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OZET

Yiksek Lisans Tezi

ASETILKOLINESTERAZ VE BUTIRILKOLINESTERAZ ENZIMLERI
UZERINE BAZI SULFANILAMID TUREVI MOLEKULLERININ
INHIBiISYON ETKIiLERININ INCELENMESI

Sibel AKTAY
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Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Biyokimya Bilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

Bu tez kapsaminda Asetilkolinesteraz (AChE; E.C.3.1.1.7) ve Biitirilkolinesteraz
(BChE; E.C.3.1.1.8) enzimi iizerine Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilan takrin
ilacina alternatif olarak sulfanilamid tiirevlerinin, enzim aktiviteleri tzerine Kinetik
parametrelerin belirlemesi hedeflenmistir. AChE ve BChE enzimlerinin aktiviteleri
tizerine Sulfadiazine, Sulfamerazine, Sulfamethazine, Sulfacetamide ve Sulfisoxazole
gibi aromatik maddelerin inhibisyon etkileri incelendi. AChE ig¢in In vitro inhibisyon
etkisi gosteren maddeler Sulfadiazine, Sulfamerazine, Sulfamethazine, Sulfacetamide ve
Sulfisoxazole i¢in ICsq degerleri sirasiyla 0,300 mM, 0,363 mM, 0,353 mM,0,507 mM,
0,0049mM olarak bulundu. Ayni maddeler i¢in sirasiyla standart sapma ve ortalama K;
sabiti  118+0,024mM,  0,717+0,193mM,  0,302+0,116mM,  0,343£0,055mM,
0,0049+0,00012mM olarak hesaplandi. Inhibisyon tipleri Sulfadiazine, Sulfamerazine,
Sulfamethazine, Sulfacetamide maddelerinde yarigmasiz inhibisyon etkisi gosterirken,
Sulfisoxazole maddesi yarigmali inhibisyon gosterdi. BChE igin In vitro inhibisyon
etkisi gosteren maddeler Sulfadiazine, Sulfamerazine, Sulfamethazine, Sulfacetamide ve
Sulfisoxazole i¢in ICsp degerleri sirastyla 3,397 mM, 3,364 mM, 5,414 mM, 2,717 mM,
2,235mM olarak bulundu. Ayni maddeler i¢in sirasiyla standart sapma ve ortalama K;
sabiti ise 0,815 £ 0,098mM, 3,104 + 0,736mM, 2,763+ 0,055mM, 0,923 + 0,191mM,
0,582 + 0,143mM olarak hesaplandi. inhibisyon tipleri Sulfadiazine, Sulfacetamide ve
Sulfisoxazole maddelerinde yarismali inhibisyon gosterirken, Sulfamerazine ve
Sulfamethazine maddelerinde ise yarismasiz inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edildi.

2017, 83 sayfa
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ABSTRACT
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INVESTIGATION OF INHIBITION EFFECTS OF SOME SULFANILAMID
EDERIVATES ON ACETYLCHOLINESTERASE AND
BUTYRYLCHOLINESTERASE ENZYME
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In this thesis, it is aimed to determine the effects of Kinetic parameters on enzyme
activities of some derivaties of sulfanilamides as an alternative to the takrin drug used in
the treatment of Alzheimer's disease on acetylcholinesterase (AChE; E.C.3.1.1.7) and
butyrylcholinesterase (BChE; E.C.3.1.1.8) activities and butyrylcholinesterase
enzyme.The inhibitory effects of some aromatic compounds such as Sulfadiazine,
Sulfamerazine, Sulfamethazine, Sulfacetamide and Sulfisoxazole on
acetylcholinesterase and Butyrylcholinesterase enzyme activities were investigated. 1Cso
values for Sulfadiazine, Sulfamerazine, Sulfamethazine, Sulfacetamide and
Sulfisoxazole that show in vitro inhibition effect for AChE were determined as 0,300
mM, 0,363 mM, 0,353 mM, 0,507 mM and 0,0049 mM respectively. Respectively,
standard deviations and mean K; constants for the same samples were calculated as
118+0,024 mM, 0,717£0,193 mM, 0,302+0,116 mM, 0,343+0,055 mM,
0,0049+0,00012 m. ICsy values for Sulfadiazine, Sulfamerazine, Sulfamethazine,
Sulfacetamide and Sulfisoxazole that show in vitro inhibition effect for BChE were
determined as 3,397 mM, 3,364 mM, 5,414 mM, 2,717 mM, 2,235 mM respectively.
Standard deviations and mean K; constants for the same samples were recorded as
0,815+0,098 mM, 3,104+0,736 mM, 2,763+0,055 mM, 0,923+0,191 mM, 0,582+0,143
mM respectively. While the inhibition types showed competitive inhibition in
Sulfadiazine, Sulfacetamide and Sulfisoxazole, Sulfamerazine and Sulfamethazine
showed noncompetitive inhibition effect.

2017, 83 pages
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1. GIRIS

18. yiizy1l sonlarinda tiikiiriik ve baz1 bitki 6ziitlerinin nigastay1 sekere doniistiirdiikleri,
etin mide salgilar1 tarafindan sindirildigi bilinmesine ragmen (Réaumur 1752) bunun

hangi mekanizmayla gergeklestigi bilinmemekteydi (Williams 2007).

Fermentasyon, yani maya tarafindan sekerin alkole doniismesini 19. yiizyilda, Louis
Pasteur, tarafindan arastirilirken, maya hiicrelerindeki fermantasyonun bir gii¢
tarafindan meydana geldigi sonucuna ulagmistir. "Ferment" olarak adlandirilan bu
etmenlerin sadece canlilarda islev gordiigii diistiniilmiistiir. 1878'de Alman fizyolog
Wilhelm Kiihne, Yunanca’da ‘maya i¢inde’ anlamima gelen "wikt: enzim" terimini
kullanmistir. Sonraki yillarda enzim kelimesini canli olmayan bilesikler (6rnegin
pepsin) i¢in kullanilmaya baslanmis, canlilar tarafindan meydana getirilen kimyasal

aktiviteler i¢in de "ferment" kelimesi kullanilmaya baglanmistir (Dubos 1995).

Biyokimyasal aragtirmalarin biiylik cogunlugunu enzim calismalar1 olusturmaktadir. Bu
alandaki en biiyiikk gelismelerden biri 1926 yilinda J.B.Summer’iniireaz enzimini
“JackBean” bitkisinden elde edip kristallendirmesi ve protein yapisinda oldugunu
kesfetmesidir. Giliniimiizde 2000 kadar enzim tanimlanmis, bir¢ogu saflastirilmis,
karakterize edilmis ve 200°den fazla enzim de kristallendirilmistir (Keha ve Kiifrevioglu

2005).

Her canlinin, hayatini devam ettirmesi i¢in disaridan aldigi besinleri kendi yapisina
uygun biyolojik molekiillere secici ve etkili bir sekilde doniistiirmesi gerekmektedir.
Canli organizmalarda, bu doniisiimiin meydana geldigi kimyasal reaksiyonlar
hizlandiran ve yan iriin olusmaksizin %100'liik verim saglayan biyolojik katalizorlere
enzim denir. Enzimler, proteinlerin en biiyiikk ve 6zellesmis seklidir. Katalitik aktivite
gosteren kiiglik bir RNA grubu disinda, biitiin enzimler protein yapisindadir (Nelson

and Cox 2004).



Enzimler olaganiistii katalitik aktiviteye sahip molekiillerdir. Ornegin bir dakikada 36
milyon molekiilii degisiklige ugratmaktadirlar. Asetilkolinesteraz enzimi ise dakikada
1.500.000 molekiilii etkilemektedir. Enzimler, substratlar1 karsisinda oldukga spesifik
davranmakta ve karsisindaki molekiiliin sadece belli bir bolgesini etkiler, bu etkilenen
yerden bir veya birden fazla atomu ya da fonksiyonel grubu almaktadir. Enzimler,
bugiin hiicreden ¢ikmig ve artik cesitli bakimlardan giinliik ve ekonomik hayata
girmistir. Ekmek, bira ve peynir {iretimi gibi ekonomik sahalarda, temizlik alanlar1 gibi
giinliik yasamda ve saglik alani olan tipta teshis ve tedavide enzimler biiylik rol
oynamaktadir. Bugiin enzimlerin kimya endiistrisinde, gida prosesinde, ziraatte pek ¢cok
kullanim alani bulunmaktadir. Enzimler, canli hiicreler tarafindan biyolojik kosularda
sentez edilmektedirler. Fakat aktivite gostermeleri i¢cin hiicre i¢inde bulunmalar
gerekmez. Enzim proteininde bulunan amino asitlerin 6zel dizilisi, enzimin belirli bir
konformasyon ve kuartner yapry1 kazanmasinda en onemli rolii oynamaktadir. Enzimler
sadece enzimin biyolojik aktivitesi i¢in degil bunun yani sira metabolik olaylarin

kontroliinii saglamak i¢in de gereklidir (Goziikara 2001).

Enzim aktiviteleri kan plazmasinda, eritrositlerde veya doku oOrneklerinde belli
hastaliklarin  tamisinda kullanilmaktadir. Bazi hastaliklara, 06zellikle kalitimsal
bozukluklara, bir ya da daha fazla enzim eksikligi veya tamamen yoklugu sebep
olabildigi gibi, enzimin asir1 aktivitesi neden olabilir. Bir¢ok ilag, biyolojik etkilerini
enzimlerle etkileserek ortaya ¢ikarir. Enzimler sadece tipta degil ayn1 zamanda kimya

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

Enzimlerle katalize edilen, tepkimeye katilan kimyasal molekiillere “substrat” adi
verilir. Enzimler son derece spesifiktirler ve sadece bir substrata veya ayn1 fonksiyonlu
gruba sahip olan substrat serisine kars1 etkinlik gostermektedirler. Hatta ayn1 maddenin
izomerlerinden sadece birisiyle etkilesen ¢ok spesifik enzimler de bulunmaktadir
(Tiztin 1997). Enzim molekiillerinde aktif bolge denilen 6zel bir alan bulunmaktadir.
Bu alan substratla ii¢ boyutlu bir yiizey olusturabilen aminoasit yan zincirlerine sahiptir.

Aktif bolge substrat1 baglayarak enzim-substrat (ES) kompleksi meydana getirir.



