azot igerdigine inanilmaktadir. Genel olarak
nOrotransmitterler aksonlarin kavsak Onii uclarinda olusur ve akson iizerindeki
elektrokimyasal potansiyelde meydana gelen gecici bir degisiklik tarafindan serbest
birakilincaya kadar kesecikler icinde depolanir. Norotransmitterlerin bazilarinin daha
sonraki katabolizmasini idrarla atilan irlinler olusturur. Norotransmitterlerin
metabolizmasinin hizli olusu de novo ndrotransmitter sentezi i¢in amino asit Onciil
havuzunun kesintisiz olarak kullanilabilir halde bulunmasi gerekir (Marks 2007; Giirdol
ve Ademoglu 2010).

Genel olarak her ndron sadece bir kavsak iizerinden veya diger bir hiicreye iletim i¢in
kullandig1 nrotransmitterleri iiretir. NoOronal yollar ¢ogu kez kullanildiklar
norotransmitterle tanimlanir, 6rnegin dopaminerjik bir yol ndrotransmitter olarak
dopamine sentezler ve salar. Noropeptidler genellikle merkezi sinir sisteminde
(MSS’de) tiretilen ve islemlenen kiigiik peptidlerdir. Bu peptidlerden bazilarinin hedefi
MSS iken (Ornegin, opioid almaglara baglanan ve agr isaretlerini bloke eden
andorfinler) digerleri, diger organlarda bulunan almaclarina baglanmak {izere kana
salinir (6rnegi biiyiime hormonu ve tiroid uyarict hormon). Bir¢ok ndropeptid dnce bir
iri molekiil halinde sentez edilir ve sonra aktif peptide vermek ilizere kirpilir (Marks

2007; Giirdol ve Ademoglu 2010).



Azot iceren kii¢iik norotransmitterlerin ¢ogu sentez, salgilanma ve metabolizma iceren
bir grup ortak nitelige sahiptir. Bu norotransmitterlerin ¢ogu kavsak Onii ucun
sitoplazmasinda amino asitler, glikoliz ile TCA dongiisiiniin ara {irtinleri ve O
kullanilarak sentezlenir. Sentez hizi genellikle noronun atesleme hizini karsilayacak
sekilde diizenlenmistir. Norotransmitterler bir kez sentezlendiginde proton gradientine
kenetlenir, ATP-gerektiren bir pompayla depolama keseciklerine tasinir. Depolama
keseciklerinden salinma, kavsak ardi zar1 depolarize eden ve voltaj kapili kalsiyum
kanallar1 yoluyla hiicre igine Ca* iyonlarinin akmasina neden olan sinir uyarisi
tarafindan tetiklenir. Ca™*? iyonlarinin hiicre igine akis1 kesecigin kavsak zariyla
kaynasmasini norotransmitteri kavsak yarigina bosaltmasimi tesvik eder. Kavsak
lizerinden iletim norotransmitterin kavsak ardi zar {izerindeki bir almaca baglanmasi ile

tamamlanir (Marks 2007; Giirdol ve Ademoglu 2010).

Sinir sisteminde uyarilarin iletilmesinde gorev yapan kimyasal maddeler olan

norotransmitterlerin bazi dnemli ortak o6zellikleri vardir:

1) Saliverilecekleri sinir uglarinda sentez edilirler ve/veya depolanirlar. Norotransmitter
olarak etki eden ve noroaktif peptitler olarak adlandirilan bilesiklerin sentezi peptit
hormonlarinin sentezine benzemektedir. Hiicre gdvdesindeki piirtiiklii endoplazmik
retikulumda Onciillerinden peptitler sentez edilmekte ve daha sonra biriktirildigi
vezikiillerde akson boyunca taginmaktadirlar.

2) Presinaptik uyari ile saliverilirler ve uyar iletildiginde sinapsin iligkide oldugu
ekstraselliller sivida bulunurlar. Bazi sinir hiicrelerindeki Ca™® /kalmodulin-bagimli
protein kinaz I, saliverilecek norotransmitterlerin bulundugu vezikiiller ile iliskili olan
sinaptik | proteininin fosforilasyonunu saglar. Sinaptik | proteininin fosforilasyonu,
vezikiillerin plazma membrani ile birlesmesi ve norotransmitterlerin saliverilmesinde rol
oynamaktadir.

3) Postsinaptik olarak uygulandiklarinda presinaptik uyar ile alinan yanita benzer yanit

olustururlar.



4) Etkilerini onleyen spesifik antagonistleri vardir. Genellikle farmakolojik bilesikler
olan antagonistler norotransmitter ile reseptor arasindaki iligkiyi engelleyerek uyariya
verilen yanit1 engellemektedirler.

5) Norotransmitterin etkisini sonlandiran bir mekanizma bulunmaktadir.

Sinir hiicrelerinden kana verilen maddeler ndérohormon olarak adlandirilirlar.
Norotransmitterler aynt zamanda ndrohormon olarak  fonksiyon  goriirler
Norotransmitterlerin bazilar1 uyarici (stimiilator), bazilar ise inhibe edici (inhibitor)
etkilidirler. Membran depolarizasyonuna neden olan ndrotransmitterler uyarici,
hiperpolarizasyon baslatan norotransmitterler ise inhibitor etkilidirler. Asetilkolin,
noradrenalin, serotonin, histamin, glutamat ve aspartat stimiilator nérotransmitterlerdir.
Dopamin, GABA ve glisin ise inhibitor nérotransmitterlerdir (Marks 2007; Giirdol ve
Ademoglu 2010).

Reseptorler

Norotransmitterlerin  postsinaptik membranda veya norohormonlarin hedef hiicrede

baglandiklari reseptorler degisik tiplerdedirler:

1) Tip | reseptorler enzim aktivitesine sahiptirler. Birgok durumda bu reseptorler, tirozin
kinaz aktivitesine sahip intraselliiler boliimler igerirler. Reseptoriin ekstraselliiler
boliimiine ndrotransmitter veya ndrohormonun baglanmasiyla intraselliiler boliimde
tirozin kinaz kalintis1 aktive olur. Aktive olan tirozin kinaz, diger proteinlerin (enzimler)
tirozin kalintilarini fosforilleyerek enzim aktivasyonunu saglar. Bundan baska reseptor
kendi kendini de fosforilleyebilir ve fosforille tirozin kalintilarina baglanan proteinler
cok daha fazla aktive olurlar. Aktive olan ikinci proteinler sinyali hiicrenin diger

kisimlarina iletirler ve sonugta hiicrenin yanit1 ortaya ¢ikar.

Protein kinaz A diye bilinen ve katekolamin ndrotransmitterlerin (dopamin,
noradrenalin, adrenalin) olusumunu artiran tirozin hidroksilazin fosforilasyonunu

gerceklestiren enzimin aktivasyonunda tip I reseptorler rol oynamaktadir. Hedef doku



hiicrelerinin membranlarinda bulunan insiilin ve ¢esitli biiylime faktorlerine ait

reseptorler, tip I reseptorlere ornektirler.

2) Tip II reseptorler iyon kanallaridirlar, iyonotrofik reseptorler olarak da
adlandirilirlar. Reseptore norotransmitter veya nérohormonun baglanmasiyla kanal hizla
acilir ve ilgili iyonun (Na®, K' ve CI) kanaldan gegcisiyle intraselliiler iyon
konsantrasyonu degisir. Nikotinik reseptdrler (Na*ve K* kanallar1) ve A reseptorler (CI°

kanallar) tip II reseptor 6rnekleridirler.

Nikotinik reseptorlere asetilkolinin baglanmasi, kanalda yapisal degisikliklere yol
acarak Na' iyonunun hiicre icine girmesine neden olur. Na" iyonu hiicre igine girerken
membran potansiyeli sifira dogru hizla artar ki bu, uyarict (stimiilator) postsinaptik

potansiyel olarak adlandirilir.

A reseptorlere GABA baglanmasi, kanalda yapisal degisikliklere yol agarak CI°
iyonunun hiicre i¢ine girmesine neden olur. CI iyonu hiicre i¢ine girerken membran

hiperpolarize olur. Bu durum inhibitor postsinaptik potansiyel olarak adlandirilir.

3) Tip HI reseptorler, sinyal iletimini guanin niikleotid baglayan proteinler (G
proteinler) vasitasiyla saglayan 7-heliks transmembran proteinlerdir. Bu tip reseptorler
metabotrofik reseptorler olarak da adlandirilirlar. Metabotrofik reseptdrlere
norotransmitter veya norohormonun baglanmasi, G proteinler vasitasiyla hiicrede

birtakim metabolik olaylarin olmasina neden olur (Marks 2007; Giirdol ve Ademoglu
2010).

Asetilkolin

Biyolojik rolii biiyiik bir esterdir. Asetilkolin 6zel bir salgi vezikiilii olan sinaptik
vezikiillerde depolamir ve Ca®* bagimli sekilde ekzositozla sinaptik araliga salir. Bu
asetilkolin molekiilleri post sinaptik hiicre yiizeyindeki 6zgiin reseptorlere baglanarak

hiicre zarindan gegerler (Perry et al. 1999).
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Asetilkolin; omurgalilarda ve diger hayvanlarda birbirine yakin sinir hiicresi arasindaki
dar araliklardan sinirsel uyarilarin atlatilarak taginmasinda rol oynadig1 gibi bu uyarilar
da kas hiicresinin kasilmasini baslatir. Sinirsel uyarilarin taginmasi ve kas hiicrelerinin
kasilmasi elektrokimyasal olaylardir. Elektrik¢e yiiklii iyonlar sinir ve kas hiicrelerini
kaplayan membranlar boyunca akar ve sinir uyarilmasiyla uzun sinir lifleri boyunca
iyon akis1t sinapsa ulasincaya kadar devam eder. Orada sinir hiicresindeki ufak
baloncuklar, depo edilmis olan tasiyict ACh’in serbest kalmasini saglar. ACh sinaps
boyunca difiizlenir ve yakindaki sinir lif membranina baglanir. Bu baglanma olur olmaz
hiicre membran1 boyunca sodyum (Na') ve potasyum (K*) iyonlar1 yer degistirir.

Boylece ikinci bir sinir hiicresinde sinirsel uyarim baslamis olur (Noyan 1996).

Asetilkolin reseptorii allosterik bir protein olup, iki alfa alt birimi {izerinde, iyon
kapisindan yaklasik 3.0 nm uzaklikta iki yiiksek ilgili baglanma yeri icermektedir, 4
polipeptid zincirinden meydana gelmis 250 kDa’luk bir kompleks olup, zarda bir kanal

gecidi olusturur.

iki asetilkolin molekiilii baglandiginda bu kanal acilarak Na® iyonlarmin hiicreye
girmesine ve K* iyonlarinin ise hiicreden ¢ikmasina izin verir. Asetilkolin baglanmasi
iyon kanalinda kapalidan a¢iga dogru bir konformasyon degisikligine neden olmaktadir.
Islem pozitif kooperatiftir: birinci yere asetilkolin baglanmasi ikinci yerin asetilkolini
baglama ilgisini artirmaktadir. Presinaptik hiicreler kisa bir siire asetilkolin salgiladigi
zaman, postsinaptik hiicre reseptoriiniin her iki bolgesi de kisa siireli iggal edilir ve
kanal acilir. Bu durumda Na* veya Ca®* zardan gegebilir ve bu iyonlarin hiicre icine
akistyla plazma zar1 depolarize olarak, dokunun tipine gore degisiklik gosteren daha
sonraki olaylart baglatir. Postsinaptik bir noronda depolarizasyon bir aksiyon
potansiyelini baglatir. Noromiiskiiler bileskede ise kas lifinin depolarizasyonu kas
kontraksiyonunu tetikler. Sinaptik yariktaki asetilkolin derisimi normalde, yarikta
bulunan asetilkolinesteraz enzimiyle hizla diisiiriliir. Asetilkolin diizeyleri birkag
milisaniyeden fazla yiiksek kalirsa, reseptor duyarsizlagmasi ortaya g¢ikar. Reseptor
kanali, kapal1 ve asetilkolinin ¢ok siki bagli oldugu {igiincii bir konformasyona doniisiir

(Nelson and Cox 2005).
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Asetilkolinin baglanma bolgelerinden yavas (onlarca milisaniyede) serbestlesmesi,
reseptoriin kapali ve asetilkolin diizeylerine yeniden duyarli oldugu dinlenme durumuna

gelmesine olanak saglar (Nelson and Cox 2005).

Asetilkolinin, asetil CoA ve kolinden sentezlenmesi kolinasetiltransferaz (ChAT)
enzimi tarafindan katalize edilir. Bu sentez basamagi kavsak onii ucta meydana gelir.
Bilesik keseciklerde depolanir ve daha sonra kalsiyum aracili ekzositozla salinir. Kolin,
kavsak onii u¢ tarafinda kandan diisiik afiniteli bir tagima sistemi (yliksek km), kavsak
yatagindan yiiksek afiniteli (diisiik km) bir tasima diizenegi ile alinir. Zar lipidlerinde
fosfotidilkolinin (ve biiyiik olasilikla sfingomiyelin) hidrolizi ile de tiiretilir. Yani zar
lipidleri kolin icin bir depo noktasi olusturabilir ve bunlarin hidrolizi, daha sonra da

kolinin salinmasi ileri derecede diizenlenmistir (Marks 2007; Giirdol ve Ademoglu

2010).

Kolin diyetin sik rastlanan bir yapi tasi olsada insanda fosfolipidlerin sentez yolunun bir
parcasi olarak da sentezlenir. Kolin sentezi i¢in tek yol SAM’dan gelen ii¢ metil
grubunun fosfotidilkolin yapmak {iizere fosfotidiletanolaminin, etanolamin kismina
ardigik olarak eklenmesidir. Fosfotidilkolin daha sonra kolin veya fosfokolin olmak
tizere hidrolize edilir. Fosfotidiletanolaminin, fosfotidilkoline doniistiiriilmesi aralarinda
karaciger ve beyinde bulunan pek¢ok dokuda goriiliir. Bu doniistim B6 (tetrahidrofolat)
ve B12’ye bagimlidir. Kolin sodyum ile birlikte ATP kullanilarak hiicreye alinir, bu
alinip tutulma islemi asetilkolin sentezinde hiz sinirlayict basamaktir (Marks 2007,

Giirdol ve Ademoglu 2010).

Asetilkolin sentezi icin kullanilan asetil grubu temel olarak glukozun piruvata
oksitlenmesi ve piruvatin, piruvat dehidrogenaz reaksiyonu yoluyla asetil-CoA yapmak
tizere dekarboksilasyonundan tiiretilir. Sinir dokular1 yag asitlerini sadece smirh
diizeyde Asetil-CoA’ya oksitleme kapasitesine sahip oldugundan, asetil gruplarinin ana
kaynagi glukozun oksidasyonudur. Yani asetilkolin sentezini katalizleyen
kolinasetiltransferazin bulundugu sinir uglarinda en Onemli Asetil-CoA kaynagi

glukozdur. Piruvat dehidrogenaz sadece mitokondrilerde bulunur. Yani piruvat



12

mitokondride asetil-CoA’ya doniisiir, fakat mitokondri i¢ membrani CoA-SH i¢in
gecirgen olmadigindan piruvat mitokondriye gecer ve burada sitrata doniisiir, sitrat
mitokondriden sitozole ¢ikar ve burada sitrat liyaz etkisiyle Asetil-CoA olusur. Asetil
grubu sitoplazmaya sitratin bir pargasi olarak aktarilir ve sonra sitozolde asetil-CoA

vermek iizere okzalasetata parcalanir (Marks 2007; Giirdol ve Ademoglu 2010).

Olusan asetilkolin sinir hiicresinin presinaptik kabarciginda vezikiillerde depolanir ki
son konsantrasyonu 880 mM kadar olur. Asetilkolinin vezikiillerde depolanmasi, enerji
ve vezikiil icnde pH:5 olacak sekilde H* gradienti gerektirmektedir. Her bir vezikiil
icerisinde 5000-10000 asetilkolin molekiilityle birlikte yaklasik 1/5 oraninda ATP yer
almaktadir (Marks 2007; Giirdol ve Ademoglu 2010).

Sinir ucuna aksiyon potansiyelinin ulagmasindan sonra voltaj-bagimli Ca*? kanallar
acilmakta ve hiicre icinde artan Ca" iyonlar1 vezikiillerin membrani ile birleserek
vezikiil igeriginin saliverilmesine yol agmaktadir. Ekzositoz sonucunda asetilkolin
vezikdl igerigi ile birlikte sinaptik araliga dagilir. Polarize durumda olan postsinaptik
membran, ¢evresine asetilkolinin girmesiyle lokal olarak depolarize olur. Sinapsa ulasan
bir aksiyon potansiyeli, 200-300 kadar vezikiil i¢eriginin ekzositoz sonucu bosalmasina
neden olmaktadir. Presinaptik kabarciktaki vezikiillerden sinaptik aralia bosalan
asetilkolin, difiizyonla postsinaptik membrana ulasir ve buradaki reseptorlerine
baglanir. Asetilkolinin postsinaptik membrandaki asetilkolin reseptorlerine baglanmasi,
yeterli sayida kanal acilmasmna yol acarak Na iyonlarmin hiicre icine girmesine,
postsinaptik membranin depolarizasyonuna neden olmakta ve postsinaptik hiicrenin
fizyolojik fonksiyonunu yerine getirmesini saglamaktadir (Marks 2007; Giirdol ve
Ademoglu 2010).

Asetilkolin, uyarinin iletilmesinden sonra reseptorden ayrilir. Reseptdrden ayrilan
asetilkolin, pre- ve postsinaptik membranlarda bulunan asetilkolinesteraz tarafindan
hidrolize edilir ve bdylece asetilkolinin etkisi sonlandirilir. Eserin (Fizostigmin),
Paration ve malation gibi norotoksinler asetilkolinesterazin aktif merkezindeki serin

kalintilarini bloke ederek asetilkolinin etkilerini uzatirlar. Ok zehiri olarak bilinen kiirar
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ise asetilkolinin reseptoriine baglanmasimni kompetitif olarak bloke ederek asetilkolinin
etkisini Onler. Asetilkolin hidrolizi sonucu olusan kolin yiliksek aktiviteli bir tasima
sistemiyle presinaptik membrandan geri ¢ekilir, asetat ise ATP kullanilarak metil
adenilat tizerinden yeniden asetil-CoA olusturarak asetilkolin sentezinde kullanilir hale

gelir (Marks 2007; Giirdol ve Ademoglu 2010).

Aksiyon _
potansiyeli

Akson
ucu

Sinaptik

kesecik

Voltai
kapil Caz* — € Yanasma | "
anallan 9 profeini ' O

Beyindeki kolin miktar1 asetilkolin sentezi i¢in hiz kisitlayici hale gelebilir ve tardiv
diskinezi bulunan hastalarda (¢cogunlukla yiliz kaslar1 ve dilde inatgi, istem dis1
hareketler vardir) beyin asetilkolin miktarini artirmak i¢in diyetle lesitin(fosfotidilkolin)
destegi saglanmasi kullanilmistir. Yenidoganda hem beyin lipid sentezi (fosfotidilkolin
ve sfingomiyelin) hem asetilkolin biyosentezi icin ¢ok yiiksek bir kolin talebi
bulunmaktadir. Anne siitiinde fosfotidilkolin diizeyinin yiiksek olusu ve yenidoganda
kan-beyin engeli iizerinden kolin tasiyan yiiksek afiniteli bir tasima sisteminin yiiksek

diizeyde siirdiiriilmesine yardim eder (Marks 2007; Giirdol ve Ademoglu 2010).
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Fetusta da yiiksek bir kolin talebi bulunmakta olup kolini plasentadan asiran yliksek
afiniteli bir tasima sistemi bulunmaktadir. Kolin anne depolarindan, anne diyetinden
tiretilir ve sentez birincil olarak anne karacigerinde yapilir. Kolin sentezinin folat ve
B12 vitaminine bagimli olmasindan dolayi yiiksek talep gebelik sirasinda annenin bu iki
vitamine olan gereksinimindeki artisa katkida bulunur. Kolinerjik sinapslarin
postsinaptik membranlarinda nikotinik reseptorler ve muskarinik reseptorler olmak
tizere iki tiirlii asetilkolin reseptdrii vardir. Muskarinik reseptorler beyinde yaygin olarak
bulunmaktadir. Bir hiicre veya organelin bir uyariya yanit verebilme yetenegi
uyarilabilme olarak tanimlanmaktadir. Uyari, membranda geriye donebilen bir

degisiklik meydana getirir (Marks 2007; Giirdol ve Ademoglu 2010).

Elektriksel uyari, bilginin hizla uzun mesafeler kat ederek iletilmesini saglarken,
kimyasal ileti, iki ndron arasinda bilginin gecisini saglamaktadir. Elektriksel uyar1 ve
aksiyon potansiyeli ndronun i¢ ve dig ortaminda gegcici akim degisikligine yol agar ve
plazma membraninin elektrik potansiyeli dinlenme durumuna gore degisir. Her néronda
membran boyunca elektriksel potansiyel farki bulunmaktadir. Bu membran potansiyeli
membranin her iki tarafindaki pozitif ve negatif yiiklerin farkliligi sonucu olusur. Sinir
hiicresi dinlenme durumunda hiicre i¢inde negatif, hiicre disinda pozitif olacak sekilde
elektriksel dagilim gosterir. Bu dagilim farki membran lipitlerinin iyonlarin gecisinde
bariyer olusturmasindan kaynaklanir. Bunun sonucunda yaklasik 60-70 mV’luk bir
elektrik potansiyel farki ortaya ¢ikar. Herhangi bir sinyal olmadig: dinlenme aninda bu
elektriksel fark ‘dinlenme membran potansiyeli’ olarak bilinir. Hiicre disindaki
potansiyel sifir olarak kabul edildiginde, hiicre i¢inde negatif yiik baskin olur. Bu
potansiyel farklilik -70 mV’a esittir (Marks 2007; Giirdol ve Ademoglu 2010).

Membranin iki yiizii arasindaki bu potansiyel fark, hiicre i¢ine veya digina iyon ¢ikisi ile
bozulur. Yik farkinin azalmasi ‘depolarizasyon’, yiik farkinin artis1 ‘hiperpolarizasyon’
olarak adlandirilir. Sinir uyaris1 sonucu potansiyel farkta hizla gegici degisiklik
olugmasi ‘iyon kanallar1’ ile saglanmaktadir. A¢ilip kapanabilen (gated) ve siirekli agik
olan (nongated) kanallar olmak tizere iki tiir iyon kanali vardir. Siirekli agik olanlar dig

faktorlerden bagimsiz ¢alisir ve dinlenme membran potansiyelinin saglanmast ve
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korunmasinda baglica gorevi istlenirler. Ac¢ilip kapanabilen kanallar ise, elektrik,
mekanik ve kimyasal uyarilara duyarlidir. Iyonlarin sinir membranlarmin her iki
tarafindaki dagilimlar1 dengeli degildir. Hiicre disinda Na* ve CI', hiicre i¢inde K* ve
organik anyonlar yogun olarak yer alir. Bu iyonik dagilim sonucunda da dinlenme
potansiyeli ortaya ¢ikar. Iyonlarin hiicre i¢i ve dis1 dagiliminda etkin iki giic mevcuttur.
Kimyasal konsantrasyon farki bu iyonlar i¢in itici gii¢ olusturur(kimyasal potansiyel).
Membrandaki yiik farkliligi sonucu ortaya cikan elektrostatik giic iyonlar1 yiiklerine
gore hareket etmeye yoneltir. Ornegin, Cl™ iyonu 6zellikle hiicre disinda yogun olarak
bulundugundan siirekli acik olan klor kanallarindan konsantrasyon gradyanmin diisiik
oldugu hiicre i¢ine dogru haraket edecektir. Buna karsilik hiicre ig¢indeki negatif yiik
fazlaligr CI" iyonunu hiicre disina yonlendirecektir. Sonugta ulasilan hiicre i¢i ve disi
konsantrasyon oran1 membran potansiyeline gore belirlenecektir (Marks 2007; Giirdol

ve Ademoglu 2010).

K" iyonu iginde benzer giigler s6z konusudur. Ancak Na* iyonu icin her iki giicte Na*
iyonunu hiicre i¢ine yonlendirecek bicimde hareket eder. Oncelikle Na* iyonu hiicre
disinda fazla oldugundan konsantrasyon gradyani yoniinden hiicre igine ydnelir. Ote
yandan, Na* iyonu membran potansiyel farki nedeniyle de hiicre i¢ine hareket eder.
Boylece, hiicre membrani dinlenme potansiyelinde ise hiicre icine hareket eden Na
iyonu ile disina yénelen K* iyonu dengede olacaktir. Ancak bu durumun siirekliligi K*
havuzunu bosaltacak, hiicre i¢i Na* iyonu artacak ve iyonik gradyan azalarak, geriye
dontisiimsiiz bir depolarizasyon olusacaktir. Na-K iyonlar1 arasindaki dagilimin
korunmasi, hiicre disina Na® ¢ikis1 ve beraberinde K* girisini saglayan Na-K pompasi
ile gerceklestirilmektedir. Bu pompa, Na* ve K™u net elektiksel gradyanlarin tersine
yonlendirdiginden enerji gerektiren bir sistemdir. Bu degisim icin gerekli enerji,

ATP’nin hidrolizi ile saglanir (Marks 2007; Giirdol ve Ademoglu 2010).

Duyusal hiicrelerin, noronlarin ve kas hiicrelerinin uyarilabilirligi ¢esitli uyaranlara
yanit olarak Na®, K" ,Ca?* ve CI gibi inorganik iyonlarin plazma zarindan diizenli bir
sekilde ge¢melerini saglayan iyon kanallar1 ve sinyal ileticilerine baghidir. Bu iyon

kanallar1 kapili olup iligkili reseptoriin 6zgiil ligandinin (6rnegin, bir ndrotransmitor)
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baglanmasiyla aktiflesmesine ya da transmembran elektriksel potansiyel, Vp,
degisikliklerine bagli olarak acik ya da kapali olabilir. Biitiin Okaryotik hiicre
membranlarinin i¢ tarafi ile dis tarafi arasinda, i¢ taraf dis tarafa gore elektronegatif
olmak tizere 60 mV kadar potansiyel farki vardir. Bu, membranin iki tarafinda anyon ve

katyonlarin asimetrik dagiliminin sonucudur (Nelson and Cox 2005).

En iyi anlasilmis ligant-kapili reseptor kanal orneklerinden biri nikotinik asetilkolin
reseptoriidiir. Reseptor kanali ndrotransmitor asetilkoline (ve ismini aldigi nikotine )
yanit olarak acilir. Bu reseptor belirli sinapslardaki néronlarin postsinaptik zarlarinda ve

noromiskiiler bilesiklerdeki kas liflerinde bulunmaktadir (Nelson and Cox 2005).

Hiicre membranmin iki tarafinda anyon ve katyonlarin asimetrik dagilimindan ve
dolayisiyla membranin iki tarafindaki potansiyel farkindan gesitli faktorler sorumludur.
Bu faktdrlerden en dnemlisi plazma membranlarmin K iyonlarma gegirgenliginin Na*
iyonlarina gegirgenliginden 20 kat daha fazla olmasidir. Hiicre membraninda bulunan
sodyum pompast (Mg*%-bagimh Na*/K*-ATPaz) bu faktorlerden bir baska onemli
olamdir. Na'/K® ATPaz hiicre icine tasidigi her iki K icin hiicre disina ii¢ Na®
cikmasini saglayarak ve boylece hiicre i¢ini disina gore negatif hale getirerek plazma
zar1 boyunca ylik dengesizligine neden olur. Bu durumdaki zar polarize olmus kabul
edilir ve hiicre i¢i disina gore negatif oldugundan V,, negatiftir. Tipik bir hayvan
hiicresinde V,=-60 ile -70 arasindadir (Nelson and Cox 2005).

Sodyum pompast (Mg*? -bagimh Na*/ K*-ATPaz), hidroliz olan her ATP molekiiliinden
ac1ga ¢ikan enerjiyle, konsantrasyon gradientlerine kars1 3 Na® iyonunun hiicre i¢inden
hiicre disina atilmasini ve bu sirada 2 K iyonunun hiicre disindan hiicre icine girmesini
saglamaktadir. Boylece hiicreye giren pozitif yiikten daha fazlasi hiicreden ¢ikmakta ve
dolayistyla hiicre membraninin i¢ tarafi ile dis tarafi arasinda, i¢ taraf dis tarafa gore
elektronegatif olmak iizere bir potansiyel farki olugsmaktadir (Marks 2007; Giirdol ve
Ademoglu 2010).



17

Sinir hiicrelerinin membranlart Na*, K*, CI" ve Ca* iyonlar igin kanal proteinleri
icermektedirler. Bu kanallar genellikle kapalidirlar, fakat iyon geg¢isi i¢in ¢ok kisa bir
siire agilabilirler. Sinir hiicresinin uyarilmasiyla membranda Na® kanallar1 acilir, pozitif
olarak yiiklii Na* iyonlar1 hiicre icine girer ve sonugta depolarizasyon olur. Uyari
yeterince siddetli olursa aksiyon potansiyeli denen ve sinir aksonu boyunca iletilen
sinyal olusur. Depolarizasyon ile birlikte K kanallarimin agilmasiyla K'iyonlar1 hiicre
icinden hiicre disina ¢ikar ve membran potansiyeli onceki negatif degerine doner
(repolarizasyon). K* iyonlarinin hiicre iginden hiicre disma fazla ¢ikist

hiperpolarizasyona da neden olur (Marks 2007; Giirdol ve Ademoglu 2010).

Sodyum pompast (Mg**-bagimli Na*/K*-ATPaz) iyon konsantrasyonlarini baslangigtaki
duruma getirmek i¢in devaml olarak calisir. Yeterince siddetli bir uyar1 sonucu sinir
hiicresinde olusan aksiyon potansiyeli akson boyunca seri depolarizasyonlarla iletilir.
Aksiyon potansiyeli sinir hiiceleri arasindaki baglanti yeri olan sinapsa ulasinca
presinaptik bolgede vezikiillerde bulunan ve nérotransmitterler adi verilen kimyasal
maddeler presinaptik membrandan sinaps araligina saliverilir. Presinaptik membrandan
sinaps araligina saliverilen norotransmitter postsinaptik membranda bir reseptore
baglanarak burada aksiyon potansiyeli olusturur ve boylece uyari iletilmis olur (Marks

2007; Giirdol ve Ademoglu 2010).

Iyon kanallar genellikle ya anyonlarm ya da katyonlarin gecisine olanak verdigi, her
ikisinin birden geg¢mesine izin vermedigi i¢in bir kanaldan iyon akis1 zarin iki yiizii
arasidaki yiik dagilimima neden olarak Vy,’yi degistirir. Na" gibi pozitif yiiklii bir iyon
girisi veya Cl” gibi negatif yiiklii bir iyonun ¢ikis1 zar1 depolarize eder ve Vi ’yi sifira
yaklastirir. Tam tersine pozitif iyon K™’nin disar1 ¢ikmasi zar1 hiperpolarize eder ve
Vi'yi daha negatif hale getirir. Kanallardan bu tiir iyon akisi, Na'/K* ATPaz ile
gerceklestirilen aktif tasinmanin tersine pasiftir (Marks 2007; Giirdol ve Ademoglu
2010).
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Asetilkolinesteraz Enzimi

Asetilkolinesteraz (AChE), dokularda serbest veya fosfolipidlerle birlesik halde bulunan

lipotrofik etkiye sahip, asetilkolini hidrolizleyen 6zellesmemis bir enzimdir.

Acetylcholine CH,
®
(‘3H3 o, (EH3 HSC—I;J—CH2CH2—OH y .y //0
/ 7 3,_
e-VetcH-0-¢ = Héﬁ mco-c0f = T Nt
(H; ’ 2N ?‘09
g MO 8y 0 O-H
anionic esteratic enzyme-substrate acetylated enzyme regenerated enzyme
centre complex

Hayvan kolinesterazlari, plazma ve diger viicut sivilarinin yam sira kolinerjik ve
kolinerjik olmayan dokularda yaygmn bulunan enzimlerdendir (Massoulie et al. 1992;
Ryhanen 1983; Chatonnet and Lockridge 1989). Kolinesterazlar; substrat spesifikligi,
asir1 substrata davranist ve inhibitorlere karsi hassasiyetine gore 2 simifa ayrilir.

Asetilkolinesteraz yada gercek Kkolinesteraz (AChE; asetilkolin asetil hidrolaz


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/0e/PBB_Protein_ACHE_image.jpg
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E.C.3.1.1.7) ve butirilkolinesteraz (BChE; agilkolin acil hidrolaz E.C.3.1.1.8). BChE
yalanci kolinesteraz, spesifik olmayan kolinesteraz ve basit kolinesteraz olarak bilinir.
AChE, asetilkolini diger kolinesterazlardan daha hizli hidrolizler ve butirilkolinde ¢ok
daha az aktiftir. Bunun aksine, BChE ayricalikli olarak butirilkolinde gorev alirken

ayrica asetilkolinide hidrolizler (Chatonnet and Lockridge 1989; Ekholm 2001).