Daha sonra enzim-substrat kompleksi, enzim ve iriine dondstirilir (Champe and
Harvey 2007). Her enzim molekiilii saniyede 100 ile 1000 substrat molekiiliinii liriine
cevirme yetenegine sahiptir. Birim zamanda bir mol enzim tarafindan {iriine
doniistiiriilen substratin molekiil sayist “turnover sayisi” olarak adlandirilmaktadir
(Champe and Harvey 2007). Katalaz enzimi 40.000.000 s-! ile en yiiksek turnover sayist
olan enzim iken, karbonik anhidraz enzimi 10.000.000 s-! ile en yiiksek ikinci turnover
sayisina sahip enzimdir (Biilbiil, 2003; Soyiit, 2006). Enzimler bir veya birden fazla
substrat1 etkilerken aktivite gosterebilmek i¢in bazi hallerde “kofaktér” adi verilen
gruplara ihtiyag¢ duyarlar. Kofaktor bir metal iyonu olabildigi gibi “koenzim” adi verilen
komplex bir organik bilesikte olabilir. Kofaktore sahip enzimlere “holoenzim”
denilmektedir. Kofaktorler enzimlere ligand baglariyla farkli kuvvetlerde tutunmus olup
diyaliz yoluyla enzimlerden uzaklastirilabilirler. Kofaktorii kendinden uzaklagmis enzim
aktivitesini kaybeder. Enzimin proteinden olusan kismina “apoenzim” denilmektedir

(Goziikara 1997).
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Sekil 1.1. Substrat molekiiliinii baglayan aktif bolgeye sahip bir enzimin sematik olarak
gosterilmesi

Bir reaksiyonun gergeklesebilmesi i¢in reaksiyona giren maddelerin gerekli enerji
engelini (aktivasyon enerjisi) asacak enerjiye sahip olmalar1 gerekir. Aktivasyon enerjisi
diisiikse reaksiyon ¢ok hizli yiiriir. Bilindigi gibi katalizorler aktivasyon enerjisini
diisiirerek reaksiyonlar1 ¢ok hizlandirirlar. Enzimler de dahil biitiin katalizorler
reaksiyona maddelerle bir gecis hali olusturup serbest enerji degisimini azaltarak
etkilerler. Aktivasyon enerjisinin yarisina diisiiriilmesi bile reaksiyon hizin1 ¢ok arttirir.
Ornegin; hidrojen peroksitin katalizorsiiz parcalanmasi icin aktivasyon enerjisi 76

kj/mol iken katalaz enzimi bu enerjiyi 30 kj/mol seviyesine diisiirtir.



Bir enzimatik reaksiyonun hizim etkileyen faktorler

Bir enzimatik reaksiyonun hizini birden fazla etkileyen faktorler vardir ve bazilar

sunlardir:

1- Enzim konsantrasyonu,

2- Substrat konsantrasyonu,

3- pH,

4- Is1 veya sicaklik,

5- Zaman,

6- Isik ve diger fiziksel faktorler,

7- Iyonlarin dogas1 ve konsantrasyonu,

8- Hormonlar ve diger biyokimyasal faktorler,

9- Reaksiyon iiriinleri.

Enzim kinetigi i¢in 1913 yilinda Lenor Michaelis ve Maude Menten tarafindan
gelistirilen model Michaelis-Menten modeli olarak bilinir ve bugiin hala bir¢cok acidan
tatmin edici sonuglar vermektedir (Telefoncu 2007). Enzimlerin kinetik 6zellikleri
Michaelis-Menten esitliginde yer alan degerlerle ifade edilir. Bazi aragtirmacilar 1902
yilinda Enzim-Substrat ile Enzim-Substrat kompleksi arasinda bir dengenin oldugunu
ileri siirmiiglerdir. Daha sonra Michalies-Menten bu tanimi daha fazla genisleterek
bugiin kendi adlariyla anilan sabite ve esitlige ulasmiglardir (Boyer 1970; Colowick and
Kaplan 1987). Bu denklemdeki Ky sabiti enzimin subsrata ilgisini ifade ederken, Vmax
enzimin katalitik aktivitesini gosterir. Enzim aktivitesi "Enzim Unitesi" ile ifade edilir.
"Enzim Unitesi", 25°C'de ve optimal sartlarda 1 pmol subsrati bir dakikada iiriine
doniistiiren enzim miktart seklinde tanimlanir. Birim zamanin saniye oldugu uluslararasi
Ol¢ii birimine gore, saniyede 1 mol madde doniisiimiine sebep olan enzime 1 katal
enzim denir. "Spesifik aktivite" 1 mg protein basmma enzim iinitesi olarak
tanimlanmaktadir. Spesifik aktivite enzim safliginin bir Olgiisiidiir ve saflastirma
basamaklarinda maksimum ve sabit bir degere ulagsmasi ile enzimin saf hale geldigi

anlasilir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).



V=Vmax[S]/Km+[S]

Inhibisyon, déniisiimsiiz ya da doniisiimlii olmak iizere iki sekilde incelenir.
Doniisiimsiiz inhibisyonda inhibitér enzime ya kovalent baglanir ya da zor ayrilabilen

bir kompleks meydana gelir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Doniistimlii inhibisyonda enzim-inhibitor etkilesmeleri bir denge reaksiyonudur. Bu
inhibisyon yarigmali, yarismasiz veya yar1 yarismali olabilir. Yarigmali inhibisyonda
inhibitor ile substrat enzimin ayni aktif bolgesine baglanmakta yarisirlar. Inhibisyon
etkisi, substrat konsantrasyonu arttik¢a azalmaktadir. Yarismali inhibisyonda Ky degeri
artar Vpmax degismez. Yarigsmasiz inhibisyonda, inhibitér ile substrat enzimin farkli
bolgelerine baglandigindan genelde inhibisyon etkisi substrat konsantrasyonundan
bagimsizdir. Bu inhibisyonda Vmax diiserken Ky degismez. Yar1 yarismali inhibisyonda,
inhibitor ES (enzim-substrat) kompleksine baglanir. Bu inhibisyonda V. Ve Ky azalir.
Inhibitér etkilerini genel olarak yarismali ve yarismasiz olarak kesin smirlarla
birbirinden ayirmak miimkiin degildir. Genel olarak karigik inhibisyon gozlenir (Keha

ve Kiifrevioglu 2009).
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Sekil 1.2. Doniisiimsiiz inhibisyonun sekil olarak gosterimi
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Sekil 1.3. Yarismali inhibisyonungekil olarak gosterimi
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Sekil 1.5. Yar1 yarigmali (nonkompetitif) inhibisyonunsekil olarak gdsterimi;



Michaelis-Menten kinetiginden farkli olarak karsimiza ¢ikan allosterik enzim kinetigi;
sigmoidal grafikler gostermektedirler. Inhibisyon cesidinin ve ilgili K; sabitinin
belirlenmesi i¢in iki temel yontem bulunmaktadir. Bu yontemlerden en ¢ok kullanilan
Lineweaver—Burk egrisi (Sekil 1.6); 1/V’ye karst 1/[S] grafigi en az ii¢ farkli sabit
inhibitor konsantrasyonunda ¢izilerek kesim noktalarindan degerlendirmeler yapilarak
elde edilir. Bir diger yontem olan Dixon grafigi; en az iki sabit substrat
konsantrasyonunda 1/V-[I] grafigi ¢izilerek kesim noktalarindan hesaplanarak elde
edilir (Segel 1975; Telefoncu 1986; Gilbert 1992; Keha ve Kiifrevioglu 2009).
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Sekil 1.6. Lineweaver-burk grafigi



Yarismasiz (Nonkompetitif) inhibisyon Lineweaver-Burk Grafigi;
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Yariyarismah (Unkompetitif) inhibisyon Lineweaver-BurkGrafigi;

1V, v\,]

Kontrol

1/[8]

Esterazlar

Esteraz enzimleri feromen ve hormon metabolizmasi, sindirim sistemi ve sinir iletimi,
iireme davranist ve insektisitlere direng gibi bircok mekanizmada rol oynamaktadir.
Esteraz enzimlerinin Asetilesterazlar, Arilesterazlar, Karboksil esterazlar (CaE) ve
Kolin esterazlar (ChE) olmak iizere 4 sinifi bulunmaktadir. CaE (EC 3.1.1.1)’lar o,p-
hidrolaz proteinleridir ve gen {iriinlerinin birgok dokunun endoplazmik retikulumunda
lokalize oldugu bir ¢ok genli siiper aileyi olusturmaktadirlar (Hosokawa vd 1987,1990,
1995,2001; Maki 1991; Satoh 1994; Yamada 1994; Satoh and Hosokawa 1995,1998,;
Takayama 1998; Mori 1999; Satoh 2005). Bu enzimler ester ve amid-bag1 igeren genis
cesitlilikteki ilaglarin hidrolizini katalizlemektedirler (Satoh 2005). OP insektisitlerin en
onemli toksikolojik etkilerini esterazlarin merkezi sinir sisteminde geri doniisiimsiiz
fosforilasyonu ile sagladiklar1 bildirilmistir (Aldridge and Reiner 1972; WHO 1986;
Sogorb and Vilanova 2002). OP ve karbamat pestisitler ChE aktivitesini spesifik olarak

inhibe etmektedirler (O’Brien 1960) ve ChE aktivitesinin ya sucul c¢evrelerin bu
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bilesikler cekirletildigine ya da baliklarin bu bilesiklere maruz kaldigina dair bir
biyoindikator olarak kullanildig bildirilmistir (Zinkl 1987; Chuiko 2003).

Biitirilkolinesteraz Enzimi

Biitirilkolinesteraz (BChE, E.C.3.1.1.8) yaklasik olarak 342 kDa agirliginda olan
tetramerik bir glikoproteindir (Barta 2001). BchE karacigerde sentezlenip kana karisir
(Chatonnet and Lockridge 1989). Ayrica yag dokusu, incebagirsak, akciger ve beyin
gibi ¢esitli dokularda bulunur (Dave 2000).