~. R
/N\/\O)J\ = /N\/\OH

AChE; aktif bolge ve katalitik mekanizma acisindan bagka bir enzimde bulunmayan
ozelliklere sahiptir. AChE’nin aktif bolgesi dar oluk yapinin dip kismindadir ve iki alt
tiniteden olugsmustur. Birincisi negatif yiiklii veya anyonik bolge ikincisi katalitik kismi
iceren esteratik bolge ya da katalitik triad (tiglii) (Ser203, Glu334 ve His447)olarak
adlandirilir. Katalitik triad, substratin agil bolgesine gegici olarak baglanir. Hidrofobik
alt iinite ve acgil cebi tetrahedral ge¢is durumunda alkol grubunu igerir. Oksianyon
cukuru negatif yliklii karbonil oksijen vererek geg¢is durumunu stabilllestirir. Katalitik
triad’a ilave olarak bilinen tiim AChE’ler periferik anyonik bolge (PAS) olarak
adlandirilan ikinci bir substrat baglayici bolge igerir. Bu bdlge hem katalitik etkinligin
diizenlenmesine (substrat inhibisyonu) hem de AChE’nin pekgok inhibitor ile
etkilesimine aracilik eder, esteratik bolge hidrolizleme gorevini yapar (Giiven 2000).
AChE’in B amiloid yumak olusumuna yol acan katalitik olmayan roliiniin
gerceklesmesinde periferal anyonik bolge onemlidir. AChE’nin G1,G2 ve G4 olmak
tizere Ui¢ izoformu oldugu bilinmektedir. Alzheimer hastalarinin beyinlerinin belirli
bolgelerinde G4 formunun kaybi nedeni ile G4/G1 orani azaldigin1 gdsteren ¢aligsmalar

bulunmaktadir (Talesa 2001; Grisaru et al. 1999).
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AChE tarafindan katalizlenen tepkime enzimatik olarak iki basamakta gergeklesir. Bu
durumda asetilkolinesteraz enziminin substratla etkilesmesini ve hidrolizin nasil
olustugu soyle agiklanabilir. Asetilkolinesteraz bir glutamik asit, bir histidin ve bir serin
rezidiisiinden olusan Kkatalitik ti¢lii yapisindaki histidin rezidiisiiyle reaksiyona
sokulmast i¢in, glutamik karboksil grubu, niikleofilik saldir1 ile asetilkolinin ester
fonksiyonunu hidrolizleyen serin hidroksil grubunu aktive eder (Taylor and Lappi 1975;
Shafferman et al. 1992). Yani ilk basamakta enzim gii¢lii bir niikleofil olarak rol oynar,
ikinci basamakta ise; enzim 0zgiil bir serin kalintisinin niikleofilik hidroksil grubu

araciligi ile miitkemmel bir pargalayici grup islevi goriir.
Asetilkolin (ACh) CHy—C=O=CH,-CH,"N*(Me)s

]]
CH3—C—=0—-CHy'CH,"N"(Me)3

Asetilkolinesteraz (AChE) W‘ Anyonik bdlge

O  HO-CH,"CH,"N"(M
O CH3"{ 2 2 ( i)y

H
AChE tarafindan ACh'in iki basamakta hidrolizi \. O| J/

CH;COOH A
I\

AChE veACh'n fizyolojik reaksiyonu (hidroliz)

AChE ‘nin baglica fonksiyonu norotransmitter asetilkolini hidrolizlemektir ve bilinen en
hizli enzimdir (Quin 1987). BChE’in 6nemi ise son yillarda detoksifikasyon enzimi
olarak artmaktadir. BChE farmokolojik ve toksikolojik olarakta dnemlidir, ¢iinkii ester
iceren ilaglar1 hidrolizler ve gii¢lii organofosfor sinir ajanlarindan olan kolinesteraz

inhibitorlerini sinaptik hedeflerine ulagsmadan Once pargalar (Raveh et al. 1997).
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Kolinesterazlar doku spesifik dagilimma gore de biri digerinden farklidir. AChE’nin
beyin, kas ve eritrosit membraninda ¢okca oldugu bilinirken, BChE karaciger, bagirsak,
bobrek, kalp ve akcigerde daha yiiksek aktiviteye sahiptir (Dave 2000; Prody et al.
1987). Insan, at, fare gibi pekg¢ok tiiriin plazmas1 BChE aktivitesi gdsterirken ratlarimn
plazmasinda AChE aktivitesi BChE’den daha yiiksektir (Ecobichon and Corneau 1973;
Prody et al. 1987; Chatonnet and Lockridge 1989). Serum BChE karacigerde

sentezlenmistir ve plazmaya gonderilmistir (Chatonnet and Lockridge 1989).

Asetilkolinesteraz enziminin, kolinerjik sinapsis ve kavsaklarda hem sinir uglarinda
hem de kavsak sonrasi veya postsinaptik membran iizerinde yerlestigi gozlenmistir.
Kolinerjik noronlarda AChE, hiicre govdesinde, aksonlarda ve dentritik uzantilarin
proksimalinde yer alir. BuChE ise hiicre govdesinde ve dendritlerde bulunur (Geula and
Mesulam 1999). Son zamanlarda asetilkolinesterazin beyinde nonkolinerjik néronlarda

da bulundugu gosterilmistir.

Biitirilkolinesteraz, kardes enzimi asetilkolinesteraza benzer sekilde yapisinda ti¢ farkli
enzimatik aktivite barindirir, esteraz, aril agilamidaz ve peptidaz (proteaz) aktiviteleri.
Asetilkolinesterazin kolinerjik sinir iletimindeki rolii tamamen anlasilmis olmasina
karsin, butirilkolinesterazin gercek fizyolojik islevi bugiin halen bilinmemektedir. Her
iki enzim farkli doku dagilimlari gdsteren benzer molekiiler formlara sahiptir.
Butirilkolinesterazin esteraz aktivitesi, organofosfat ve karbamat yapili inhibitorlerin
asetilkolinesteraza ulasamadan dolagimdan temizlenmesinde, asetilkolinesteraz
yoksunlugunda kolinerjik sinir iletiminin kontroliinde kokain, aspirin, amitriplin gibi
bazi ilaglarin inaktivasyonu ve bambuterol, heroin gibi bazi ilaglarin aktivasyonunda
onem kazanmaktadir. Enzimin aril agilamidaz aktivitesinin ise seratonerjik ve kolinerjik
sinir iletim sistemleri arasinda iletisim saglama islevi vardir. Ayrica enzimin peptidaz
ve proteaz aktivitesinin Alzheimer hastaliginin gelismesi ve ilerlemesinde islevi vardir.
Butirilkolinesteraz bu hastalikta B-amiloid proteinin iiretimine ve proteinin B-amiloid
plaklara difiizlenmesine neden olmaktadir. BChE, kolinesterazlarin ¢ziinebilir globuler
tetramerik formudur, insanoglu dahil tiim omurgalilarin dolasiminda bulunur.4 taniml

alt birimden olusur ve molekiil agirhigi 340 kDa olan bir glikoproteindir. Herbir alt
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birim 3 disiilfit kopriisii iceren 574 amino asitten olusur. Alt birim agirli1 primer amino
asit dizisinden hesaplanmistir ve 65 KDa olarak rapor edilmistir. Herbir alt birim 9-N-
glikosilasyon baglanma bolgesi ve bir katalitik bolge icerir. N-terminalden
198.pozisyonda aktif bolge de serin amino asiti bulunur (insanda AChE i¢in 200.amino
asit serindir). Herbir alt birimin SDS-PAGE ile 85 kDa olarak hesaplanan molekiil
agirhginin  %24-31 kadari karbonhidrat zinciri olarak hesap edilmistir. Insan
kromozomlarinin farkli genlerinin iiriinii olmalarmma ragmen asetilkolinesteraz ve
biitirilkolinesteraz molekiiler formlar1 ve aktif merkez yapilari benzer iki enzimdir ve
bazi homologlar1 %65 ayni1 aminoasit dizisine sahiptir (Allderdice et al. 1991; Greig et
al. 2001; Sussman and Silman 2005).

AChE’nin asir1 substrat tarafindan inhibisyonu AChE’yi BChE’den ayiran anahtar bir
ozelliktir. BChE asir1 substratta substrat aktivasyonu gosterir (Tougu 2001; Masson et
al. 2001). AChE segici olarak 1,5-bis (4-allildimetilaminopropil) pentan 3-on
dibrom(BW 284C51) tarafindan, BChE ise spesifik olarak 10-[2-dietilaminopropil]-
fenotiyazid (ethopropazine) ve izotetramonoizopropil pirofosfat tetramid(iso-OMPA)
tarafindan inhibe edilir (Radi et al.1991).

AChE ve BChE farkli doku dagilimlariyla viicut sivilari ve dokularda benzer amfilik ve
¢oziinebilir molekiiler formlarda bulunur. Bu homo ve hetero oligomerik formlar

sOyledir;

1-Tip 1 amfilik dimerler: Glikofosfotidilinositol memeli kas, eritrosit ve 1okositten
¢ikan plazma membranina dimer baglanir. Bu AChE’nin ¢ogu formudur ve sadece

deterjanlar tarafindan ¢6ziinebilir ve deterjanlarin yoklugunda agregat olusturur.

2-Tip 2 amfilik monomerler ve dimerler: Glikolipid baglanmadan yoksun
oldugundan dolay1 tip 1’den ayrilir ve deterjan yoklugunda agregat olusturmaz. Bunlar
tuz sollisyonlar: tarafindan ¢6ziiniir. Bu formlar her iki kolinesteraz i¢in memeli beyin,

kas ve bagirsakta bol bulunur.
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3-Hidrofobik kuyruklu tetramerler: 20 kDa uzunlugunda polipeptid bir hidrofobik alt
birim tarafindan plazma membranina baglanir. Bu form AChE i¢in memeli merkezi

sinir sisteminde boldur.

4-Kollajen benzeri kuyruklu form yada asimetrik formlar: Bu form bazal laminaya
baglandig1 i¢in kollajen benzeri kuyrugun varligi ile karakterizedir. Bu her biri
kolinesterazlarin tetramerleriyle iliskili bir (A4), iki (A8) ve ii¢ (A12) li¢ kollajenik alt
birimlerin Q, ti¢lii helikal yapisi tarafindan bigimlenmistir. AChE ve BChE ig¢in sinir-

kas kavsak noktasinda en ¢oktur.

5-Coziiniir tetramerik form(G4):Monomerlerin C-terminalinde hidrofobik amino
asitlerin hidrofobik etkilesimleri ile stabilizedir ve 4 benzer monomerin birlesimidir. Bu
form BChE i¢in memeli viicut sivilarinda ve doku homojenatlarinin ¢6ziiniir

fraksiyonunda boldur.

Esteratik aktif merkezin hareket mekanizmasi ve yapisi; Pekgok tiir i¢cin, monomer
yaklasik olarak 574 amino asitten olusur ve asparaginle bagh birka¢ karbonhidrat zincir
tasir. Monomerin spesifik 3 boyutlu kiiresel yapiyr kazanmasina yardim eden 3 i¢ zincir
disiilfit kopriisiine sahiptir. Pek¢cok memeli tiiriinde monomerler, 571.pozisyondaki
sisteinle disiilfit kopriisii lizerinden dimerler yapar. Zincir icindeki bu disiilfit
kopriisiiniin fonksiyonu dimerik yapiy1 stabilize etmektir. Bazi tiirler 6rnegin at, igteki
bu disiilfit kopriisiine sahip degildir. Monomerler yada disiilfit bagli dimerler karboksi
terminallerindeki aromatik amino asitler iizerinden hidrofobik baglarla tetramerde

yapabilir (Altamirano and Lockridge 1999).

Herbir monomer 20°A derinlige ve yaklasik olarak 55 rezidii siralanan dar aktif bolge
cukuruna sahiptir. insan BChE’inda periferal anyonik bdlge (PAS) cukurun agzina
yerlesmistir. Aspartat70 (Asp70) ve Tirozin332 (Tyr332) rezidiileri PAS’in pozitif
olarak yiiklii substratlarimi ilk baglanmasina karisir, 6rnegin; kolin esterlerini igeren
kuaterner amonyum ve aktivasyonda kontrol. BChE, aktif bélge ¢ukuru BChE ‘in

fonksiyonel mimarisini kontrol eden Asp70 ve Tyr332 arasinda bir hidrojen bagina
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sahiptir. Pozitif yiiklii substrat Tyr332’nin aromatik halkasiyla bir katyon-m kompleksi
olusturarak enzime baglandiginda, ayn1 zamanda substrat negatif yiikli Asp70 ile
etkilesir ve bu proses monomerde konformasyonel degisikligi harekete gecirir. Daha
sonra,  iligin iki esnek kollarinin biri digerine yaklasir ve substrat, aktif bdlgenin
katyon- i bolgesini yada kolin baglanma bolgesini Trp82 rezidiisiine kaydirir. Bu bdlge
eskiden anyonik bolge olarak isimlendirilirdi, fakat simdi kuaterner amonyum
gruplarinin baglanmasindan sorumlu negatif yiikli herhangi bir rezidii olmadig bilinir.
Trp82, substratin bu gruplariyla katyon-m kompleksini de olusturur (Masson et al. 1997;
Masson et al. 1999; Masson et al. 2001).

Peripheral
Anionic Site

(Butirilkolinesteraz monomerinin kolinesteraz aktif bolgesinin sematik gosterimi; (A=Alanin,
D=Aspartikasit, B=Glutamikasit,0=Glisin,H=Histidin,L=L6sin,S=Serin,V=Valin, W=Triptofan,
Y=Tirozin))

Oksianyon ¢ukur, Glyl16, Glyll7 ve Alal99 iceren kolin baglanma bolgesinin
yakininda bulunur ve substratin Ser198 tarafindan hidrolizlendigi yerde dikeyden yatay

pozisyona substratin donmesine yardim eder. Oksianyon ¢ukurun amino asitleri ester
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baginin fosforil oksijeni yada karboniliyle peptidik NH fonksiyonlarina sahiptir
(Ekholm and Konschin 1999; Masson et al. 2003).

Substratin agil kismi substrat yatay olarak dondiiglinde agil baglanma g¢ukuruna
baglanir. AChE ve BChE’m agil baglanma ¢ukurlar1 farkli amino asit rezidiileri igerir.
AChE’nin agil baglanma c¢ukurunda Phe295 ve Phe297’nin fenil halkalari substratin
baglanma serbestliginin derecesini kisitlar ve asetilkolin gibi en kisa a¢il grubu iceren
substratlarin katalizini arttirir. Diger bir deyisle, Leu286 ve Val288 BChE’in agil
baglanma c¢ukurunda bulunur ve alifatik rezidiilerle fenilalaninler yer degistirir,
butirilkolin gibi daha biiyiik a¢il grubu iceren substratlarin katalizine izin verir (Radi et
al. 1991).

Oksianyon cukur ve agil baglanma cukuru arasinda stabilize edilmis substrat aktif
merkezin esteratik bolgesinin Ser198, His438 ve Glu325’in birlesimi katalitik triadin
hidrolizi i¢in hazirdir. Katalizin mekanizmas1 yeniden yiiklenme sisteminin bir
ornegidir. His438’in imidazol halkasi Glu325’den Ser198’e elektronlarimi yiikler ve
Ser198’in hidroksil oksijeni bir niikleofil olur. Substratin ester bagina bu hidroksil
oksijeninin niikleofilik atagi acil-enzim arasina kilavuzluk eder ve kolin yari
serbestlesir. Daha sonra acil grubu His438’den bir proton alarak aktive edilen bir su
molekiiliinin niikleofilik atagi ile Serl198’den hidroliz edilir. BChE yada AChE
karbamat yada organofosfatlar tarafindan  serinin  karbamillenmesi yada
fosforillenmesiyle son hidroliz adim1 ¢ok yavas bir sekilde gerceklesir ve genel olarak

geri dontlisiimsiiz olarak inhibe edilir (Masson et al. 1997; Masson et al.2003).

AChE’nin aktif bolge cukurunda uzanan 14 aromatik amino asit rezidiisiiniin 6’s1
BChE’da alifatik amino asit rezidiileri tarafindan yer degistirir. Bu durum BChE aktif
bolge cukurunun hacmi AChE aktif bolge ¢ukurununkinden daha biiyiiktiir (yaklasik
200°4 ).Aromatik amino asitlerin alifatik amino asitlerle yer degistirmesi iki enzimin
farkli inhibitorlere karsi segici hassasiyetinden sorumludur (Saxena et al. 1997). Aktif
bolge ¢ukurunda 3 ayr1 domain AChE ve BChE inhibitorleri igin secicilik verir. ilk
domain agil bagl ¢ukurdur. Mutant BChE ile ¢alismalar, se¢ici iso-OMPA inhibisyonu
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ve daha biiyiik substratlara baglanmasindan Leu ve Val rezidiilerinin sorumlu oldugunu
gosterdi. AChE’de bulundugu gibi fenilalaninlerle bu rezidiilerin yer degistirmesi en
kiiciik substratlar1 tercih etmesine sebep olur ve 1s0-OMPA AChE’nin bir inhibitori
degildir. Tkinci domain aktif bolge ¢ukurunun kenarinin yakininda bulunur. AChE’ nin
bu domaininde, Tyr72, Tyl124 ve Trp286 BW284C51’in baglanmasi igin kritik role
sahiptir. Ugiincii domain kolin baglanma bdlgesi (katyon-mbdlgesi) olarak tanimlanar.
Bu bolgede Tyr337 ve Trp82 BChE’de ethopropazine hassasiyetinden sorumludur (Radi
etal. 1991).

Serumda normal BChE aktivitesine sahip enzim genel BChE olarak isimlendirilir.
Asp70 aktif bolge cukuruna pozitif yiiklii substratlarin ilk baglanmasinda 6nemli bir rol
oynadig icin, tipik olmayan BChE (Asp70Gly mutant1 ya da dibukain diren¢ mutanti)
en 1yl bilinen varyanttir ve aktivitesi azalmistir. K varyantt (Ala539Thr mutanti), J
varyantt (Glu497Val mutanti) ve florid direng varyantlar1 (Thr247Met ya da Gly390Val
mutantlar1) BChE aktivitesinin azaldigini1 gosterir. Ayrica, yaklasik olarak 20 farkli
sessiz genotip normal aktivitesinin %0-2’si ile tanimlanmistir. Diger bir deyisle, C5+
varyanti (tammmlanmamis bir proteinle BChE’imn  kombinasyonu), Cynthiana
varyanti(normal seviyesinden daha fazla BChE’mn artmis miktar1) ve Johannesburg
varyanti(normal enzim seviyesiyle artmis BChE’in artan aktivitesi) genel BChE’dan
daha fazla artmis aktiviteye sahiptir (Lockridge 1990; LaDu et al. 1990; Primo-Parmo et
al. 1996). Gergek substratlari hala bilinmemesine ragmen, BChE hidrofobik ve
hidrofilik karboksil ya da fosforik asit esterlerini iceren bilesikleri hidrolizler.
Toksikolojik ve farmokolojik olarak dnemi asetilkolin baglanma bolgelerini hedef alan
zehirli bilesiklere birey maruz kaldiginda aciga ¢ikmistir. AChE’nin fonksiyonlarinin
kayb1 kas felcine, inmeye ve bogulma ile 6liime sebep olabilir. BChE, antikolinesteraz

bilesiklerini bir endojen ¢op olarak diistinmiistiir.

1-BChE insan plazma proteinin %0,1’in1 yapar, fakat AChE aktivitesi insan i¢in
eritrosit membraninda bulunur.
2-BChE hizli ve doniisiimsiiz bir sekilde molar stokiyometrik 1:1 oraninda

organikfosforlara baglanir.



27

3-BChE biiylik oranda insan serumundan kolayca saflagtirilmigtir. Bu ylizden, insan
kanindan iyi tolere edilmistir. Fetal sigir serumundan saflasmis  AChE
immunoreaktifdir.

4-insan BChE aktif bolge ¢ukuru icinde organikfosforlarin cok ¢esidinin yerlestigi
biiyiik bosluga sahiptir.

5-In-vivo yarilanma &mrii uzundur.(8-12 giin).

6-BChE uzun siireli muhafazada termal olarak stabildir (Broomfield et al. 1991; Raveh
et al. 1993; Grunwald et al. 1997; Raveh et al. 1997; Ostergard et al. 1998).

Alzheimer hastalig1 daha yiiksek hafiza fonksiyonlar1 ve kendini kaybetme gibi beynin
ozellikle hafiza ile iligkili alanlarinda kolinerjik ndronlarin dejenerasyonu ile karakterize
olmus kronik ve ilerleyen norodejeneratif bir hastaliktir. Diger ndrotransmitter sistemler
etkilenmesine ragmen en ¢ok derin kayip kolinerjik transmisyondadir. B-amiloid plaklar
ve norofibril diiglimler AD’nin patolojik ayirt edici 6zelliklerini olusturur. AD’nin
biyokimyasal agig1 asetilkolinin seviyesi azalmistir ve kolinasetiltransferaz aktivitesinde
mevcut azalmadan dolayr AChE’nin aktivitesi azalir ve bunun aksine BChE aktivitesi
artar. Beyinde bulunan normal néron formlarindan daha farkli kinetik ve molekiiler
ozelliklere sahip hem AChE hem de BChE amiloid plaklar ve fibriller i¢inde birikir
(Geula and Mesulam 1995).

Alzheimer tipi demans, orta yash ve yash bireylerde goriilen mental patolojilerin en
yaygin tipidir. Alzheimer hastalikli bireylerin beyinlerinde saptanan en Onemli
degisiklikler; ndéron Olimii ile sinaps kaybi, amiloid plak olusumu ve azalmig
norotransmitter igerigidir. Hastaligin anahtar noktalar1 olarak diisiiniilen senil plaklar ve
norofibriler yumaklar disinda Alzheimer hastalarinda beyinde ¢ok sayida
norotransmitter sistemin etkilendigine ait net veriler mevcuttur. En dramatik
anormallikler kolinerjik sistemde olustugu i¢in bu durum Alzheimer hastaliginin
kolinerjik hipotezi olarak adlandirilmistir. Bu ylizden alzheimer hastaligi temel olarak
kolinesteraz metabolizmasindaki degisim ve dejenerasyon ile iliskilidir (Shen 2004). 60
yasin iizerinde ilerleyici zihinsel islev bozuklugunun en sik nedeni olan Alzheimer

hastaligi, kolinerjik eksiklik ile zihinsel islev bozuklugunun baslangici, seyri ve
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derinligi arasinda net iligskinin kurulabildigi ndrodejeneratif bir hastaliktir. On yillardir
bilim adamlari, beyindeki norotransmitter diizeylerinin hastalik ile iligkili oldugunu
bilmektedirler. Sinir uyarisinin néron boyunca ilerlemesi sonucunda, sinir son ucu
aksonda asetilkolin salinir. Asetilkolin, istirahat halindeki hiicrede sinir iletisini yeniden
olusturmak i¢in sinaptik boslugu gecerek takip eden noérona baglanir. Asetilkolini
sinaptik araliktan uzaklastirmak i¢in AChE enzimi ndrotransmitteri hidroliz eder.
Alzheimer hastaliginin baslamasi ile birlikte gerceklesen néron ve akson kaybi daha
diisiik diizeylerde asetilkolin salinimina neden olur. Daha diisiik konsantrasyondaki
norotransmiter diizeylerinde sinir iletilerinin devamliligini saglamak ve sonug olarak
bilgilerin aktarimi daha giic bir hal alir. Bu durumu diizeltmek i¢in uygulanacak
yontemlerden biri gilinlimiizde imkansiz olan asetilkolinin benzeri maddelerin
verilmesidir. Asetilkolin diizeylerini artirmak i¢in uygulanacak bir diger yontem ise
asetilkolini yikan AChE enziminin baskilanmasidir. Caligmalar AChE inhibisyonuna
bagl asetilkolin diizey artiglarinin, Alzheimer hastaliginin erken evrelerindeki kognitif
defisiti iyilestirebilecegini gostermistir. Kolinerjik eksikligin klinik tablo ile olan yakin
iligkisi nedeniyle asetilkolinin sinaptik aralikta daha uzun kalmasini saglama amaci,
gliniimiizde hastaligin semptomatik tedavisinde en sik uygulanan stratejidir. Bu amaca
yonelik olarak c¢ogunlukla kolinesteraz enzim inhibitorleri kullanilmaktadir (Sahin

2002; Thacker 2003).

Hem AChE hemde BChE, kolinesteraz aktivitelerinden daha ziyade psikolojik
fonksiyonu bilinmeyen o- nitroasetanilidi, 0-nitroanilin ve asetata dontistiirerek sentetik
substrat1 hidrolizlemeyi miimkiin kilan ger¢ek bir acil arilamidaz aktivitesi (AAA)
gosterir. BChE’nin  AAA aktivitesi klasik kolinesteraz inhibitdrlerinin yani sira
seratonin tarafindan secici inhibisyona karsi hassastir, fakat triamin tarafindan
aktivasyon birkac kattir. AAA ve BChE aktif bolgeleri enzim molekiiliinde yakin
ilskiye sahiptir. Klasik norotransmitterlerin bazisinin birbiriyle baglantili oldugu bilinir
ve AAA ve BChE seratonik ve kolinerjik norotransmitter sistemler arasinda bir cross
talk ile iyi temsil edilebilir (Weitnauer et al. 1998). Takrin, fizostigmin gibi alzheimer
hastaliginin bazi septomlarima kars1 etkili olan gii¢lii kolinesteraz inhibitorleri,

kolinesteraz aktivitesinden ¢ok daha fazla AAA aktivitesini inhibe eder. Bu yiizden,
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enzimlerin AAA aktivitesinde onlarin hareketindeki bazi yollarla ilgili bu ilaglarin

terapotik tesirsizligi oldugu akla gelir (Costagli and Galli 1998).

Hem AChE hem de BChE peptidaz ya da amidaz aktivitesine sahiptir (Chattonet and
Masson 1986). Bu aktivite AD patogenezinde ¢ok daha onemlidir. AChE’ nin peptidaz
aktivitesi nonamiloidogenik bolgede amiloid prekursor proteini ayirdigini gostermistir
(Small et al.1991). Fakat BChE B-amiloid proteinlerini iiretebilir ve f-amiloid plaklara
yaymaya da yardim eder (Barber et al. 1996; Guillozet et al. 1997).

Beyindeki kolinerjik sistemin bozulmasi ile bellek arasindaki iliskiye dayanilarak,
asetilkolinesteraz inhibitorleri (antikolinesterazlar) tedavide en etkili ilag grubu olarak
kullanilmaktadir. Antikolinesteraz ilaglar, merkezi sinir sisteminin Onemli bir
noromediyatorii olan asetilkolini hidroliz eden ve dolayisiyla miktarinin azalmasina
sebep olan asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek, hastanin davranis bozukluklarinda
anlamli bir gerileme saglamaktadir. Asetilkolin iki sinir hiicresi arasindaki iletisimi
saglayan bir norotransmitterdir. Asetilkolinesteraz (AChE) tarafindan asetilkolin
hidroliz edildiginde, sinirler arasindaki gec¢is sona ermektedir. Hafiza kaybi ile ilgili
hastaliklarda asetilkolinin ¢ok kisa siirede parcalandigi tespit edilmistir. Asetilkolini
parcalayan enzimin inhibe edilmesiyle sinirler arasindaki gecisin kuvvetlendigi tespit
edilmistir. Asetilkolin iskelet kasi liflerindeki asetilkolin reseptorlerine baglanarak lifin
kasilmasina neden olur. Asetilkolinin 6grenme ve hafiza ile derin iliskisi bulunur ve bu

yiizden beyinde asetilkolin i¢ceren néronlar mevcuttur (Akman 2007).
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BEYNIN ARA KESITI
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Asetilkolinesteraz enzimini inhibe eden ilaglara kolinesteraz inhibitorleri veya
antikolinesterazlar denilmektedir. Kolinesteraz inhibitdrleri asetilkolinesterazin yikimini
inhibe ederek santral ve periferal kolinerjik fonksiyonu giiclendirmektedir. Bu
inhibitdrler, enzimi tersinir veya tersinir olmayan sekilde inhibe ederek asetilkolin
hidrolizini engeller ve reseptorler lizerinden artmis bir etkinin ortaya ¢ikmasina neden
olur (Ercan 2002). Alzheimer hastalig1 gibi hastaliklarin asetilkolin eksikligi ile derin
bir baglantis1 oldugu i¢in asetilkolinesteraz enzimini inhibe eden bazi ilaglar bu

hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir.

Bir noromiiskiiler hastalik olan mystenia gravis de ise viicut asetilkolin reseptorlerine
kars1 antikor lreterek diizglin bir asetilkolin sinyal transferini 6nler. Bu bozuklugun

tedavisinde de yine asetilkolinesteraz enzimini inhibe eden ilaglar kullanilmaktadir.

Organizmaya verilen organik fosforlu, karbamatli, klorlu veya diger bazi kimyasal
maddeler asetilkolinin reseptorlerle birlesmesini onler (Alon et al. 2008). Bunlar sinir
ve kaslarin birlesme yerindeki tasiyicilari ¢esitli sekillerle etkiler. AChE’yi engelleyerek
ACh’nin sinirlerle kaslarin birlesme bolgesinde uzun siire kalarak kaslarin sinirlere

cevabin1 geciktirir. Bu bilesiklerin yaygin kullanim1 boceklerde ¢esitli direngli
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bireylerin gelismesini saglarken, organizmada dengesiz kas ve sinir fonksiyonlarma
neden olur. Organikfosforlular ve karbamatlilar asetilkolinin benzeri olarak ¢alisir ve

asetilkolinin aktif bolgesine baglanirlar (Anazawa et al. 2003).

Asetilkolin hidroliz olmasina ragmen insektisitler, enzim-substrat kompleksi olarak
sabit kalirlar. Bu insektisitler asetilkolinesteraz engellemesiyle sinir impulslariin
transmisyonunu bloke eder ve asetilkolin reseptorlerinin uyusmasina neden olurlar.
Sinapsislerdeki artan asetilkolin konsantrasyonu ve daha fazla uyarilmis merkezi sinir
sistemi boceklerde 6liime yol agmaktadir (Cakir ve Yamanel 2005). Organik fosforlular,
karbamatlilar, piretroidler gibi insektisitlerin ¢ogu hidrolize hassas olan ester baglari
icermektedir. Hidrolaz grubu icerisinde insektisit detoksifikasyonunda en 6nemli enzim
olan esterazlar, asit ve alkol gruplarmma su molekiiliiniin eklenmesi sonucu olusan

hidrolazlardir.

Kolinesteraz inhibisyonu, asetilkolin yetmezligi ile giden Alzheimer hastaligi,
myastenia gravis gibi hastaliklarda sinaptik araliktaki asetilkolini arttirmak {izere tedavi
amach kullanildig1 gibi oldiiriicii asetilkolinerjik uyarim yaratmak iizere kimyasal gaz
tiretiminde de kullanilmaktadir (Mesulam et al. 2002). Alzheimer hastaligi tedavisi i¢in
ilk olarak takrin ve daha sonra donezepil, rivastigmin ve galantamine kullanima
girmistir. Takrin ve rivastigmin, asetilkolinesteraz ve biitirilkolinseterazin her ikisini de
inhibe ederken, donezepil ve galantamin spesifik olarak asetilkolinesterazi inhibe
etmektedir (Porcelli et al. 1999; Alasehirli 2005). Tetraalkilamonyum iyonlari,
kuarterner amonyum alkolleri, sarin ve soman gibi sinir gazlarini da icine alan
organofosfatlar, malation ve diazinon gibi bdcek Oldiiriiciiler, huperzin A gibi

maddelerde asetilkolinesteraz inhibitdrleri arasinda yer almaktadir.

Yapilan bir ¢alismada asetilkolinesteraz inhibitorii olarak 6-metoksi -takrin ve N-eptyl-
Takrin gibi takrin tiirevleri de sentezlenmistir (Porcelli et al. 1999). Yine yapilan bir
calismada Alzheimer hastalif1 tedavisinde kullanilmak iizere fizostigmin tiirevi olan
phenserine’nin inhibisyon caligsmasi yapilmistir (Al-Jafari et al. 1998). Baska bir

calismada da insan eritrosit asetilkolinesteraz aktivitesi iizerine prokain, tetrakain,
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lidokain gibi lokal anestezik ilaglar ile antidepresan ve anti-parkinson bir ilag olan

imipraminin etkileri incelenmistir.

Bilinen Asetilkolinesteraz Enzim Inhibitorleri;

INHIBITOR MOLEKUL FORMULU OZELLIKLERI

ADI

Takrin NH 1960’larda Asetilkolinesteraz ve

2 stiksinilkolinin butirilkolinesterazin
olusturdugu ¢izgili |tersinir, yarismali
~ kas felcini inhibitoriidiir.
_ uzatmak i¢in

N kullanilmis olan
bir ilagtir (Ercan
2002) Alzheimer
hastaliginin
tedavisinde dnemi
oldukea biiyiiktiir
(Eroglu 2003).

Fizostigmin Fizostigmin ilk SSS ve periferik
kolinesteraz sinir sistemindeki
inhibitoridir, kolinerjik
glokomda sinapslarda

Me kullanilan ilk etkili |asetilkolinesteraz
ilag (1877°de) ve |enzimini tersinir
mynestia olarak bloke ederek
gravis’teki ilk kolinerjik
etkili tedavidir transmisyonu arttirir
(Liebelt 2007). (Ercan 2002).

Donazepil Heo Alzheimer Reversibl AChE
hastaliginda inhibitoridiir ve

WH/@ bilissel serebral AChE
Heo bozukluklarin iizerinde nispeten
diizeltilmesi spesifik bir

0 HCl

amacina yonelik
olarak gelistirilen
Piperidin
grubundan ikinci
kusak
inhibitorlerden
biridir.

inhibisyona yol acar
(Iseri and Efendi
2003) .
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Rivastigmin Kolinesteraz Korteks ve
N, enziminin esteratik | hipokampusdaki
N bolgesine baglanan | kolinesterazi segici
( ancak ¢ok yavag |olarak inhibe eder.
N O ayrilan bu nedenle
Fa de psodo-reversibl
\H/ inhibisyon yapan
bir ila¢ olarak
O tanimlanmigtir
(seri and Efendi
2003) .
Eptastigmin Fizostigminin In vivo olarak
0 indol halkasindaki |beyinde, in vitro
Ry karbamoyl-metil |olarak ise kirmiz1
moOCNH O grubunun kan hiicrelerinde
= karbomoyl heptil |Kolinesteraz
7 grubu ile inhibisyonu
éu degistirilmesiyle |yapar(Saragoglu
elde edilmistir. 1998).
Metrifonat Cl M Organizmada non- | Diklorvos enzimi
I l S OCH1 gnzimatik bir on_ _ geri _dépﬁsﬁmsﬁz
Cle=C = C=P0 ile etken metaboliti plarak inhibe eder.
olan diklorvosa Intrinsik
| l N OCH doniiserek etkinlik |antikolinesteraz
Cl OH . kazanan bir pro-  |etkisinin  olmayist
drug’dir. diger inhibitorlerden
farkidir(Saragoglu
1998).

Galantamine Reseptoriin Tersiyer bir alkaloid
allosterik olan se¢ici, yarigmali
bolgesine ve geri donilisiimli
baglanarak bir asetilkolinesteraz
asetilkolinin inhibitoridir,
nikotinik
reseptorler
iizerindeki
intrinsik  etkisini
arttirir(Yalgin
2001).

Tetraalkil R Anyonik  kisma | Tersinir bir

amonyum = II\I— = baglanir ve | inhibisyon meydana

iyonlar: I & asetilkolinin getirir.
R hidrolizini 6nler.

Kuarterner SH Asetilkolinesteraz’in

amonyum @ non-kovalent tersinir

alkolleri oS bir inhibitoridiir.
Hao— P —c.ohis
<H

Edrophomniuam
{Tensilon)




Organofosfat ? 50 farkli madde |Asetilkolinesteraza
lar >~O—P—F vardir.  Fosforik | kovalent olarak
(|3 asitin ester yada|baglanir. Tersinir
/I\ amidleridir. olmayan uzun bir
etkiye sahiptir.
Isofluorophate; DFP
(Floropryl)
r
HiC. @ ﬁ
Hac/T—CHz—CHZ—S—T—OCZHg,
CHj OC3H5
Echothiophate
{Phospholine lodide)
Bocek g Memelilerde cok | Tersinir olmayan bir
oldiiriiciiler CH3\ II/O—CHQ-CHa h%.zh b}r etki yollg .
/CH N Q=P gosterirler. ?se‘_ulkohnesteram
CHs Y \( O—CH,;-CH,q inhibe ederler
N
\K Diazinon
CH,
Huperzin A CH; Dogal olarak bir
\ﬁU asetilkolinesteraz
H inhibitoriidiir.
N0
--._.a-ﬂ'},-
HyC A =
H-N
Amitriplin Trisiklik Antidepresan
antidepresan bir | etkisinin beyinde,
Q.O ilactir. Depresyon |noradrenalin ve
| belirtilerinin serotonin geri
giderilmesinde, emiliminin inhibe
/ ozellikle endojen | edilmesine baglh
T‘rl depresyonun olarak ortaya ¢iktig1
tedavisinde diistiniilmektedir.
endikedir.

Imipramin Trisiklik Oral yoldan alinan
antidepresan olup | imipramin
alfa-adrenolitik, karacigerden ilk
antihistaminik, gecisi sirasinda

N antikolinerjik ve 5- | kismen, yine
HT-reseptor antidepresif
blokaj1 gibi gesitli |aktiviteye sahip bir
farmakolojik metabolit olan
N -~ Ozelliklere sahiptir. | desmetilimipramine
| doniistir.
Sertralin Sertralin, klinik Noronal serotoninin

dozlarda
trombositlerde
seratonin alimini
bloke eder,
sedasyon yapmaz

(5-HT) in vitro giiglii
ve spesifik bir
gerialim
inhibitoridiir.



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/b6/Amitriptyline.svg
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ve psikomotor
performansi
etkilemez.

AChE enzimi iizerine cahsilan molekiiller

SINIFI

MOLEKUL
ADI

MOLEKUL FORMULU

OZELLIiGI

ANTIDEPRESAN

Trazodon

Cl

Anksiyolitik etkiye sahip kuvvetli
bir antidepresandir. Beyin

sinaptozomlarinda ve trombositlerdg
serotonin (5-HT) uptake’ni engeller.

Essitalopram
okzalat

Beyindeki sinaptik bogluktaki
serotonin (5-hidroksitriptamin veya
5-HT olarakta bilinen) isimli
norotransmitterin geri emilimini
engelleyerek miktarini arttirmayi
hedefler.

Mirtazapin

Major depresif bozukluk tedavisinde
kullanilir. Beyinde dengesiz hale
gelerek depresyona ve anksiyete
sebep olabilecek kimyasallari
etkiler.

Fluoksetin

Selektif serotonin geri alim
inhibit6rii (SSRI) grubu bir
antidepresandir. Fluoksetin beyinde
dengesiz hale gelerek depresyona
veya anksiyeteye (endise, kaygi)
sebep olabilecek kimyasallar

etkiler.
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Risperidon

Dopamin (D2) ve serotonin(5-HT2)
reseptor

antagonistlerine etki eder. Bagka
diger reseptorler lizerindeki
antagonist

etkisi risperidonun diger etkilerini
aciklayabilir. Ayni zamanda alfa-1,
alfa-2 ve histamin-1

reseptorlerine de antagonistik etki
gOsterir.

Sodyum
Valproat

Etkisini merkezi sinir sistemi
iizerinde gosteren antiepileptik bir
maddedir.

ANTIBIYOTIiK

Tenoksikam

Oksikam grubundan bir tienotiazin
tiirevi olan tenoksikam NSAII olan
bir ajandir. Antiinflamatuar,
analjezik, antiromatizmal ve
antipiretik etkisi yaninda trombosit
agregasyonunuda 6nlemektedir.

Pantoprozol
Sodyum

Bir siibstitliye benzimidazol olup,
selektif proton pompasi
inhibitoriidiir, peptik iilser
tedavisinde kullanilir Paryetal
hiicrelerin apikal membraninda
hiicre i¢cine sokulmus durumdaki
sekretuvar kanalikiilleri kaplayan
tiiblilovezikiillerde yerlesmis olan
K*,H"-ATPaz enzimini giicli bir
sekilde inhibe eder.

Diltiazem

Kalsiyum kanal blokorleri olarak
bilinen bir nonhidropiridin grubu
maddelerden biridir. Kalp ve kan
damarlarindaki kaslar1 gevseterek
calisir.

Vankomisin
HCI

Gram-pozitif bakterilerin neden
oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bakteri hiicre
duvari sentezini inhibe ederek etki
gosterir. Ayrica bakteri hiicre
membrani gegirgenligini
degistirmekte ve RNA sentezini
onlemektedir.



http://tr.wikipedia.org/wiki/Gram-pozitif
http://tr.wikipedia.org/wiki/Enfeksiyon
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Sefuroksim

Ikinci kusak sefalosporinlerdendir.
Bu madde

esas olarak solunum yolu
enfeksiyonlarinin tedavisinde
kullanilirlar. Onemli hedef
proteinlere baglanarak bakteri hiicre
duvari sentezini inhibe eder ve bu
yolla bakterisid etki gosterir.

Amikasin

Aminoglikozid grubu yar sentetik
bir antibiyotiktir. Dogal bir ilag olan|
kanamisin A’dan asilleme suretiyle
elde edilir. Amikasin bakteriyel 30S
ribozomal alt birine baglanarak etki
eder. Bakteriyel mMRNA da yanlig
okunmaya neden olur ve bu sayede
bakteriler gogalmasi icin gerekli
proteinlerini sentezleyemezler.

ANESTEZIK

2,6
diizopropilfenol
(Propofol)

Intravendz hipnotik ajandir. Genel
anestezi, indiiksiyon ve idamesi,
mekanik ventilasyon amaciyla
kullanilir.

2,6 dimetilfenol

Propofol tiirevidir.

2,6
ditertbutilfenol

Propofol tiirevidir.

Lidokain

Antiaritmetik ve lokal anestezik
olarak kullanilir. Genellikle kasintiy|
gidermek, yanma veya deri
enfeksiyonlarini hafifletmek ve
kiiciik cerrahi islemler ve diste
anestezik olarak kullanilir.



http://tr.wikipedia.org/wiki/MRNA
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Bupivakain
(Markain)

Bupivakain lidokain ve
mepivakainden 4 kez, prokainden 8
kez potent, amid yapida lokal
anestezik ajandir.

Piperidin halkasi tizerinde metil
gurubu yerine butil gurubu igermesi
ile mepivakainden ayrilir.

SENTETIK
ANTIOKSIDAN

BHA
(Butillenmis
hidroksi anisol

'Yaglarda ¢oziinebilen suda
cOziinmeyen antioksidandir,
firmlanmis ve kizarmis tiriinlerde
yaglari koruma etkisinden
faydalanilir.

BHT
(Butillenmis
hidroksitoluen)

(H3C)sC

C(CHa)s

CHs

BHA’ya benzer 6zellikli
antioksidandir. Ozellikle kisa
zincirli hindistan cevizi, palm yagi
gibi yag asitlerinin oksidasyonunu
kontrol etmede,findik, ceviz gibi
yagli tohumlarda oksidasyon
kontroliinde , tahil ve sekerli
iriinlerde kullanilir.

ORGANIK
COZUCULER

ETANOL

Organik bilesiklerden alkoller
sinifinin bir iiyesidir. Renksiz ve
yanici bir bilegiktir. Alkolli
iceceklerde kullanilan tek alkol
tiiriidiir. Bir kisim vitamin
suruplarinda ¢oziicii olarakta
kullanilmaktadir.

ASETON

Dimetilketon olarak bilinir, alifatik
ketonlarin en basit liyesidir. Deri
hastaliklarinin tedavisinde ¢oziicii
olarak kullanilir,uzun siire deri ile
etkilesimi sonucu deride
iltthaplanmaya neden olur,agizdan
alinmas1 merkezi sinir
sisteminde,bobrek ve karacigerde
hasara sebep olur.

DMSO

Dimetil siilfoksit, organo kiikiirt
bilesigidir.Kagit yapim isleminin
yan (iriinii olarak iiretilen renksiz
polar bir ¢dziictidiir. Suda
cozlinmeyen birgok terapdtik ve
zehirli maddeyi ¢ozer. Cilde kolaycd
niifuz eder ve agizda sarimsak tadi

birakir.



http://www.tiplopedi.com/Lidokain

39

Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi, saflastirilmasi istenen molekiiliin,"matriks"ad1 verilen bir destek
materyaline kovalent olarak immobilize edilmis bir komplementer baglanma bilesigine
(ligand) spesifik ve tersinir baglandigi bir tekniktir, hemen hemen biitiin
biyomolekiillerin biyolojik fonksiyonlar1 veya 6zel kimyasal yapilar1 esasina dayanarak
saflasmasini miimkiin kilan bir ¢esit adsorbsiyon kromatografisidir. Saflagtirma ¢ogu
zaman bir kag¢ bin kat olur ve aktif materyalin geri kazanilmasi genelde ¢ok yiiksektir.
Diger tekniklerle ¢cok basamakli islemler gerektiren, ¢ok zaman alan hatta ayrilmasi
mimkiin olmayan bircok biyolojik materyaller, bu teknikle bir tek basamakta
gerceklestirilir. Afinite kromatografisinin konsantre edici etkisi de vardir; bundan dolay1
biiylik hacimlerle de caligmak miimkiindiir. Ayirimlarin yiiksek segicilikleri, birbirini
etkileyen molekiillerin tabii spesifitesinden kaynaklanir. Bu sebepten dolayr afinite

kromatografisi su amagla kullanilabilir:

a) Kompleks biyolojik karisimlardan maddeleri saflastirmak igin,
b) Bazi maddelerin denatiire olmus sekillerinden tabi sekillerini ayirmak igin.

c) Kirletici bityiik miktarlardan kiigiik miktardaki biyolojik materyalleri ayirmak igin.
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Afinite kromatografisinin genel prensibi Sekil 1.1 'de 6zetlenmistir.

1|+ > >

Matriks Ligand

2 L> + E N|— L|LL >E N | + Safsizliklar

3 [T>> - [> + >©

Sekil 1.1. Afinite kromatografisinin genel prensibi 1'de ligand matrikse kovalent baglanir, 2'de
saflastinlacak numune kolona adsorbe olup safsizliklar akar ve 3'de numune eliie edilir.

Afinite kromatografisinde matriks olarak; Sephadex, Sepharose ve Bio-gel gibi farkli
jeller kullanilmaktadir. Bunlar i¢inde en ¢ok kullanilan Sepharose, inci seklinde dizilmis
bir agaroz jelidir. Bu jel, biyolojik aktif molekiillerin immobilizasyonu isleminde
basarili bir matriks i¢in gerekli olan biitiin 6zelliklere sahiptir. Seker kalintilar
tizerindeki hidroksil gruplari, bir ligandin kovalent baglanmasi i¢in kolayca derivatize
edilebilir. Bunlardan Sepharose-4B en iyisidir ve en ¢ok kullanilanidir. Jel filtrasyon
kromatografisindeki disarilama limiti, (molekiil agirlig1 olarak) 20x10° olan Sepharose-
4B'nin agik porlu yapisi, i¢ tarafim1 ligand baglanmasina miisait hale getirir ve biiyiik
molekiiller i¢in bile, iyi bir baglanma kapasitesi temin eder. S6z konusu jel, olduk¢a
yiiksek spesifik adsorbsiyon gosterir; bunun bdyle olmasi, afinite kromatografisinin
giicliniin spesifik etkilesmelere bagli olmasindan dolay1 zaruridir. Sepharose jeli kiiresel

ve rijit bir yapiya sahiptir, lizerinde yapilan iglemlerden sonra jelin bu yapis1 degismez

Sepharose iizerinde hazirlanan adsorbanlar: Yiiksek ve diisiikk pH, Deterjanlar, Disosiye

edici maddeler gibi ¢cok degisik sartlara dayaniklidir. Fakat organik ¢dziiciilerin, yiliksek
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sicakliklarin, guanidin hidrokloriir, gibi pargalayici eliientlerin gerektigi durumlarda,
kovalent sekilde ¢apraz baglanmis Sepharose olan Sepharose-CL en ideal ortamdir.
Mesela; Protein A-Sepharose-CL-4B ve Blue Sepharose-CL-6B adsorbanlari
Sepharose-CL iizerinde hazirlanmistir. Sepharose-CL'in  destek maddesi oldugu
adsorbanlar az miktarda substitiie olmuslardir ve Sepharose-4B'ye bagli adsorbanlardan
daha az kapasiteleri vardir; ¢iinkii capraz baglama, ligandin baglanabilecegi bolge

sayisini azaltir.

Afinite kromatografisi i¢in ligand se¢imi iki faktor tarafindan etkilenir. Birincisi, ligand
saflastirilacak madde icin spesifik ve tersinir baglama afinitesi gdstermelidir. Ikincisi,
ligandin baglama afinitesini tahrip etmeden matrikse tutunmasini saglayan kimyasal
olarak modifiye edilebilen gruplari olmalidir. Ligandin maddeyi baglama afinitesinin
serbest ¢ozeltide 10-10® M arasinda olmasi idealdir. 10 M'dan daha biiylik ayrigma
sabitlerini i¢ine alan etkilesmeler (mesela bir enzim ve zayif bir inhibitorii arasindaki
iligki gibi), basarili afinite koromatografisi i¢in uygun degildir. 10® M'dan daha kiigiik
ayrigma sabitlerine sahip olan maddelerden (mesela bir hormon ve reseptorii arasindaki
iligki gibi) meydana gelen afinite koromatografisinde ise, bagli maddenin inaktive
etmeden eliisyonu zor olacaktir. Eger baglanma kompleksinin dayaniklilig1 hususunda
herhangi bir bilgi bulunamiyorsa deneme yanilma yontemi kullanilmalidir. Ligandin
matrikse baglandig1 bolgenin se¢imi de dnemlidir. Ligand cesitli fonksiyonel gruplara
sahipse saflagtirilacak molekiille en az ihtimalle spesifik etkilesme verecek grup

vasitastyla matrikse baglanmalidir.

Biyolojik bir maddenin aktif bolgesi genellikle molekiiliin derinliklerine yerlesmistir.
Kiigiik ligandlari (enzim kofaktorleri gibi) dogrudan matrikse baglamak suretiyle
hazirlanan adsorbanlar, matriks ile liganda baglanan maddeler arasinda sterik
engellemelerden dolay: kiiciik ayirma kapasitesi gosterebilirler. Bu durumlarda uzanti

kollan etkili baglanmay1 kolaylastirmak i¢in matriksle ligand arasina sokulurlar.
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Sekil 1.2. Uzant1 kolunun afinite koromatografisindeki rolii.

Uzant1 kolunun uzunlugu da onemlidir. Sayet ¢ok kisa ise, kol etkisiz olur ve ligand
numunedeki maddeyi baglayamaz. Aksine ¢ok uzunsa, spesifik olmayan etkiler fazla
olur ve ayirmanin segiciligi azalir. O'Carra ve arkadaslari, ¢cok uzun uzanti kollarinin
numunedeki maddelere hidrofobik etkilesmelerle baglandigin1 gdstermistir. Spesifik

olmayan hidrofobik etkilesmeler, afinite kromatografisinde arzu edilmez.

Cok noktali baglanma, proteinlerin ve diger biyopolimerlerin matriksten hidroliz
olmamasini saglar. CNBr ile aktivasyon islemi, Sepharosu c¢apraz baglar ve bdylece
kimyasal dayaniklilik artar. Bu da eliisyon sartlarinin se¢iminde daha fazla bir esneklik

saglar (Keha ve Kiifrevioglu 2000).

1.1. Cahismanin Amaci

AChE enzimi sinir iletiminde gorev alan ¢ok 6nemli bir metabolik enzimdir. Plazma
membranlarindaki AChE kolinerjik fonksiyonlarin degerlendirilmesinde bir belirteg
olarak kullanildigindan enzimin yeni inhibitorlerinin bulunmasi ve etkisinin
belirlenmesi ¢ok &nemlidir. Sinir iletiminde gorev alan AChE enzimi iizerine
antidepresan, anestezik ve antibiyotik etkili molekiillerin arastirilmasinin, insan

sagligina ve literatiire onemli katkilar saglayacagi inancindayiz.

Bu tez kapsaminda AChE enzimi insan eritrositinden Sepharose 4B-L-tirozin takrin
afinite kromatografisi teknigi ile tek kademede saflastirildi ve enzim aktivitesi {izerine
antidepresan (essitalopram, mirtazapin, risperidon, sodyum valproat, trazodon,

fluoksetin), antibiyotik (tenoksikam, vankomisin HCI, amikasin siilfat, diltiazem HCI,
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sefuroksim, pantaprazol sodyum), anestezik (2,6-diizopropilfenol, 2,6-dimetilfenol, 2,6-
ditertbutilfenol, lidokain, bupivakain), sentetik antioksidanlar (BHA, BHT) ve organik
¢oziciiler (etanol, aseton, dimetilsiilfoksit) gibi maddelerin in vitro inhibisyon etkileri

arastirildi, bu amagla ICsg degerleri ve K; sabitleri tespit edildi.
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2. KAYNAK OZETLERI

Kan, insan metabolizmasinda tagima, diizenleme, savunma ve koruma gorevleri yapar.
(Ozden 1990). Kanin %42-45’ini eritrosit, 16kosit ve trombosit gibi kan hiicreleri
olusturur. Lokositler mikroorganizmalarin viicuda yayilmalarinin Onlenmesi ve
dokularin tamir edilmesinde gorev alir. Trombositler, kapillerin endotel biitlinligiiniin
saglanmasi ve damardan disartya kanin sizmasini dnlemek gibi fonksiyonlara sahiptir
(Onat 1996). Eritrositler, gerek kolay elde edilebilmeleri, gerekse fonksiyonel dnemleri
ve bircok hastalikta rol almalar1 nedeniyle yogun sekilde tizerinde calisilmis hiicrelerdir.
Eritrositlerin baslica gorevi, oksijen ve karbondioksit taginmasi ve kanin pH’sinin

surdirilmesidir.

Bu gorevi yerine getirebilmeleri igin sekillerini, icyapilarini ve membran aktivitelerini
koruyacak enerjiye ihtiya¢ duyarlar. 1921 yilinda in vivo hiicrelerde kan akiminin
artisiyla kirmizi hiicrelerde yogunluk artis1 ilk kez gozlenmistir. Bu prensiple Sabine
(1955) basit bir santrifiigasyonla kirmiz1 hiicreleri ayirabilmistir. Geng ve yagl hiicreler
olarak iki sinif gostermistir. AChE aktivitesinin ikinci grupta daha diisiik oldugu tespit
edilmistir. Ayn1 metodla Kadlubowski ve Agutter (1977) kirmizi hiicreleri 8 gruba
ayirmis ve AChE aktivitesinin hiicrenin yas1 ile azaldigi sonucuna varmistir. Farkli yash
gruplarinda hiicrenin kararliliginin zayiflamasi yasa bagh degisimlerin sadece niteliksel
bir degerlendirme icermesi bu yaklasimin dezavantajidir. Simdiki ¢alismalarda
immiinelektroforez ile birlestirilen kisimlara ayrilmis bir freol/Triosal siireksiz
fraksiyonu ile hiicrelerle ilgili daha fazla degerlendirme elde etmek miimkiindiir.
Kirmiz1 hiicredeki enzimin protein miktarinin orani ve spesifik aktivite kadar total

aktivitenin yiizdesini de hesaplamak miimkiindiir (Galbraith and Wattschanges 1980).

Eritrositlerde baslica katyonu olan K* ile birlikte Ca*?, Na* ve Mg*? bulunur. Anyonlari
kloriir, bikarbonat, hemoglobin ve anorganik fosfat olup, baslica fosfat bilesigi 2,3-
bisfosfogliserattir. Eritrositler iyonik dengelerini membran yapisinda yer alan Na* K-

ATPaz, Ca**-ATPaz gibi enerji gerektiren enzimlerle siirdiiriirler. Hiicre yaslandik¢a
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iyon pompalarinin aktiviteleri azalarak hiicre ici [Ca*’] ve [Na'] artar, [K'] azalur.

Boylece hiicre stabilitesi bozulur ve yikimi uyarilir (Marks 2007).

Kolinesterazlar, plazma ve diger viicut sivilarinda da bulunmak {iizere kolinerjik ve
kolinerjik olmayan dokularda genis bir dagilima sahip enzimlerdir. Hem AChE hem de
BuChE’nin birka¢ molekiiler formu bilinmektedir. Bu formlar arasinda énemli bir ayrim
vardir (Massoulie et al. 1992). Kollajen kuyruklu asimetrik form (An) ve globuler form
(Gn). Asimetrik formlar kollojen bir kuyruk iizerinden bazal laminadaki noromiiskiiler
sinaptik araliktaki ekstraseliiler yapilarla biitiinlesmistir  Globuler formlar ise
membranin lipit tabakasinin igine yerlesmistir (Ott 1985). Globuler formun memeli
beyninde monomer alt birimlerinin monomer, dimer ve tetramer olmak {izere farkli
bicimleri mevcuttur. Normal bir beyinde G4 daha yaygin olarak bulunur. Asetilkolin
hidrolizinin ¢ogunu G4 formu yapmaktadir.G1 nispeten azdir ve asetilkolin hidrolizinin
¢ok az bir kismindan sorumludur. Bu izomerik formlarin néronlarda farkli sekillerde
lokalize oldugu bulunmustur. Tek bir globuler protein igeren G1 formu sitozolik ve dort
globuler protein iceren G4 formu ise glikofosfolipidler yada hidrofobik amino asit
sekuensi ile membrana baglidir (Heller and Hanahan 1972; Inestrosa and Perelman
1990; Massoulie et al. 1992). G4 ve Gl formu sirasiyla AChE’nin deterjanda
¢ozlinebilir ve suda ¢oziinebilir fraksiyonlarini baskin bir sekilde igerir (Rieger and

Vingy 1976).

Insan beyni baslica iki tip kolinesteraz icermektedir; 7. Kromozom tarafindan kodlanan
asetilkolinesteraz (AChE, EC 3.1.1.7) ve digeri 3. kromozom tarafindan kodlanan
butirilkolinesteraz (BuChg, EC 3.1.1.8) (Mesulam et al. 2002; Darvesh et al. 2003).
Sagliklt bir beyinde normal olarak asetilkolinesteraz baskindir. Ancak, Alzheimer
hastaliginda beyinde asetilkolinesteraz aktivitesi ya degismeden kalir ya da azalirken,
butirilkolinesteraz aktivitesinin arttig1 gézlenmistir (Greig et al. 2001). Bu yiizden, hem
BChE hem de AChE’1 inhibe eden bir ila¢ potansiyel terapotik faydalara ve 6zelliklere
sahip  olmalhdir. Beyinde, butirilkolinesteraz  asetilkolinin  yarilmasi  i¢in
asetilkolinesteraz1 destekleyici enzim olarak ¢ok 6nemli rol oynamaktadir (Soreq and

Zakut 1993; Greig et al. 2005). Ayrica, kolinesterazlar ndrotogenesis, synaptogenesis ve
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glia aktivasyon, beyin kan akisi, hiicre yapismasi, amiloid kaskati ve tau fosforilasyon
gibi enzimatik fonksiyonlarla ilgisiz klasik olmayan hareketlere sahip oldugu

belirlenmistir (Mesulam et al. 2002; Giacobini 2003).

AChE’nin ¢esitli biyokimyasal yonlerdeki yogun calismalarina ragmen, molekiiler
izoformlar1 iizerindeki bilgi ve onlarin hafiza ve 6grenme fonksiyonlar1 iizerindeki
bagin oldukg¢a yetersiz oldugu bulunmustur (Das et al. 2005). Yapilan ¢aligmalarda
sigan beyin bolgelerindeki AChE aktivite modelinin yas ve cinsiyete dayali olarak

farklilik gosterdigi bulunmustur (Das et al. 2000).

Kolinesterazlar i¢in 2 ligand baglanma bolgesi tanimlanmistir. Agilasyon ya da A
bolgesi ve periferal yada P bolgesi. Acilasyon yada A bolgesi aktif bolge ¢ukurunun
temelidir ve p bolgesi onun giris yerindedir(Rosenberry et. al 2005).Substrat diisiik
afinitesinden dolay1 p bdlgesine gegici olarak baglanir ve aktif bolgede ES kompleksine
dondisiir. P bolgesine gegici olarak baglanan tiim substrat molekiilleri A bolgesine dogru
ilerleyerek sigorta altina alinip katalitik prosese katkida bulunurlar. P bolgesine takrinin
baglanmasi enzimin konformasyonunu degistirir ve sterik olarak aktif bolge ya da A
bolgesini engeller. Bu durumda aktif bolgeye diger molekiillerin giris ve ¢ikis oraninda
azalma olur. Artan Ky degeri, enzimin aktif bolgesine substratin afinitesininin
azalmasinin nedeninin takrin oldugunu gostermistir. Kolinesteraz-substrat kompleksi
durumunda aktif bolge zaten isgal edilmistir, bu yilizden, boyle durumda, takrin aktif
bolgeden ziyade diger bolgeye (P bolgesine) baglanmaktadir (Rosenberry et al. 2005).

Merkezi kolinerjik néronlar, bir ¢esit 6grenme davraniglarini kazanma, yerine getirme
ve saglamlastirmada 6nemlidir. Davranigsal inhibisyon kesilmesine yol agan ilaglar
tarafindan muskarinik reseptoriin bloke edildigine 6nemli klinik delil vardir. Calisma
hafizasi (kisa donem), var olan bilginin bellekte geri alim1, (uzun dénem) hafiza, dikkat,
karar stireci, hareket ve strateji se¢imi ve duyumsal degistirme siireci gibi davranigsal
ozellikler demansin biiyiik karakteristik 6zellikleridir Kolinerjik yiikselticiler 6zellikle
antikolinesteraz ilaglar gilinlimiizde anti-demans ilag terapisinin dayanagi olarak

gosterilmektedir (Sarter et al. 2005).
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Klinik caligmalarin yani sira biiyiik deneyler biligsel fonksiyonlarin diizenlenmesinde
asetilkolinin tartisilmaz biiyilk bir rolii oldugunu acik¢a gostermistir. Terapotik
stratejiler, bilissel bozukluk rahatsizliklariyla miicadele igin asetilkolin aktivitesini
gelistirmeyi amaglamiglardir. Bu yiizden, kolinerjik reseptor agonistler (muskarinik ve
nikotinik) ve asetilkolinin endojen seviyesini yiikselticiler (metabolize enzimlerinin
inhibitér ve promoterlerinin sentezi) Alzheimer tip yaslilik demansinin tedavisinde
denenmistir. Cesitli tesebbiis girisimleri arasinda asetilkolinesterazin inhibisyonu en
basarililarindan biridir. Asetilkolinesteraz inhibitorleri salinan asetilkolinin hidrolizini
onleyerek kolinerjik gecisin etkisini arttirmakta ve bu yiizden kolinerjik sinapsta mevcut

asetilkolin daha fazla yapilmaktadir (Sarter et al. 2005).

Asetilkolin merkezi sinir sistemi ve periferal sinir sistemi i¢in Onemli bir
nérotransmitterdir. Insan beyninin multiple alanlarinda mevcut olan kolinerjik sinirlerin
birlesimidir Norodejenaratif hastaliklar baglaminda 6n beyindeki kolinerjik ¢ekirdegin
tim kortikal alanlarina yayildigi tahmin edilmektedir. Asetilkolin (ACh) diisiince ile
ilgili sensorlerin tliretilmesi ve secici dikkati diizenlemektedir. Retikiiler ¢ekirdek dikkat
ve bilinci kontrol eder. Bu sistemin bozulmasi belli klinik motor fonksiyonlarin
bozulmas1 parkinson semptomlar: ile iliskilendirilmektedir. On beyindeki kolinerjik
noronlarin kaybi, duyu dejenerasyonu, Alzheimer hastalarinin 6nemli olaylar1 ve
diistinme yeteneklerini yaygin bir sekilde tutar. Alzheimer hastalarinda kolinerjik

diistinme yapisi ciddi bir sekilde bozulmustur (Mesulam et al. 2004).

Asetilkolin, boceklerde de merkezi sinir sisteminde bulunan, buna karsilik
noromuskular baglantilarda varligi gosterilmemis olan ndrotransmitter bir maddedir
(Burnell and Wilkins 1988). Kolinerjik sistemlerin metabolik enzimleri boceklerde fazla
miktarda bulunmaktadir ve histokimyasal olarak asetilkolinesteraz (AChE) basin
norofillerini ve toraksik gangliyonlarin1 cevreleyen sinir hiicrelerinin korteksinde
yiiksek oranda bulunmaktadir (Hall et al. 1980). Canlilarda organik fosforlu insektisit
uygulamasina bagli olarak, AChE enzimi inhibe edilmektedir. AChE hedef enzim
oldugundan biyokimyasal belirtec olarak, organik fosforlu insektisit toksisitesi

calismalarinda enzim inhibisyonu ¢alisiimaktadir. Insektisite maruz kalan canlilar besin
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zinciri yolu ile hasarlara neden olmaktadir. Giiniimiizde hedef olarak segilen zararli
bocekleri kontrol etmek amaci ile kullanilan kimyasal insektisitlerin timii norotoksik
maddelerdir ve etkilerini sinir sistemi tizerinde gostermektedirler. Ancak bu maddelerin
secici olmamalar1 nedeni ile hedef organizmalar kadar ekosistemde hedef olmayan

canlilar tizerine de benzer etkilere sahip oldugu belirlenmistir (Amdur et al. 1991).

Asetilkolinesteraz aktivitesi baslica boceklerde goziikiirken, hem asetilkolinesteraz
hemde butirilkolinesteraz  aktivitesinin  omurgalilarda ortaya ¢iktigi, BuChE

aktivitesinin ise yaprak bitlerinde oldugu ifade edilmistir.

AChE aktivitesinin olmamasinin dentritik ¢ikintilarin olusumunda, hiicre biiytkligii ve
sayist ile reseptor dansitesinde bazi anormalliklere yol agtigi belirlenmistir. Ayni
zamanda tek basina ne AChE ne de BuChE asetilkolin metabolizmasinin ve kolinerjik
iletimin saglikli islemesi i¢in yeterli olmamistir. Yapilan ¢alismalara gore varilan nokta
hem AChE’nin hem de BuChE’nin néral gelisim ve kolinerjik iletimde birlikte aktif rol
oynadiklar seklindedir (Xie et al. 2000; Mesulam et al. 2002).Beyindeki kolinesteraz
aktivitesinin %80’inden AChE, geriye kalan %20’sinden BuChE’nin sorumlu oldugu
diisiniilmektedir (Greig et al. 2001). Sinir sistemi gelisiminin erken doénemlerinde
BuChE diizeylerinin yiiksek, ilerleyen evrelerde ise bu diizeyin diistiigii belirlenmistir
(Darvesh et al. 2003). Kolinerjik néronlarda AChE’nin, hiicre govdesinde, aksonlarda
ve dentritik uzantilarin proksimalinde yer aldigi ve BuChE’m ise hiicre govdesi ve

dendritlerde bulundugu belirlenmistir (Geula and Mesulam 1999).

Kolinesterazlar ¢ok caligilmistir, ¢ilinkii onlar ¢cogu sinir ajan1 ve bocek odldiiriiclilerin
spesifik hedefi oldugundan ve sinir akisinin gecisinde 6nemli bir rol oynadiklarindan
pek cok tiirdeki polimorfik enzimlerdir. Tiirlere gore cesitli kolinesterazlar igin
kodlanan genlerin sayisi, boceklerde bir, omurgalilarda iki ve nematodlarda ii¢ olarak
belirlenmistir. Asetilkolin ve butirilkolinin kullanim1 omurgada, AChE ve BuChE i¢in
iki proteinin ayrilmasina izin vermektedir. Molekiiler biyolojide sonuglar AChE ve
BuChE i¢in tiirler iginde yaklasik olarak %50 amino asit benzerligi oldugunu

gostermistir (Massoulie et al. 1993).
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Herbir protein igin, ¢esitli molekiiler formlar ya indirgenmeye ya da alternatif gen
splicinge neden olmaktadir. Bu formlar kollajen bir kuyruk yiiziinden bazal laminaya,
hidrofobik peptid ya da glikolipid yliziinden membrana baglanabilir ya da ¢6ziinebilir.
Bunlar, tiim omurgali simiflarinda ortaya ¢ikan formlar; asimetrik, globuler asimetrik
yada kollajen kuyruklu olarak siniflandirilmistir, fakat omurgasizlarda yoktur. Globuler
formlarla; monomer, dimer ve tetramer olarak karsilagilir. AChE ve BuChE, bu iki
enzim baslica substrat spesifikligi esasinda fonksiyonel olarak ayirt edilmektedir (Radi
et al. 1991) AChE bir periferal substrat baglanma bolgesi tarafindan araci olunan asiri
substrat inhibisyonu sergiledigi belirlenmistir (Radi et al. 1991).AChE, asetiltiyokolini
diger kolin esterlerinden daha hizli hidrolizler ve butirilkolinde neredeyse inaktive olur,
halbuki BuChE hem butirilkolini hem de gozlenebilir bir oranda asetilkolini
hidrolizlemektedir. iki enzim, AChE icin iso-OMPA gibi teshis inhibitdrlere, onlarin

hassasiyetleri tarafindan ayirt edilebilmektedir.

Merkezi sinir sisteminde 6nemli rol oynadigi i¢cin bu enzimin bir¢ok inhibitorii
gelistirilmistir (Guedes et al. 1998). Asetilkolinesteraz enzimi, organofosfat ve
karbamat bocek oldiiriiciiler tarafindan inhibisyonun hedef bolgesidir (Matsumura 1985;
Toutant 1989) Ancak, bu bocek oldiiriiciilerin 30 yildan fazla kullanimi bu bilesiklerle
bocek oldiirmek i¢in daha az hassas, degistirilmis AChE’lerden dolay1 bocek tiirlerinde
bir¢ok direncle sonuglanmistir. Organofosfat ve karbamat bocek oldiiriiciiler tarafindan
inhibisyona, AChE’nin azalan hassasiyetinden dolay1 bocek 6ldiiriicii direncinin artan
etkisi AChE’nin toksikolojik 6nemine ek bir bir direng mekanizmasi olarak yardim
etmis ve boceklerde bu 6nemli enzimin arastirilmasini ayrica gayrete getirmistir (Zhu

and Clark 1994; Zhu and Clark 1995).

Organofosfat ve karbamat bocek Oldiiriiciilerin yogun kullanimi ¢esitli ekolojik
problemlere sebep olmaktadir. Bu maddelerin baslica toksik etkisi sinir sisteminin
anahtar bir enzimi olan asetilkolinesterazin doniisiimsiiz bir inhibisyonu oldugundan
dolayidir. Aktif bolgedeki serin, fosforilasyon ve karbamoilasyonu ndrotransmitter
asetilkolinin metabolizasyonunu bloke etmektedir. Bunun sonucunda postsinaptik

membran depolarize kalir ve sinaptik gecis gerceklesmez. Antikolinesteraz ajanlar,
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organofosfat ve karbamat bocek oldiiriiciiler gesitli zirai rahatsiz edici seyleri kontrol
etmek i¢in kullanilir, fakat hayvanlar i¢in potansiyel olarak toksiktir. Bireylerin,
Oldiirticii  olabilen kolinesteraz inhibisyonu denenmis bu bilesikler tarafindan
zehirlendigi bildirilmistir. Ancak, enzim inhibisyonunun yasanilabilirligi etkilemedigi

viicut bolgelerinde de bulundugu tespit edilmistir (Massoulie et al. 1993).