Sekil 1.7. Biitirilkolinesteraz enzimini

Gorevi ¢esitli kolin tiirevi bilesikleri hidroliz etmektedir. Asetilkolin-asetilkolinesteraz
iligkisi gibi biitirilkolin-biitirilkolinesteraz iligkisi bulunmamaktadir. Bunun baslica
nedeni ise asetilkolin viicutta cesitli reaksiyonlar sonucu olusturulurken, biitirilkolinin
sentetik olmasi ve viicutta dogal yollardan sentezlenmemesidir (Cokugras 2005). BChE
pseudokolinesteraz, non-spesifikkolinesteraz ya da basit kolinesteraz olarak da
bilinmektedir (Frasco 2006; Kristoff 2006). Asetilkolini hidrolize edebilmesine ragmen
daha genis substrat spesifikligine sahiptir. Kokain gibi alkoloidleri igeren diger esterler

tizerine de etki etmektedir (Sun 2002; Selkirk 2005) ve bilinen spesifik dogal bir
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substrati bulunmamaktadir. Bitirilkolinesteraz metabolizmada butirilkolini butirat ve
koline hidroliz ederek katalizleyen enzimdir. Biitirilkolinesteraz, memelilerde bilinen

biyolojik substrati olmayan bir enzimdir (Kutty 1989).
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Sekil 1.8. Biitirilkolinesteraz enziminin hidroliz mekanizmasi

Biitirilkolinesteraz, dogrudan kolesterol veya kolesterol esterlerinin karsilikli etkilesimi
ile lipid metabolizmasinda etkili olabilmektedir (Soreq 2008). Kolinesteraz aktivitesi ile
triacilgliserol diizeyleri, obezite, koroner arter hastaliklari, tip 2 diyabetesmellitus ve
karaciger yaglanmasi arasinda iliski oldugunu ortaya ¢ikaran calismalar yapilmaktadir
(Darvesh et al. 2003). Ek olarak biitirilkolinesteraz geni olmayan farelerde yiiksek yag
icerikli diyetin, obeziteye yol a¢tig1 diisiiniilmektedir (Chatonnet and Lockridge 1989).

Asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzimleri alzheimer hastaliinin ortaya
¢ikmasinda 6nemli rol oynayan enzimlerdir. Hastaligin kesin nedeni heniiz tam olarak
bilinmemekle beraber, kolin bilesiklerinin eksikligi arttikca bu hastaligin ortaya ¢ikma
olasiligmmin arttif1 bilinmesinden dolayi, bu enzimler ile iliskilendirilmistir. Asetil
kolinin sinaptik aralikta daha uzun kalmasini saglamak alzheimer tedavisinde kullanilan
yontemlerin basinda yer almaktadir. Bu amaca yonelik olarak da kolin bilesiklerini

inhibe edici Ozellikte olan kolinesteraz enzim inhibitorleri kullanilmaktadir (Beach
2000).

Asetilkolinesteraz Enzimi

Asetilkolinesteraz enzimi (AChE, E.C.3.1.1.7) 1938 yilinda ilk kez elektrik baliginin

(Torpedomarmoreta) elektrik organindan ekstraksiyon yoluyla saflastirilmistir (Phillips
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1996; Oztaskin 2015). Asetilkolin biiyiik biyolojik &neme sahip bir esterdir. Onun giiglii
farmakolojik etkisi 1906 yilinda bulunmustur (Nachmansohn 1952).
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Sekil 1.9. Asetilkolin agik yapisi

Onceleri bazi farmakolog ve fizyologlar, bu esterin sadece sinir uglarindan etkiledigi
organa veya sinir ucundan ikinci sinir hiicresine, sinir impulsu tagima gorevi olduguna
inaniyorlardi. Son yillarda yapilan ¢aligsmalarla bu esterin sadece bir gorevi yapmadigi
ayrica sinir ve kas lifleri boyunca biyoelektriksel akimin olusmasinda da gérevli oldugu
bulundu (Wilson and Nachmansohn 1954). Organizmadaki asetilkolinin faaliyeti
asetilkolinesteraz enzimi tarafindan kontrol edilir. Bu enzim asetilkolinin kolin ve asetik

aside parcalanmasini saglar (Bingo6l 1977).

Sekil 1.10. Asetilkolinesteraz enzimi


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/0e/PBB_Protein_ACHE_image.jpg
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Asetilkolinesteraz  enzimi  metabolizmada  asetilkolinin, kolin ve asetata
hidrolizlenmesini  katalizler (Polat ve Kose 2015). Asetilkolinesteraz enzimi
eritrositlerde, dalakta, karacigerde, sinir uclarinda ve beyinin gri cevherinde
bulunmaktadir (Nachmonsohn and Lededer 1939; Aras ve Ersen 1988).
Asetilkolinesteraz (AChE), dokularda serbest veya fosfolipidlerle birlesik halde bulunan
lipotrofik etkiye sahip, asetilkolini hidrolizleyen 6zellesmemis bir enzimdir (Ryhanen
1983; Chatonnet and Lockridge 1989; Massoulie 1992). Asetilkolinesterazin temel
yapisal ve katalitik birim, kiitlesi 70-80 kDa araliginda olan bir glikoproteindir. Enzim
bulundugu dokuya goére bu birimin monomer, dimer veya tetrameri seklinde bulunur
(Massoulié et al. 1993). Bu enzimin eksikligi veya yetersizligi halinde merkezi sinir

sisteminde aksakliklar meydana gelmektedir (Lotti 1995).
Asetilkolin Metabolizmasi ve Kolinesterazlar

Protozoon ve siingerlerde de saptanan ve hayvanlar dleminde tiim canlilarda bulunan
kolinesterazlar serin hidrolazlarin bir sinifidir (Wilson and Cabib 1956; Talesa 1993b;
Marcel 1998; Stojan 2004; Focardi 2006).Asetilkolin, kolinerjik sinir uglarinda
gosterildigi gibi kolinasetiltransferaz (ChAT) enzimi tarafindan kolinin asetil-CoA ile
enzimatik asetilasyonundan sentez edilmektedir. Asetilkolinesteraz enzimi basta sinir ve
kas dokusunda bulunmak {izere pek ¢ok dokuda bulunan bir enzim olup, esas gorevi
asetilkolini hidroliz ederek sinir iletimini saglamaktir. Asetil kaynagi, sinir ucundaki
mitokondrilerde sentezlenen asetilkoenzim A’dir. Kolin kaynaklari ise; sinir araliginda
asetilkolin yikimiyla, viicutta fosfolipid (fosfatidilkolin) yikimiyla agiga cikan ve
diyetle alman kolindir. Kolin sinir ucuna sinaps veya kavsak araligindan aktif
transportla alinmaktadir. Kolinin asetillenmesi ise sitoplazmada gergeklesmektedir

(Kent 2000).
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Sekil 1.11. Asetilkolinin sentez reaksiyonu

Sinir hiicrelerindeki aksonlar diger hiicrelere sinyal iletiminden sorumludur. Sinir
gbovdesinin ince uzantilar1 olan dendritler ise komsu sinir hiicresinden gelen kimyasal
uyarilart almakla gorevlidirler. Bu uyarilar, hiicre govdesinde elektriksel uyariya
doniistiiriilmektedir. Sinir hiicresi zar1 boyunca kendini gosteren bu elektrokimyasal

degisime "aksiyon potansiyeli" adi1 verilmektedir (Kiss and Vizi 2001).

Sekil 1.12. Sinir hiicresinin yapisi

Olusan aksiyon potansiyeli dendritten aksona ve oradan akson boyunca ilerleyerek
akson ucuna geldiginde, icleri kimyasal iletici maddelerle (asetilkolin gibi bir
norotransmitter) dolu kesecikleri uyarmaktadir. Uyarilmis olan bu kesecikler, ekzositoz
yoluyla icerdikleri iletici maddeleri salgilamaktadirlar (Noyan 1988). Bdylece

elektriksel uyari, norotransmitter yardimiyla kimyasal bir uyar1 haline
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doniistiiriilmektedir. Bu kimyasal uyar1 da bir sonraki sinir hiicresinde yeni bir aksiyon

potansiyeli baglatmaktadir (Noyan 1993; Bayrak 2008).

Akson ucundan bu sekilde salgilanan sinirsel ileticiler, iki sinir hiicresini birbirine
baglayan sinaptik araliga gecmektedir. Sinaptik aralifi olusturan sinir uglarindan
sinirsel uyariyr aktaran uca "sinaps oncesi (presinaptik) ug", sinirsel uyariy1 alan uca ise

"sinaps sonrasi (postsinaptik) u¢" adi verilmektedir (Bunin and Wightman 1999).

Presinaptik
néronun
aksony

Postsinaptik
noéron

Reseptorler  Narotransmitter Postsinaptik
zar

Sekil 1.13. Noronlarin diger ndronlara ya da kas veya salgi bezleri gibi ndron olmayan hiicrelere
mesaj iletimine olanak taniyan 6zellesmis baglanti noktalar1 olan sinapslarin gosterimi
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Elektriksel uyar1 akson ucuna vardiginda, sinaps Oncesi uctan salgilanan sinirsel
ileticiler, sinaps sonrasi ucta bulunan reseptorleri uyarmaktadirlar. Reseptorler,
hiicrelerde dis (or. ilaglar) ya da i¢ kaynakli kimyasal madde molekiillerini secici bir
sekilde baglayan, etkinin baglamasina aracilik eden yapilardir. Uyarilmis olan reseptor,
kendisine baglh olarak c¢alisan g¢esitli enzim sistemlerini etkinlestirerek ya da
baskilayarak ya da hiicre yiizeyinde bulunan iyon kanallarini agip kapatarak, hiicrede
aksiyon potansiyeli olusmasini saglamaktadir. Uyarma islemi tamamlandiktan sonra,
stirecte rol oynayan norotransmitterler, ya sinaptik aralikta bulunan enzimlerce

yikilmakta ya da sinaps dncesi uca geri alinmaktadir (Bear et al. 2006; Bayrak 2008).

Bir norotransmitter olarak asetilkolinin gorevi, sinir hiicreleri tarafindan sinaptik araliga
salindiktan sonra sinirsel uyarilar1 sinir sistemi boyunca tasiyarak, bunlarin kaslara veya
ilgili dokulara ulagsmasini saglamaktir (Geula and Mesulam 1999). Kolinerjik ileti
sinaptik araliktaki asetilkolinin, asetilkolinesteraz enzimi tarafindan hizli (30 milisaniye

icerisinde) katalitik hidrolizi yolu ile sonlandirilmasina baglidir (Swartz 2000).

0 O

| AchE )k ,L/
)k o FoonTN

0 SN

\/

Acetylcholine Acetate Choline

Sekil 1.14. Asetilkolinin enzimatik hidrolizi

Bu hidroliz sonucu sinaptik aralikta olusan kolin tekrar presinaptik ndrona alinarak yine
ACh sentezinde kullanilmaktadir. Kolinesterazlarin ortamda bulunmamasi, hem ACh
sentezi i¢in gereken hiicre i¢i kolinin azalmasmma hem de sinaptik araliktaki ACh

etkisinin uzamasina yol agmaktadir (Silver 1974).