Uzun yillardan beri kolinesterazlar; organofosfat ve karbamat bocek oldiiriiciiler, agir
metaller gibi bilesikler tarafindan gevresel kirliligi gostermek i¢in ilging biomarkerlar

olarak diistiniilmiistiir.

AChE, bocekler disinda deniz canlilarindan da saflastirilmistir. Deniz canlilarindan
yapilan calismalarda inhibitorlere karst kabuklularin, omurgali tiirleri ve
yumusakcalardan daha az hassas oldugu ispatlanmistir. Dahasi, asetilkolin kabuklu
merkezi sinir sisteminde de bir nérotransmitter olarak tanimlanmustir. Ectoparasitis
copepod sealouse (Lepeophtheirus salmonis)in sadece AChE igerdigi bulunmustur.
Yapilan g¢alismalarda, S.mantis, M.verrucosa ve P.vulgaris gibi diger kabuklularda
oldugu gibi kabuklu T.brevicornis’te de tek bir kolinesterazin varligindan
bahsedilmistir. Copepod T.brevicornis AChE ¢alismasinda, ortalama molekiil agirlig

200 kDa olan tek bir AChE bulunmustur (Forget and Bocquene 1999).

Deniz canlilarindan inhibisyon O6l¢timlerinde norotoksik kirlilik (organofosfat ve
karbamat bocek oldiiriiciilerin yani sira pestisitlerin kompleks karigimlari ve metaller)
etkisi biomarker olarak kullanildig1 icin kolinesterazlarin sadece tek bir formunun
varligr ve inhibitor etkilerinin potansiyel bioindikator olarak bu deniz canlilarinin

yaygin dagiliminda tercih edilebilirligini gostermektedir (Forget and Bocquene 1999).

Canlilar yasam dongtileri boyunca insanlar tarafindan yapay olarak iiretilen pestisitler
(organik fosforlular, karbamatlilar, piretroitler vb.) veya bitkiler tarafindan dogal olarak
iretilen allelokimyasallar gibi toksinlere(ksenobiyotik) maruz kalmaktadir. Boceklerin,
hayvanlarin bu toksinlere kars1 kendilerini korumak icin gelistirdikleri detoksifikasyon

mekanizmalar1 bulunmaktadir. P450, GST ve hidrolaz gibi bazi enzimler insektisitlerin
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bocek viicuduna girmesi sonucunda bu kimyasallarin zehirliliginin giderilmesini

saglamaktadirlar (Tsagkarakou et al. 2009).

Insektisitler bocek viicuduna girdiklerinde hizla zehirliligi giderilmektedir. Bu
maddelerin zehirliliginin giderilmesinin faz I ve faz II olmak iizere iki asamada

gerceklestigi belirlenmistir (Yu 2008).

Faz I oksidasyon, hidroliz ve indirgenme agamalarini icermektedir. Faz I reaksiyonunda
kutupsuz yapidaki zehirli molekiiller bazi1 fonksiyonel gruplarin eklenmesi ile zehirliligi
daha az olan ara maddelere donlismektedir. Bu fonksiyonel gruplar 2 kisma

ayrilmaktadir:

a) Elektrofilik maddeler: Epoksidaz fonksiyonlar1 ve a,  karbonil gruplari elektrofilik
karbonlu yapilardir. Bazi insektisitler bocek viicuduna girdikten sonra elektrofilik

fonksiyonel gruplar sayesinde aktif olmayan maddelere doniistiiriilmektedir.

b) Niikleofilik maddeler: Alkolik yada fenolik hidroksil gruplari, amino ve karboksil
gruplart niikleofilik maddelerdir. Niikleofilik maddeler sayesinde kutupsuz yapidaki
insektisitler daha az zehirlilige sahip maddelere doniismektedir (Soderlund 1997).
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—
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Faz II reaksiyonlari: insektisitlere faz I reaksiyonu sonucunda hidroksil, karboksil ve
epoksidaz gibi fonksiyonel gruplar eklenmektedir. Pestisitlere bu gruplarin eklenmesi
sonucu biiyiik molekiiller olusmaktadir. Bu molekiiller seker, amino asit, glutatyon,
fosfat ve siilfat gibi maddeleri de igcermektedir. Kimyasallarla farkli gruplarin birlesmesi
sonucu olusan bu molekiiller kutuplu yapida ve daha az zehirlidir. Faz II’de olusturulan

bu maddeler viicuttan atilmaktadir (Kranthi 2005).

Faz I’de bocek biinyesinde bulunan P450 ve esteraz enzimleri sayesinde insektisitlere
elektrofilik yada niikleofilik maddelerin eklenmesi ile ara maddelere doniismektedir.
Faz II’de ise genellikle GST enzimi sayesinde Faz I’de olusturulan maddeler hidrofilik

maddelere doniistiriilmekte ve viicuttan atilmaktadir (Yu 2008).

Plazma membranlarindaki AChE’de kolinerjik fonksiyonlarin degerlendirilmesinde bir
belirte¢ olarak kullanilmigtir. Alzheimer hastalarinda kullanilan tedavi edici ajanlarin
etkilerinin degerlendirilmesi amaci ile gerceklestirilen calismalar igin eritrosit AChE
aktivitesi nin glivenli bir model olabilecegi bildirilmistir. Bu amagla temel tedavi sekli
beyin ACh igeriginin arttirilmasi amaci ile AChE inhibitérlerinin kullanilmasi olarak

bildirilmistir.

Bazi1 6nemli bilesikler psikolojik olarak onemli hedef bolgedeki AChE’ye ulasmadan
once BChE tarafindan detoksifiye edilir. Bu bilesiklerden bazilari;

Siiksinildikolin(SuCh); operasyon, endoskopi ve elektrokasilma esnasinda soluk borusu
entiibasyonu i¢in kullanilan ndromuskular ilaglar1 bloke etmektedir. SuCh;
stiksinilmonokolin ve koline BChE tarafindan hidrolizlenmektedir. Diester ve giiglii bir
kas gevseticidir SuCh damar icine enjekte edildiginde 1 dakika i¢cinde dozunun yaklasik
%901 BChE tarafindan hidrolizlenir ve kalan miktar sinir-kas kavsaklarina ulagsmakta
ve bir reseptdre baglanmaktadir. Sonugta, sinir-son plakanin depolarize oldugu ve
asetilkoline hassasiyetin kayboldugu bildirilmektedir (Wetherel and French 1986;
Lockridge 1990; LaDu et al.1990; Primo-Parmo et al. 1996). Bireylerde SuCh idaresi
gerceklesmez ya da azalirsa, sinir-kas kavsagma biiyiik bir dozu ulastigi i¢in BChE
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aktiviteli varyantlar uzun siireli apneyle sonuglanacagi belirlenmistir. Bu sonuglardan
kaginmak i¢in, serum BChE aktivitesinin Ol¢limii, anestezi esnasinda SuCh’in
idaresinden sonra uzun siire apneli hastalarin degerlendirmesinde kullanilmaktadir.
Sayet uzun siireli apne gerceklesirse, saflastirilmis insan serum BChE’1 ile yiiksek bir
sekilde iyi zamanlanmis damar i¢i idaresiyle, apneye sebep olunan siirenin azaltilacagini

ifade etmislerdir (Viby-Mogensen 1981).

Organofosfat ya da karbamat esterleri pestisit, bocek oldiiriicti, kimyasal savas ajan1 ve
glukoma, parazit enfeksiyonu ve Alzheimer hastaligi gibi medical rahatsizliklarin
tedavisi i¢in ilag olarak kullanilmigtir. Bu bilesikler hem AChE hem de BChE i¢in giiglii
inhibitdrii oldugu ifade edilmistir. Askeri ve sivil halka kars1 kullanilan toksik en yaygin
organofosforlar  (OPs); soman (O-pinacolil metilfosfofloridat),VX (etil-S-(2-
diizopropilaminoetil) metilfosfontiyolat), sarin (O-izopropil metilfosfonfloridat) ve
tabun (N,N-dimetilamido-O-etil fosfosiyanidat) olarak belirlenmistir. Organofosfatlar
tarafindan kolinesterazin ilerleyen inhibisyonunun onlarin aktif bolgesindeki serinin
fosforilasyonundan dolay1 oldugu belirlenmistir (insan BChE enzimi i¢in serin198./
insan AChE enzimi igin 200. amino asit). AChE fonksiyonlarinin kaybmin sinaptik
yarikta asetilkolin birikmesine ve kas felci, inme ve bogularak oliime yol actig

sonucuna varilmistir (Raveh et al. 1993).

Toksik akut sinir gazlarina kars1 terapi AChE’nin aktif bolgesini ya kismi yada gegici
maskeleyen doniligiimlii AChE inhibitorii ve bir karbamat olan piridostigminle
(néromuskular plakta asetilkolinin yikilmasini Onleyen madde) oOn tedaviyi
kapsamaktadir. Tedaviye maruz kaldiktan sonra atropin gibi kolinoltik ajanlar,
pralidoxime kloriir gibi oxime reaktivatorii, diazepam gibi kasilmay1 Onleyici bir ilacin
idaresiyle devam edilmektedir. Pek¢ok ilag kombinasyon terapisi yasam siiresinin
artmasinda etkili olmasina ragmen, titreme, kasilma, soluksuzluk, sinir ve kas liflerinin
bir araya gelerek demet olusturmasi gibi maruz kalinan toksik belirtilerden sonra ortaya
cikanlar Onlenememektedir. Bu terapinin diger olumsuzlugu onlarin idaresinin
zamanlamasinda onun etkisine bagimhidir (Levine and Rodnitzky 1976; McDonough
and Shih 1993). Diger bir deyisle, piridostigmin de bir AChE inhibitoridiir ve
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asetilkolinin birikmesine neden olmaktadir. Onun daha yiikek propilaktik etkisi ve yan
etkilerini onlemek icin benactizin gibi antikolinerjik bir ilagla piridostigminin idare

edilmesi amaglanilmaktadir (Kassa and Fusek 1997).

Bu terapinin mekanizmasi sOyledir: Fosforillenmis kolinesterazlar, oksimler gibi giiclii
niikleofilik bilesikler tarafindan reaktive edilmektedir. Bu yiizden pralidoksim tuzlar
yada obidoksim dikloriir fosforillenmis AChE’nin reaktivasyonu i¢in kullanilmaktadir
ve yiiksek oranda reaktif fosforiloksim (POX) olusturmaktadir. Fakat POX’un
kolinesterazlar1 tekrar inhibe edebilecegi bulunmustur. Bu enzimlerin tekrar inhibe
edilmis formu ‘aged enzim’ olarak isimlendirilir ve onun tekrar aktivasyonun miimkiin
olmadig1 belirlenmistir. Bu yiizden aged plazma enzimin in vivo aktivitesi sadece
karacigerde yeni enzimlerin sentezlenmesiyle normal seviyesine dondiigii belirlenmistir
(Mason et al. 1993). Bu yiizden, onlar psikolojik olarak onemli hedef bolgelerde
AChE’yi inhibe etmeden 6nce dolasimda organikfosforlarin el koymasi i¢in daha etkili
terapi, saf AChE ve BChE idaresinin ekzojen bir sekilde olabilecegi diisiintilmiistiir.
Insan serum BChE bir propilaktik antidot olarak ipek maymun, thesus maymun, fare ve

ratlarda kullanilmustir.

Giiclu etkisiyle organik fosforlarin tiim c¢esitlerini hidrolizleme yetenegini kazandiran
daha giiclii BChE mutantlarin1 elde eden arastirmalarin, savasta sinir gazlarina maruz

kalan tiim insanlara daha ¢ok sans verecegini diisiindiirmiistiir (Lockridge et al.1997).

BChE, kokain metabolizmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Plazmada hem dogal
hem dogal olmayan kokainin biiyiik detoksifikasyon enzimidir. BChE tarafindan
iiretilen inaktif metabolitler bobrek tarafindan dolasimdan hizli bir sekilde cikarilan
ecgonine, metil ester ve benzoik asittir (Matter et al. 1996; Hoffman et al. 1996).
Kokainin kotiiye kullanimi, tim diinyanin medikal bir problemidir. Kokainin toksik
semptomlar1 arasinda viicut sicakliginin ytlikselmesi, kalp durmasi, biiylik kapsaml felg
vardir. Hayvan caligsmalari, saflagsmis insan serum BChE ‘in idaresinin hipertansiyon ve
ritim bozuklugunun yam sira kokainin dldiiriicti etkisinden fare ve ratlar1 korudugunu

gostermistir (Mattes et al.1997; Sun et al. 2001).



55

BChE kokainin toksik etkisine karst korumasina ragmen, yavas bir sekilde hareket
etmektedir. Dogal kokainin turnover sayisi (Kcat) 3.9 min™ olarak bulunmustur.
Hidroliz oran1 ve afinite baglarini arttirarak BChE’in kokaine karsi katalitik etkisini
artirmak icin enzimin farkli mutantlar1 test edilmistir. Ala328Tyr mutantinin artmis

hidrolaz aktivitesine sahip oldugu bulunmustur (Xie et al. 1998).

BChE’1n negatif yiiklii substratlarina aspirin bir ornektir. BChE aspirinin salisilata
hidrolizini  kapsayan bilyiikk plazma esterazdir. Genel ve genel olmayan
butirilkolinesterazlar ayn1 kinetik yolla aspirini hidrolizler. Aspirin konsantrasyonunun
bir fonksiyonu olarak hidrolizlerin plotted oranlari asimetrik en iyi bi¢imli kavisi
vermektedir. pH’da azalmaya da sebep olan aspirinin kendiliginden hidrolizi ile salisilat
konsantrasyonu arttigindan BChE inhibisyonu aspirin konsantrasyonlarinda ytiksek
oranda goriilmiistiir. Turnover sayisi tipik ve tipik olmayan butirilkolinkolinesterazlar
icin 5000-12000 min™ olarak bulunmustur. Bu sonuglar Asp70’in aspirinin enzime ilk
baglanmasi i¢in biiyiik bolge olmadigimi gostermistir. Fakat aktif merkezde aspirinin
baglanmasi icin gerekli Trp82 halkasinin varligini gosteren Trp82 mutanti nin aspirini

hidrolizleyemedigi belirlenmistir (Masson et al. 1997).

Anticonvulsant ilaglar sinir gazlarina maruz kalinca karbamatla 6n tedavide bile,
salgilama, ¢irpinma gibi toksik kolinerjik sinyallerin bir ¢esidini tiretmektedir. Ciinkii
karbamatlarin AChE ve BChE’1n da inhibitorleri oldugu belirlenmistir. Karbamatla 6n
tedaviden sonra, bir kolinoltik ajan (genel olarak atropin) bir oksim reaktivator ve bir
antikonvulsant iceren pek c¢ok ilag kompleksi, hastalarin tedavisi sonrast ig¢in
gerekmektedir. Diazepam genel olarak atropinle birlikte anticonvulsant olarak kullanilir,
fakat igne yapilabilir formu savas alaninda askeri personel i¢in daha az tercih edilebilen
suistimale ugrama, nonaquas formulasyon ve delibilatig gibi yan etkiler onun
noksanligiyla iliskilendirilmistir (Shih et al. 1991). Benactyzin test edilen hayvanlarda
convulsiyona sebep olan somanin, onlemede daha c¢ok etkili oldugu belirlenmistir.
Benactyzin kullanildiginda kolinoltik ajan gerekmeyecegi belirlenmistir (Schenk et al.

1976). Fakat insan serum BChE’da benactyzinin etkisi lizerine yapilan ¢aligmada,
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benactyzin ve drofeninin enzimin yarigmali inhibitorii oldugu goriilmiistiir. Bunlar hem

karboksilik asit esterleridir hem de BChE tarafindan hidrolizlenir (Bodur et al. 2001).

Bazi oOnciil ilaglar BChE tarafindan aktif formlara doniistiiriiliir. Bu Onciil ilag
cesitlerinin bazi tiirleri: Bambuterol, dikarbamat ve yeni oncii ilagtir ve antihistamatik
etkiye sahip BChE tara findan terbutaline doniistiiriilmistiir (Tunek et al. 1998).Heroin,
beyinde enzimler tarafindan morfine hidrolizlenir ve kan-beyin bariyerini delip gecen 6-
asetilmorfine BChE tarafindan hidrolizlenmektedir. BChE heroini hidrolizleyen insan
serumundaki tek enzimdir. Suskun BChE varyantlarina sahip Kkisilerin heroini
hidrolizleyemedigi belirtilmistir (Lockridge et al. 1980). CPT-II(Irinotecan), bir
antikanser Onciil ilacidir ve giiglii topoizomeraz 1 zehiri olan SN-38(7-etil-10-7-

hidroksi-camptothecin)’e BChE tarafindan doniistiiriilmektedir (Morton et al. 1999).

Yakin gelecekte, yeni bir terapotik hedef ve AD tedavisinde teshis edici bir marker
olarak AChE ve BChE’in degeri hakkinda daha fazla bilgiye sahip olunacaktir.
Embriyonik yasamda, hiicresel proliferyasyonda ve farklilagmasinda kolinesterazlarin
roliiniin tanimi, tiimorogenesisde AChE ve BChE’yi igeren miimkiin arastirmalara
baglanmistir. (Saez-Valero and Vidal 1996; Saez-Valero et al. 1996). Hem AChE
hemde BChE’1n anormal ekspresyonu ve genlerinin in vivo amplifikasyonu, glioma,
meningioma, akuostik néronimaz ve ciger kanseri, megakaryostopoietic rahatsizliklar
ve leukemias, ovaryum tlimorleri gibi intracranial neoplazmalarda gozlenmistir
(Lapidot-Lifson et al. 1989; Zakut et al. 1990; Brass et al. 1997; Garcia et al. 1999).
AChE ve BChE insan noroblastoma hiicrelerde, hiicre yapismasimi ayarladigini da
gostermistir  (Johnson and Moore 2000). BChE’in antisense bloklamasi
megakaryoktopoiesis bir inhibisyonunda sonuglar1 gostermistir. Embriyonik civciv goz
hiicresinde benzer tekniklere bagvurma proliferasyonun bir inhibisyonunun sonucunda
gerceklesmistir (Lapidot-Lifson et al. 1989; Robitzki et al. 1997). Bu yiizden
tiimorogenesis ve BChE arasindaki yakin iliski ¢ok daha agik okunabilmekte ve spesifik
BChE inhibitorlerinin ~ kullanilist  kemoterapik bir ajan olarak gelecekte de

kullanilabilirlik sunacag diistintilmektedir.
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Kolinerjik sinapslarda 6nemli rol oynayan bir serin hidrolaz olan AChE’nin sinir
sisteminde norotransmitter asetilkolini hidrolizleyen katalitik reaksiyon enzimlerinin en
etkililerinden biri oldugu bilinmektedir. Bu yliksek etkisinin esasi, ¢esitli substratlar
kullanan ligand-baglanma galismalar1 ve bir periferal anyonik bolge (PAS) ve aktif
merkezde serin igeren bir katyonik esteratik alt bolge birlesimi asetilkolinin kiigiik
pargasi kolinin yerlestigi bir anyonik bdlge oldugu fikrine yol agmistir (Changeux 1966;
Epstein et al. 1979). AChE periferal bolgesinin ilk psikolojik rolii diisiik substrat
konsantrasyonlarinda asetilkolinin hidrolizlenmesini hizlandirmaktadir (Mallender et al.
1999; Szeglets et al. 1999). PAS bolgesine spesifik olarak baglanan ligandlar substrat
hidrolizini inhibe eder (Taylor and Lappi 1975). Bu tamamiyla PAS’a baglanarak
acilasyon bolgesinde bir konformasyonel degisiklige katkida bulunmustur (Shafferman
et al. 1992; Szeglets et al. 1998). Baz1 ¢alismalarda AChE enzim aktivitesi allosterik
kontrol gostermistir (Radi et al. 1994; Radi et al. 1995; Rosenberry et al. 1996; Nery de
Matte et al. 1996; Saxena et al. 1998). Yilan zehirinden yapilan ¢alismada enzim aktif
bolgesinde ligandin ayrigmasi ve ilgili sabit oranin degismesi ile PAS’a bu zehirin
baglandigini ifade etmislerdir (Radi et al. 1994; Radi et al.1995; Rosenberry et al.
1996). Ik zamanlarda Nolte et al. katyonik substrat ve inhibitdrlere elektrostatik olarak
baglanabilen aktif bolgeye baglanan asetiltiyokoliniyodatin (ATC) komsu net bir negatif
yiikle kontrol edildigini ileri stirmiislerdir (Nolte et al. 1980). Son zamanlarda ise
AChE’de yapisma fonksiyonun PAS’da lokalize oldugunu gozlemlemislerdir (Johnson
and Moore 1999).

Ik defa 1938 yilinda elektrik baligmin (Torpedo mommoreta) elektrik organinda
ekstraksiyon yoluyla saflastirilan bu enzim diger esterazlardan asetilkolini hidroliz
etmesi Ozelliginden dolayr kolaylikla ayirt edilebilmektedir. Diisiik konsantrasyonda
substrat, enziminin aktif bolgesindeki proteinin ¢ok az bir miktar1 ile reaksiyona

girmektedir (Akman 2007).

Daha once yapilan galismalarda inhibitor olarak N-metilacridinium (Dudai et al. 1974;
Sekar et al. 1980) edrophonium (Chan et al. 1973) ve procainamid (Ralston et al. 1983;

Dela Hoz et al. 1986) kullanilan ligand afinite kromotografisi ile saflastirilmistir. Takrin
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afinite jelinin diger kullanilan jellere stiinliigii; sentezinin daha kolay olmasi, daha
ucuz olmast ve c¢esitli biyolojik materyallerden AChE’nin spesifik olarak

saflagtirilmasinda segiciliginin tespit edilmesidir (Corrol et al. 1995).

Takrin, beyinde asetilkolin konsantrasyonu artirmak i¢in, kolinesterazi inhibe ederek
Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilan iyi bilinen bir ilagtir (Berman and
Leonard 1992; Eagger et al. 1992; Al-Jafari et al. 1998). Bu artigin takrin kullanimiyla
hafizadaki ilerlemeden sorumlu olduguna inanulmaktadir. Ayrica, takrinin plazma

BChE’1 inhibe etmek i¢in de ¢ok etkili oldugu belirlenmistir (Cheng and Tang 1998).

Bocek AChE caligmalarinin pek ¢ogu substrat spesifiklikleri ¢akisan diger esterazlari
iceren ham preparatlarla gergeklestirilmistir (Guilbault 1970; Toutant 1989). Fakat
ozellikle  aragtirmalara  gore  diger  esterazlar, hidrolizlenen  bilesiklere
baglanabildiginden, saflastirilmis AChE’nin kullanimi inhibitér baglanmalar1 ve
substrat kinetik caligmalarinda ham homojenattan daha fazla avantajlara sahip oldugunu
gostermistir (Lee et al. 1974). Boceklerden AChE’nin izolasyonu igin pek ¢ok fakli
metot kullanilmistir, afinite kromatografisi boceklerden AChE’nin saflagtirilmasi i¢in en
etkili tekniktir ve genellikle pek c¢ok toksikolojik calismada istenilen AChE’nin yeterli
safligiyla yiiksek bir verim sagladigi belirlenmistir.

AChE, bocek noropsikolojisi ve hastalik direnci i¢in biyolojik olarak dneminden dolay1
olduk¢a dikkat cekici bir enzim oldugu ifade edilmistir. Cogu arastirmaci bdcek
direncinin AChE degisikligi ile nasil bir ilgisi oldugunu arastirmislardir. Ancak, bu
caligmalarin pek ¢ogunda viicudun tiimii ya da bir kisminin homojenatlarindan
saflagtirllmamis AChE kullanilmistir. Ham AChE ekstraktlari, AChE ile ilgisi olmayan
karboksilesteraz gibi, kirlilik faktorleri icermektedir. Bunlarin AChE’nin 6l¢imiinii

etkileyebilecegi ve yanlis anlasilacak sonugclar iiretebilicegi ifade edilmistir.

Tayvan’da oriental meyve sinegi Bactrocera dorsalis(Hendel) (Diptera)’in her yil meyve
agaclarina zarar veren ¢ok ciddi meyve hastaligi oldugu ifade edilmistir. Organofosfor

ve karbamat bocek OoOldiiriicliler bu hastaligi kontrol etmek icin yaygin sekilde
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kullanilmistir. Tarla popiilasyonlari, son direng ¢alismalarinda ¢ikarilan sonuglara gore,
karbamat bocek Oldiiriiciilere ve organofosforlara kademe kademe direng gelistirdikleri
belirlenmistir. Organofosfor bocek oldiriiciilere karst meyve sinegi direncinin yaygin

sebebinin ise degismis AChE oldugu diisiiniilmistiir (Vontas et al. 2001).

Bocek asetilkolinesterazi omurgalilarinkinden ¢ok daha fazla arastirilmistir ve
caligmalarin pek c¢ogu ekstraktan yapilmasina ragmen AChE; Musca domestica
(Fournier et al. 1987), Lygus hesperus Knight (Zhu and Brindley 1992), Leptinotarsa
decemlineata (Zhu and Clark 1994), Helicoverpa armigera (Gao et al. 1998), Diabrotica
Virgifera virgifera (Gao et al. 1998), Galleria mellonella L. (Keane and Ryan 1999),
Schizaphis gramium (Gao and Zhu 2001) ve pamuk bocegi, Aphis gossypii Glover (Li
and Han 2002), Lesser grain borer gibi birgok bocek tiirlinden saflastirilmistir (Guedes
et al.1998).

Boceklerden yapilan calismalarda AChE enzimi viicutlarinin tamamindan ya da bir
kismindan saflagtinlmigtir. Bazi kaynaklar i¢in saflagtirma yilizdesi ve katsayilari:
Oriental meyve sinegi baslarindan Sepharose 4B-procainamide afinite kromatografisi ile
%52 verimle 8183 kat, Galleria mellonella L. beyninden CH-Sepharose 4B’ye
procainamid vasitasiyla bagli 1-(3-dimetilaminopropil)-3-3-etilkarbodiimidle afinite
kromatografisi ve devaminda DEAE-Sephacel iyon degisim kolonu ile iki adimda %32
verimle 283 kat (Keane and Ryan 1999), Lesser grain borer tiim viicudundan siyanojen
bromiirle aktive edilmis Sepharose 4B’ye bagli 3-karboksifeniletildimetil amonyum
afinite kolonu ile %54 verimle 771 kat (Guedes et al. 1998), Leptinotarsa decemlineata
icin %51 verimle 39000 kat ve Diabrotica Virgifera virgifera i¢cin 20000 kat olarak
bulunmustur (Zhu and Clark 1994).

Ayrica substrat olarak asetiltiyokoliniyodat kullanilmis ve saflastirilmis AChE’ler i¢in
spesifik aktiviteler Drosophila kafalari i¢cin 1350 units/mg protein, at sinegi ig¢in 385,
Western tarnished plant bug i¢in 50, Colorado patates bocegi igin 128, Lesser grain
borer i¢in 5, cotton aphid i¢in 1456 ve oriental meyve sine8i i¢in 691 olarak

bulunmustur. Farkli bocek tiirleri arasinda saflasmis AChE’nin spesifik aktivitesindeki
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farkliligin  AChE’nin saflik derecesine bagli olabilecegi gibi bocek tiirlerindeki
farkliliktan da kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir.

AChE’nin SDS-PAGE ile alt birimlerinin molekiil kiitlesi oriental meyve sinegi igin
dimerik, 61 kDa (Hsiao et al. 2004), Drosophila i¢in 55 kDa Horn fly i¢in 54kDa,
Colorado patates bocegi i¢in 65 kDa, Lesser grain borer i¢in 56 kDa (Guedes et al.
1998), Waxmoth i¢in 60 kDa, Greenburg i¢in 72 kDa ve cotton Aphid i¢in 63,5 kDa
olarak bulunmustur (Li and Han 2002).

Ayrica Galleria Mellonella’da enzimin molekiil kiitlesi indirgen olmayan dogal
PAGE’de 240 kDa olarak bulunmustur ve ¢ok benzer tetramer alt birimler oldugu rapor
edilmistir (Keane and Ryan 1999). Lesser Grain Borer’de indirgenmemis ortamda
AChE enzimi i¢in molekiil agirligi 107kDa olarak hesaplanmis ve her bir AChE
molekiiliinlin disiilfit baglariyla bagli 2 benzer alt birimden olustugu bulunmustur
(Guedes et al. 1998). Oriental meyve sinegi igin yine indirgenmemis ortamda molekiil
kiitlesi 116 kDa, homodimer olarak bulunmustur. Bu biyokimyasal farkliliklar diger
bocek tiirlerindeki AChE’yle karsilagtirlldiginda  oriental meyve sineginden
saflagtirllmis AChE’nin yapisal farkliliklarindan kaynaklandigi diigliniilmiistiir. Ayrica
meyve sinegi kontrolii i¢in kullanilan bocek oOldiiriiciiler AChE’nin etkisini inhibe

ederek etkisini gosterdigi sonucuna varilmigtir (Hsiao et al. 2004).

Ev sinegi AChE’sinin safliginda, poliakrilamid gradient jel elektroforezi kullanlarak {i¢
farkl1 dogal formu agiga ¢ikarilmustir. ikisi 75 ve 150 kDa molekiil agirlikli hidrofilik
formdur ve tiglincii formun molekiil agirlig1 ise deterjanin konsantrasyonu ve niteligine
baghidir (Fournier et al. 1987). Lygus Hesperus AChE’sinin safligi i¢in dogal ve
indirgenmis proteinler i¢in molekiil agirliklary; hidrofilik a formu igin 199 ve 94 kDa,
hidrofilik b formu i¢in 150 ve 79 kDa, amfilik ¢ formu i¢in 82 ve 86 kDa olarak rapor
edilmistir. Bu bilgiler hidrofilik a ve b formlarinin dimer, ¢ formunun ise monomer
oldugunu gostermistir (Zhu and Brindley 1992). Son olarak, saflastirilmis Leptinotarsa
decemlineata AChE’sinin biiyiik formu bir hidrofilik dimerken kii¢iik formunun bir

amfilik dimer olmak iizere 2 molekiiler formdan olustugu ve her iki molekiiler formun
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dogal form i¢in 130 ve alt birimler i¢in 65 kDa olarak neredeyse ayn1 molekiil agirligina

sahip oldugu bulunmustur (Zhu and Clark 1994).

Yiiksek konsantrasyonlarda substrat inhibisyonu AChE i¢in karakteristik iken BChE
icin degildir. Bu yiizden AChE ve BChE’1 ayirt etmek i¢in kullanilan kriterlerden biri
olarak yaygin bir sekilde kabul edilir (Toutant 1989). Ancak, oriental meyve sineginden
AChE’ nin saflagtirilmasinda 6nemli bir substrat inhibisyonu gozlenmemistir, Ayrica
benzer sonuglar Western flower thrip, Colorado patates bocegi ve organofosforlar ya da
karbamat bocek oldiiriiciilere karsi direngli tobacco budworm’dan degismis AChE’nin
saflastirildigt  rapor edilen c¢alismalarin higbirinde asir1  substrat inhibisyonu
gozlenmemistir. Bazi arastirmacilar substrat inhibisyonunun inaktif enzim-substrat-
substrat kompleksine yol agan periferal anyonik bolgeye asir1 substrat baglanmasindan
dolayt oldugunu savunmuslardir. Bu hipotez, oriental meyve sinegi AChE’sinin
periferal anyonik bolgesinin diger bocek tiirlerinin AChE’lerinden yapisal olarak farkli

oldugunu akla getirmistir.

AChE’nin ¢ogunlukla farkli dogal formlarda ortaya ¢iktig1 belirlenmistir . Yine yapilan
calismalar sonucunda bocek AChE enzimi M.domestica ve L.hesperus Knight i¢in 3
form, Colorado bocek bitkisi L.decemlineate i¢in iki molekiiler form olarak bulunurken,
oriental fruit fly’dan saflasmis AChE i¢in denatiire edilmemis PAGE’de Triton X-100
varliginda ve yoklugunda sadece tek bir biiyiikk bant yani tek bir molekiiler form
bulunmustur. Bu bant giimiis boyama esnasinda elde edilmistir. Denatiire edilmemis
elektroforezde yada Triton X-100 yoklugunda protein gogiinde farkli bir noktaya dikkat
cekilmistir, bu da saflastirilmis AChE’nin biiyiik molekiiler formunun bir amfilik form
olabilecegidir. Diger bir deyisle, oriental meyve sineginden saflastirilmis AChE
deterjandan etkilenmistir ve protein goglinii geciktirdiginden, amfilik AChE
molekiiliiniin hidrofobik domainiyle deterjan arasindaki baglanmadan dolay1 daha yavas

goc ettigi diistiniilmistiir (Brodbeck 1986).

Oriental meyve sineginden saflastiriimis AChE nin substrat spesifikligi i¢in ii¢ tiyokolin

esteri calisilmistir. AChE aktivitesinde substrat konsantrasyonunun etkisini ¢alismak
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icin 3 substrat, asetiltiyokoliniyodat, propiltiyokoliniyodat ve butiriltiyokoliniyodat
kullanilmistir. Kinetik calismalarla farkli substratlara AChE’nin afinitesi saptanmaistir.
Yiiksek konsantrasyonlarda substrat inhibisyon olay1 gozlenmemistir ve optimal subsrat
konsantrasyonu belirlenmistir. Km degerleri ATC igin 87,9+9,5 uM, PTC igin 26,9+1,4
uM ve BTC igin 195,3+22,0 uM olarak bulunmustur (Hsiao et al. 2004). Ug substrat
icin AChE’nin hidrolizleme etkisi, onlarin Vmax degerleri ile gosterilmistir. ATC i¢in
833,3+19,3 umol/min/mg protein, PTC i¢in 222,2+11,0 ve BTC i¢in 57,5+£3,6’dir. Km
degerleri, saflastirilmis AChE’nin afinitesinin ATC ve BTC igin sirasiyla 3,3 ve 7,3 kat,
PTC i¢in daha diisiik oldugunu, ayrica ATC ve PTC’nin hidrolizleme etkisi Vmax; 14,5
ve 3,9 kat BTC’den daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir. Oriental meyve sineginden
AChE’nin turnover sayist (kcat), ATC, PTC ve BTC icin sirastyla 97000,26000 ve
6700’diir. ATC, PTC ve BTC igin oriental meyve sineginden AChE’ nin substrat
spesifiklik sabitleri(kcat/km) sirasiyla 1103, 968 ve 34 olarak bulunmustur ve ATC i¢in
substrat 6zgiilliik sabitinin, BTC’den 32 kat daha yiliksek oldugunu ve sonug olarak
AChE’nin ATC’ye BTC’den c¢ok daha yiiksek spesifikliginin oldugunu rapor
etmislerdir (Hsiao et al. 2004).

Ayni zamanda Lesser grain borer’dan AChE aktivitesinde substrat konsantrasyonunun
etkisini calismak i¢in 4 substrat ATC, PTC, BTC ve ABMTC kullanilmistir. Optimal
substrat konsantrasyonlar1 0,06-1,00 mM arasinda siralanan ATC, PTC, ve ABMTC igin
oldukg¢a genis olmasina ragmen, AChE aktivitesi ATC, PTC, ve ABMTC’nin yiiksek
konsantrasyonlar1 tarafindan O6nemli o6lc¢lide inhibe olmustur. BTC’nin  yiliksek
konsantrasyonlarinda da AChE aktivitesi inhibe olmustur fakat inhibisyon biiyiikligii
cok daha kiicliktlir. Bu substrat inhibisyon olaymin enzimin periferal diizenleyici
bolgesine substratin asirt baglanmasindan dolayr oldugu disiiniilmiistiir (Cohen et al.
1991) ve AChE’lerin &zelliklerini ayirt etmede Onemlidir (Toutant 1989). Kinetik
caligmalar sonucunda 4 farkli substratina AChE’nin afinitesi saptanmistir ve afinitedeki
tim fakliliklar bu dort substrat arasinda kiigiik oranlardadir. ATC, ABMTC, PTC, ve
BTC icin Km degerleri sirasiyla 24,2 uM, 13,4 uM, 20,4 uM ve 8,4 uM’dir. 4 substrat
icin AChE’nin hidrolizleme etkisi, Viax degeri olarak gosterilmistir ve sirasiyla 18,7

pmol/min/mg, 13,4 pmol/min/mg, 9,3 pmol/min/mg ve 0,6 umol/min/mg ‘dir. Bu
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sonuglara gore AChE, ATC, ABMTC ve PTC’yi sirastyla 31,22 ve 15 kat hidrolizlerken
BTC’yi daha etkili bir sekilde hidrolizledigi rapor edilmistir.

Oriental meyve sineginden saflastirllmis AChE i¢in BTC ve ATC ‘nin hidrolizinin
relative etkisi Vimax(BTC)/Vmax(ATC) oranmi olarak saptanmistir ve 0,069 olarak
bulunmustur. Bu oran Western tarnished plant bug i¢in bulunan degerden (0,098) daha
diisiik ve Drosophila’dan saflagtirilmis AChE icin elde edilenin (0,6) sadece %10’u
kadar oldugunu rapor etmislerdir. Daha kii¢iik oranlara ragmen Lesser grain borer ve
Colorado patates bocegi igin 0,032 olarak bulunmustur (Zhu and Clark 1994; Guedes et
al. 1998). AChE’lerin bu oranlarinin omurgalilarda bulunanlardan ¢ok daha biiyiik
oldugu goriilmiistiir, 6rnegin bu deger elektrik yilan balig1 i¢in 0,005 ve insan eritrositi
icin 0,01°dir. Bu iki substart tarafindan gerceklestirilen bocek AChE’lerinin substrat
spesifikliginin omurgalilardaki AChE’nin bu degerinden daha diisik oldugu

gorilmiistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Calismamizda standart sigir serum albumin, sodyum fosfat, potasyum fosfat, sodyum
hidroksit, %0.9’luk sodyum kloriir, triton X-100, EDTA, Tris-HCI, DTNB,
Asetiltiyokolin iyodat, triklor asetik asit (TCA), hidroklorik asit, akrilamid, N,N'-
metilen bisakrilamid, coomassie brillant blue G-250, coomassie brillant blue R-250,
sodyum dodesilsiilfat (SDS), giimiis nitrat, etil alkol, sodyum karbonat, sodyum
tiyosiilfat, formaldehit, gliserol, destile su, PER, Tris-HCI, TEMED, Glisin, Bromtimol

mavisi, Asetik asit, metanol, izopropanol, taze kan kullanildu.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalanildi.

Sogutmali santrifiij

: Hermle Z 323 K(Germany)

Spektrofotometre : Beckman Coulter

pH metre : Sehott pH-Meter CG840
Elektroforez tanki : BIO RAD (dikey)
Peristaltik pompa . Ismatec

Karistiricr (Shaker) : GFL 3025

Karstirier (Vorteks) : Fisons whirli-mixer
Hassas terazi : Denver

Otomatik pipet : Eppendorf

Calkalayici : Midi Dual 14

Magnetik karistirict : Wise Stir-MSH-20A

Saf su cihaz1

: Barnstead Easy Pure UV/UF
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Su Banyosu : Niive

Kar makinesi : Scotsman AF-20 (Authomatic ice machines)
Liyofilizator : Snijders

Gii¢ kaynagi : 1-Bio Rad Power Pac 3000

Buzdolaplari : Siemens

Derin dondurucu (-20°C’ye kadar): Sanyo Medical Freezer
Derin dondurucu (-85°C’ye kadar): Sanyo Ultra Low

3.1.3. Kullanilan cozeltilerin hazirlanmasi

Biyokimyasal c¢alismalarda kullanilacak ¢ozeltilerin kullanilis yerleri ve hazirlanig

sekilleri asagidaki gibidir:

1. 1M Tris-HCI 5mM EDTA pH=8 (enzimin aktivite tayini i¢in kullanildi): 30,27gram
Tris, 0,37gram EDTA 200 ml destile suda ¢oziildi.1 N HCI ile pH=8'e kadar titre edildi
ve daha sonra toplam hacim destile suyla 250ml’ye tamamlandi

2. 10 mM 50 ml asetiltiyokolin iyodat (enzimin aktivite tayini i¢in kullanildi):
0,145gram asetil tiyokolin iyodat tartilarak destile su ile 50 mililitreye tamamlandi.

3. %1 sodyum- sitrat, 0,5mM DTNB(enzimin aktivite tayini i¢in kullanildi): 0,5 gram
sodyum sitrat ve 0,01 gram DTNB tartilarak destile su ile 50 ml’ye tamamlandi.

4. %0,9 NaCl ¢ozeltisi (taze kandan ayrilan eritrositleri yikamak icin kullanildi): 0,9
gram sodyum kloriir tartilarak destile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

5. 0,1M Nay;HPO, pH=7,4 (Hemolizat hazirlama asamasinda elde edilen ¢okelegin
alinacagi tampon): 26,8 g (0,1 mol) Na;HPO4 -7H,0, 950 ml destile suda ¢oziildi. 1N
HCI ile pH=7,4'e kadar titre edildi. Daha sonra toplam hacim destile suyla 1 litreye
tamamlandi.

6. %1’lik Triton X-100 (Enzimi membranlardan s6kmek i¢in kullanilan ¢ozelti): 50 pl
Triton X-100 alinarak 0,1M Na;HPO, pH=7,4 tamponu ile 5 mililitreye tamamlandi.



66

Afinite kolonunda kullanmilan cozeltiler:

1. 0,1 M NaHCO3 pH=10 (CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B ye tirozin takilirken
yikamada kullanildi): 2,1 g (0,025 mol) NaHCO3 200 ml destile suda ¢6ziildii. 1 N
NaOH ile pH=10’a kadar titre edildi, daha sonra toplam hacim destile suyla 250
mililitreye tamamlandi.

2. 0,2 M NaHCO; (pH=8,8) (tirozin takili jelin ayni tamponun igine alinmasinda
kullanildi): 0,84 g (1.10% mol) NaHCO; 80 ml destile suda ¢oziildii. 1 N NaOH ile
pH=8,8 kadar titre edildi, daha sonra toplam hacim destile suyla 100 mililitreye
tamamlandi.

3. 0,05 M Tris-SO4 (pH=7,4) (takrin kenetlendirilmesinde Sepharose-4B-L-tirozin
siispansiyonunun yikanmasinda kullanildi): 1,21 g Tris 150 ml destile su igerisinde
coziilerek, 1 N H,SO, ile pH’s1 7,4’e getirildikten sonra hacim destile su ile 200 litreye
tamamlandi.

4. 0,1M Na;HPO, pH=7,4 (Sepharose-4B-L-tirozin afinite jelinin dengelenmesinde ve
yikanmasinda kullanilan tampon) : 26,8 g (0,1 mol) Na;HP0, -7H,0, 950 ml destile suda
¢oziildi. 1N HCI ile pH=7,4'e kadar titre edildi. Daha sonra toplam hacim destile suyla
1 litreye tamamlandi.

5. 200 mM NaCl igeren 10 mM Na,HP0O, pH=7,4 (Sepharose-4B-L-tirozin afinite
jelinin eliisyonunda kullanilacak tampon): 11,7 g (0,2 mol) NaCl ve 2,68 g (0,0lmol)
Na;HP04.7H,0, 950 ml destile suda ¢oziildi.IN HCI ile pH=7,4'e kadar titre edildi.

Daha sonra toplam hacim destile suyla 1 litreye tamamlandi.

Bradford yontemiyle protein tayini icin kullanilan c¢ozeltiler:

1. Coommassie Brillant Blue ¢ozeltisi: 100 mg Coommassie Brillant Blue G-250
reaktifi 50 ml %95’lik etanolde ¢oziildii. Cozeltiye %95°lik 100 ml fosforik asit ilave
edildi. Cozeltinin hacmi saf su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti karanlik

ortamda muhafaza edildi.
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SDS-PAGE ic¢in kullanilan ¢ozeltiler:

1. 1 M Tris-HCI (pH 8,8): 12,11 g Tris tartilarak 80 ml saf suda ¢oziildii, pH ayari
yapildiktan sonra toplam hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.

2. 1 M Tris-HCI (pH 6,8): 12,11 g Tris tartilarak 80 ml saf suda ¢oziildi, pH ayari
yapildiktan sonra toplam hacim saf su ile 100 ml’ye tamamland.

3. %30 Akrilamid-%0,8 Bisakrilamid ¢ozeltisi: 15 g akrilamid, 0,4 g bisakrilamid ve
34,6 g saf su karistirilarak ¢oziildi.

4. %10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi: 1 g amonyum persiilfat tartilarak saf su ile 10
ml’ye tamamlandi.

5.%10’luk SDS: 1 g SDS 9 g saf suda ¢oziilerek elde edildi.

6. Yiirlitme tamponu: 1,51 g Tris ve 7,51 g glisin tartilarak 450 ml saf suda ¢oziildii.
%10’luk SDS’den 5 ml ilave edildi, pH 8,3’e ayarland1 ve toplam hacim saf su ile 500
ml’ye tamamlandi.

7. Numune tamponu: 1 M Tris-HCI (pH 8)’den 0,65 ml, %10’luk SDS’den 3 ml,
%100’k gliserinden 1 ml ve %0,1’lik bromtimol mavisinden 1 ml alinarak saf suyla
10 mI’ye tamamlandi. Bu tampona kullanilmadan 6nce 950 pl numune tamponundan 50

ul olacak sekilde B-merkaptoetanol ilave edildi.

Coomassie-Blue R-250 ile boyamada kullanilan ¢ozeltiler

1. Sabitlestirme ¢ozeltisi (jelde yiiriitiilen proteinlerin sabitlestirilmesi i¢in kullanilan
cozelti): %50 izopropanol, %10 TCA ve %40 saf su olacak sekilde karistirilarak
hazirlandi.

2. Jel boyama c¢ozeltisi: 0,66 g Coommassie Brillant Blue R-250 reaktifinin 120 ml
metanolde ¢oziilmesiyle ve lizerine 24 ml saf asetik asit ile 120 ml destile suyun
ilavesiyle hazirlandi.

3. Jel yikama ¢ozeltisi: %5 metanol, %7,5 asetik asit ve %87,5 saf su karistirilarak elde
edildi.

4. %0,1’liik brom timol mavisi ¢ozeltisi: 0,1 g indikatér 0,01 M 16 ml NaOH igerisinde

¢oziindii ve toplam hacim saf suyla 100 ml’ye tamamlandi.
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Giimiis Boyamada Kullanilan Cozeltiler:

1. Tespit ¢ozeltisi: 60 ml saf su, 30 ml %96'lik etanol, 10 ml asetik asitin
karistirilmasiyla elde edilir.

2. Rediiksiyon Cozeltisi: 4,8 g Sodyum asetat, 45 ml Etanol ve 80 ml saf su
karistirtlip, pH= 6’ya asetik asitle ayarlandiktan sonra 150 mg sodyum tiyosiilfat, 3 ml
gluteraldehit eklenip saf su ile 150 ml"ye tamamlandi.

3. Boyama ¢ozeltisi: 100 mg glimiis nitrat, 100 ml saf suda ¢6ziillip lizerine 20 ul
formaldehit eklenmesiyle hazirlandi.

4. Yikama Cozeltisi 1: 3,75 g sodyum karbonat, 270 ml saf suda ¢oziilerek iizerine
120 pl formaldehit eklendi.

5. Yikama ¢ozeltisi 2: 250 ml'lik ¢ozelti,1 ml gliserin ve %5 asetik asitten olusur.

Inhibisyon ¢alismalarinda kullanilan molekiillerin stok konsantrasyonlar

. Essitalopram okzalat: 10 mg madde 1 ml soliisyon i¢inde (0,002 M).
. Fluoksetin:20 mg madde 5ml soliisyonda (0,013 M).

. Mirtazapin:15 mg madde 1 ml soliisyon iginde (0,056 M).

. Risperidon:1mg madde 1ml soliisyon i¢inde (0,234 pM).

. Sodyum Valproat: 200 mg madde 1ml soliisyon i¢inde (0,12 M).

. Trazodon HCI: 287mg madde Sml alkolde ¢6ziildii (0,14 M).

. Amikasin siilfat:100 mg madde 2ml soliisyon i¢inde (0,0725 M).

. Pantaprazol:40 mg madde 5 ml suda ¢6ziildii (0,021 M).

. Sefuroksim: 750 mg madde 6 ml suda ¢6ziildii (0,293 M).

10. Diltizem HCI:25 mg madde 5 ml suda ¢6ziildii (0,012 M).

11. Vankomisin HCI: 1g madde 20 ml suda ¢oziildi (0,034 M).

12. Tenoksikam:20 mg madde 2ml suda ¢6ziildii (0,029 M).

13. 2,6-diizopropilfenol: 250 pl madde 3500 pl alkolde ¢oziildi (5,23 M).
14. 2,6-dimetilfenol: 10 mg madde 3 ml alkolde ¢oziildi (0,027 M).
15. 2,6-ditertbutilfenol:10 mg madde 2 ml alkolde ¢oziildii (0,029 M).
16. Lidokain:5 mg madde 20 ml suda ¢oziildii (8,65.10™ M).

© 00 N o o b~ WwN P
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17. Bupivakain(Markain): 5 mg madde 20 ml suda ¢oziildii
18. BHA: 10 mg madde 3 ml alkolde ¢oziildii (184 pM).
19. BHT:10 mg madde 3 ml alkolde ¢oziildii (161 pM).

20. Etilalkol: 16,86 molar olarak hazirlandi.

21. Aseton:13,5 molar olarak hazirlandi.

22. DMSO0:13,9 molar olarak hazirlandi.

3.2. Yontemler

3.2.1. Protein tayini

3.2.1.a. Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini, 280 nm’de proteinlerin yapisinda bulunan triptofan ve tirozinin
maksimum absorbans gdstermesi esasina dayanmaktadir (Segel 1968). Bu metod
yardimiyla kromatografi islemlerinde esit hacimde alinan biitiin fraksiyonlarda Kalitatif
protein tayini yapildi. Fraksiyonlar kuvartz kiivetlere alinarak, absorbanslari

spektrofotometre’de kore karsi okundu.

3.2.1.b. Kantitatif protein tayini

Bu metodla hemolizat, afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim c¢ozeltilerinde
protein tayini yapildi. Bu yontem, proteine Coomessie brillant blue G-250’nin
baglanmasi esasina dayanir. Olusan kompleks 595 nm’de maksimum absorbans
gosterir. Proteine boyanin baglanmasi ¢ok hizli gelisir. Protein—boya kompleksi
cozeltilerde uzun siire kalir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir (Bradford

1976).

Tayin islemlerinde su yontem takip edildi: 1 ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden standart

sigir alblimin ¢dzeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pl alindi.
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Saf su ile tiim tiiplerin hacmi 0,1 ml’ye tamamlandi ve 5 ml renklendirme reaktifi
tiiplere ilave edilip vortex ile karistirildi. 10 dakika sonra 595 nm’de 3 ml’lik kiivetlerde
kore karsi absorbans degerleri okundu. Kor olarak 0,1 ml ayni tampon ve 5 ml
renklendirme reaktifinden olusan karisim kullanilacak ve absorbans degerlerine karsilik
gelen ug protein degerleri standart grafik haline getirildi. Saflastirmanin her asamasinda
ortamdaki protein miktarini belirlemek i¢in enzim numuneleri 20 kat veya daha ¢ok
seyreltme yapilarak elde edilen seyreltilmis ¢ozeltiden 3 ayrn tiipe sirastyla 50, 100 ve
200 pl almarak iizerlerine 5’er ml renklendirme reaktifi eklendi. Vorteks ile
karistirildiktan sonra 10 dakika inkiibasyona birakildi. Sonra 595 nm’de absorbans
degerleri okundu. Bu islem 3 defa tekrarlanarak 3 ayr1 dlglimiin aritmetik ortalamasi

aliip standart grafikten protein miktarlari belirlendi.

3.2.2. Asetilkolinesteraz (AChE) enzimi aktivite 6l¢ciim metodu

Kolinesteraz aktivite tayini, giiglii antikolinesteraz aktivitesi tasiyan insektisitlerle
olusan akut ve kronik zehirlenme olaylarinda tedaviye yon verilmesi bakimindan klinik
yonden Onemlidir. Serum ve eritrosit kolinesteraz aktivite degerleri gesitli patolojik

durumlarda anlamli bir klinik veri olarak kabul edilmektedir.

Asetilkolinesteraz asetiltiyokolinin tiyokoline hidrolizini katalizler. Tiyokolinin olusum
orani, 5-tiyo-2-nitrobenzoik asitin olusumundan kaynaklanan bir sar1 rengi tireten 5,5’-
ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB) ile tiyokolinin reaksiyonunun takibiyle dl¢iildii.

Sar1 anyonun olusum orani 412 nm’de 6lgiildi (Ellman et al. 1961).

Asetiltiyokolin iyodat — Tiyokolin + Asetat

Tiyokolin + DTNB —— 5-Tiyo-2-nitrobenzoik asit + Okside tiyokolin
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Cizelge 3.1. Aktivite 6l¢iim prosediirii

Kor(ul) | Sistem (ul)
0,3M Fosfat Tamponu, 5 mM EDTA, pH: 7,6 100 100
%1 lik Sodyum sitrat icinde 0,5 mM DTNB 50 50
1:10 su da seyreltilmis 1:20 hemolizat 10 10
H,O 840 790
Karigim 37°C’de 10 dk inkiibe edildi.
10 mM Asetiltiyokolin iyodat - 50

Sistemin optik yogunlugundaki artig 412 nm’de 10 ila 15 dk i¢in kdre kars1 olciildii.
(Ellman et al. 1961).

AOD Ve
= X—Xf

13,6 VE
A = ml basina enzim {initesi
AOD = 412 nm’de optik dansitenin dk. basina degisimi
vVC = Kiivet hacmi
VE = Kiivetteki saf enzim ¢6zeltisi hacmi
f = Seyreltme faktorii
136 = 412 nm’de ve 37°C’de 3 mM asetiltiyokoliniyodiir’iin indirgenmesi sonucu

okunan OD, sabit degeridir (Aliriz ve Tirkoglu 2003; Akman 2007).

3.2.3. Insan eritrosit AChE enziminin saflastirilmasi

3.2.3.a. Kan temini ve hemolizat hazirlanmasi

Insan kam taze olarak temin edildi. Alinan taze kan santrifiij tiiplerine doldurularak,
santrifiije yerlestirilip 15 dakika 2500xg’de santrifiij edildi. Santrifiijden c¢ikarilan
tiiplerin iist kisminda kalan plazma ve 16kosit tabakasi damlalikla dikkatli bir sekilde
alindi. Tiiplerin altinda kalan eritrosit peleti %0,9 (izotonik) NaCl ¢ozeltisi ile lic defa
yikanip her defasinda 2500xg’de 15 dakika santrifiij edildi. Elde edilen eritrositler

hacimlerinin 3 kat1 kadar buzlu hemoliz ¢6zeltisi ile hemoliz edildi ve +4°C’de 13.000



72

rpm’de 60 dakika santrifiij yapildi. Cokelek kismi (membranlar) alinarak 5SmL 0,1 M,
pH=7,4 Na-fosfat tamponu icinde siispanse edildi ve %1 Triton X-100 ilave edildi.
4°C’de, 100.000 xg’de 60 dk santrifiijjden sonra iist kisimdaki slipernatant sonraki
caligmalarda kullanilmak {izere damlalikla dikkatli bir sekilde alinip c¢okelek kismi
atild.

Afinite kromatografisi
3.2.3.b. Sepharose-4B-L-tirozin afinite jelinin hazirlanmasi

Afinite jeli CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B matriksi tlizerinde hazirlandi. Bu
kolon materyaline L-tirozin kovalent olarak takildi. Daha sonra takrine tirozin
kenetlendirildi. Burada tirozin afinite jelinin uzanti kolunu, takrin ise enzimi spesifik
olarak baglayan kismini olusturmaktadir. Takrin, AChE spesifik bir inhibitorii olup,
afinite jelinin yapisina girerek s6z konusu enzimin yiiksek oranda saflastiriimasi

amaciyla kullanildi. Afinite jeli asagidaki prosediire gore hazirlandi.

3.2.3.c. CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye tirozin takilmasi

N i ol
| .
|~CH2—ﬁ C-0CH; + NHQ—?—CHZO’OH MFCHz'C_N_g'CHf@’OH

0 0 COOH COOH
L-Tirozin CM-Sephadex L-Tirozin

+ OCyH50H + CO,

Sekil 3.1. CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye tirozin takilmasi

CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B, 250 ml soguk 0,1 M NaHCOj3 tamponu (pH:
10) ile yikanarak bir behere aktarildi Aym1 tamponun 20 ml’sinde 80 mg tirozin

¢Ozlinmis soguk cozelti behere ilave edilerek karistirildi. Daha sonra siispansiyon,
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4°C’de 2 saat siireyle manyetik karistiricida karistirildi ve 16 saat boyunca 4°C’de
bekletildi. Bu siirenin bitiminde yikama suyu 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar
bol su ile yikanarak bdylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzaklastirildi.
Yikama 100 ml 0,2 M NaHCO3; tamponu ile (pH=8,8) tekrarlanarak tirozin takili jel,

ayni tamponun 40 ml’si i¢ine alindi.

3.2.3.d. Takrin kenetlendirilmesi

25 mg takrin, 0°C civarinda 10 ml, 1 M HCl iginde ¢6ziildii ve igerisinde 75 mg NaNO,
bulunan 0°C’deki 5 ml ¢ozelti, takrin ¢6zeltisine damla damla katildi. 10 dakikalik
reaksiyondan sonra diazolanmis bulunan takrin 40 ml Sepharose-4B-L-tirozin
siispansiyonuna ilave edildi. 1 M NaOH ile pH= 9,5’a ¢ikarilarak sabit tutuldu ve 3 saat
siireyle oda sicakliginda yavasca karistirildi. Daha sonra 1 L saf su ve 200 ml 0,05 M
Tris-SO4 (pH=7,4) tamponuyla yikandi. Sonra da flizerine bir miktar daha ayni

tampondan konularak saklandi. Tiim basamaktaki reaksiyonlarin agik formiilleri asagida

gosterilmistir.
OH O—CEN o
\
- —_— C=N ___
/
OH OH 0
Sepharose 4B Ara Uriin Imidokarbonat
Siyanat Yapis1 Reaktif
H
0
HZN—(IZ—C OH
COOH
L-Tirozin
N2 cr
0 - H
oL _H_ —¢—c o N- c & OH
COOH COOH
dlazolanmle

takrin
N Sepharose 4B L-Tirozin
Z
N

Afinite Jeli

Sekil 3.2. Sepharose 4B-Takrin kenetlendirilmesi
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3.2.3.e. Afinite kolonunun paketlenmesi

Hazirlanan jel dengeleme tamponu (Na,HPO, pH=7,4) igine alinarak jel siispanse
edilerek ve su trombu kullanilarak vakum ile havasi alindi. Siispanse edilmis jel, 1x10
cm’lik kapali sistemden olusan sogutmali kolona paketlendi. Jel ¢oOktiikten sonra
peristaltik pompa yardimiyla yikama ve dengeleme tamponu ile yikandi. Kolonun
dengelenmis oldugu eluat ile tamponun 280 nm’de absorbanslarinin ve pH’larinin

esitlenmesinden anlasildi.

3.2.3.1. Afinite kolonuna numune tatbiki ve eliisyonu

Hazirlanan homojenat kolona tatbik edildi ve kolon 0,1 M Na-fosfat (pH=7,4) ¢6zeltisi
ile yikandi. Boylece AChE enzimi kolona tutunmus ve diger safsizliklar uzaklastirilmig
oldu. Sonra 200 mM NaCl/10 mM Na,HPO, (pH=7,4) tamponu tatbik edilerek AChE
enzimi eliie edildi. Fraksiyon toplayict yardimiyla eliiatlar 1,5 ml halinde ependorflara
alind1 ve 280 nm’deki absorbanslarina bakildi. Peristaltik pompa vasitasiyla kolonun

akis hiz1 35 ml/saat’e ayarlandi.

3.3. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile Enzim

Safliginin Kontrolii

Enzim saflastirildiktan sonra %3-10 kesikli sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli metoduna gore yapilarak enzimin saflik derecesi
kontrol edildi (Laemmli 1970).

Ayirma jeli so6yle hazirlandi: 5 ml 1M Tris-HCI (pH=8,8), 4,4 ml %30 Akrilamid-%0,8
bisakrilamid, 0,2 ml %10’luk SDS, 0,13 ml %5’lik TEMED, 3,13 ml saf su ve 0,1 ml
%10 ’luk PER karistirildi.
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Yigma jeli soyle hazirlandi: 0,410 ml 1 M Tris-HCI (pH=6,8), 0,400 ml %30
Akrilamid-%0,8 bisakrilamid, 0,030 ml %10’luk SDS, 0,030 ml %5°’lik TEMED, 2,450
ml saf su ve 0,1 ml %10’luk PER karistirildi. PER ¢ozeltisi taze hazirland1 ve en son

ilave edilerek hemen jel hazirland.

Bunun i¢in elektroforez plakalar1 énce su ile sonra alkol ile iyice yikandi. Her iki
kenarinda aralik olusturucu bir plaka ile diiz bir plaka st iiste getirilerek kiskaglarla
tutturuldu. Sabitlestirilen plakalar, icerisinde sizdirmay1 6nleyen siinger ihtiva eden jel
hazirlama kabinine konuldu. Once ayirma jeli hazirlandi ve enjektérle plakalarm arasina
ist kesimde 0,5 cm kalincaya kadar dolduruldu. Belli bir siire jelin donmas1 beklendi,
ayirma jelinin katilagtigindan emin olunduktan sonra yigma jeli hazirlandi. Jelin {ist
kismindaki bosluga dolduruldu ve numune kuyucuklarinin olusmasi icin tarak dikkatlice
yerlestirildi. Yigma jeli polimerize olduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikartilarak numune
kuyular1 belirlendi. Jel plakalarla birlikte elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez
tankina yiiriitme tamponu dolduruldu. Enzim 6rnekleri yaklasik 10 pug protein olacak
sekilde hazirlandi. Toplam hacim 50 pl olacak sekilde 1/1 oraninda numune tamponu
katildi. Ug dakika kaynar su banyosunda inkiibe edildi. Elektroforez tanki kapatilarak
alt tarafindan (+) anot, iist taraftan ise (-) katot yerlestirildi. Once 80 voltta 30 dakika
yuriitiildiic ve Ornek ayirma jeline kadar gelip yigildiktan sonra akim 120 volta
cikartilarak numuneler jelin alt smirina gelinceye kadar, yaklasik 1,5 saat kadar
yiiriitiildii. Numunelerin takip edilmesi, numune tamponuna katilan brom timol mavisi
yardimiyla anlasildi. Yiiriitme islemi bittikten sonra akim kesilerek plakalar arasindaki

jel dikkatlice ¢ikarild.

Coomassie blue R-250 ile boyama igin; jel shakerda 30 dakika sabitlestirme ¢6zeltisinde
calkaland, jel ¢ikarilarak boyama ¢ozeltisine konuldu ve shaker iizerinde en az 2 saat
boyandi, daha sonra c¢ikarilarak yikama c¢ozeltisine konuldu. Rengi acilip, protein
bantlar1 belirginlesinceye kadar calkalayici {izerinde yikanan jel ¢ikarilarak fotografi

cekildi.
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Glmiis boyama icin jel shaker iizerinde 30 dakika tespit ¢ozeltisinde, 30 dakika
rediiksiyon ¢ozeltisinde bekletildi. Daha sonra 3 kez 5’er dakika siireyle saf su ile iyice
yikandi. Taze hazirlanip karanlikta bekletilmis glimiis nitrat ¢ozeltisiyle 20 dakika
calkalayicinin iizerinde boyandi ve son olarak yikama 1 ¢ozeltisi ile bantlar
belirginlesinceye kadar karistirildi. Siyahlasan sivi dokiildi ve jel yikama 2 ¢ozeltisine

alindi.

3.4. Insan Eritrositinden Saflastirllan Asetilkolinesteraz Enzimiyle ilgili Yapilan

Kinetik Calismalar

3.4.1. linsan eritrositinden saflastirllan AChE enzimi icin optimum pH

bulunmasina yonelik caliymalar

Insan eritrosit AChE enziminin optimum pH’si1 belirlemek amaciyla pH’s1 5,5-6,0-
6,5-7,0-7,2-7,4-7,6-7,8 ve 8 olan potasyum fosfat ve 7,2-7,4-7,6- 7,8-8,0-8,5 ve 8,9 olan
Tris-HCI tamponlar1 hazirlandi. Uygun substrat ¢ozeltisi ile her bir tamponda ayr1 ayri

enzim aktivitesi belirlendi.

3.4.2. insan eritrositinden saflastirllan AChE enzimi i¢in optimum iyonik siddetin

bulunmasina yonelik calismalar

Insan eritrosit AChE enziminin optimum aktivite saglayan iyonik siddetinin
belirlenmesi amaciyla 1500 mM ile 50 mM arasindaki potasyum fosfat (pH=7,6)

tamponu kullanilarak belirlendi.

3.4.3. Insan eritrositinden saflastirilan AChE enzimi icin optimum sicakh@in

bulunmasina yonelik ¢calismalar

Insan eritrosit asetilkolinesteraz enzimini optimum sicakligini belirlemek amaciyla 0-

80°C arasinda 10’ar °C araliklarla aktivite l¢iimii yapildi.
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3.4.4. Insan eritrositinden saflastirllan AChE enzimi icin stabil pH’mn

bulunmasina yonelik caliymalar

Enzimin stabil oldugu pH’y1 tesbit etmek i¢in pH’lar1 6,0-6,5-7,0-7,4 ve 8,0 olan
potasyum fosfat ve pH’lan1 7,2-7,4-8,0-8,5 ve 8,9 olan Tris-HCI tamponlar1 kulllanildi.
Belirtilen pH’lardaki tampon ¢ozeltilerinin 2 ml’si 1 ml enzim ¢ozeltisiyle karistirilarak
+4°C’de muhafaza edildi. 9 giin boyunca 24 saat arayla yapilan aktivite 6l¢iimiinde

enzimin stabil oldugu pH belirlendi.

3.4.5. Insan eritrosit asetilkolinesteraz enzimi icin Ky, ve Vpa degerlerinin

bulunmasina yonelik caliymalar

Insan eritrosit asetilkolinesteraz enziminin asetiltiyokolin iyodat (AChl) ve DTNB
substratlarinin Ky, ve Vpax degerlerini belirlemek igin sabit asetiltiyokolin iyodat
konsantrasyonunda DTNB’nin 5 farkli konsantrasyonunda aktivite degerleri ol¢iildii.
Elde edilen degerlerle Lineweaver-Burk grafigi cizildi. Bu grafikten yararlanarak

DTNB i¢in Ky Ve Viax degerleri belirlendi.

Ayni sekilde DTNB’nin sabit konsantrasyonunda (AChl)’in 5 farkli konsantrasyonunda
aktivite ol¢limii yapilarak Lineweaver-Burk grafigi olusturuldu ve (AChl) i¢in Ky, ve

Vmax degerleri hesaplandi. Aktivite 6l¢iimleri optimal sartlarda gergeklestirildi.

3.5. insan Eritrositinden Saflastirllan Asetilkolinesteraz Enzim Aktivitesi Uzerine

Baz1 Kimyasal Maddelerin IC50 ve Ki Degerlerinin Bulunmasi

Insan eritrosit asetilkolinesteraz enziminin asetiltiyokolin iyodat (AChI) substratina
bagl olarak, ICso degerlerinin tespit edilmesi amaciyla: optimum sicaklik ve optimum
pH’da, doygun olmayan asetiltiyokolin iyodat konsantrasyonunda enzim aktivitesi
izerine baz1 maddelerin etkilerini belirlemek amaciyla en az 5 farkli konsantrasyonda
madde kiivet ortamina katilarak aktivite degerleri okundu. Kullanilan maddenin farkli

konsantrasyonlarin1 olusturmak i¢in stok ¢dozeltiler seyreltildi. Bu maddelerden
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inhibisyon etkisi gosterenler i¢in % aktivite-[I] grafikleri ¢izildi. Egrinin denkleminden

ICs0 degerleri hesaplandi.

Bu ilaglarin Ki degerlerini ve inhibisyon tiplerini belirlemek amaciyla asetilkolinesteraz
enziminin aktivitesini yariya diisiiren madde konsantrasyonu ile bu degerin altinda ve
iistinde iki sabit madde konsantrasyonu olmak iizere 3 farkli sabit inhibitor
konsantrasyonunda optimal sartlarda uygun bes substrat konsantrasyonu ile aktivite
Olctimleri yapildi. Calismalarda uygun 5 farkli substrat konsantrasyonu stok cozelti
kullanilarak 6n deneme ile belirlendi. Elde edilen degerlerle her bir inhibitor ic¢in
Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Grafik denkleminde yarismali inhibisyon i¢in egime
esit olan Kuay=Km(1+[I]/Ki) ifadesinden, yarismasiz inhibisyon igin ise

Vmaxy=Vmax/(1+[1]/Ki) formiiliinden yararlanilarak K; degerleri belirlendi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayini i¢cin Kullanilan Standart Grafik

Kromatografik islemler sirasinda saflastirdigimiz AChE enzim c¢ozeltilerindeki
kantitatif protein tayini Bradford yontemiyle belirlendi. Bu amagla 3.2.1.b’de anlatildig:
gibi 6nce standart grafik hazirlandi. Elde edilen enzim ¢ozeltilerinin protein tayinleri
Bradford yontemiyle yapildiktan sonra bu standart grafikten faydalanilarak protein

miktarlar1 hesaplandi (Sekil 4.1).