AChE inhibisyonu, asetilkolin yetmezligi ile paralel giden Alzheimer hastaligi,

myasteniagravis gibi hastaliklarda sinaptik araliktaki ACh’1 artirmak {izere tedavi
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amacl kullanildig: gibi 6ldiriicii asetilkolinerjik uyarim yaratmak tizere kimyasal sinir

gazlarinin tiretiminde de kullanilmaktadir (Silver 1974; Mesulam et al. 2002).

Asetilkolin omurgalilarda ve diger hayvanlarda yakin sinir hiicreleri arasindaki dar
araliklardan sinirsel uyarilarin atlatilarak tasinmasinda rol oynadigi gibi, bu uyarilar da
kas hiicresinin kasilmasini baglatir. Sinirsel uyarilarin tasinmasi ve kas hiicrelerinin
kasilmasi elektrokimyasal bir olaydir. Elektrik yiiklii iyonlar sinir ve kas hiicrelerini
kaplayan membranlar boyunca akar ve bir sinir uyarilmasiyla uzun sinir lifleri boyunca
bir iyon akis1 bir sinapsa ulagincaya kadar devam eder. Sinir hiicresindeki kiiciik
baloncuklar i¢indeki depo edilen tasiyici asetilkolinin serbest kalmasi saglanir (Noyan

1996).

Asetilkolin, bugilin Alzheimer ve Parkinson hastaliklarinin teshis ve tedavisinde
kullanilmaktadir (Kent 2000). Alzheimer hastaligi beyindeki noérotransmiterlerin
azalmas: ile karakterizedir. Hastalik temel olarak asetilkolin azalmasi, kolinesteraz
metabolizmasindaki degisim ve dejenerasyon ile iliskilidir. Asetilkolin beynin bellek ile
ilgili bolgelerinde dnemli bir norotransmiterdir. ACh (asetilkolin) kolinerjik néronlarin
govdesinde asetilkoenzimA (CoA)’dan gelen asetil ve kolinin kolin asetiltransferaz
(ChAT) tarafindan birlestirilmesi ile olusur. Asetilkoenzim A glikoliz {iriiniidiir. Kolinin
ise besinler ve hiicre membranindaki fosfolipidler disindaki en 6nemli kaynagi ACh
hidrolizi sonucu agiga ¢ikan ve yeniden asetilkolin sentezinde kullanilan kolindir.
Uretilen ACh presinaptik ndronlardaki vezikiillerde depolanir ve bu vezikiiller nérona
sinir uyarisi geldiginde icerigini sinaptik bosluga doker. Sinaptik bosluga dokiilen ACh
molekiillerinin ¢ogu postsinaptik reseptorlere baglanir. Reseptorlere baglanmayan ACh
molekiilleri AChE tarafindan yikilir. Postsinaptik ndrona baglanan ACh molekiilleri,
sinir uyarisinin diger ndrona iletilmesinin ardindan reseptdrden ayrilir, AChE tarafindan

yikilir ve agiga ¢ikan kolin yeniden kullanilmak {izere presinaptik ndrona gonderilir.
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Presinaptik Néron

Kolin

4'\'i’/+ Transporter
ACh
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ACh Reseptorleri

Postsinaptik néron

Sekil 1.15. Asectilkolin metabolizmast

Kolinesterazlar, plazma ve diger viicut sivilarinda da bulunmak {izere kolinerjik ve
kolinerjik olmayan dokularda genis bir dagilima sahip enzimlerdir. Substrat
Ozgilligline, asir1 substrat varligindaki davraniglarina ve inhibitorlere karsi
duyarhiliklarina gore iki smifa ayrilmislardir. AChE veya gercek kolinesteraz (AChE:
E.C.3.1.1.7, asetilkolinasetilhidrolaz) ve biitirilkolinesteraz (BChE: E.C.3.1.1.8
acilkolinagilhidrolaz) spesifik olmayan kolinesteraz veya pseudokolinesteraz olarak
bilinir. AChE beyin ve eritrositlerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunurken, BChE ise

serum, pankreas, karaciger ve santral sinir sisteminde bulunur.

AChE tarafindan katalizlenen tepkime enzimatik olarak iki basamakta gerceklesir. ilk
basamakta enzim giiclii bir niikleofil rolii oynar. Ikinci basamakta ise enzim &zgiil bir
serin kalintisinin niikleofilik hidroksil grubu araciligiyla mitkemmel bir pargalayict grup
islevi  goriir.  AChE’nin  temel  fonksiyonu  kolinerjikndrotransmisyonun
sonlandirilmasidir fakat asetilkolin ve diger kolin esterlerini hidroliz eden BChE’nin

gercek fizyolojik islevi bilinmemektedir.
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Alzheimer hastaliginin baslamasi ile birlikte gerceklesen ndéron ve akson kaybi daha
diisiik diizeylerde asetilkolin salinimina neden olur. Daha diisilk konsantrasyondaki
norotransmitter diizeylerinde sinir iletilerinin devamliligin1 saglamak ve sonug olarak
bilgilerin aktarimi daha gii¢ bir hal alir. Bu durumu diizeltmek i¢in uygulanacak
yontemlerden biri sinir hiicrelerine asetilkolin benzeri maddelerin verilmesidir.
Asetilkolin diizeyini arttirmak i¢in uygulanacak diger bir yontem ise asetilkolini yikan
AChE enziminin baskilanmasidir. Calismalar AChE inhibisyonuna bagli asetilkolin
diizeyi artislarinin, Alzheimer hastaliginin erken evrelerindeki kognitif defisiti
iyilestirebilecegini gostermistir. Asetilkolinin sinaptik boslukta daha uzun kalmasim
saglama amaci, giinimiizde hastaligin tedavisinde en sik uygulanan stratejidir (Temel,
H.E.,2008) Beyindeki kolinerjik sistemin bozulmasi ile bellek arasindaki iliskiye
dayanilarak, asetilkolinesteraz inhibitorleri (antikolinesterazlar) tedavide en etkili ilag
grubu olarak kullanilmaktadir. Antikolinesteraz ilaglar, merkezi sinir sisteminin 6nemli
bir nérotransmitteri olan asetilkolini salindig sinir ucunda hidroliz eden ve dolayisiyla
miktarinin azalmasia sebep olan asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek, hastanin

davranig bozukluklarinda anlamli bir gerileme saglamaktadir (Giacobini 1995).

Cizelge 1.1. Kolinesteraz inhibitorii olarak kullanilan molekiiller

INHIBITOR |MOLEKUL FORMULU OZELLIKLERI
ADI
1960’larda IAsetilkolinesteraz
siiksinilkolinin ve

olusturdugu ¢izgili  putirilkolinesteraz

i¢in kullanilmis olan yarismali

NH, bir ilagtir (Ercan inhibitoridiir.
Takrin | X 2002) Alzheimer
N/ hastaliginin

tedavisinde onemi
oldukga biiytiktiir
(Eroglu 2003).
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Cizelge 1.1. (devam)

Fizostigmin ilk SSS ve periferik
kolinesteraz sinir sistemindeki
inhibitoriidiir, kolinerjiksinapsla
glokomda rdaasetilkolineste
M socnHme |kullanilan ilk etkili raz enzimini
Fizostigmin M./QD/ ilag (1877°de) ve  tersinir olarak
HMe}\l mynestiagravis’teki ploke ederek
ilk etkili tedavidir  [kolinerjik
(Liebelt 2007) transmisyonu
arttirir (Ercan
2002)
Alzheimer ReversiblAChE
hastaliginda bilissel |inhibitoriidiir ve
bozukluklarin serebral AChE
diizeltilmesi izerinde nispeten
OCH, 0 HCL amacina yonelik spesifik bir
Donazepil MN\/@ olarak gelistirilen |inhibisyona yol
OCHy Piperidin acar (Iseriand
grubundan ikinci  |Efendi, 2003) .
kusak
inhibitorlerden
biridir.
Kolinesteraz Korteks ve
enziminin esteratik | hipokampusdaki
bolgesine baglanan |kolinesterazi
ancak cok yavas secici olarak
ayrilan bu nedenle |inhibe eder.
Rivastigmin K N7 |de psodo-
/N\n/o\©/‘\ reversiblinhibisyon
0 yapan bir ilag olarak
tanimlanmistir
(IseriandEfendi,
2003)
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Cizelge 1.1. (devam)

Fizostigmininindol |in vivo olarak
halkasindaki beyinde, in vitro
karbamoyl-metil olarak ise kirmizi
Eptastigmin grubunun kan hiicrelerinde
karbomoylheptil kolinesterazinhib
grubu ile isyonu yapar
degistirilmesiyle  |(Saragoglu 1998)
elde edilmistir.
Organizmada non- |Diklorvos enzimi
enzimatik bir yol  |geri doniisiimsiiz
ile etken metaboliti |olarak inhibe
olan diklorvosa eder.
doniiserek etkinlik |Intrinsikanti
C|3| T OCH; |kazanan bir pro-  |kolinesteraz
Metrifonat Cl—C—-C—PO drug’dr. etkisinin
& On \O CH, f)lmaylsl diger
inhibitorlerden
farkidir
(Saracoglu,
1998).
Reseptoriin Tersiyer bir
allosterik bolgesine|alkaloidolansecic
baglanarak i, yarismali ve
asetilkolininnikotin |geri doniisiimli
Galantamine > ik reseptorler|bir
\j tizerindeki intrinsik |asetilkolinesteraz
HO:S etkisini arttirir | inhibitoridiir.
(Yalgin, 2001).
Tetraalkil Anyonik kisma | Tersinir bir
amonyum II? baglanir ve |inhibisyon
iyonlar R_’TIZDR asetilkolinin meydana getirir.
R hidrolizini 6nler.
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Kuarterner Asetilkolinestera
amonyum OH z’imnon-kovalent
alkolleri tersinir bir
CstN/ngHs inhibitoridiir.
CH,
>7O_(.§_F 50 farkli madde|Asetilkolinestera
5 vardir. Fosforik | za kovalent
P asitin ester yada|olarak baglanir.
Organofosfatlar . © 0 amidleridir. Tersinir olmayan
CHy N CH2CH2 S—P-0CoH; uzun bir etkiye
CHs OC,Hs5 -
sahiptir.
HiCosry o _ﬁ,o—CHz cH; |Memelilerde ¢ok | Tersinir olmayan
Bocek |™C [ ] O bl bir etk bir yolla
oldiiriiciiler CHs gosterirler. asetilkolinesteraz
1 inhibe ederler
Dogal olarak bir
CHs asetilkolinesteraz
Huperzin A “ 0 inhibitoridiir.
~7 B
H4C /’HQN
Trisiklik Antidepresan
antidepresan bir etkisinin
ilagtir. Depresyon |beyinde,
belirtilerinin noradrenalin ve
giderilmesinde, serotonin geri
Amitriplin ozellikle endojen  {emiliminin
depresyonun inhibe
T tedavisinde edilmesine bagl
endikedir. olarak ortaya

ciktigt

diistiniilmektedir.
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Trisiklik
antidepresan olup
alfa-adrenolitik,
antihistaminik,
antikolinerjik ve 5-

Oral yoldan
alinan imipramin
karacigerden ilk
gecisi sirasinda

kismen, yine

etkilemez.