1 y=0,0096x
0,9 R?=0,9883
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

595 nm absorbans

0 20 40 80 100 120

BSA pg®°

Sekil 4.1. Bradford metoduyla proteinlerin kantitatif tayini i¢in kullanilan standart
grafik

4.2. AChE Enziminin Saflastirma Basamaklari Sonuclari

4.2.1.Afinite kromatografisi sonuclari

Boliim 3.2.3.b, 3.2.3.c, 3.2.3.d ve 3.2.3.¢’de anlatildig1 sekilde hazirlanan dengelenmis
kolona, alinan 40 ml kandan ayrilan 5 ml hemolizat pipet vasitasiyla tatbik edildi.

Yikama islemi tamamlandiktan sonra eliisyon ¢dzeltisi ile eliisyon yapildi. Eliiatlar
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kolon akis hiz1 60 ml/saat’e ayarlanarak fraksiyonlar 1,5 ml halinde ependorflara alind1.
Her bir eliiatin 6nce 280 nm’de protein tayinleri yapildi. Daha sonra tiiplerde 412 nm’de

AChE aktivitesi bakilarak grafikleri Sekil 4.2°de verildi.

Asetilkolinesterazin saflastirilma kademelerinde Ellman metoduyla 412 nm de aktivite

tayini ve Bradford metoduyla kantitatif protein tayini yapildi. Sonuglar Cizelge 4.1°de

gosterildi.
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Sekil 4.2. AChE enziminin Takrin kolonundan afinite kromotografisi ile saflastirilmasi
sirasinda elde edilen eliiatlarin 280 nm’de absorbans ve 412 nm’de aktivite degerleri.

Hazirlanan afinite kolonundan elde edilen enzim i¢in saflastirma basamaklari belirlendi.
Bu amacla hemolizat ve saflastirilan enzim ¢ozeltilerinde spesifik aktivite ve saflagtirma

katsayis1 hesaplandi ve sonuclar Cizelge 4.1°de gosterildi.

Cizelge 4.1. Insan eritrosit AChE enziminin saflastirma basamaklari

Total
Protein | Protein | Total Spesifik
Total | Aktivite | Miktar1 | Miktar1 | Aktivite | Aktivite | Yiizde |Saflastirma
Hacim | (EU/ml) | (mg/mL) | (mg) (EV) (EU/mg) | Verim | Katsayisi

Hemolizat 5 0,12 8,2 41 0,6 0,0146 100 1,00
Afinite
kromatografisi |3 0,047 0,0051 10,0153 | 0,141 9,22 23,5 |658
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4.2.2. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi sonuclari

Afinite kromatografisi sonucu insan eritrositinden saflastirilan asetilkolinesteraz
enziminin safligin1 kontrol etmek amaciyla SDS-poliakrilamid jel elektroforezi yapildi.
Bunun i¢in Boliim 3.3’te anlatildig1 gibi hazirlanan kesikli SDS-PAGE elektroforezine
enzim numuneleri yerlestirildi. Sonugta insan eritrosit AChE enziminin monomer
molekiil kiitlesi SDS-PAGE giimiis boyama yontemiyle Sekil 4.3’te 70kDa olarak
bulundu.

Sekil 4.3. Insan eritrosit AChE enziminin SDS-PAGE fotografi
a) Standartlar;1.(120kDa) 2. (85kDa) 3.(50kDa) 4. (35kDa) 5.(25kDa )
b) Afinite sonrasi insan eritrosit AChE enzimi
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2.5 y=-0.8943x+2.2098
R?=0.9828

Rf

Sekil 4.4. log MK-RE grafigi

4.3. Insan Eritrositinden Saflastirllan AChE Enziminin Optimum Sartlarinin

Belirlenmesine Yonelik Sonuclar

4.3.1.0ptimum pH’nin belirlenmesine yonelik sonuglar

Insan eritrosit AChE enziminin optimum pH’sin1 belirlemek amaciyla Boliim 3.4.1°de
anlatildig sekilde; pH’s1 5,5-8,0 araliginda 100 mM potasyum fosfat, 7,2- 8,9 araliginda
100mM Tris-HCI ve 8,6-10,6 araliginda 100 mM Glisin-NaOH tampon ¢ozeltileri
kullanilarak enzimin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak belirlendi
(Sekil.4.5-4.6). Insan eritrosit AChE enzimi i¢in optimum pH 100 mM potasyum fosfat
pH=7,6 tamponu olarak belirlendi. Ayrica enzim aktivite ¢ozeltilerinin Glisin-NaOH

tamponunda enzimsiz aktivite gosterdigi belirlendi.
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Sekil 4.5. Potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi kullanilarak insan eritrosit asetilkolinesteraz
enziminin optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite 6l¢giim grafigi

0,2 -
= 0,15 -
£
S~
=
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Sekil 4.6. Tris-HCI tampon ¢ozeltisi kullanilarak insan eritrosit asetilkolinesteraz
enziminin optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite dl¢lim grafigi

4.3.2. Insan eritrositinden saflastirilan AChE enzimi icin optimum iyonik siddetin

bulunmasina yonelik sonuglar

Insan eritrosit AChE enziminin aktivitesi igin en uygun iyonik siddetin belirlenmesi
amaciyla optimal pH’da degisik konsantrasyonlarda potasyum fosfat (pH=7,6) tamponu
Bolim 3.4.2°de anlatildigr gibi hazirlandi. Farkli konsantrasyonlardaki tamponlarda

aktivite Olclimleri yapildi. Konsantrasyona kars1 aktivite grafigi c¢izildi. Yapilan
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calismalar sonucu insan eritrosit AChE enzimi i¢in en uygun iyonik siddet 300 mM

potasyum fosfat tamponu (pH=7,6) olarak tespit edildi (Sekil 4.7).

0.25 -

0.2 -
E
S 0.15 -
o
3
Zg 0.1 -
<
<

0.05 -

0 T T T T T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6
[KH,PO4]M

Sekil 4.7. Degisik konsantrasyonlardaki K,HPO, tampon ¢ozeltisi kullanilarak insan eritrosit
asetilkolinesteraz enzimi i¢in yapilan iyonik siddet aktivite 6l¢iim sonuglari grafigi

4.3.3. Insan eritrositinden saflastirilan AChE enzimi icin optimum sicakhigin

belirlenmesine yonelik sonuclar

Insan eritrosit asetilkolinesteraz enziminin optimum sicakligini belirlemek amaciyla
optimum pH ve optimum iyonik siddete sahip 300 mM potasyum fosfat tamponu
(pH=7,6) kullanilarak Boliim 3.4.3’te anlatildig1 sekilde aktivite Sl¢iimii yapildi. Elde
edilen egri Sekil 4.8’de gosterildi. Bu ¢aligmalar sonucunda enzim aktivitesinin sicaklik

artistyla arttigi tespit edildi. Ancak en yiiksek aktivite artis1 50°C’de gozlendi.
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Sekil 4.8. Insan eritrosit asetilkolinesteraz enziminin optimum sicakligini belirlemek
amactyla cizilen sicaklik-aktivite grafigi

4.3.4. Insan eritrositinden saflastirilan AChE enzimi icin stabil pH’nm

belirlenmesine yonelik ¢alismalar

Enzimin stabil oldugu pH’y1 tesbit etmek i¢in pH’lar1 6,0-8,0 araliginda potasyum fosfat
ve 7,2-8,9 araliginda Tris-HCl tamponlart kulllanildi. Belirtilen pH’larda tampon
cozeltilerinin 2 ml’si 1 ml enzim ¢ozeltisiyle karistirilarak +4°C’de muhafaza edildi.
Boliim 3.4.4°te anlatildig1 gibi 9 gilin boyunca 24 saat arayla yapilan aktivite 6l¢timiinde
enzimin 10 mM pH=8,0 fosfat tamponunda stabil oldugu belirlendi (Sekil 4.9-4.10).
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Sekil 4.9. Fosfat tampon c¢ozeltisi kullanilarak insan eritrosit asetilkolinesteraz
enziminin stabil pH’s1 i¢in yapilan aktivite 6l¢lim grafigi

0.3

== pH=7,2 Tris-HCI
== p H=7,4 Tris-HCl

p H=8,0 Tris-HCI
=>&=p H=8,5 Tris-HCI
== p H=8,9 Tris-HCl

Aktivite(EU/ml)

Sekil 4.10. Tris-HCI tampon ¢ozeltisi kullanilarak insan eritrosit asetilkolinesteraz
enziminin stabil pH’s1 i¢in yapilan aktivite 6l¢iim grafigi

4.3.5. insan eritrosit asetilkolinesteraz enzimi ig:in Kuv ve Viyax degerlerinin

bulunmasina yonelik caliymalar

Bolim 3.4.5’te anlatildigi sekilde insan eritrosit asetilkolinesteraz enziminin

asetiltiyokolin iyodat (AChl) ve 5’-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB) substratlari
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icin km ve Vpyax degerlerini belirleyebilmek igin substratlardan birinin sabit
konsantrasyonu i¢in diger substratin degisik konsantrasyonlar1 kullanildi. Bu amagla,
sabit asetiltiyokolin iyodat konsantrasyonunda DTNB’nin 5 farkli konsantrasyonunda
aktivite degerleri olgiildii. Elde edilen degerlerle Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Bu
grafikten yararlanarak DTNB i¢cin Ky ve Vmax degerleri belirlendi. Ayni sekilde
DTNB’nin sabit konsantrasyonunda AChlI’in 5 farkli konsantrasyonunda aktivite
Ol¢timii yapilarak Lineweaver-Burk grafigi olusturuldu ve AChI i¢in Kpy Ve Vmax
degerleri hesaplandi. Aktivite Ol¢limleri optimal sartlarda gergeklestirildi. DTNB
substrati i¢in Ky=0,031 ve Vmax =0,16 olarak bulunurken, AChI substrat i¢in Ky=0,11
ve Vmax =0,082 olarak bulundu (Sekil 4.11-4.12) .

35 -
-
= 30 -
£ A
] 25 -
=
= 20 - y=1,3421x + 12,077
e R2=0,9054
= 15 -
2
‘_| -
5 -
r C T T 1
-10 -5 0 5 10 15
1/[AChIlmM-!

Sekil 4.11. Insan eritrosit AChE enzimi AChI substrat1 i¢in cizilen Lineweaver-Burk
grafigi
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Sekil 4.12. Insan eritrosit AChE enzimi DTNB substrati i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk
grafigi

4.4. Insan Eritrositinden Saflastirllan Asetilkolinesteraz Enzim Aktivitesi Uzerine

Bazi1 Kimyasal Maddelerin Etkilerinin Sonuglari

Insan eritrositinden takrin afinite kromatografisi ile saflastirilan asetilkolinesteraz
enzimi i¢in Boliim 3.1.3’te anlatildig1 gibi baz1 maddelerin stok ¢ozeltileri hazirlandi.
Bu c¢ozeltilerden degisik konsantrasyonlarda ¢dozeltiler hazirlanarak  insan
eritrositlerinden saflagtirllan AChE enzim aktivitesi lizerine etkileri arastirildi. Bu
bilesiklerden bazilar1 enzimi aktive ederken, bazilar inhibe etti, bazilar ise etki etmedi.
Caligmalar sonucu elde edilen inhibisyon ve aktivasyon etkileri cizelgeler halinde

verildi. Ayrica aktivite %-konsantrasyon grafikleri olusturuldu.

4.5. insan Eritrositinden Saflastirilan Asetilkolinesteraz Enzimini Inhibe Eden
Bazi Kimyasal Maddeler icin Ki Degerlerinin Belirlenmesine Yonelik Calisma

Sonuglari

Insan eritrositinden saflastirilan asetilkolinesteraz enzimi inhibitdrsiiz ve inhibitorlii

ortamda bes farkli substrat konsantrasyonunda aktivite ol¢limii yapildi. Daha sonra
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kullanilan kimyasal maddeler igin ii¢ farkli sabit inhibit6ér konsantrasyonu ve bes farkli
substrat konsantrasyonunda elde edilen aktivite degerleri kullanilarak; 1/V-1/S degerleri
bulundu. Lineweaver-Burk grafikleri cizilerek Ki degerleri hesaplandi. Insan
eritrositinden saflastirilan asetilkolinesteraz enzimi i¢in elde edilen sonuglar ¢izelge ve

sekillerde gosterildi.

Cizelge 4.2. Essitalopram etken maddesinin insan eritrosit AChE aktivitesi lizerine
etkisi

Konsantrasyon(mM) Aktivite %
0,00 100,0
0,07 88,18
0,15 75,45
0,29 68,63
0,73 55,00
1,46 37,27
2,92 16,36
120 y = 100e-0-648x
100 R?=0.9574
& 80
2
£ 60
<
X 40
20
0 T T T 1
0 1 2 3 4

[Essitalopram]mM

Sekil 4.13. Insan eritrosit AChE enzimi iizerine essitalopram etken maddesinin aktivite
% -[ essitalopram ] grafigi
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Cizelge 4.3. AChE enzimi i¢in Asetiltiyokolin iyodat substratiyla Essitalopram
inhibitori esliginde elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii.

Kor Sistem |
~ v 1/S_1
y = = = o = mol/ | mM
= €135 |2 g |9 |2 |& k)
=S Tos |2 =5 |2 I=o|lE22 |6 =
S| D ¥ 3 Z i o=l < | & ¥ E|.E3 | < 6=
795 |100| 50 | 5 | 50 | 8 | 787 | 100 | 5 5 | 50 | 66,66 | 125
795 | 100 | 50 5 50 12 783 100 5 50 50 | 4545 | 8,33
[.] 795 | 100 | 50 5 50 16 776 100 5 50 50 | 35,71 | 6,25
795 | 100 | 50 5 50 20 772 100 5 50 50 | 29,41 | 5,00
795 | 100 | 50 5 50 24 768 100 5 50 50 23,8 4,16
790 | 100 | 50 10 50 8 782 100 10 50 50 93,33 12,5
790 | 100 | 50 10 50 12 778 100 10 50 50 62,50 8,33
[11.] 790 | 100 | 50 10 50 16 774 100 10 50 50 | 50,00 6,25
790 | 100 | 50 10 50 20 770 100 10 50 50 40,00 5,00
790 | 100 | 50 10 50 24 766 100 10 50 50 32,50 4,16
750 | 100 | 50 50 50 8 742 100 50 50 50 126,0 12,5
750 | 100 | 50 50 50 12 738 100 50 50 50 111,1 8,33
[1]s] 750 | 100 | 50 50 50 16 734 100 50 50 50 | 71,42 6,25
750 | 100 | 50 50 50 20 730 100 50 50 50 52,63 5,00
750 | 100 | 50 50 50 24 726 100 50 50 50 40,00 4,16
150 -+
120 - i < [10]= kontrol
d m [11]=0,73 mM
s 90 - A [12]=1,46 mM
- ®[13]=2,92 mM
60 -
[
30 A
-5 0 5 10 15
[1/AChI] mM-?

Sekil 4.14. insan eritrosit AChE enzimi iizerine asetiltiyokoliniyodat substratiyla
essitalopram etken maddesinin Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 4.4. Mirtazapin etken maddesinin insan eritrosit AChE aktivitesi lizerine etkisi

Konsantrasyon(mM) Aktivite %
0,000 100,0
0,056 87,17
0,113 75,21
0,169 67,34
0,395 46,50
0,565 38,04
0,678 33,69
0,847 29,34

y= 100e-1,609x
R2=0,9557

120 ~

100

80

60

%Aktivite

40

20 -

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
[Mirtazapin] mM

Sekil 4.15. Insan eritrosit AChE enzimi iizerine mirtazapin etken maddesinin aktivite %
-[ mirtazapin] grafigi
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Cizelge 4.5. AChE enzimi i¢in Asetiltiyokolin iyodat substratiyla mirtazapin inhibitorii
esliginde elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii.

Kor Sistem |
= |2 = = (1/\/1/ ml|</|Sl
5 > | 2| % & s |5 = umo
770 | 100 |50 | 30 50 8 762 100 30 50 50 48,06 12,5
770 |100 |50 | 30 | 50 | 12 | 758 | 100 | 30 | 50 | 50 |3g46 | 833
[I].] 770 |100 |50 | 30 | 50 16 754 | 100 30 50 | 50 2857 6,25
770 |100 |50 | 30 | 50 20 750 | 100 30 50 50 2500 5,00
770 [100 [50 | 30 | 50 | 24 | 746 | 100 | 30 50 | 50 [22.20 4,16
760 [100 (50 | 40 50 8 752 100 40 50 50 | 69,19 12,5
760 |100 |50 | 40 50 12 748 100 40 50 50 | 55,50 8,33
[Il.] 760 |100 {50 | 40 | 50 16 744 | 100 40 50 50 | 43,47 6,25
760 |100 (50 | 40 50 20 740 100 40 50 50 | 33,30 5,00
760 |100 |50 | 40 50 24 736 100 40 50 50 | 27,02 4,16
650 [100 (50 | 150 | 50 8 642 100 150 50 50 | 138,0 12,5
650 [100 (50 | 150 | 50 12 638 100 150 50 50 | 115,0 8,33
[1ls] 650 |100 |50 | 150 | S50 16 634 | 100 | 150 50 50 | 83,30 6,25
650 [100 (50 | 150 | 50 20 630 100 150 50 50 | 62,50 5,00
650 [100 (50 | 150 | 50 24 626 100 150 50 50 | 4545 4,16
200 ~ + [10]=Kontrol
m [11]=0,1695 mM
160 A [12]=0,3390mM
® [13]=0,8475mM
§ 120
80
40
-5 0 5 10 15
[1/AChI] mM !

Sekil 4.16. Insan eritrosit AChE enzimi iizerine asetiltiyokolin iyodat substratiyla
mirtazapin etken maddesinin Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 4.6. Fluoksetin etken madesinin insan eritrosit AChE aktivitesi tizerine etkisi

Konsantrasyon(mM) Aktivite %
0,00 100
0,32 85
0,65 82
1,30 70
1,62 60
1,95 42
2,60 28
120 - y = 100e-042x
R*=0,9128
100
o 80
3
€ 60
<
X 40
20 -
O T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
[Fluoksetin] mM

Sekil 4.17. Insan eritrosit AChE enzimi {izerine fluoksetin etken maddesinin aktivite %
-[ fluoksetin] grafigi
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Cizelge 4.7. AChE enzimi i¢in Asetiltiyokolin iyodat substratiyla fluoksetin inhibitorii
esliginde elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Sistem |
. - uwv 1/s
s, s |2|E Sl s |2 |3 | ™
2|2 T2 |2 2~ G S T2~ |5 8= !
A >3 S | E EE| < > SZE=2 | Q =3}
=) X 3 % |.8 o= 7} NARFCEC R o~
700 | 100 |50 100 50 8 692 | 100 100 50 50 70,00 12,5
700 [100 |50 100 50 12 | 688 | 100 | 100 50 50 | 52,63 8,33
[I].] 700 |100 |50 100 50 16 | 684 | 100 | 100 50 | 50 | 4545 6,25
700 [100 |50 100 50 20 | 680 | 100 | 100 50 50 | 37,00 5,00
700 |100 |50 100 | 50 24 | 676 | 100 | 100 50 | 50 | 30,30 4,16
675 |100 |50 125 | 50 8 667 | 100 | 125 50 | 50 [ 91,00 12,5
675 |100 |50 125 | 50 12 | 663 | 100 | 125 50 | 50 | 71,42 8,33
[1l.] 675 [100 |50 125 50 16 | 658 | 100 | 125 50 50 55,5 6,25
675 |100 |50 125 | 50 20 | 654 | 100 | 125 50 | 50 | 45,45 5,00
675 |100 |50 125 | 50 24 | 650 | 100 | 125 50 | 50 | 38,46 4,16
650 |100 |50 150 | 50 8 642 | 100 | 150 50 | 50 | 126,3 12,5
650 |100 |50 150 | 50 12 | 638 | 100 | 150 50 | 50 [ 100,0 8,33
[lls] 650 [100 |50 150 50 16 | 634 | 100 | 150 50 50 76,9 6,25
650 |100 |50 150 | 50 20 | 630 | 100 | 150 50 | 50 | 58,8 5,00
650 |100 |50 150 | 50 24 | 626 | 100 | 150 50 | 50 | 476 4,16
160 - + KONTROL
m [11]=1,30mM
120 A [12]=1,62mM
® [13]=1,95mM
S

80

I U T T 1

-5 0 5 10 15
[1/AChI] mM-1

Sekil 4.18. Insan eritrosit AChE enzimi iizerine asetiltiyokolin iyodat substratiyla
fluoksetin etken maddesinin Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 4.8. Risperidon etken maddesinin insan eritrosit AChE aktivitesi lizerine etkisi

Konsantrasyon(uM) Aktivite %
0,0000 100
0,00117 89
0,00585 79
0,01170 62
0,02340 45
0,02950 37

y= 100e-34,86x

120 ~
R?=0,9839

100
80

60

% Aktivite

40

20 ~

0 T T T 1
0 0,01 0,02 0,03 0,04

[Risperidon] mM

Sekil 4.19. Insan eritrosit AChE enzimi iizerine risperidon etken maddesinin aktivite %
-[ risperidon] grafigi
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Cizelge 4.9. AChE enzimi icin Asetiltiyokolin iyodat substratiyla risperidon inhibitorii
esliginde elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii.

Kor Sistem |
R _ Y 1S
s, s |2|E Sl s |2 |3 | ™
2|2 T2 |2 2~ G S T2~ |5 8= !
A >3 S | E EE| < > SZE=2 | Q =3}
=) X 3 % |.8 o= 7} NARFCEC R o~
790 | 100 | 10 | 100 50 8 782 | 100 | 100 10 50 17,2 12,5
790 (100 | 10 | 100 50 12 | 778 | 100 | 100 10 50 12,5 8,33
[1].] 790 |100 | 10 | 100 50 16 | 774 | 100 | 100 10 50 10,0 6,25
790 |100 | 10 | 100 50 20 | 770 | 100 | 100 10 50 8,77 5,00
790 (100 | 10 | 100 50 24 | 766 | 100 100 10 50 7,57 4,16
740 (100 | 10 | 150 50 8 732 | 100 150 10 50 22,7 12,5
740 (100 | 10 | 150 50 12 | 728 | 100 150 10 50 18,8 8,33
[1l.] 740 {100 | 10 | 150 50 16 | 724 | 100 150 10 50 14,4 6,25
740 (100 | 10 | 150 50 20 | 720 | 100 150 10 50 10,5 5,00
740 (100 | 10 | 150 50 24 | 716 | 100 150 10 50 8,77 4,16
690 (100 | 10 | 200 50 8 682 | 100 200 10 50 32,1 12,5
690 (100 | 10 | 200 50 12 | 678 | 100 200 10 50 27,7 8,33
[1ls] 690 {100 | 10 | 200 50 16 | 674 | 100 | 200 10 50 19,6 6,25
690 (100 | 10 | 200 50 20 | 670 | 100 200 10 50 | 14,28 5,00
690 (100 | 10 | 200 50 24 | 666 | 100 200 10 50 11,6 4,16
40 1  KONTROL

m [11]=0.0117 mM
A [11]=0,0175 mM
® [11]=0.0234 mM

1/v

[1/AChI] mM™

Sekil 4.20. Insan eritrosit AChE enzimi iizerine asetiltiyokolin iyodat substratiyla
risperidon etken maddesinin Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 4.10. Sefuroksim etken maddesinin insan eritrosit AChE aktivitesi iizerine
etkisi

Konsantrasyon.(mM) % aktivite
0 100
15 108
22 152
29 188
59 236
73 280
300 4 R?=0.9809
gZOO T °
:%E 100 e *
0 T T T )
(0] 20 40 60 80
[Sefuroksim]mM

Sekil 4.21. Insan eritrosit AChE enzimi iizerine sefuroksim etken maddesinin aktivite
%-[ sefuroksim] grafigi

Cizelge 4.11. Amikasin siilfat etken maddesinin insan eritrosit AChE aktivitesi {izerine
etkisi

Konsantrasyon(mM) Aktivite %
0,00 100,00
0,73 343,75
1,45 393,75
1,81 500,00
2,17 543,75
2,91 556,25
3,62 600,00
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800 - R2=0.9686
__ 600 A .
£
=~
=)
w
E‘ 400 A [}
s °
L
$ 200 -
[
0 T T T ]
0 1 2 3 4
[Amikasin SiilfatimM

Sekil 4.22. Insan eritrosit AChE enzimi iizerine amikasin siilfat etken maddesinin
aktivite % -[ amikasin siilfat] grafigi

Cizelge 4.12. Tenoksikam etken maddesinin insan eritrosit AChE aktivitesi {izerine
etkisi

Konsantrasyon(mM) Aktivite %
0,00 100
0,29 123
0,59 145
0,88 175
1,18 209
1,48 227
300 - R2=0.9856
£ .
@ 200 -
% 100
X
0 .
0 0.4 0.8 1.2 1.6
[Tenoksikam]mM

Sekil 4.23. insan eritrosit AChE enzimi iizerine tenoksikam etken maddesinin aktivite
% -[ tenoksikam] grafigi
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Cizelge 4.13. Pantaprazol etken maddesinin insan eritrosit AChE aktivitesi iizerine
etkisi

Konsantrasyon(mM) Aktivite %
0,00 100,0
0,53 81,15
1,05 70,76
2,10 38,46
3,15 35,38
4,20 24,61
120 1
y= 100e70-349x
100 R?2=0.9616
E 80 -
@
T 60 -
g 40 - [ ]
X
20 -
0
0 1 2 3 4 5
[Pantaprazol] mM

Sekil 4.24. insan eritrosit AChE enzimi iizerine pantaprazol etken maddesinin aktivite
% -[ pantaprazol] grafigi
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Cizelge 4.14. AChE enzimi igin Asetiltiyokolin iyodat substratiyla Pantaprazol
inhibitorii esliginde elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Sistem
AV 1/s
o . 1218 |- |= . o = (umol/ | mM*
Sl. | |22 2|2 |29 |2 |& ml.dk)*
° ER T E = ~ = = T == = 0~
= | 5 = O 2 Q O 5 a= <=2 | O zZ=
S|P Y 3 Z 5 £ < 17 Y3 .EZ | 5=
750 | 100 | 50 50 50 8 742 | 100 50 50 50 35,25 12,5
750 |100 50 50 50 12 738 | 100 50 50 50 24,39 8,33
[1l. | 750 |100 50 50 50 16 734 | 100 50 50 50 2127 6,25
750 |100 50 50 50 20 730 | 100 50 50 50 18,18 5,00
750 |100 50 50 50 24 726 | 100 50 50 50 15,38 4,16
700 | 100 50 | 100 | 50 8 692 | 100 100 50 50 63,53 12,5
700 |100 50 | 100 | 50 12 688 | 100 100 50 50 43,47 8,33
[1l. | 700 |100 50 | 100 | 50 16 684 | 100 100 50 50 37,03 6,25
700 | 100 50 | 100 | 50 20 680 | 100 100 50 50 32,25 5,00
700 | 100 50 | 100 | 50 24 676 | 100 100 50 50 21,74 4,16
600 | 100 50 | 200 | 50 8 592 | 100 200 50 50 82,94 12,5
600 | 100 50 | 200 | 50 12 588 | 100 200 50 50 52,63 8,33
[1]s| 600 |100 | 50 | 200 | 50 16 | 584 | 100 | 200 50 50 43,47 6,25
600 | 100 50 | 200 | 50 20 580 | 100 200 50 50 38,46 5,00
600 | 100 50 | 200 | 50 24 576 | 100 200 50 50 31,25 4,16
100 -
80 -
<
T
>
€ J
] 60 + Kontrol
£ C}
€ m1,05mM
2 40 +
— A2,1mM
20 - A . ® 4,2mM
-5 0 5 10 15
[1/AChI] mM™!

Sekil 4.25. Insan eritrosit AChE enzimi iizerine asetiltiyokolin iyodat substratiyla
pantaprazol etken maddesinin Lineweaver-Burk grafigi



101

Cizelge 4.15. 2,6-diizopropilfenol (Propofol) etken maddesinin insan eritrosit AChE
aktivitesi iizerine etkisi

Konsantrasyon(uM) Aktivite %
0,00 100,0
1,74 74,5
3,48 68,5
8,70 46,6
10,44 30,3
12,18 20,5
120 - y= 1009—0.116x
R2=0.9444
100 ¢
% 80 - o
€ 60 -
< [
X 40
20 - °
0 T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
[2,6-diizopropilfenol] pM

Sekil 4.26. Insan eritrosit AChE enzimi iizerine 2,6-diizopropilfenol(propofol) etken
maddesinin aktivite %-[2,6-diizopropilfenol] grafigi



102

Cizelge 4.16. AChE enzimi i¢in Asetiltiyokolin iyodat substratiyla 2,6-diizopropilfenol
inhibitori esliginde elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Sistem |
v 1/S_l
. < |8 |3 . < 9 = (umol/ | mM
740 | 100 | 10 | 100 | 50 8 732 | 100 | 100 10 50 1,38 12,5
740 |100 10 100 | 50 12 728 | 100 100 10 50 0,93 8,33
[I].] 740 |100 | 10 | 100 | 50 | 16 | 724 | 100 | 100 10 50 0,80 6,25
740 |100 10 100 | 50 20 720 | 100 100 10 50 0,66 5,00
740 100 | 10 | 100 | 50 | 24 | 716 | 100 | 100 10 | 50 | 0,57 4,16
640 |[100 | 10 | 200 | 50 | 8 | 632 | 100 | 200 10 | 50 | 1,68 12,5
640 100 | 10 | 200 | 50 | 12 | 628 | 100 | 200 10 | 50 | 1,07 8,33
[1].] 640 (100 | 10 | 200 | 50 | 16 | 624 | 100 | 200 10 50 0,96 6,25
640 100 | 10 | 200 | 50 | 20 | 620 | 100 | 200 10 | 50 | 0,77 5,00
640 100 | 10 | 200 | 50 | 24 | 616 | 100 | 200 10 | 50 | 0,67 4,16
540 |[100 | 10 | 300 | 50 | 8 | 532 | 100 | 300 10 | 50 | 2,55 12,5
540 |100 | 10 | 300 | 50 | 12 | 528 | 100 | 300 10 | 50 | 2,13 8,33
[I]s] 540 [100 | 10 | 300 | 50 | 16 | 524 | 100 | 300 10 50 1,43 6,25
540 100 | 10 | 300 | 50 | 20 | 520 | 100 | 300 10 | 50 | 1,19 5,00
540 |100 | 10 | 300 | 50 | 24 | 516 | 100 | 300 10 | 50 | 0,86 4,16

3 -

+ KONTROL

u 3,48 uM

A 6,96 UM

© 10,44 uM

-5 15
[1/AChI] mM-1

Sekil 4.27. insan eritrosit AChE enzimi {izerine asetiltiyokolin iyodat substratiyla 2,6-
diizopropilfenol (propofol) etken maddesinin Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 4.17. 2,6-dimetilfenol etken maddesinin insan eritrosit AChE aktivitesi iizerine
etkisi

Konsantrasyon(uM) Aktivite %
0,00 100,0
1,35 82,90
2,70 72,19
4,05 68,16
5,40 55,15
8,10 49,30
9,45 38,10
120 ~ y = 100e-0:099x
100 4 R2=0.9715
o 80 - ¢
E= ®
>
£ 60 -
< °
X 40 -
20
0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10
[2,6-dimetilfenol ] uM

Sekil 4.28. Insan eritrosit AChE enzimi iizerine 2,6-dimetilfenol etken maddesinin
aktivite %- [2,6-dimetilfenol] grafigi
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Cizelge 4.18. AChE enzimi igin Asetiltiyokolin iyodat substratiyla 2,6-dimetilfenol
inhibitori esliginde elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Sistem |
~ Y 1/S
= = = = -1
flo 08122 SAE I -
212 | T4 = = 22| 6 > I= |22 |6 e
2|3 |¥33 |E 63 g | &3 vZ |EZ |g | 3
740 | 100 | 10 | 100 | 50 |8 | 732 | 100 | 100 | 10 | 50 | 1,69 | 125
740 1100 | 10 100 50 |12 728 100 100 10 50 1,10 8,33
[11.] 740 | 100 | 10 100 50 |16 724 100 100 10 50 1,03 6,25
740 1100 | 10 100 50 20 720 100 100 10 50 0,86 5,00
740 (100 | 10 | 100 | 50 |24 | 716 100 100 | 10 | 50 | 0,76 | 4,16
640 | 100 | 10 200 50 |8 632 100 200 10 50 2,30 12,5
640 | 100 | 10 200 50 |12 628 100 200 10 50 1,49 8,33
[11.] 640 | 100 | 10 200 50 |16 624 100 200 10 50 1,30 6,25
640 [100 | 10 | 200 | 50 |20 | 620 100 200 | 10 | 50 | 1,13 | 5,00
640 [100 | 10 | 200 | 50 |24 | 616 100 200 | 10 | 50 | 0,97 | 416
540 | 100 | 10 300 50 |8 532 100 300 10 50 5,00 12,5
540 1100 | 10 300 50 |12 528 100 300 10 50 3,84 8,33
[115]540 [100 | 10 | 300 | 50 [16 | 524 100 300 | 10 | 50 | 2,85 | 6,25
540 [100 | 10 | 300 | 50 |20 | 520 100 300 | 10 | 50 | 2,32 | 5,00
540 [100 | 10 | 300 | 50 |24 | 516 100 300 | 10 | 50 | 1,66 | 4,16
6 -
+ Kontrol
5 . m2,7 uM
4 . A54uM
S e381uM
S~
(] 3 i
2 .
[ J
1 .
r/%y T T 1
-5 0 5 10 15
[1/ AChl] mM-!

Sekil 4.29. insan eritrosit AChE enzimi {izerine asetiltiyokolin iyodat substratiyla 2,6-
dimetilfenol etken maddesinin Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 4.19. 2,6-ditertbutilfenol etken maddesinin insan eritrosit AChE aktivitesi
tizerine etkisi

Konsantrasyon(uM) Aktivite %
0,00 100,0
14,5 85,18
29,0 60,49
43,5 48,97
65,0 34,97
72,5 20,98
87,0 17,69

y= 100e-0.019x

120 1
R?=0.9666

100

%Aktivite

» )] (o]
o o o
°

N

(=]
1
[

o

0 20 40 60 80 100
[2,6-ditertbutilfenol] nM

Sekil 4.30. Insan eritrosit AChE enzimi iizerine 2,6-ditertbutilfenol etken maddesinin
aktivite % -[2,6-ditertbutilfenol] grafigi
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Cizelge 4.20. AChE enzimi i¢in Asetiltiyokolin iyodat substratiyla 2,6-ditertbutillfenol
inhibitori esliginde elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Sistem |
Y 1/s
= < 3= — < . = (umol/ mMm*
gl | |32 |218 |2 |9 |2 |2 ml.dk)
21Z |2 1212 212 |2 |£_12_ |8 |2 ¢
213 |¥FYT|E|E|E |3 |¥E|EZ |q |53
790 | 100 | 10 | 50 | 50 8 782 | 100 | 90 10 | 50 | 1,03 12,5
790 (100 | 10| 50 | 50 12 778 | 100 50 10 50 0,81 8,33
[1l.] 790 |[100 | 10 | 50 | 50 16 774 | 100 50 10 50 0,68 6,25
790 (100 | 10| 50 | 50 20 770 | 100 50 10 50 0,56 5,00
790 |100 | 10 | 50 | 50 24 766 | 100 50 10 50 | 0,50 4,16
740 |100 | 10 | 100 | 50 8 732 | 100 | 100 10 50 1,61 12,5
740 |100 | 10 | 100 | 50 12 728 | 100 | 100 10 50 1,03 8,33
[I].] 740 |100 | 10 | 100 | 50 16 724 | 100 | 100 10 50 | 0,92 6,25
740 |100 | 10 | 100 | 50 20 720 | 100 | 100 10 50 | 0,80 5,00
740 |100 | 10 | 100 | 50 24 716 | 100 | 100 10 50 | 0,72 4,16
690 |100 | 10 | 150 | 50 8 682 | 100 | 150 10 50 | 3,33 12,5
690 |100 | 10 | 150 | 50 12 678 | 100 | 150 10 50 2,43 8,33
[1ls] 690 |[100 | 10 | 150 | 50 16 674 | 100 | 150 10 50 1,78 6,25
690 |100 | 10 | 150 | 50 20 670 | 100 | 150 10 50 1,51 5,00
690 |100 | 10 | 150 | 50 24 666 | 100 | 150 10 50 1,26 4,16
4 -
+ KONTROL
3 - m 14,5uM
> A 29uM
— 2 -
®43,5uM
1 4 a
I% T T 1
-5 0 5 10 15
[1/AChI] mM -1

Sekil 4.31. insan eritrosit AChE enzimi {izerine asetiltiyokolin iyodat substratiyla 2,6-
ditertbutilfenol etken maddesinin Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 4.21. Lidokain etken maddesinin insan eritrosit AChE aktivitesi iizerine etkisi

Konsantrasyon(mM) Aktivite %
0,00 100,0
0,08 70,82
0,17 55,62
0,25 46,72
0,34 43,44
0,42 36,76

y= 100e-2,597x
120 R2=0,9112

100
80
60
40

% Aktivite

20 -~

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
[ lidokain] mM

Sekil 4.32. insan eritrosit AChE enzimi iizerine lidokain etken maddesinin aktivite %-[
lidokain] grafigi
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Cizelge 4.22. AChE enzimi igin Asetiltiyokolin iyodat substratiyla lidokain inhibitorii
esliginde elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii.

Kor Sistem |
_ v 1/S»1
5. |2 2|z |2 s |5 |3 iy |
S| = = 21| = = | & ) = - h
215 |29¢C |Z|¢ |8 |2 |22|£2 |7 |E2
- =< =l 1L |3 bl i -
835 |100| 10 | 5] 50 8 | 827 | 100 5 10 [ 50 [ 3940 [ 125
835 [100 | 10 | 5 50 12 | 823 | 100 5 10 50 | 27,20 8,33
[1l.] 835 |100 | 10 | 5 50 16 | 819 | 100 5 10 50 | 22,67 6,25
835 |100 10 5 50 20 815 | 100 5 10 50 20,92 5,00
835 |100 | 10 | 5 50 24 811 | 100 5 10 50 18,13 4,16
825 |100 | 10 |15] 50 8 817 | 100 15 10 50 | 52,00 12,5
825 |100 | 10 |15] 50 12 813 | 100 15 10 50 | 45,45 8,33
[1l.] 825 |100 | 10 |15] 50 16 | 809 | 100 15 10 50 | 34,01 6,25
825 |100 | 10 |15] 50 20 805 | 100 15 10 50 | 27,20 5,00
825 |100 | 10 |15] 50 24 801 | 100 15 10 50 | 22,67 4,16
815 |100 | 10 |25] 50 8 807 | 100 25 10 50 | 60,40 12,5
815 |100 | 10 |25] 50 12 803 | 100 25 10 50 | 49,92 8,33
[1ls] 815 |100 | 10 | 25] 50 16 | 799 | 100 25 10 50 | 40,01 6,25
815 |100 | 10 |25] 50 20 795 | 100 25 10 50 | 30,30 5,00
815 |100 | 10 |25] 50 24 791 | 100 25 10 50 | 27,20 4,16
80 -
+ kontrol
m[11]=0,17 mM
> A[12]=0,25 mM
—
¢ [13]=0,34 mM
-5 15
[L/AChI] mM-1

Sekil 4.33. Insan eritrosit AChE enzimi iizerine asetiltiyokolin iyodat substratiyla
lidokain etken maddesinin Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 4.23. Bupivakain etken maddesinin insan eritrosit AChE aktivitesi iizerine
etkisi

Konsantrasyon(mM) Aktivite %
0,00 100,0
0,00173 76,81
0,00346 70,18
0,00519 50,09
0,00692 36,76
0,00865 30,00
120 q y= 100e-1374x
100 4 R?=0.9825
o 80 7
3 °
£ 60 -
<
X
40 A
20
0 T T T T )
0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01
[bupivacainelmM

Sekil 4.34. Insan eritrosit AChE enzimi iizerine Bupivakain etken maddesinin aktivite
% -[ Bupivakain] grafigi
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Cizelge 4.24. AChE enzimi icin Asetiltiyokolin iyodat substratiyla bupivakain
inhibitori esliginde elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii.

=) _ — Y 1/S_1
A PN = | - . = . (umol/ | mM
5 s |25 |2 ||z | |£ |3 ml.dk)y’
é g % E § 2 = 3 % ":3:/_\ g o~ '
213 [$12 E|68 113 |¢ |53 |&2
836 | 100 | 10 4 50 8 828 | 100 4 10 | 50 | 30,00 12,5
836 | 100 10 4 50 12 824 100 4 10 50 27,20 8,33
[1.] 836 |100 10 4 50 16 820 100 4 10 50 18,13 6,25
836 | 100 10 4 50 20 816 100 4 10 50 16,00 5,00
836 | 100 10 4 50 24 812 100 4 10 50 13,60 4,16
834 | 100 10 6 50 8 826 100 6 10 50 34,00 12,5
834 | 100 10 6 50 12 822 100 6 10 50 30,30 8,33
[11.] 834 |100 10 6 50 16 818 100 6 10 50 20,92 6,25
834 |100 | 10 6 50 20 814 100 6 10 50 | 18,14 5,00
834 |100 | 10 6 50 24 810 100 6 10 50 | 15,13 4,16
832 | 100 10 8 50 8 824 100 8 10 50 42,90 12,5
832 | 100 10 8 50 12 820 100 8 10 50 34,01 8,33
[lls] 832 |100 | 10 8 50 | 16 | 816 | 100 8 10 50 | 24,72 6,25
832 |100 | 10 8 50 20 812 100 8 10 50 | 22,67 5,00
832 |100 | 10 8 50 24 808 100 8 10 50 | 19,45 4,16
50 -~
+ kontrol

m [11]=0,002mM

1/v

4 [12]=0,005mM

® [13]=0,009mM

5 10 15

[L/AChI] mM-

Sekil 4.35. Insan eritrosit AChE enzimi iizerine asetiltiyokolin iyodat substratiyla
bupivakain etken maddesinin Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 4.25. BHA maddesinin insan eritrosit AChE aktivitesi iizerine etkisi

Konsantrasyon(uM) Aktivite %

0,00 100

9,2 75

18,4 63

27,6 54

36,8 45

55,2 33

73,6 21

120 -~ y = 1000021
R? =0,9885
100
@ 80
=
£ 60
g
= 40
20
0 T T T 1
0 20 40 60 80
[BHA] pM

Sekil 4.36. Insan eritrosit AChE enzimi iizerine BHA maddesinin aktivite %-[ BHA]
grafigi
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Cizelge 4.26. AChE enzimi icin Asetiltiyokolin iyodat substratiyla BHA inhibitorii
esliginde elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii.

Kor Sistem |
uwv 1/S_l
. = |3 . = mol/ | mM
213 (528 |2 |15 |2 |5g|22 (& | =2
- S E |62 |3 [¥3=2 -
650 | 100 |50 150 | 50 8 642 | 100 150 50 50 72,00 12,5
650 |100 |50 150 | 50 | 12 | 638 | 100 | 150 50 50 |52,63 8,33
[I].] 650 |100 |50 150 | 50 | 16 | 634 | 100 | 150 50 | 50 |4347 6,25
650 |100 |50 150 | 50 | 20 | 630 | 100 | 150 50 50 137,03 5,00
650 |100 |50 150 | 50 | 24 | 626 | 100 | 150 50 | 50 |2857 4,16
600 |100 |50 200 | 50 | 8 | 592 | 100 | 200 50 | 50 | 88,00 12,5
600 |100 |50 200 | 50 | 12 | 588 | 100 | 200 50 | 50 | 62,50 8,33
[1].] 600 |100 |50 200 | 50 | 16 | 584 | 100 | 200 50 50 | 50,00 6,25
600 |100 |50 200 | 50 | 20 | 580 | 100 | 200 50 | 50 | 43,47 5,00
600 |100 |50 200 | 50 | 24 | 576 | 100 | 200 50 | 50 | 34,48 4,16
400 |100 |50 400 | 50 | 8 | 392 | 100 | 400 50 | 50 | 150,0 12,5
400 |100 |50 400 | 50 | 12 | 388 | 100 | 400 50 | 50 | 1428 8,33
[1ls] 400 |100 |50 400 | 50 | 16 | 384 | 100 | 400 50 50 90,9 6,25
400 |100 |50 400 | 50 | 20 | 380 | 100 | 400 50 | 50 | 66,6 5,00
400 |100 |50 400 | 50 | 24 | 376 | 100 | 400 50 | 50 | 50,0 4,16
+ KONTROL
160 m [11]=27.6 uM
A[12]=36.8 uM
120 @ [I3]=73.6 uM
S
80
40
-5 0 5 10 15
[1/AC hilmMm+

Sekil 4.37. insan eritrosit AChE enzimi iizerine asetiltiyokolin iyodat substratiyla BHA
maddesinin Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 4.27. BHT maddesinin insan eritrosit AChE aktivitesi lizerine etkisi

Konsantrasyon(uM) Aktivite %
0 100
16 80
32 60
40 50
64 30
80 20
120 A y = 100e-0-019x
R2=0.9844
100 e
w80 - ®
é 60 A o
<t
S 40
20
o : : : ,
(0] 20 40 60 80 100
[BHT] uM

Sekil 4.38. Insan eritrosit AChE enzimi iizerine BHT maddesinin aktivite %-[ BHT]
grafigi
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Cizelge 4.28. AChE enzimi i¢in Asetiltiyokolin iyodat substratiyla BHT inhibitorii
esliginde elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii.

Kor Sistem |
~ _ Y 1/S
sl 1o 12 EIEIE 2 o |2 (B ] || ™
2|3 IdE (2 |E18 |3 |To|22 G 2=
£|3 vEZ || ° < ¥ZEZ |1 | E3
700 | 100 |50 1001 50| 8 | 692 | 100 | 100 50 50 78,0 12,5
700 |100 |50 100| 50 | 12 | 688 | 100 | 100 50 50 58,8 8,33
[I].] 700 |100 |50 100| 50 | 16 | 684 | 100 | 100 50 50 | 476 6,25
700 |100 |50 100| 50 | 20 | 680 | 100 | 100 50 50 38,5 5,00
700 |100 |50 1001 50 | 24 | 676 | 100 100 50 50 30,3 4,16
600 |100 |50 2001501 8 | 592 | 100 200 50 50 | 100,0 12,5
600 |100 |50 200 50 | 12 | 588 | 100 200 50 50 76,9 8,33
[1].] 600 |100 |50 2001 50 | 16 | 584 | 100 | 200 50 50 62,5 6,25
600 |100 |50 2001 50 | 20 | 580 | 100 200 50 50 47,6 5,00
600 |100 |50 200 50 | 24 | 576 | 100 200 50 50 35,7 4,16
500 |100 |50 300150 | 8 | 492 | 100 | 300 50 50 | 215,0 12,5
500 |100 |50 300150 | 12 | 488 | 100 | 300 50 50 | 146,6 8,33
[lls] 500 |100 |50 3001 50| 16 | 484 | 100 | 300 50 50 | 125,0 6,25
500 |100 |50 300150 | 20 | 480 | 100 | 300 50 50 | 100,0 5,00
500 |100 |50 3001 50 | 24 | 476 | 100 | 300 50 50 66,6 4,16
250 ~ + KONTROL
m [I11]=16uM
200 - A [12]=32uM
® [13]=48uM
> 150 -
Anl [ ]
100 -
[ ]
50 ~
-5 0 5 10 15
[1/AChI] mM?

Sekil 4.39. Insan eritrosit AChE enzimi {izerine asetiltiyokolin iyodat substratiyla BHT
maddesinin Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 4.29. Etil alkol organik ¢oziiciisiiniin insan eritrosit AChE aktivitesi iizerine
etkisi

Konsantrasyon(M) Aktivite %
0,00 100
0,84 86
1,68 62
3,37 44
4,22 33
5,06 15

y= 100e—0,308x

120 +
R?=0,9135

100
80

60

%Aktivite

40

20

[Etil alkol] M

Sekil 4.40. insan eritrosit AChE enzimi iizerine etil alkol organik ¢dziiciisiiniin aktivite
% -[ etil alkol] grafigi
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Cizelge 4.30. AChE enzimi i¢in Asetiltiyokolin iyodat substratiyla etil alkol inhibitorii
esliginde elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii.

Kor Sistem |
A _ Y s
sl s 215121212 |s |2 |E ey |
2|12 [ZH2 |2 |28 |8 |[Tal2=2 1|8 |25
23 |32 |E |°|< YEEZ |2 | B3
700 | 100 |50 100 | 50 8 692 100 100 50 50 65,20 12,5
700 |100 |50 100 | 50 | 12 | 688 | 100 | 100 50 50 |50,00 8,33
[I].] 700 |100 |50 100 | 50 | 16 | 684 | 100 | 100 50 50 | 41,66 6,25
700 |100 |50 100 | 50 | 20 | 680 | 100 | 100 50 50 |33,30 5,00
700 |100 |50 100 | 50 [ 24 | 676 | 100 | 100 | 50 | 50 [2220 4,16
650 |100 |50 150 | 50 8 642 | 100 150 50 50 | 91,50 12,5
650 |100 |50 150 | 50 | 12 | 638 | 100 150 50 50 | 83,30 8,33
[1].] 650 |100 |50 150 | 50 | 16 | 634 | 100 | 150 50 50 | 52,63 6,25
650 |100 |50 150 | 50 | 20 | 630 | 100 150 50 50 | 41,66 5,00
650 |100 |50 150 | 50 | 24 | 626 | 100 150 50 50 | 33,30 4,16
600 |100 |50 200 | 50 8 592 | 100 200 50 50 | 154,2 12,5
600 |100 |50 200 | 50 | 12 | 588 | 100 200 50 50 | 1428 8,33
[lls] 600 |[100 |50 200 | 50 | 16 | 584 | 100 | 200 50 50 | 100,0 6,25
600 |100 |50 200 | 50 | 20 | 580 | 100 200 50 50 | 66,50 5,00
600 |100 |50 200 | 50 | 24 | 576 | 100 200 50 50 | 45,45 4,16
160 + KONTROL
m[I1]=1.68 M
A [12]=2.53 M
120 ® [13]=3.37M
s
80
40
-4 0 4 8 12
[1/AChI] mM1

Sekil 4.41. insan eritrosit AChE enzimi iizerine asetiltiyokolin iyodat substratiyla etil
alkol organik ¢oziiciisiiniin Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 4.31. Dimetilsiilfoksit organik ¢oziiciisliniin insan eritrosit AChE aktivitesi
lizerine etkisi

Konsantrasyon(M) Aktivite %
0,000 100
0,139 76
0,278 54
0,556 40
0,834 33
1,112 26
1,390 16

120 - y = 100e-1,332

R? =0,9508
100

80

60

%Aktivite

40

20

O T T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

[DMSO]M

Sekil 4.42. Insan eritrosit AChE enzimi iizerine DMSO organik ¢6ziiciisiiniin aktivite %
-[ DMSO] grafigi
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Cizelge 4.32. AChE enzimi icin Asetiltiyokolin iyodat substrattyla DMSO inhibitorii
esliginde elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Sistem |
~ Y 1/s
—~ =, ~ = famn -1
. - = z | = = < ;_ =) (umol/ | mM
. | |2 2|2 |2 |= | |2 |3 ml.dk)
=t =5 = bS] Z 5 3 & =) = o~ 1
£ |5 L5 < 5 ::) S T2 |C )
LD NG I = » ¥X2.52 | 5=
780 | 100 |50 20 50 8 772 100 20 50 50 47,61 12,5
780 |100 |50 20 | 50 | 12 768 | 100 20 50 50 | 38,46 8,33
[1].] 780 |100 |50 20 | 50 | 16 764 | 100 20 50 50 30,30 6,25
780 |100 |50 20 | 50 20 760 | 100 20 50 50 |26,31 5,00
780 |100 |50 20 | 50 | 24 756 | 100 20 50 50 |1851 4,16
760 |100 |50 40 | 50 8 752 | 100 40 50 50 | 63,20 12,5
760 |100 |50 40 | 50 | 12 748 | 100 40 50 50 | 50,00 8,33
[1l.] 760 |100 |50 40 | 50 16 744 | 100 40 50 50 | 40,00 6,25
760 |100 |50 40 | 50 | 20 740 | 100 40 50 50 | 33,30 5,00
760 |100 |50 40 | 50 | 24 736 | 100 40 50 50 | 22,20 4,16
740 |100 |50 60 | 50 8 732 | 100 60 50 50 | 97,80 12,5
740 |100 |50 60 | 50 | 12 728 | 100 60 50 50 | 90,90 8,33
[lls] 740 |100 |50 60 | 50 16 724 | 100 60 50 50 | 62,50 6,25
740 |100 |50 60 | 50 | 20 720 | 100 60 50 50 | 43,47 5,00
740 |100 |50 60 | 50 | 24 716 | 100 60 50 50 | 33,30 4,16
120 - + KONTROL
m [11]=0.278 M
A [12]=0.556 M
® [13]=0.834 M
>
SN
-
r %\7 T T 1
-5 0 5 10 15
[1/AChI] mM!

Sekil 4.43. Insan eritrosit AChE enzimi iizerine asetiltiyokolin iyodat substratiyla
DMSO organik ¢oziiciisiiniin Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 4.33. Aseton organik ¢oziiciisiiniin insan eritrosit AChE aktivitesi tizerine etKisi

Konsantrasyon (M) Aktivite %
0,000 100
0,135 91
0,270 63
0,540 47
0,810 34
1,080 23
1,350 17
120 -~ y = 100e-1.3%
100 R?=0,9925
o 80 -
3
€ 60 -
s
X 40 |
20 -
O T T 1
0 0,5 1 1,5
[ASETON] M

Sekil 4.44. Insan eritrosit AChE enzimi iizerine aseton organik ¢oziiciisiiniin aktivite %-
[ aseton] grafigi
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Cizelge 4.34. AChE enzimi i¢in Asetiltiyokolin iyodat substratiyla aseton inhibitorii
esliginde elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Sistem |
1w 1/8-1
. < |18 |3 . < 9 = (umol/ | mM
fle |£02 5|3 |22 (8|8 B | me
215 [2EC |2 |8 |8|2 |2E|E2 |2 |2
- ] | o Gl )] il
780 | 100 |50 20 50 8 | 772 | 100 20 50 50 60,00 12,5
780 [100 |50 20 | 50 |12 | 768 | 100 20 50 50 |52,40 8,33
[1l.] 780 |100 |50 20 50 16 | 764 | 100 20 50 50 43,47 6,25
780 |100 |50 20 | 50 |20 | 760 | 100 20 50 50 |35,71 5,00
780 |100 |50 20 50 | 24 | 756 | 100 20 50 50 126,31 4,16
760 |100 |50 40 50 8 | 752 | 100 40 50 50 | 89,00 12,5
760 |100 |50 40 50 | 12 | 748 | 100 40 50 50 | 76,90 8,33
[1l.] 760 |100 |50 40 | 50 | 16 | 744 | 100 40 50 50 | 58,82 6,25
760 |100 |50 40 50 | 20 | 740 | 100 40 50 50 | 45,45 5,00
760 |100 |50 40 50 | 24 | 736 | 100 40 50 50 | 37,03 4,16
740 |100 |50 60 50 8 | 732 | 100 60 50 50 | 150,0 12,5
740 |100 |50 60 50 | 12 | 728 | 100 60 50 50 | 1111 8,33
[lls] 740 |100 |50 60 50 | 16 | 724 | 100 60 50 50 | 83,30 6,25
740 |100 |50 60 50 | 20| 720 | 100 60 50 50 | 71,42 5,00
740 |100 |50 60 50 | 24 | 716 | 100 60 50 50 | 58,80 4,16
160 -~
+ KONTROL
N 120 m [11]=0.270 M
) A [11]=0.540 M
80 ® [11]=0.810 M
40
__——
-10 -5 0 5 10 15
[1/AChI] mM-1

Sekil 4.45. Insan eritrosit AChE enzimi iizerine asetiltiyokolin iyodat substratiyla
aseton organik ¢oziiclisiiniin Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 4.35. AChE enzimi lizerine maddelerin etkilerinin toplu sonuglari

Etken Madde Cinsi | Etken madde 1IC50 Ortalama Ki Inhibisyon tipi
Essitalopram 1,06mM 1,30+0,09mM Yarigmali inhibisyon
Fluoksetin 1,62 mM 1,48+0,66 mM Yarigmalt
Antidepresan
Mirtazapin 0,428 mM | 0,23+0,051mM Yarigmali
Risperidon 0,019 mM |0,012+0,0018 mM | Yarismali
Antibiyotik Pantaprazol 1,97mM  |1,26+0,38 mM Yarismali
Etanol 2,24 M 1,28+0,52M Yarigmali
Organik ¢oziiciiler | DMSO 051 M 0,37+0,086M Yarigmal
Aseton 0,51 M 0,19+0,040M Yarigmali
BHA 32,85 uM | 30,9+6,33 uM Yarigmali
Sentetik antioksidanlar
BHT 36,3 uM 17,35+6,00 uM Yarigmali
2,6-dizopropilfenol |5,94 uM 3,93+£2,42 uM Yarismali
2,6-dimetilfenol 6,96 UM 2,06+0,75 uM Yarigmali
2,6-ditertbutilfenol | 36,3 uM 18,9+10,2 uM Yarigsmali
Anestezik
Lidokain 260 uM 14,3+4,6 uyM Yarigmasiz
Bupivakain 5uM 13,4+3,6 uM Yarigmasiz
Etken Madde Cinsi | Etken madde Konsantrasyon Etkisi
Trazodon 0,14M Etki etmedi
Antidepresan
Sodyum valproat 0,12M Etki etmedi
Sefuroksim 0,29M Aktive etti
Antibiyotik Amikasin Siilfat 0,0725M Aktive etti
Tenoksikam 0,029M Aktive etti
Diltizem-HCI 0,012 M Etki etmedi
Vankomisin 0,034M Etki etmedi
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismada AChE enzimi insan eritrositlerinden saflastirilarak karakterize edildi ve
bazi maddelerin enzim iizerine kinetik Ozellikleri incelendi. Yaptigimiz caligmada
hemolizat hazirlandiktan sonra afinite kromatografisi yontemiyle saflastirma islemi
yapildi. Elde edilen eliiatlardan aktivite gosteren fraksiyonlar toplanip; hemolizat ve saf
enzimdeki protein, protein tayin yontemleriyle bulundu ve bunlar {izerinde AChE enzim
aktivitesi belirlendi. Saflastirma basamaklar1 esnasinda eliiatlarin protein muhtevalari
280 nm’de absorbanslari 6l¢iilerek belirlendi. Bu sekilde yapilan kalitatif tayin protein
yapisinda bulunan fenil alanin, tirozin ve triptofan amino asitlerinin bu dalga boyunda
absorbans vermesi esasina dayanmaktadir. Kantitatif protein tayinleri ise Bradford
yontemiyle belirlendi. Bu yontem fosforik asitli ortamda proteinlerin Coomassie brillant
blue G-250 reaktifiyle kompleks olusturmasi esasina dayanir. Bu reaktif negatif yiikli
bir gruba sahiptir ve protein iizerindeki pozitif yiikli gruba baglanir. Proteinin
baglanmasi kirmizi formun (465 nm) mavi forma (595 nm) doniisiimiinii saglar. Bu
yontemin {istiin tarafi, ¢cok kisa siirede uygulanmasi, bozucu faktdrlerin pek olmamasi,
protein boya kompleksinin ¢ozeltisinde uzun siire kalmasidir. Bu yontemin hassasiyeti

1-100 pg arasindadir (Bradford 1976).

Asetilkolinesteraz enzimi insan eritrositlerinden, balik karaciger ve beyninden yine
balik lizerinde yapilan ¢aligmalarda baligin plazma ve eritrositlerden, kobra yilam
zehrinden bildircin beyninden izole edilmistir. Corroll ve arkadaslarinin yapmis oldugu
caligmada ise takrin afinite kromotografisi ile asetilkolinesteraz enzimi yilan baligindan
%92 sigir eritrositlerinden %359 ve elektrik baligindan %27-%60 verimle saflastirma
islemi yapilmistir. Asetilkolinesteraz enzimi rat karacigerinden 600 kat (Sadar et al.
1970),s181r eritrositinden 930 kat (Schmidt-Dannert 1994), cenin durumundaki sigir
serumundan 44.000 kat (Ralston et al. 1985) ve at sineginden 400 kat (Im 2004)
saflagtirtlmistir. Yine literatiirde belirtildigi gibi main ve arkadaslar1 (1974) tarafindan
yapilan ¢aligmada at serumundan saflagtirilma oran1 4160 kat, bagka bir caligmada insan
eritrosit asetilkolinesterazinin saflastirilmasinda bu oran 4818 kat bulunmustur.

Omurgalilardan koyun karacigerinden AChE enzimi Concanavalin A-Sepharose 4B
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afinite kolonunu takiben Edrophonium- Sepharose 6B kolonu ile iki adimda 842 kat
saflastirilmistir ve spesifik aktivite 21 U/mg protein olarak bulunmustur (Askar et al.
2011). Chhajlani ve arkadaslarinin (1989) yaptigi c¢alismada AChE enzimi, insan
eritrositinden %22 verimle 113.000 kat saflastiriimustir. Insan eritrosit AChE enzimini
Budak ve ark. yaptigi calismada Cizelge 4.1’de ve Sekil 4.2°de gosterildigi gibi
Sepharose 4B —L-tirozin-takrin afinite kolonu ile tek adimda 658 kat %23,5 verimle
saflagtirillmistir (Budak et al. 2013).

Insan eritrositinden saflastirilan AChE enziminin saflik kontrolii ve molekiil agirhiginimn
tespiti icin bolim 3.5’te anlatildig1 sekilde SDS-PAGE yapildi. Yapilan SDS-PAGE
sonucu Sekil 4.3’te verildi. Elde edilen bantlarin molekiil kiitleleri Sekil 4.4°te log Mk-
Rf grafiginden belirlendi. Cizilen grafige gore enzimin molekiil kiitlesi literatiirle
uyumlu olarak 70 kDa olarak bulundu. Chhajlani ve arkadaslarimin (1989) yaptigi
calismada AChE enziminin monomer molekiil kiitlesi SDS-PAGE ile 70 kDa olarak
bulunurken, dogal formunun 140 kDa molekiil kiitlesine sahip dimer bir enzim oldugu

rapor etmislerdir.

Koyun karacigerinden saflastirilan AChE enzimi i¢in SDS-PAGE ile enzimin monomer
molekiil kiitlesi 67.04 kDa bulunurken, Sephacryl-SL-200 jel kromatografisi ile
denatiire edilmemis sartlarda 201.5 kDa molekiil kiitlesine sahip tetramer bir enzim
olarak bulunmustur (Askar et al. 2011). Yine yapilan ¢alismalarda farkli kaynaklar igin
molekiil kiitleleri bulunmustur. Bildircin beyni i¢in 62.5 kDa (Son et al. 2002), insan
beyni i¢in 66 kDa (Zhu et al. 1993), insan serumu i¢in 65 kDa (Lockridge et al. 1987)
ve elektrik yilan baligi elektrik organi i¢in 25-59 kDa (Dudai and Silman 1974),
Torpedo californica i¢in 71- 82 kDa (Taylor and Lappi 1975; Lwebuga-Mukasa 1976),
sigir serumu i¢in 83 kDa (Ralston et al. 1985) ve sigir servikal gangliasi i¢in 75 kDa
(Marc et al. 1979) olarak bulunmustur.

Saflastirma islemi yapildiktan sonra enzim i¢in karakterizasyon c¢alismalar1 yapildi. Bu
amagla insan eritrosit AChE enzimi i¢in optimum pH, optimum iyonik siddet, optimum

sicaklik, stabil pH ve substratlar1 i¢in Ky Ve Vinax degerleri belirlendi.
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Insan eritrositinden saflastirilan AChE enzimi optimum pH degerini belirlemek
amaciyla pH 5,5-8,0 araliginda O,1 M’ ik KH,PO,4 ve 7,2-8,9 araliginda 0,1 M Tris-
HCI tamponlarinda enzimlerin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak 412nm’de
Olctildii. Sonuglarimiz Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’ta gosterildi. Sonuglarimiza gore AChE
enzimi i¢in optimum pH degeri O,1 M KHyPO4 tamponu pH=7,6 oldugu tespit
edilmistir. pH=7,6’da insan eritrosit AChE enzimi max aktivite gdstermistir. Literatiirde
yapilan bir ¢calismada oriental meyve sineginden saflastirilan AChE enzimi i¢in yapilan
karakterizasyon calismalarinda optimal pH i¢in 0,1 M sodyum fosfat tamponu ile 5,8-
8,0 araliginda aktivite 0l¢iimii yapilmistir ve enzim aktivitesi 5,8 ile 8,8 pH’larinda
Olciilmiis ve 7,4’te max aktivite gozlenirken, 8,0°de enzim aktivitesinin diistiigli rapor
edilmistir.6,8 ile 7,8 arasinda enzim aktivitesinde ¢ok onemli farklilik gézlenmemistir

(Hs1ao et al. 2004).Optimum pH sonucumuz literatiirle uygunluk gostermektedir.

Insan eritrositinden saflastirilan AChE enzimi optimum iyonik siddetini belirlemek
amactyla 0,05-1,5 M arasinda fosfat tamponlart kullanilarak aktivite ol¢iimii yapildi.
Yapilan aktivite ol¢limleri sonucunda Sekil 4.7°de gosterildigi gibi optimum iyonik

siddet 0,3M KH,PO,4tamponu olarak tespit edildi.

Insan eritrositinden saflastirilan AChE enzimi optimum sicakligini belirlemede
optimum pH ve optimum iyonik siddette 10’ar °C araliklarla aktivite 6l¢iimi yapildi.
Enzim aktivitesi sicaklik artisiyla artis gdsterdi ve max aktivite 50°C‘de gdzlendi.
Yapilan calismalar sonucunda optimum sicaklik 50°C olarak bulundu ve Sekil 4.8°de
gosterildi. Literatiirde yapilan bir ¢alismada oriental meyve sineginden saflastirilan
AChE enzimi i¢in yapilan karakterizasyon calismalarinda optimum sicakligi tespit
etmek amaciyla 15-45°C arasinda enzim aktivitesi Ol¢lilmiis, 40°C ye kadar aktivite
artist siirerken, sonraki degerlerde enzimin inaktive oldugu gdzlenmis ve optimum
sicaklik 37°C olarak tespit edilmistir, enzimin stabil oldugu sicaklig: tespit etmek icin
25-60°C arasinda 7 fakli sicaklikta enzim 5 dakika oda sicakliginda sogutulmus daha
sonra 10 dak belirtilen sicakliklarda su banyosunda inkiibe edilerek yapilan Glgliimlerle
40°C’ye kadar enzim aktivitesinde 6nemli bir degisiklik gézlenmezken, 40°C’den sonra

farklidir ve bu farkliligin AChE kaynaginin farkliligindan oldugunu soyleyebiliriz.
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Hsiao ve ark. yaptig1 ¢alismada ayrica optimal triton X-100 konsantrasyonunu saptamak
icin %0-1 arasinda farkli konsantrasyonlarda triton X-100 fosfat tamponuna eklenerek
enzim aktivitesi Ol¢miiglerdir. Enzim aktivitesinin %0,5’e kadar arttigi, %0,5’te
maksimum aktiviteye ulastigi ve %1°de enzim aktivitesinde ¢ok az diisiis gozlendigi

rapor edilmistir (Hsiao et al. 2004).

Insan eritrositinden saflastirilan AChE enziminin stabil oldugu pH’y1 belirlerken pH’s1
6,0-8,0 araliginda 10 mM fosfat tamponu ve 7,2-8,9 araliginda 10 mM Tris-HCI
tamponu kullanildi. Bu tamponlarda hazirlanan enzim stoklar1 24 saat arayla 9 giin
boyunca aktivite dlglimleri yapilarak enzimin stabil oldugu pH tespit edildi ve AChE
enzimi i¢in stabil pH, 10 mM pH 8,0 fosfat tamponu olarak belirlendi. Sonuglarimiz

Sekil 4.9 ve 4.10°da gosterildi.

Insan eritrositinden saflastirilan AChE enziminin substratlarma olan ilgisini belirlemek
amaciyla her iki substrati i¢in en az bes farkli konsantrasyonda enzim aktivite degerleri
belirlendi. Elde edilen 1/V ve 1/S degerleri yardimiyla Lineweaver —Burk grafikleri
cizilerek Ky ve Vmax degerleri hesaplandi (Sekil 4.11-4.12). Asetilkoliniyodat substrati
icin Ky=0,11 MM ve Vs=0,082 EU/ml, DTNB substrat1 icin Ky=0,031 MM Ve Vax
=0,16 EU/ml olarak belirlendi. Yapilan calismalarda substrat olarak ATC kullanan
Colorado patates bocegi, Western corn rootworm ve Greenbug’dan saflastirilmis AChE
icin sirastyla km degerleri 14,9 uM, 24,2 uM, 19,7 uM, 57,6 uM ve Vpmax degerleri
177,7 umol/min/mg, 18,7 pmol/min/mg, 184,8 umol/min/mg, 78,0 umol/min/mg olarak

bulunmustur.