Imipramin HT-reseptdr blokaji |antidepresif

gibi cesitli aktiviteye sahip

farmakolojik bir metabolit

ozelliklere sahiptir. |olan
desmetilimiprami
ne doniisiir.

Sertralin, klinik Noronalserotonin

dozlarda in (5-HT) in vitro

trombositlerdeserat |giiclii ve spesifik

onin alimini bloke |bir gerialim

Sertralin eder, sedasyon inhibitoridiir.

yapmaz ve

psikomotor

performansi
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2. KAYNAK OZETLERI

Ik defa 1938 yilinda elektrik baligmin (Torpedomarmoreta) elektrik organindan
ekstraksiyon yoluyla saflastirilan asetilkolinestaraz enzimi, diger Kolin esterazlardan
asetilkolini hidrolize etmesi o6zelliginden dolay1 kolaylikla ayirt edilmektedir. Bu
nedenle asetilkolinesteraz olarak adlandirilir. Bircok dokuda farkl: tipleri bulunmaktadir

(Nachmansohn et al. 1939).

Ik kez polisiklikaromatik hidrokarbonlarin in vitro muhtevasi elektrik baligindan
saflastirilan asetilkolinesteraz aktivitesi lizerine yarigmali bir inhibisyon etkisi
gozlenmistir. 3 yada daha yiiksek aromatik halkalar ihtiva eden polisiklik aromatik
hidrokarbonlar en yiiksek inhibitor etkisi gézlenmistir (Kang and Fang 1997).

Asetilkolinesteraz basta sinir ve kas dokusunda olmak {izere merkezi ve periferal birgok
dokuda yaygin olarak bulunan bir enzim olup, ana goérevi asetilkolini hidroliz ederek
sinir iletimini bitirmektir. Asetilkolinesterazin temel yapisal ve katalitik birimi, kiitlesi
70-80 kDa araliginda olan bir glikoproteindir. Enzim bulundugu dokuya gore bu birimin
monomer, dimer veya tetrameri seklinde bulunur (Massoulié et al. 1993). Enzim
etkisiyle farkli substratlarin hidrolizi sonucu olusan {irlinlerin farkli olmasi, serum ve
kirmiz1 kan hiicrelerindeki asetilkolinesterazin farkli tipleri oldugunu gostermektedir.
Mesela serum kolinesterazinda asetilkolin, butirilkoline gore daha fazla hidrolizlenir.
Butirilkolin kirmiz1 kan hiicrelerindeki enzim tarafindan ¢ok zor hidrolize ugrar. Yani
gerek serum ve gerekse kirmizi kan hiicrelerinde enzimin iki tipi de mevcuttur. Ancak
miktarlar1 farklidir. Tip I kolinesterazolan hakiki kolinesteraz, sinir dokusunda bulunur.
Serumda ve kirmizi kan hiicrelerinde ki tip II kolinesteraz (Pseudokolinesteraz) yaninda
gercek kolinesteraz da vardir (Nachmansohhn and Lededer 1939; Nachmansohn and
Rothenberg 1944a; Nachmansohn and Rothenberg 1944b).

Kan, insan metabolizmasinda tasima, diizenleme, savunma ve koruma gorevleri yapar.

(Ozden 1990). Kanin %42-45’ini eritrosit, 16kosit ve trombosit gibi kan hiicreleri
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olusturur. Lokositler mikroorganizmalarin viicuda yayilmalarinin O6nlenmesi ve
dokularin tamir edilmesinde gorev alir. Trombositler, kapillerinendotel biitlinliigiiniin
saglanmasi ve damardan disariya kanin sizmasin onlemek gibi fonksiyonlara sahiptir
(Onat 1996). Eritrositler, gerek kolay elde edilebilmeleri, gerekse fonksiyonel énemleri
ve bir¢ok hastalikta rol almalar1 nedeniyle yogun sekilde tlizerinde ¢alisilmis hiicrelerdir.
Eritrositlerin baslica gorevi, oksijen ve karbondioksit taginmasi ve kanin pH’sinin

surdirilmesidir.

1971 yilinda Main ve arkadaslari at serumundan asetilkolinesteraz enzimi saflastirmislar
ve safligin1 elektroforezle ispatlamislardir. At serumundan kolinesterazlar en az %95
saflikta elde edilmis. SephadexG-200 ve Sepharose6B jel filitrasyonu kullanilarak
basaril1 bir saflastirma gergeklestirilmistir. Asetilkolin i¢in Ky sabiti 0.53 mM, turnover
sayis1 61.020 dak™* olarak pH: 8 de ve 25°C’de belirlenmistir. Biitirilkolin i¢in Ky sabiti
0.29 mM, turnover sayist 171,000 dak™® olarak pH: 7.6 da sicaklik 25°C’de
belirlenmistir (Main et al. 1971).

Yine ayni1 arastirmacilar bagka bir ¢alismada insan eritrositlerinden asetilkolinesteraz
enzimi saflagtirmiglar ve enzimin kinetik ozelliklerini tespit etmislerdir (Main et al.
1974).

Insan eritrosit asetilkolinesteraz1 saflastirilmis ve kismi aminoasit sequence analizleri

yapilmistir (Chhajlani et al. 1989).

Sigir epidimal spermlerinden bu enzim saflastirilmis ve karakterizasyonu yapilmistir

(Bruns and Casillas 1990).

Sirke sineginden asetilkolinesteraz enziminin izolasyonu ve karakterizasyonu

yapilmistir (Gnagey et al. 1987).

Bu gorevi yerine getirebilmeleri igin sekillerini, i¢ yapilarin1 ve membran aktivitelerini

koruyacak enerjiye ihtiya¢ duyarlar. 1921 yilinda in vivo hiicrelerde kan akiminin
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artisiyla kirmizi hiicrelerde yogunluk artis1 ilk kez gézlenmistir. Bu prensiple Sabine
(1955) basit bir santrifiigasyonla kirmizi hiicreleri ayirabilmistir. Geng ve yagl hiicreler
olarak iki smif gostermistir. AChE aktivitesinin ikinci grupta daha diisiik oldugu tespit
edilmistir. Ayn1 metodla Kadlubowski ve Agutter (1977) kirmiz1 hiicreleri 8 gruba
ayirmis ve AChE aktivitesinin hiicrenin yasi ile azaldigi sonucuna varmistir. Farkli yaslt
gruplarinda hiicrenin kararliliginin zayiflamasi yasa bagli degisimlerin sadece niteliksel
bir degerlendirme icermesi bu yaklasimin dezavantajidir. Simdiki calismalarda
immiinelektroforez ile birlestirilen kisimlara ayrilmig bir freol/Triosal siireksiz
fraksiyonu ile hiicrelerle ilgili daha fazla degerlendirme elde etmek miimkiindiir.
Kirmiz1 hiicredeki enzimin protein miktarinin oram1 ve spesifik aktivite kadar total
aktivitenin yiizdesini de hesaplamak miimkiindiir (Galbraithand and Wattschanges
1980).

Karbonikanhidraz enzimi, 1933 yilinda Meldrum ve Roughton ile Stadieve O’Brien
tarafindan, birbirlerinden ayri olarak kesfedilmistir. Keilin ve Martin ise 1944 yilinda
insane eritrosit karbonikanhidraz enzim aktivitesinin ¢inko igerigi ile baglantili
oldugunu ve c¢inkonun Kkatalizlemede 06zel bir rolii oldugunu bulmuslardir.
Karbonikanhidraz enzimi bdylece tanimlanan ilk metalo enzim olarak tarihe gegmistir.
HCA enzimi bir ¢ok bitki, mantar, bocek, memeli dokulari ve suda yasayan canlilar gibi
genis bir canli toplulugunda tespit edilmistir (Krungkrai and Beydemir 2005; Yu 2006).
CA enziminin bitkilerdeki molekiil kiitlesi 160-260 kDa arasinda oldugu ve
memelilerde ise yaklasik olarak 30 kDa civarinda oldugu tespit edilmistir. Bu enzim
ciger, goz ve merkezi sinir sistemi gibi bir ¢ok dokuda bulunmaktadir (Beydemir 2002;

Beydemir ve Giilgin 2004).

Insan eritrosit asetilkolinesterazin yapisi tespit edilmis ve Akrininyum regine
afinitekolonu kullanilarak saflastirilan enzimin spesifik aktivitesinin 5000-5800 fiinit/
mg oldugu tespit edilmis daha sonra ise enzimin alt birimlerinin ditiyotreitol ile
indirgenerek subunitmonomerlerinin molekiil agirligi 75 kDa olarak belirlenmistir

(Rossenberry and Scoggin 1984).
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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 (BChE, EC 3.1.1.8) (Mesulam 2002; Darvesh 2003). Saglikli bir
beyinde normal olarak asetilkolinesteraz baskindir. Ancak, Alzheimer hastaliginda
beyinde asetilkolinesteraz aktivitesi ya degismeden kalir ya da azalirken,
butirilkolinesteraz aktivitesinin arttigt gozlenmistir (Greig 2001). Bu yiizden, hem
BChE hem de AChE’1 inhibe eden bir ilag potansiyel terapdtik faydalara ve 6zelliklere
sahip olmalidir. Beyinde, butirilkolinesteraz  asetilkolinin  yarilmasit igin
asetilkolinesterazi destekleyici enzim olarak ¢ok 6nemli rol oynamaktadir (Soreq and
Zakut 1993; Greig 2005). Ayrica, kolinesterazlar norotogenesis, synaptogenesis ve glia
aktivasyon, beyin kan akisi, hiicre yapismasi, amiloid kaskati ve taufosforilasyon gibi
enzimatik fonksiyonlarla ilgisiz klasik olmayan hareketlere sahip oldugu belirlenmistir

(Mesulam 2002; Giacobini 2003).

Oldukga spesifik olan ve yalnizca asetilkolini hidroliz eden ester dis ¢evre ile lifin i¢
kismi1 arasinda konsantrasyon farkliliklarinin olusmasi neticesi sodyum iyonu gegisi ve
bir elektrik akiminin meydana gelmesine de sebep olmaktadir. Bu olaymn sonunda ester,
asetilkolinesteraz enzimi tarafindan hidroliz edilerek inaktif hale getirilir. Hidroliz
sonunda iki tane inaktif kistm meydana gelir. Bunlar kolin ve asetik asittir. Bir siire
sonra inaktif formlar restore edilerek eski haline donerler ve sonraki impulsu gegirmeye
hazir hale gelirler. Enzimin bu etkisi iletimin esasini olusturmaktadir. Asetilkolin iskelet
kast liflerindeki asetilkolin reseptorlerine baglanarak, lifin kasilmasina neden olur.
Asetilkolinin 6grenme ve hafiza ile de derin bir iligkisi bulunur ve bu yiizden beyinde

asetilkolin igeren ndronlar mevcuttur (Akman 2007).

0]
1
(CH3)3N+C2H4-O-C-CH3 +H,0 — (CH3)3N + C,H4,OH + CH3;COOH
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Demansli hastalarda asetilkolinesteraz aktivitesi ve oksidatif stresin asetilkolinesteraz
enzim inhibitorleri ile degisimini incelemistir. Bu ¢aligmada 3 ay boyunca, donepezil ve
rivastigmin tedavisi alan Alzheimer hastalarinda kolinesteraz inhibisyonu ile oksidatif
stres degisiminin incelenmesi hedeflenmistir. Alzheimer hastaligir tanist konulan 13
hastaya (8 kadin, 5 erkek) rivastigmin, geri kalan 13 hastaya (8 erkek, 5 kadin) ise
donepezil tedavisi uygulanmistir. Kontrol grubu ise 17 saghkli kisiden (9 erkek, 8
kadin) olusturulmustur. Kontrol grubu ile tedavi dncesi ve sonrasinda hasta grubundan
elde edilen Orneklerde; asetilkolinesteraz, biitirilkolinesteraz, siiperoksitdismutaz,
katalaz, glutatyonperoksidaz aktivitesi ve malondialdehit diizeyleri Slgiilmiistiir. Mini
mental durum incelemesi yapilip, kognitif demans evrelendirilmesi ve giinliikk yasam
becerileri gozlenmistir. Yapilan caligmada rivastigmin ve donepezil tedavisinin
Alzheimer tami1 gruplarinda arttigi belirlenen malondialdehit diizeylerini anlamli
diizeyde azalttifi, Alzheimer hastalarinda azalmis oldugu saptanilan eritrosit
stiperoksitdismutaz ve katalaz aktivitesini belirgin diizeyde arttirdig1 saptanmigtir.
Rivastigmin tedavisinin plazma biitirilkolinesteraz aktivitesini, donepezil tedavisinin ise
eritrosit asetilkolinesteraz aktivitesini anlamli diizeyde azalttig1 ve Rivastigmin tedavisi
uygulanan hastalarin giinliik yasam becerilerinin olumlu etkilendigi gézlemlenmistir.
Calismadan elde edilen sonuglar; rivastigmin ve donepezil tedavisinin Alzheimer
hastaliginin semptomatik tedavisinde asetilkolin diizeylerini arttirarak kolinerjik iletinin
diizenlenmesine yardimci olabilecegini ve ayni zamanda oksidatif stres tizerindeki
olumlu etkileri ile tedavinin etkinliginin arttirilmasinda rol oynayabilecegini

gostermektedir (Temel 2008).
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Edrophonium-Sepharoseafinite kolonu kullanarak gesitli viicut sivilarindan ¢6ziinebilir.
Asetilkolinesteraz’in saflagtirilmasi islemini gergeklestirilmis; ancak kullanilan matriks

secilen biitiin viicut sivilarinda ayni basariy1 géstermemistir (Hodgson and Chubb 1983)

Guhathakurta ve arkadaslar tarafindan 1989 yilinda kegi beyni asetilkolinesterazina saf
ve ticari bazi pestisidlerin in vitro inhibisyon etkileri arastirilmigtir. Arastirmada pestisid
olarak karbofuran (2,3-dihidro-2,2-dimetil-7- benzofuranil N-metilkarbamat), pentoat
(O,0-dimetil-S-(a-etoksi karbonil benzilfosforoditiyoat), diizopropilflorofosfat (DFP)
ve fisostimin kullanilmistir (Guhathakurta et al. 1989).

Asetilkolinesteraz aktivitesinin yeni ve hizli birkolorimetrik tayinini gostermislerdir. Bu
calismada doku ekstreleri, homojenatlar, hiicre silispansiyonlari, asetilkolinesteraz
aktivitesini belirlemek icin fotometrik bir yontem olarak tarif edilmistir. Enzim
aktivitesi, ditiyobisnitrobenzoat iyonu ile tiyokolin reaksiyona girdiginde {iiretilen sar1

renk artis1 gézlenerek Sl¢iilmiistiir (Ellman et al. 1961).

Tavuk beyin membranina bagli asetilkolinesterazi saflagtirilmis ve ozelliklerini

arastirilmistir (Rotundo 1984).

1996 yilinda Tirkoglu sigir serum ve eritrositlerinden asetilkolinesterazi afinite
kromatografisiyle saflastirmis ve bu saf enzim fiizerine bazi pestisitlerin etkilerini
arastirmistir. Yapilan ¢alismada sepharose-4B-EDCI kolonu kullanilarak sigir serum ve
eritrositlerinden asetilkolinesteraz saflastirilmistir. Saflagtirilan enzimin safligi kontol
edildikten sonra, 8 ayr1 pestisidin etkisi arastirilmistir. Enzim saflastirma orani sigir
serumu i¢in 4301 kat, sigir eritrositi i¢in 4367 kat olarak bulunmustur. Kullanilan her

bir pestisidin K; ve 1Csq degerleri tespit edilmistir (Tiirkoglu 1996).

2006 yilinda Nino ve arkadaslar1 Kolombiya florasindaki bazi bitkilerin ham
ekstraktlarinin  asetilkolinesteraz enzimi iizerine in vitro inhibisyon etkilerini

aragtirmislardir. Bitki materyali olarak Asteraceae, Euphorbiaceae, Melastomataceae,
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Rubiaceac ve Solanaceae familyasindan 27 gesit bitki kullanilmistir. Bu bitki

ekstraktlarinin ICsq degerleri verilmistir (Nino et al. 2006).

Asetilkolinesteraz  enzimini insan eritrositlerinden afinite  kromatografisi ile
saflagtirmistir. Saflastirma basamaklari sonucunda 0,0153 mg AChE, %23,5 verimle
658 kat saflagtirllmigtir. Saflastirilan enzimin safligi SDS-PAGE ile kontrol edilmis ve
tek bant bulunmustur (80 kDa). Enzim aktivite 6l¢iimiinde pH 7,4’de asetiltilkoliniyodat
substrat1 kullanilmistir. Saflastirilan AChE’nin 20°C pH 7.4’de Ky ve Viyax degerleri
sirasiyla 0,372 mM ve 0,065 EU/mL. dk olarak belirlenmistir. Hazirlanan afinite
kolonunda baglanma kapasitesi 20°C’de pH 7.4 ve 0,1 M iyonik siddet
konsantrasyonunda 0,07 mg/g jel ve ligand olarak kullanilan takrin inhibit6rii Iso degeri
4.5.10-5 mM olarak bildirilmistir (Kaya 2012).

Doretti ve arkadaslari, ACh tayin etmek amaciyla bienzimatik sensor hazirlamislardir.
Sensdr, dondurma-¢ézdiirme prosesi ile hazirlanmis poli(vinil alkol) membran igerisine
AChE ve poli(etilen glikol) modifiyeli ChO’in fiziksel ko-immobilizasyonu ile elde
edilmistir. Sensor, enzim modifiyeli polimer Pt elektrot iizerinde enzimatik reaksiyonlar
sonucu agiga c¢ikan hidrojen peroksitin elektrokimyasal tayinine dayanir. Bu sensoriin
analitiksel karakterizasyonlari olarak Ch ve ACh’in kalibrasyon egrileri, pH, sicaklik
etkisi ve kararliligi belirlenmistir. Optimum pH 8,0; optimum sicaklik 30°C olarak
bulunmus ve ACh kalibrasyon grafigi 5,0-100,0 mM araliginda lineer olarak elde
edilmistir (Doretti et al. 2000).

Literatlirde yapilan bir ¢alismada insan eritrosit asetilkolinesteraz enzimi iizerine lokal
anestezik prokain, tetrakain ve lidokain ile antidepresan imipraminin etkisi ¢aligilmustir.
Dort amfilik ilacin enzim aktivitesini inhibe ettigi bulunmustur ve ICso degerleri prokain
icin 0,4 mM, tetrakain i¢in 0,05mM, lidokain i¢in 7,0 mM ve imipramin i¢in 0,7 mM
olarak bulunmustur. Tiim maddeler i¢in enzim inhibisyonu doniisiimliidiir ve prokain ve
tetrakain asetilkolinesteraz aktivitesini yarigmali inhibe ederken, lidokain ve

imipraminde karisik tip inhibisyon goézlenmistir. 100 mM prokain, 30 mM,100 mM
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imipramin ve 300 mM lidokain stok konsantrasyonlarda kullanilmislardir (Spinedi
1989).

AChE enzimi iizerine bir fenilkarbamat olan fizostigmin tiirevi phenserin’in inhibisyon
etkisi ¢alisilmistir. Dixon ve Lineweaver-Burk grafikleri ile bu madde igin ICso degeri
ve Kj sabiti 0,0453uM ve 0,048uM olarak belirlenmistir. Inhibisyon tipi yarigsmasiz
inhibisyon olarak bulunmustur. Ayni zamanda Ky ve Vmax degerleride 0,124 mM ve
0,980 pumol/dk/mg protein olarak belirlenmistir (Al-Jafari 1998).

Orhan ve arkadaslar tarafindan 2004 yilinda 21 ¢esit tibbi bitkinin kloroform: metanol
(1:1) ekstraktlarinin hem asetilkolinesteraz hemde biitirilkolinesteraz enzimleri tizerine
inhibisyon etkileri arastirilmistir. Bu in vitro c¢alismada bitkilerden bazilarinin %
inhibisyon oranlarmi &nemli 6lgiide degistirdigi goriilmiistiir. Ozellikle Ericaceae
familyasindaki bazi bitkilerin asetilkolinesterazi, Fumariaceae ve caeselpiniaceae
familyasindaki bazi bitkilerin ise biitirilkolinesterazi kuvvetle inhibe ettikleri

anlasilmistir (Orhan et al. 2004).