AChE inhibit6rlerinin 6nemi g6z Oniinde bulundurularak asetilkolinesteraz enzim
aktivitesi ilizerine farklt maddelerin inhibisyon etkileri incelenmistir. Caligmamizda tibbi
uygulamada yaygin olarak kullanilan antidepresan, antibiyotik, anestezik ilaglarin yani
sira gida maddelerinde koruma amagh kullanilan sentetik antioksidanlar ve o6zellikle
¢okca kullanilan organik ¢oziiciilerin insan eritrosit AChE enzimi iizerine in Vitro
sartlarda inhibisyon etkileri incelenmistir. Caligmamizda da insan eritrosit AChE enzimi

izerine inhibisyon etkisi gosteren ilaglar i¢in K; sabitlerinin ve inhibisyon tiplerinin



126

belirlenmesi isleminde Lineweaver-Burk grafikleri kullanildi (Segel 1975). Sonuglarin
hassas bulunabilmesi i¢in her inhibitérli calisma i¢in 3 farkli sabit inhibitor
konsantrasyonunda 1/V ve 1/[S] degerleri elde edilmistir. Grafik ¢iziminde Microsoft-

Excel programindan faydalanilmistir.

AChE enziminin aktivitesinin azalmast bazi durumlarda hayati tehlike doguran
sonuglara neden olabilir. Ozellikle hastalik riski olan insanlarda bu enzimlerin
aktivitelerindeki degisiklikler son derece onemlidir. Bu nedenle bu enzimlerin hangi
maddeler tarafindan inhibe edildiginin arastirilmasi olduk¢a 6nemlidir. Bu bilgiler goz
Oniine alinirsa bu tez kapsaminda yapilan g¢aligmalarin 6nemi anlasilmaktadir. Ama
bunun i¢in de ¢ok daha kapsamli inhibisyon ¢alismalarinin yapilmasi gerekmektedir Bu

tez kapsaminda elde edilen biitiin sonuglar Cizelge 4.35’te 6zetlenmistir.

Genel olarak ilag ve kimyasal maddelerin enzimler {izerindeki inhibisyon etkileri 1Csg
(enzimin aktivitesini %50 inhibe eden ila¢ konsantrasyonu) degeri olarak verilmektedir.
Kinetik calismalar sirasinda enzim aktivitelerini inhibe eden ilag ve maddelerin 1Cs
degerleri belirlendi. Buna gore Cizelge 4.10-4.11-4.12°de ve Sekil 4.21-4.22-4.23’te
goriildiigii gibi amikasin siilfat, sefuroksim ve tenoksikam antibiyotiklerin insan eritrosit
AChE enzimi Tlzerine aktivasyon etkisi gosterdigi belirlenirken, ¢alismamizda
kullanilan diger antibiyotik ilaglar diltizem HCIl ve vankomisin HCI’in insan eritrosit
AChE enzim aktivitesi {izerine net bir etkisi olmamistir. Bir proton pompasi inhibitorii
olan pantoprazol sodyum ise insan eritrosit AChE enzimi {izerinde yarigmali bir
inhibisyon gostererek enzim aktif bolgesine baglanma konusunda substratla
yarigsmaktadir. IC50 degeri ve K; sabiti Cizelge 4.13-4.14 ve Sekil 4.24-4.25’te
gorildigi gibi 1,97 mM ve 1,26+0,38 mM olarak belirlendi. Tarig ve ark. yaptigi
calismada ampicilin ve cephaleksin gibi yaygin kullanilan iki 6nemli antibiyotigin insan
eritrosit AChE enzimi tiizerine in vitro etkisini incelemislerdir. Sonuglar Micheales
Menten grafigi ile yorumlanmistir. Ampicilin kontrol grubu i¢in Ky ve Vipax degerleri
strastyla 23,83+0,13umol 87,60+5,55 umol iken, test grubu i¢in aKy Ve aVmax degerleri
hesaplanmistir. Bu degerler sirast ile 22,03£0,19umol, 74,82+10,56pumol olarak
yarismasiz inhibisyon olarak %55,18 ve 955,28 inhibisyona sebep oldugu



127

belirlenmistir. Cephaleksin i¢inde ayni sekilde kontrol grubu icin Ky ve Vpyax degerleri
strastyla 23,83umol+0,13pumol, 87,60+5,55umol iken, test grubu icin aKy ve aVimax
degerleri 12,06pmol+0,16, 48,20+8umol olarak hesaplanmistir. %52,71 ve %64,52

inhibisyona sebep olarak yarigsmasiz inhibe ettigi rapor edilmistir (Tariq et al. 2012).

Yine ¢alisgmamizda kullanilan sentetik antioksidanlar BHA ve BHT nin insan eritrosit
AChE enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosterdigi ve her ikisininde enzimi yarismali
olarak inhibe ettigi belirlendi. BHA ve BHT icin IC50 degerleri siras1 ile 32,85 ve 36,3
uM olarak ve K; sabitleri de 30,9+6,33uM ve 17,35+6,00 uM olarak belirlendi (Cizelge
4.25-4.26-4.27-4.28 ve Sekil 4.36-4.37-4.38-4.39).

Anestezik ilag etken maddeleri 2,6-dimetilfenol, 2,6-diizopropilfenol, 2,6-
ditertbutilfenol, gibi benzer gruplar iceren maddelerin inhibisyonunu kiyasladigimizda
Ki sabitlerine gore kiiciik ten biiyiige dogru 2,6-dimetilfenol>2,6-diizopropilfenol> 2,6-
ditertbutilfenol siralamasi goriiliir. Buna gore yapidaki metil gruplarinin sayisi arttik¢a
inhibisyonun azaldigi gozlendi ve bu durumun sterik engelden kaynaklanabilecegi
diisiiniildii. inhibisyon tipleri her 3 madde icinde yarigmalidir. Koksal vd (2014) yaptig
calismada propofol ve tiirevlerinin laktoperoksidaz enzim aktivitesi iizerine etkisini
incelemis ve bu maddelerin LPO enzimini inhibe ettigi belirlemis ve sonuglarimizla
benzer etkiler gosterdigini rapor etmislerdir. Yine anestezik maddeler siifinda olan
lidokain ve bupivakain(markain) i¢in kinetik sonuglarimizda diger maddelerin aksine
her ikisininde enzimi yarigmasiz olarak birbirine yakin degerde inhibe ettigi
gozlenmistir. Yani bu maddeler enzimde aktif bolge haricinde bir yere baglanarak
etkisini gostermistir. Bu anestezik maddeler i¢in IC50 degerleri sirasi ile; 5,94 uM, 6,96
uM, 36,3 uM, 260 uM, 5 uM olarak bulunurken, K; sabitleri ise; 3,93+2,42uM,
2,06+0,75uM, 18,9+10,2 uM, 14,3+4,6 uM, 13,4+3,6 uM olarak belirlendi (Cizelge
4.15-4.24 ve Sekil 4.26-4.35). Literatirde yapilan bir g¢aligmada insan eritrosit
asetilkolinesteraz enzimi lizerine lokal anestezik prokain, tetrakain ve lidokain ile
antidepresan imipraminin etkisi calisilmistir. Dort amfilik ilacin enzim aktivitesini
inhibe ettigi bulunmustur ve IC50 degerleri prokain i¢in 0,4 mM, tetrakain i¢in

0,05mM, lidokain i¢in 7,0 mM ve imipramin i¢in 0,7 mM olarak bulunmustur. Tiim
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maddeler i¢in enzim inhibisyonu doniisimlidir ve prokain ve tetrakain
asetilkolinesteraz aktivitesini yarigmali inhibe ederken, lidokain ve imipraminde karigik
tip inhibisyon gozlenmistir. 100 mM prokain, 30 mM, 100 mM imipramin ve 300 mM
lidokain stok konsantrasyonlarda kullanilmislardir (Spinedi et al. 1989).

Calistigimiz diger bir grup madde ise gerek endiistride gerekse laboratuarlarda ¢okca
kullanilan organik ¢oziiciiler etil alkol, DMSO ve aseton’dur. Bu maddelerin yine insan
eritrosit asetilkolinesteraz enzimini yarismali inhibe ettigi belirlendi. IC50 degerleri
224 M, 0,51 M, 0,51 M olarak, K; sabitleri ise 1,28+0,52M, 0,37+0,086M,
0,19£0,040M olarak bulundu (Cizelge 4.29-4.34 ve Sekil 4.40-4.45). Bu ¢oziiciilerin
insan eritrosit asetilkolinesteraz enzimi iizerine inhibisyon etkisini kiyaslarsak en ¢ok
inhibisyonu asetonun gsterdigi sonucuna variriz. Yapilan bir ¢alismada insan
eritrositleri integral membran proteini olan AChE in vitro olarak farkli
konsantrasyonlarda aromatik hidrokarbonlar, klorlanmis alifatik hidrokarbonlar ve
alkoller gibi ajanlarin  etkisine maruz birakilmiglardir. 37°C’de  aromatik
hidrokarbonlarin, alkoller ve alifatik hidrokarbonlardan ¢ok daha giicli AChE
inhibitorii oldugu belirlenmistir. 5 ile 15°C arasinda azalan sicakliklarda aromatik
hidrokarbonlarin etkisinin daha gii¢lii oldugu belirlenmistir. Ancak, genel olarak sicakta
inkiibasyonun azalmasi organik solventlerin AChE inhibisyonunu artirmistir. Bu durum
lipid ¢oziiniirliigli ve molekiiler yapidaki degisiklikle agiklanmistir. Bu durumda da
membrandaki AChE’de meydana gelen degisim membran akiskanligin1 ve dolayisiyla
membran stabilizasyonu etkileyen faktorlerden biri oldugunu diisiindiirmiistiir (Korpela
and Tahti 1986).

AChE aktivitesi tizerinde etkili periferal anyonik bdlgeli bir membran proteinidir.
Trisiklik antidepresanlar ve asetilkolin esteraz arasindaki baglanma caligmalari,
asetilkolinesteraz aktivitesine bu antidepresanlarin nasil etki ettigini anlamak igin
onemli bir ¢aligmadir. Glinlimiizde yaygin olarak kullanilan antidepresan ilaclardan
caligmamizda kullandigimiz essitalopram, risperidon, mirtazapin ve fluoksetin insan
eritrosit AChE enzim aktivitesi iizerinde yarismali inhibisyon etkisi gosterdiler. Bu

maddeler i¢in IC50 degerleri sirast ile 1,06 mM, 0,019 mM, 0,428 mM, 1,62 mM
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olarak, K; sabitleri ise 1,30+0,09 mM, 0,012+0,0018mM, 0,23+0,051mM ve 1,48+0,66
mM olarak belirlendi. Bilindigi gibi ICsq degeri kii¢iik olan inhibitoriin inhibisyon etkisi
daha yiiksektir. K sabiti kiigiik olan inhibitoriin enzime ilgisi biiylik oldugundan dolay1
enzimin Kkatalitik aktivitesi iizerine inhibisyon etkisinin biiyiikk olacagi bilinmektedir.
Buna gore bu maddeler icin IC50 degerlerine gore inhibisyon gii¢lerini biiyiikten
kiiglige dogru siralama yaparsak risperidon> mirtazapin> essitalopram> fluoksetin
siralamast vardir. Ki degerlerini goz oniine alirsak IC50 degerleri ile ilgili yapilan
siralama ile ayni oldugu goriildii (Cizelge 4.2-4.9 ve Sekil 4.13-4.20). Ayrica yine
antidepresan 0Ozellik gosteren trazodon HCl ve sodyum valproatin enzim iizerinde
onemli bir etkisi olmadigini belirledik. Nunes-Tavares et al. (2002) yaptig1 ¢aligmada
Elektrophorus electricus’un elektrik organindan saflastirillan AChE enzimi {izerine
amitriplin, imipramin ve nortriplin trisiklik antidepresan (TCA) ilaglarin etkisi kinetik
olarak incelenmistir, Yarigsmasiz bir mekanizma ile AChE aktivitesini inhibe ettigi tespit
edilmistir. Dimetilli amitriplin ve imipramin’in mono metilli nortriplin’den daha giiclii
inhibitor oldugu tespit edimistir. AChE enzimi periferal anyonik bolgesine(PAS) bu
katyonik antidepresanlarin ligand-baglanma 06zelliklerini gozlemlemek igin bis-
quaterner propidium ligandi kullanan floresans Ol¢limler yapmislardir ve bu ilaglarin
enzimde propidiumun yerini aldigmi goézlemlemislerdir. Sonuglar  trisiklik
antidepresanlarin enzimin katalitik aktif merkezine katilmadigini gostermistir. Bu
caligma trisiklik antidepresanlar i¢in baglanma bolgesinin periferal anyonik bolgede
lokalize oldugunu gdostermistir. Bu calismada sirasiyla amitriplin, imipramin ve
nortriplin i¢in antidepresan ilaglar i¢in IC50 degerleri; 0,1 mM, 0,15 mM, 0,2 mM ve Ki
sabitleri; 231uM, 210 uM, 370 pM olarak bulunmustur. Sonuglar amitriplin ve
imipraminin nortriplinden daha gii¢lii inhibitér oldugunu ortaya koymustur (Nunes-

Tavares et al. 2002).

Ucgiincii derecede amin siklik antidepresan ilaglar (imipramin, amitriplin, doxepin.
Trimipramine ve klomipramin) ve ikinci derecede trisiklik aminler (desipramine,
maproptiline, nortriplin, protriplin ve amoksapin) sinir uglarindaki bu maddelerin
iletimini ve alim zorlugunu igeren psikolojik inaktivasyonunu biiylik oranda bloke

ederek serotonin ve norepinefrin gibi biojenik aminlerin hareketini zorlastirmaktadir
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(Millard and Broomfield 1995). Bunun yani sira, bu ilaglarin kolinerjik nikotinik ve
muskarinik reseptorleri bloke eden antikolinerjik etkilere sahip oldugu bildirilmistir

(Synder and Yamamura 1977; Izaguirre et al. 1997).

Trisiklik antidepresanlarin  periferal muskarinik hareketleri (atropin gibi) 1yl
tanimlanmistir ve sikintiya, agiz kurulugu, kabizlik, bulanik goriis, idrar alikoyma gibi
istenmeyen etkilere sebep oldugu belirlenmistir (Sanganahalli et al. 2000). Trisiklik
antidepresanlar membran dinamikligine etki etmekte ve pozitif yiiklii aminlerin anyonik
bolgeye baglanmasini kolaylagtirmaktadir (Cainacross 1965). Bazi antidepresan
ilaglarin antikolinesteratik 6zelliklerinin biiyiik tibbi uygulamalara sahip oldugu kabul
edilmistir (Synder and Yamamura 1977). Asetilkolinesterazin farmokolojik inhibitorleri
asetilkolinin nérotransmisyonunu bozan Alzheimer, mysthenia Gravis ve Parkinson gibi
hastaliklar1 kontrol etmede Onemlidir. AChE inhibisyonu asetilkolinin sinaptik
konsantrasyonunu arttirmakta ve reseptdrde daha uzun siire ve daha yiiksek oranda

kalmasina izin vermektedir (Jann 1998; Giacobini 2000; Soreq and Seidman 2001).

Krulik et al. (1991) in vitro ve in vivo sistemleri kullanarak membranlarin arasina
trisiklik antidepresan ilaglarinin béliinmesi ve baglanmasini ¢alismiglardir ve bunlarin
membranlarin dinamik ve psikokimyasal 6zelliklerinin degisebildigini gormiislerdir.
Pek c¢ok ilag, oOzellikle trisiklik antidepresanlar, kolinerjik norotransmisyon ve
monoaminerjigi etkileyebilecegi ve bu kolinerjik blokajin bir belirtisi olarak
yorumlanmistir (Newton 1974). Imipramin ve amitriplinin muskarinik, histaminic ve o-
l-adrenajik reseptorler i¢in daha yiiksek afiniteye sahipken, N-monometillenmis
sekonder amin tiirevleri, desipramin ve nortriplin tiim bu bolgelere neredeyse 10-100
kat daha diisiik afiniteye sahip oldugu goézlenmigtir (Cusack et al. 1994). Dimetilli
trisiklik antidepresanlarin monometilli formlara gore daha gii¢lii antikolinerjikler
oldugu belirtilmistir. Bu ylizden, amitriplinin nortriplinden daha giiclii oldugunu ve
imipraminin hem kobay beyni hemde ileumunda muskarinik reseptorlere baglanmasinin
desipraminden daha yiiksek afiniteye sahip oldugunu gézlemlemislerdir (Izaguirre et al.
1997). Imipraminle kronik tedavide ratlarin striatum ve hippocampusunde membrana

bagli AChE aktivitesinde degisikliklere neden olmustur (Camarini and Benedito 1997).



131

Imipramin, amitriplinden kimyasal olarak digerinde bulunmayan sadece exosiklik bir
cift bagin varligiyla ayrilir. Exosiklik ¢ift bag amitriplinin onu biraz daha rijit yapan yan

zincirlerinin serbest rotasyonunu 6nledigi belirtilmistir (Synder and Yamamura 1977).

Son zamanlarda, amitriplin, imipramin ve nortriplin gibi baz1 antidepresanlarla yapilan
molekiiler mekanik, molekiiler dinamik ve NMR spektroskopisi ¢aligmasi sonuglari bu
trisiklik antidepresanlarin yan zincirin, akrep benzeri sekilde fenil halkasinin bir taneden
fazlasin1 bagladigi konformasyonlari tercih ettigini gostermistir (Marone et al. 1999).
AChE aktif bolgesinin konformasyonu, enzime substratin baglanmasinda ilk role sahip
oldugunu gosteren periferal anyonik bolgenin isgalinden etkilendigini gostermistir
(Szeglets et al. 1999). Periferal bolgede ajanlarin varligi aktif merkeze (yiiksiiz
substratlar degil) yiiklii substratlarin girisini bloke eder (Massoulie et al. 1992). Radi vd
(1993) trisiklik bilesikler acridin, kloropromazin, fenotiyazin, promethazin, takrin ve
ethopropazine gibi ligandlar tarafindan asetilkolinesteraz ve butirilkolinesterazin
inhibisyonunu arastirmislardir. Tk zamanlarda, Hasson-Voloch and Liepin (1963) curar
ve curar benzeri kuaterner amonyum tiirevi ajanlar tarafindan E.electricus

asetilkolinesterazin doniisiimlii inhibisyonunu tanimlamislardir.

Son zamanlarda Saxena et al. (1998) mekanizmanin organofosfat, karbamat ve
propidium gibi diger ligandlar tarafindan AChE’nin inhibisyonuyla ilgili oldugu, bir ya
da daha fazla baglanma igerdigini one siirmiislerdir, bu baglanmalar: aktif bdlge serin
kovalent baglanma, aktif bolge ¢ukurunda amino asit rezidiisiiyle hidrofobik etkilesim,
W86(84) ile yada 337(330) pozisyonunda aromatik amino asit rezidisiiyle katyon-nt

yada - m baglanmasi; PAS’da rezidiilerle katyon-n baglanmasidir.

Yapilan ¢alismada trisiklik antidepresanlar tarafindan AChE’nin yraismasiz inhibisyon
gbzlenmesine dayanarak, bu ilaglarin PAS’da aromatik amino asit rezidiileri ve onlarin
halkalar1 arasindaki m-m baglarinin  bigimlenmesini igerebildigi  Onerilmistir.
Dimetillenmis trisiklik antidepresanlar amitriplin ve imipraminin, monometilli
nontriplinden daha giiclii inhibitérii olmasinin sebebinin {igiinciil aminlerin ikincil

aminlere gore pKa degerlerinin daha yiiksek olmasindan kaynaklandig: diistiniilmiistiir.
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Ayrica, PAS’a baglanmasma yardim eden katyonik formlari pH 8.0’de baskindir.
Agilasyon bolgesinde substrat hidrolizini inhibe ederek, pekg¢ok ligand yalnizca periferal
bolgeye baglanir, fakat bu inhibisyonun mekanistik yorumu acik degildir (Nunes-
Tavares et al. 2002). Taylor and Lappi (1975) propidiumun periferal bolgeye
baglandigini, substrat katalizini diizenledigini ve asetilkolinesteraz alt biriminin her
biriminde tek bir baglanma bolgesine sahip oldugunu gostermislerdir (Newton 1974,
Szeglets et al. 1998).

Amitriplin,  fluoksetin, setralin diinya c¢apinda klinik olarak kullanilan
antidepresanlardir. Onlarin miizmin yan etkilerinin yani sira, amitriplin kardiyovaskiiler
bozukluklar, hafizanin bozulmasi, sayiklama ve davranigsal toksisite iceren
antikolinerjik yan etkiler ile karakterizedir. Bu yan etkilerinin sebebi ise AChE ve
BChE aktivitelerinin inhibisyonudur. Serebral korteks ve eritrosit membraninda
AChE’nin yiliksek konsantrasyonlarda imipramin, desipramin ve amitriplin tarafindan
inhibe edildigi rapor edilmistir (Barcellos et al. 1998, Miller et al. 2002). Ayrica insan
serum BChE i¢in amitriplinin kismi yarismali inhibitérii oldugu da bulunmustur
(Cokugras ve Tezcan 1997). Amitriplin ile uzun donem tedavi klinik seviyelere bir
dereceye kadar yakin kazanilmis AChE ve BChE eksikligine sebep olmustur. Sayet bu
hastalar acil olarak operasyona alinmak zorunda kalirsa, miimkiin stiksinilkolin apnesi

diistiniilmek zorunda kalinmalidir.

Kato et al. yaptigi ¢alismada (2000) insan plazma kolinesterazi (BChE) ve eritrosit
asetilkolinesterazinin depolarize edilmemis néromuskular bloke edici ajanlar tarafindan
inhibisyonunu incelemislerdir. Alcuronium, Atracurium, d-tubocurarin, pancuronium,
pipecuronium ve vecuronium 35 hastadan alinan kandan ¢alisilmistir. Her iki enzimin 6
ajan tarafindan inhibisyonu karisik tip olarak bulunmustur. Plazma kolinesterazi igin
pancuronium (8,72.10% M) ve vecuronium (3,53.10'M) neostigminden(7,56.10"M)
daha giiclii inhibitor etkisi gosterirken, eritrosit AChE i¢in 6 maddede neostigminden
(6,31.10°M) daha zayiftir. Plazma kolinesterazi i¢in pancuronium, vecuronium,
pipecuronium, alcuronium, d-tubocurarin, ve atracurium igin sirasiyla Ki sabitleri
8,72.10° M, 3,53.10'M, 3,34.10°M, 9,47.10°M, 2,66.10°M, 3,08.10°M olarak
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bulunmustur. Aymi sekilde eritrosit AChE iginde Ki sabitleri sirasiyla 7,41.10°M,
2,30.10°M, 5,88.10°M, 3,25.10°M, 8,19.10°M, 7,81.10°M olarak bulunmustur.
Noromuskular bloke edici ajanlar tarafindan AChE aktivitesinin inhibisyonu
noromuskular kavsakta mevcut asetilkolin miktarin1 artiracak, bu asetilkolin
reseptoriiniin aktivasyonu ile sonuglanacaktir ve bu yiizden bu ajanlar néromuskular
aktivitelerine kismen kars1 gelmis olurlar. Diger bir deyisle, 6rnegin plazma kolinesteraz
aktivitesindeki azalma bu enzim tarafindan hidrolizlenen siiksinilkolin, prokain gibi
ilaglarin metabolizmasin1 bozacagr yorumu yapilmistir. Ayrica aym calismada
asetiltiyokolin substrat1 i¢in BChE ve AChE i¢in Ky degerleri 5,00.10°M ve 5,28.10°
°M olarak belirlenmistir ve substrata her iki enzimin benzer ilgi gosterdigi sonucuna

varilmistir (Kato et al. 2000).

Literatlirde insan eritrosit AChE enzimi tlizerine bir fenilkarbamat olan fizostigmin
tiirevi phenserin’in inhibisyon etkisi ¢alisilmistir. Dixon ve Lineweaver-Burk grafikleri
ile bu madde i¢in IC50 degeri ve Ki sabiti 0,0453 uM ve 0,048 puM olarak
belirlenmistir. Iinhibisyon tipi yarismasiz inhibisyon olarak bulunmustur. Ayn1 zamanda
km ve Vmax degerleride 0,124 mM ve 0,980 umol/min/mg protein olarak belirlenmistir
(Al-Jafari et al. 1998).

Mushtag et al. (2006) yaptig1 c¢alismada krait (Bungarus sindanus) zehirinde
asetilkolinesteraz, insan serumunda da butirilkolinesteraz aktivitesinin takrin tarafindan
inhibisyonunu incelemislerdir. Yapilan calismada yilan zehirinin asetilkolinesterazca
zenginken, insan serumunun yiiksek miktarda butirilkolinesteraz aktivitesine sahip
oldugu bulunmustur (Mushtaq et al. 2006). Takrin, hem yilan zehiri AChE’yi hemde
serum BChE’yi inhibe etmistir. AChE ve BChE ‘nin takrin tarafindan inhibisyon tipi
benzerdir ve lineer karigik tip inhibisyon olarak bulunmustur (Ahmed et al. 2006).
Alhomida ve arkadaglari insan retinasi (2000) , Al-Jafari deve retinas1 (1996), Al-Jafari
et al. sigir retinast (1998) gibi farkli kaynaklardan elde edilen kolinesterazlarin bir
inhibitorii olarak kullanilan takrinin inhibisyon tipini karisik tip olarak bulmuslardir.
Yilan zehiri, insan retinasi, deve retinasi ve sigir retinasi asetilkolinesterazi ve insan

serum butirilkolinesterazi igin IC50 degerleri sirasiyla 31nM, 44,6 nM, 230 nM, 8,07
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nM ve 25,6 nM olarak bulunmustur. Ayn1 kaynaklar i¢in K; sabitleri ise sirastyla 13 nM,
37,76 nM, 68 nM, 4,5 nM ve 12 nM olarak bulunmustur. Yine ayni ¢aligmada yilan
zehiri AChE ve insan serum BChE’1 i¢in km degerleri sirasiyla Lineweaver-Burk
grafigi kullanilarak 0,0537mM ve 0,0299 mM olarak bulunmustur. Insan serum ve yilan
zehir kolinesterazlar1 karsilastirildiginda, insan serum butirilkolinesterazinin yilan zehir
asetilkolinesterazindan takrine daha hassas oldugu bulunmustur (Ahmed et al. 2006).
Insan, deve ve s1gir retinalari i¢in km degerleri sirasiyla 0,120 mM, 0,064 mM, ve 0,061

mM olarak bulunmustur.

Boceklerde yapilan inhibitér calismalarinda ise farkli inhibitorlerin IC50 degerleri
bulunmustur. Bu inhibitorlerin 6zellikleri BChE’dan, AChE’yi ayirt etmenin bir yolu
olarak kullanilmistir (Chatonnet and Lockridge 1989). Oriental meyve sineginden
ATC’y1 BTC’den daha yiiksek bir hidrolizleme etkisine sahip gercek kolinesteraz
AChE saflastirilmistir AChE eserine ve BW284C51°e yiiksek inhibisyon hassasiyeti
gosterirken, Ethopropazine ¢ok daha az hassastir. Saflastirilmis AChE, hem AChE
hemde BChE i¢in genel bir inhibitorii olan eserine tarafindan ve nispeten AChE icin
spesifik bir inhibitér olan BW284C51 inhibisyonu yiiksek hassasiyetlidir fakat nispeten
BChE i¢in spesifik bir inhibitor olan ethopropazine tarafindan inhibisyonu ¢ok daha az
hassasiyetlidir. Hem eserin hem de BW284C51; 10uM konsantrasyonda enzim
aktivitesini sirastyla %99 ve %97 inhibe etmistir. Ancak ayni konsantrasyonda
ethopropazine tarafindan enzim aktivitesinin %53’l inhibe olmustur. %50 inhibitor
konsantrasyonu (IC50+SD), eserin i¢in (2,80+0,57)x10°M, BW284C51 icin
(8,59+1,67)x10® M, Ethopropazine i¢in (1,17+0,65)x10> M olarak bulunmustur. Ayrica
Colorado patates bocegi, Lesser grain borer, Western corn rootworm ve Greenbug’dan
saflastirilmis AChE igin sirasiyla IC50, eserin i¢in 2,3X10'8 M, 0,9X10'9M, 2,6X10'8 M
ve 4,8x10”7 M olarak, BW284C51 igin sirasiyla 5,4x10° M, 8x10® M, 1,9x10°M ve
1,5x10" M olarak, ethopropazine icin 8,7x10° M, 1,1x10°M, 1,1x10"°M ve 1,0x10™*M
olarak bulunmustur (Hs1ao et al. 2004).

Ayrica Galleria mellonella {izerinde yapilan inhibisyon ¢alismalarinda 6 monoterpen

calisilmigtir ve bunlarin tiimiiniin AChE’yi doniistimlii inhibe ettigi tespit edilmistir.5
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bitki savunma monoterpeni ve alarm pheromone,2-heptanon yarismali inhibitordiir.
Dixon grafigine gore Ki sabitleri cineole i¢in 2,2x10 uM, pulegone ic¢in 3,2X10 uM ,
linalool i¢in 2,4x10%uM , citral i¢in 3,3%102 uM, (-)bornyl acetat i¢in 5,1 x102uM ve
2-heptanon i¢in 1,34x10uM olarak bulunmustur (Keane and Ryan 1999).

Avrupa Atlantik kiyilarinda yaygin bulunan deniz kabuklusu Tigriopus brevicornis
AChE calismasinda, organofosforlar; paraoxon etil, iS0-OMPA,
(tetraizopropilpirofosfoamid) (insan serum BChE spesifik inhibitorii) bocek oldiirtici;
diklorvos, malation ve karbamatlar; eserin, karbofuran gibi inhibitdrlere karst AChE
hassasiyeti incelenmistir. Stok ¢ozeltiler etanolde hazirlanmistir. Elde edilen sonuglar,
Copepod Tigriopus brevicornis i¢in Ki degerleri sirasiyla 2,7><10'6 M, 2,5><10'6 M,
6,1x10" M, 2,3x10° M, 1x10* M ve 2,8x10° M olarak bulunmustur (Forget and
Bocquene 1999). Ayrica elektrik eel, bocek ve nematode AChE’de paraoxon maddesi
icin Ki degerleri sirasiyla 2,9><10'6 M, 1,4x107M, 2,7x107 M, diklorvos i¢in 103
M’dan kii¢iik, 5%10° M, 3,6x10™ M, ve karbofuran i¢in 2,9x10° M, 5,8x107 M ve
6,3%10™° M olarak bulunmustur (Talesa et al. 1993).

Organofosfat bilesikler ve oksimler gibi pestisitler insan sagliginda oOnemli bir
problemdir ve abunlar kolinesteraz inhibitorlerinin spesifik gruplarindandir. Sinir
ajanlarida  bunlar arasindadir ve en toksik maddelerdendir. Bu maddeler
asetilkolinesterazin aktif bolgesine kovalent olarak baglanarak merkezi ve periferal
sinapsta ndrotransmitter asetilkolinin hidrolizlenmesini inhibe etmektedirler. Bu yiizden
diger canlilarda ve bunun yanisira insan eritrositinde de galisgilmistir. Costa et al.
yaptig1 c¢alismada (2011) Kloroprifos, diazinon ve malathion gibi organofosfat
maddelerinin insan eritrosit AChE ve plazma BChE iizerine inhibisyon etkisi
calisilmistir ve sonucta IC50 degerleri tespit edilmistir AChE igin sirasiyla 8,06 uM,
20,72 uM,73 uM olrak bulunurken, BChE i¢in 1,15 pM,1,20 uM, 1,80 uM olarak
bulunmustur. Yine ayn1 ¢aligmada antioksidan 6zellik gosteren iki yeni oksim (oksim1-
butan2,3-dionethiyosemikarbazon, oksim2-3-fenilhidrazon butan 2-one), pralidoksim ve
obidoksim denenmis ve asetilkolinesteraz reaktivatorii olduklari belirlenmistir (Costa et

al. 2011).
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Sonug olarak bu tez kapsaminda asagidaki bulgular elde edilmistir;

1. Insan eritrosit AChE enzimi Sepharose 4B-L-Tirozin-Takrin afinite kromatografisi
yontemiyle 658 kat, %23,5 verimle saflastirildi.

2. Enzimin stabil oldugu pH= 8,0, optimum iyonik siddet 0,3 M Fosfat tamponu,
optimum pH= 7,6, optimum sicaklik 50°C olarak belirlendi.

3. pH=7,6’da Ky degerleri AChl i¢in 0,11 mM, DTNB i¢in 0,031 mM, Vnax degerleri
sirastyla 0,082 ve 0,16 EU/ml olarak belirlendi.

4. Enzim aktivitesi iizerine antideprasan (essitalopram okzalat, mirtazapin, risperidon,
sodyum valproat, trazodon HCI, fluoksetin), antibiyotik ( tenoksikam, vankomisin HCI,
amikasin siilfat, diltiazem HCI, sefuroksim, pantaprazol sodyum), anestezik(2,6-
diizopropilfenol,2,6-dimetilfenol, 2,6-ditertbutilfenol, lidokain, bupivakain), sentetik
antioksidanlar (BHA, BHT) ve organik ¢oziiciiler (etanol, aseton, dimetilsiilfoksit) gibi
maddelerin in vitro inhibisyon etkileri arastirildi. Bu amagla ICsy degerleri, K; sabitleri
ve inhibisyon tipleri belirlendi. Bu maddelerden inhibisyon etkisi gosteren essitalopram
okzalat, risperidon, mirtazapin, fluoksetin, pantoprazol, 2,6-diizopropilfenol, 2,6-
dimetilfenol, 2,6-ditertbutilfenol, lidokain, bupivakain, BHA, BHT, etanol, aseton,
dimetilsiilfoksit i¢in IC50 degerleri sirastyla 1,06 mM, 0,019 mM, 0,428 mM, 1,62 mM,
1,97 mM, 5,94 uM, 6,96 uM, 36,3 uM, 260 uM, 5 uM, 32,85 uM, 36,3 uM, 2,24 M,
0,51 M, 0,51 M olarak bulundu. Ayn1 maddeler igin sirasiyla (KigStandart sapma)
sabiti 1,30+0,09 mM, 0,012+0,0018mM, 0,23+0,051mM ve 1,48+0,66 mM, 1,26+0,38
mM, 3,93+2,42uM, 2,06+0,75uM, 18,9+10,2 uM, 14,3+4,6 uM, 13,4+3,6 uM
30,9+6,33uM, 17,35+6,00uM, 1,28+0,52M, 0,19+0,040M, 0,37+0,086M olarak
bulundu. Inhibisyon tipi lidokain ve bupivakain anestezikleri igin yarigmasiz olarak

bulunurken, diger maddeler i¢in yarigmali inhibisyon olarak tespit edildi.
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