Son zamanlarda yapilan bir caligmada ise ligand olarak siilfanilamid tiirevleri
kullanilmis, koyun ve sigir siitlerinden LPO saflastirilmast ilk kez tek basamakta

gerceklestirilmistir (Usanmaz 2014).

2.1. Calismanin Amaci

Asetilkolinesteraz (AChE) (EC 3.1.1.7.) asetilkolini hidroliz ile kolin ve asetik aside
dontistiiriir ve hem sinir uglarinda hem de postsinaptik membran {izerinde yerlestigi
bilinmektedir. Alzheimer hastalig1 gibi hastaliklarin asetilkolin ve biitirilkolin eksikligi
ile derin bir baglantis1 oldugu bilinmektedir. Enzimi inhibe eden bazi ilaglar Alzheimer
hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir. Calisma kapsaminda AChE enzimi ve BChE
enzimi lizerine Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilan takrin ilaci tiirevlerine
benzer siilfanilamidlerin bazi tiirevlerinin enzim aktivitesi iizerine etkilerini, kinetik

parametrelerini belirlemek amaclandi. Bu ¢alismada oncelikle s6z konusu enzimler


http://tr.wikipedia.org/wiki/Alzheimer_hastal%C4%B1%C4%9F%C4%B1
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temin edilerek enzim aktivitesi lizerine siilfanilamid tiirevi olan organik molekiillerin in
vitro etkileri arastirilip ve inhibitdr etkisi gosterenler i¢in ICso degerleri ve K; sabitleri

tespit edildi. Béylece molekiillerin inhibisyon dozajlari belirlenip literatiire sunuldu.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilacak Kimyasal maddeler

Calismamizda, Asetilkolinesteraz enzimi, Biitirilkolinesteraz enzimi, EDTA, Tris-HCI,
DTNB, Asetiltiyokoliniyodat, Biitirilkoliniyodat, Sodyum fosfat, triklor asetik asit
(TCA), sodyum sitrat, kullanildi.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalanildi.

Spektrofotometre : BeckmanCoulter

pH metre : SehottpH-Meter CG840
Karistirict (Shaker) : GFL 3025

Karistirict (Vorteks) : Fisonswhirli-mixer

Hassas terazi : Denver

Otomatik pipet : Eppendorf

Calkalayici : Midi Dual 14

Magnetik karistiric : Wise Stir-MSH-20A

Saf su cihazi : BarnsteadEasyPure UV/UF
Su Banyosu : Niive

Kar makinesi : Scotsman AF-20 (Authomaticicemachines)
Gli¢ kaynag1 : 1-Bio RadPowerPac 3000
Buzdolaplar1 : Siemens

Derin dondurucu (-20°C’ye kadar): SanyoMedicalFreezer
Derin dondurucu (-85°C’ye kadar): Sanyo Ultra Low
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3.1.3. Kullanilan ¢o6zeltilerin hazirlanmasi

Biyokimyasal c¢alismalarda kullanilacak c¢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 ¢6ziildii.1N HCI ile pH=8'e kadar titre edildi
ve daha sonra toplam hacim destile suyla 250ml’ye tamamlandi.

2. 10 mM 50 ml asetiltiyokoliniyodat (enzimin aktivite tayini i¢in kullanildi):
0,145gram asetiltiyokoliniyodat tartilarak destile su ile 50 ml’ye 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.(Ve
glinliik hazirlandz.)

4. Sodyum fosfat (NaH,PO,4) pH=8: 3 gram sodyum fosfat (50 mM) tartilip, yaklasik
450 ml destile suda ¢6ziindii. pH metre yardimiyla pH=8 ayarlandi ve toplam hacim 500
ml’ye tamamlandi.

5. Biitirilkoliniyodat: 0,145 gram biitirilkoliniyodat tartilarak destile su ile 50 ml’ye

tamamlandi.

Asetilkolinesterazin inhibisyon ¢alismalarinda kullanilan molekiillerin stok

konsantrasyonlari

1.Sulfadiazine: 0,0086 g madde 3000 pl DMSO da ¢6ziindii (0,011M).

2.Sulfisoxazale: 0,0058 g madde 2000 pul DMSO da ¢6ziildii. Sonra 100 kat seyreltme
yapildi (0,010 M).

3.Sulfamerazine: 0,0065 g madde 2000ul DMSO da ¢oziindii (0,012 M).
4.Sulfamethazine: 0,0061g madde2000 pul DMSO da ¢oziindii (0,010 M).
5.Sulfacetamide: 0,0088 g madde 3000ul DMSO da ¢oziindii (0,013 M).

6. DMSO0:13,9 molar olarak hazirlandi.
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Biitirilkolinesterazin inhibisyon c¢alismalarinda Kkullanillan molekiillerin stok

konsantrasyonlari

1.Sulfadiazine: 0,01 g madde 1000 ul DMSO da ¢6ziindii (0,039 M).
2.Sulfisoxazale: 0,03 g madde 3000 ul DMSO da ¢6ziildii.(0,037 M).
3.Sulfamerazine: 0,03g madde 3000ul DMSO da ¢oziindii (0,037 M).
4.Sulfamethazine: 0,01g madde1000 ul DMSO da ¢oziindii (0,035 M),
5.Sulfacetamide: 0,03g madde 3000ul DMSO da ¢6ziindii (0,046 M).

3.2. Yontemler

3.2.1. Asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzim aktivitesi iizerine bazi

kimyasal maddelerin 1Csy ve K; degerlerinin bulunmasi

Asetilkolinesteraz  enziminin  asetiltiyokoliniyodat ~ (AChl)  substratina  ve
Biitirilkolinesteraz enziminin biitirilkoliniyodat (BChI) substratina bagli olarak, ICsg
degerlerinin tespit edilmesi amaciyla: optimum sicaklik ve optimum pH’da, doygun
olmayan asetiltiyokoliniyodat konsantrasyonunda ve biitiirtilkoliniyodat
konsantrasyonunda enzim aktivitesi lizerine bazi maddelerin etkilerini belirlemek
amaciyla en az 5 farkli konsantrasyonda madde kiivet ortamina katilarak aktivite
degerleri okundu. Kullanilan maddenin farkli konsantrasyonlarini olusturmak igin stok
cozeltiler seyreltildi. Bu maddelerden inhibisyon etkisi gosterenler igin % aktivite-[I]

grafikleri ¢izildi. Egrinin denkleminden ICso degerleri hesaplandi.

Bu ilaglarin K; degerlerini ve inhibisyon tiplerini belirlemek amaciyla asetilkolinesteraz
ve biitirilkolinesteraz enziminin aktivitesini yartya diisiiren madde konsantrasyonu ile
bu degerin altinda ve iistiinde iki sabit madde konsantrasyonu olmak tizere 3 farkl sabit
inhibitor konsantrasyonunda optimal sartlarda uygun bes substrat konsantrasyonu ile
aktivite olgtimleri yapildi. Calismalarda uygun 5 farkli substrat konsantrasyonu stok
cozelti kullanilarak 6n deneme ile belirlendi. Elde edilen degerlerle her bir inhibitor i¢in

Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Grafik denkleminde yarismali inhibisyon i¢in egime
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esit olan Kwmp=Km(1+[I]/Ki) ifadesinden, yarismasiz inhibisyon i¢in ise

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

3.2.2. Asetilkolinesteraz (AChE) enzimi aktivite dl¢ciim metodu

Kolinesteraz aktivite tayini, gii¢lii 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.

Sulfanilamid tiirevlerinin asetilkolinesteraz enzimi Tlzerindeki etkisi arastirildi.
Asetilkolinesteraz enzimi hazir olarak temin edildi. Kolinesterazlar, asetilkolinin

tiyokolin ve asetata par¢alanma reaksiyonunu katalizlerler.

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

Sar1 anyonun olusum orani 412 nm’de 6l¢iildii (Ellman 1961).

Asetiltiyokolin iyodat ——  Tiyokolin + Asetat

Tiyokolin + DTNB — 5-Tiyo-2-nitrobenzoik asit + Okside tiyokolin

Asetilkolinesteraz  enziminin iki substrati1 vardir. Ilki DTNB, ikincisi ise
asetilkoliniyodat’tir. DTNB hazirlamak i¢in 0,01 g DTNB ve 0,5 g sodyum sitrat
tartilip, 50 mL saf su igerisinde iyice ¢Oziinmesi saglandi. Bu ¢ozelti giinliik olarak
hazirlandi. Asetilkoliniyodati hazirlamak i¢in 0,145 g asetilkolin tartilip 50 mL saf su
icinde ¢oziindiiriildii. Ayrica bu enzim i¢in aktivite tayin yonteminde Tris/HCI tamponu
kullanilir. Bu tamponu hazirlamak i¢in 30,27 g Tris ve 0,37 g (5 mM) EDTA tartilip,
yaklasik 230 mL saf suda ¢6ziindii. pH metre ile pH:8’e ayarlandiktan sonra son hacim

250 mL’ye tamamland.
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412 nm’de 1 mL’lik kuvarz kiivetler kullanilarak yapilan 6lgiimde, reaksiyon karigimini
olusturan maddelerin katilim siras1 ve miktarlar1 asagida gosterilen ¢izelgedeki gibi

uygulandi.

Cizelge 3.1. Aktivite 6l¢iim prosediirii

Kullanilan Maddeler Numune Tiipii (nL) Kontrol tiipii (uL)
Tris/HCI 100 100
Saf su 790 800
DTNB 50 50
Enzim ¢ozeltisi 10 -
Asetilkoliniyodiir 50 50
Toplam hacim 1000 1000

Sistemin optik yogunlugundaki artis 412 nm’de 5 dk kore karsi 6l¢iildii (Ellman 1961)

Cizelge 3.1°deki gibi reaksiyon karigimi ayarlandiktan sonra 1 dakikada bir absorbans
degeri okundu ve 5 dakika sonunda 25°C’de 412 nm’de absorbans degeri okunarak ikisi
arasindaki fark alindi. Yapilan bu deney 5 farkli inhibitér konsantrasyonu igin

tekrarlandi. ICsg Ve K; degerleri hesaplanarak inhibisyon tiiriine karar verildi.

AOD VC

A= 136 X VE X f
A = ml basina enzim iinitesi
AQOD =412 nm’de optik dansitenin dk. basina degisimi
VC = Kiivet hacmi
VE = Kiivetteki saf enzim ¢6zeltisi hacmi
f = Seyreltme faktorii
13.6 = 412 nm’de ve 37°C’de 3 mM asetiltiyokoliniyodiir’iin indirgenmesi sonucu

okunan OD, sabit degeridir.
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3.2.3. Biitirilkolinesteraz (BChE) enzimi aktivite 6l¢ciim metodu

Sulfanilamid tlirevlerinin biitirilkolinesteraz enzimi {izerindeki etkisi arastirildi.
Biitirilkolinesteraz enzimi hazir olarak temin edildi. Kolinesterazlar, kolinin tiyokolin
ve asetata parcalanma reaksiyonunu katalizlerler. Agiga c¢ikan iirlin 412 nm’de

absorbsiyon gostermektedir (Ellman 1961).

Biitirilkolinesteraz enziminin iki substrati vardir. Ilki DTNB, ikincisi ise
biitirilkoliniyodattir. DTNB ¢6zeltisini hazirlamak i¢in 0,0034 g DTNB tartilip, 25 mL
saf su icerisinde iyice ¢Ozlinmesi saglandi. Bu c¢ozelti giinliik olarak hazirlandi.
Biitirilkoliniyodati1 hazirlamak i¢in ise 0,145 g biitirilkolin tartilip, 50 mL saf suda
coziindiiriildii. Ayrica BChE enziminin aktivite tayin yonteminde sodyum fosfat
tamponu kullanilir. Bu tamponu hazirlamak i¢in 3 g sodyum fosfat (NaH,PO,4) (50 mM)
tartilip, yaklasik 450 mL saf suda ¢6ziildii. pH metre ile pH: 8’e ayarlanip son hacim saf

su ile 500 mL’ye tamamlandi.

412 nm’de 1 mL’lik kuvarz kiivetler kullanilarak yapilan 6l¢timde, reaksiyon karisiminm
olusturan maddelerin katilim siras1 ve miktarlar1 asagida gosterilen ¢izelgedeki gibi

uygulandi.

Cizelge 3.2. Aktivite tayin yontemi

Kullanilan Maddeler Numune Tiipii (uL) Kontrol Tipii (nL)
Saf su 780 800

Sodum fosfat(NaH,PQOy,) 100 100

DTNB 50 50

Enzim ¢ozeltisi 20 -
Biitirilkoliniyodiir 50 50

Toplam hacim 1000 1000
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4.1. Asetilkolinesteraz (AChE) Enzimi ile lgili Yapilan Calismalar;

4.1.1. AChE enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Sulfadiazine ile ilgili

sonuclar

Hazir olarak temin edilen asetilkolinesteraz enzimi tizerine Sulfadiazinenin etkisi

aragtir1ld1. Olgiimler esteraz aktivite yontemine gore yapildi. Bu dlgiimler 5 dakikada bir

ve 412 nm’de gergeklestirildi. Inhibisyon etkisi gdsteren Sulfadiazineicin Aktivite (%)-

[Sulfadiazine] ve K; grafikleri ¢izildi. Aktivite (%)-[I] grafigi ¢izmek igin 5 farkli

inhibitér konsantrasyonunda Olgiim yapildi.

K

icin ayrica 3 ayri

inhibitor

konsantrasyonu segilip, 5 ayr1 substrat konsantrasyonunda (8-12-16-20-24 pL) calisildu.

Cizilen grafiklerden 1Cs ve K degerleri hesaplandi.

Cizelge 4.1. Sulfadiazine inhibitorii ile hazir olarak temin edilen Asetilkolinesteraz,
AChI substratiyla yapilan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor Tiipii Numune Tiipii
—~ a —~ )
Y . =~ —_
] JE 2|22 JEIZ |23
gl 2|18/ |2 |E| 2|25l |€ |E| E| gls
|l E|ZE|E |=| E|TeE |2 |22 2
E| T |2E|Z |2 |G| 3 |2Elz |E |6|6|E|E
Sl o |[FHlOfE | <] & |FH|O |E& | < | < |5C=
0,800 | 0,1 [0,05 - [0,05[0,790| 0,1 |0,05| - |005[0,01| 100 | 0
0,790 | 0,1 0,05 (0,01 |0,05/0,780| 0,1 |0,05|0,01 | 0,05 |0,01|68,75|0,114
(5]
5 |0780| 0,1 |0,05{0,02[005[0770| 0,1 |0,05|0,02|005|001|54680,229
g
£ [0,775| 0,1 | 0,05 [0,0250,05]0,765| 0,1 |0,05(0,025|0,05 | 0,01 50,780,286
[%2]
0,770 | 0,1 0,05 (0,03 |0,05/0,760| 0,1 |0,05|0,03 | 0,05 | 0,01 |42,18|0,343
0,750 | 0,1 | 0,05 0,05 [0,05|0,740| 0,1 |0,05 0,05 |0,05|0,01|29,68|0,572
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y= 100e-230¢
R2=0,959

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0 T T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

[Sulfadiazine] mM

% Aktivite

Sekil 4.1. Asetilkolinesteraz enzimi i¢in AChI substratina bagli olarak Sulfadiazine
inhibitdrii ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafigi

Cizelge 4.2. AChE enzimi i¢in Asetiltiyokoliniyodat substratiyla Sulfadiazine inhibitorii
esliginde elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Numune
= = v 1/S
—~~ —_ ) -1
5 ) \f—/ = o \E/ = E (umol_/1 mMm
2| £ |ao| 2= 2 = = oo 2| 2 = 5
2| & |FE EE| E| % 3 |[FEIEE| 2| 2 | <
0,832 | 0,1 | 0,05 0,01} 0,008 | 0,802 | 0,1 |0,05|0,01| 0,008 |0,03] 48,353 12,5
0,828 | 0,1 | 0,05 0,01} 0,012 |0,798 | 0,1 | 0,05 0,01 | 0,012 | 0,03 ] 30,218 8,33

[11:] 0,824 | 0,1 | 0,05 | 0,01 ] 0,016 | 0,794 | 0,1 | 0,05 | 0,01 | 0,016 | 0,03 | 25,708 6,25
0,820 | 0,1 | 0,05 | 0,01] 0,020 | 0,790 | 0,1 | 0,05 | 0,01 | 0,020 | 0,03 | 21,473 5,00
0,816 | 0,1 | 0,05 | 0,01] 0,024 ] 0,78 | 0,1 | 0,05 | 0,01 | 0,024 | 0,03 | 18,841 4,16
0,817 | 0,1 | 0,05 | 0,25] 0,008 | 0,787 | 0,1 | 0,05 | 0,25 | 0,008 | 0,03 | 78,842 12,5
0,813 | 0,1 | 0,05 | 0,25] 0,012 | 0,783 | 0,1 | 0,05 | 0,25 | 0,012 | 0,03 | 43,459 8,33
[1]2] 0,809 | 0,1 | 0,05 | 0,25] 0,016 | 0,779 | 0,1 | 0,05 | 0,25 | 0,016 | 0,03 | 41,684 6,25
0,805 | 0,1 | 0,05 | 0,25] 0,020 | 0,775 | 0,1 | 0,05 | 0,25 | 0,020 | 0,03 | 35,829 5,00
0,801 | 0,1 | 0,05 |025] 002410771 | 0,1 |0,05|0,25| 0,024 | 0,03 | 29,673 4,16
0,792 | 0,1 | 0,05 | 0,05] 0,008 | 0,762 | 0,1 | 0,05 | 0,05 | 0,008 | 0,03 | 106,93 12,5
0,788 | 0,1 | 0,05 | 0,05] 0,012 | 0,758 | 0,1 | 0,05 | 0,05 | 0,012 | 0,03 | 92,850 8,33
[11s] 0,784 | 0,1 | 0,05 | 0,05 ] 0,016 | 0,754 | 0,1 | 0,05 | 0,05 | 0,016 | 0,03 | 68,073 6,25
0,780 | 0,1 | 0,05 | 0,05] 0,020 | 0,750 | 0,1 | 0,05 | 0,05 | 0,020 | 0,03 | 44,404 5,00
0,776 | 0,1 | 0,05 | 0,05] 0,024 | 0,746 | 0,1 | 0,05 | 0,05 | 0,024 | 0,03 | 37,821 4,16
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140 -
- 120 -
—~
=
= 100
E 80 « [I0]=Kontrol
~
S = [11]=0,114 mM
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= . 4 [12]=0,286 mM
4
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e [13]=0,572 mM

N
o

1/[S] (MM

Sekil 4.2. Asetilkolinesteraz enzimi i¢cin AChI substratiyla Sulfadiazin esliginde elde
edilen 1/V-1/[S] grafigi

Cizelge 4.3. Asectilkolinesteraz enziminin iizerine Sulfadiazine inhibitdriiniin inhibisyon
etkisi

Ortalama K +
S.D. Inhibisyon tipi
(mM)

1Cso
(mM)

N O
Crmf-Om
=N o) AChE
Sulfadiazine
0,300 0,118 £0,024 Yarigsmasiz
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4.1.2. AChE enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Sulfamerazine ile ilgili

sonuclar

Cizelge 4.4. Sulfamerazine inhibitorii ile hazir olarak temin edilen Asetilkolinesteraz,
AChI substratiyla yapilan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor Tiipii Numune Tiipii
_|:EI/ il - _|ZEI, J1E el e
sl 2125 £l |E| 2 |Q5| E|5|E| E| g|s
S| SEE|IZ 5| SR EI2 5| B |22
=l 3 Eflol=s ||l 3 leflole |l |81 =
0,800 0,1 |0,05( - |005]0,790| 0,1 |0,05( - [0,05]0,01| 100 0
0,790 1| 0,1 |0,05(0,01|0,0510,780( 0,1 |0,05(0,01|0,05| 0,01 |90,62]0,122
[<B]
c
& |0,780 | 0,1 [0,05(0,02|0,05|0,770 [ 0,1 |0,050,02|0,05| 0,01 |67,96|0,245
[«b]
e
£ o770 0,1 |0,05(0,03|0,05]0,760 | 0,1 |0,05]0,03|0,05| 0,01 | 54,680,367
>
(p]
0,765 | 0,1 | 0,05 (0,035| 0,051 0,755 | 0,1 | 0,05 (0,035 0,05| 0,01 |42,36]0,428
0,760 | 0,1 |0,05(0,04|0,0510,750( 0,1 |0,05(0,04|0,05| 0,01 |35,15]0,490
100 4 y= 100e120x
90 4 . R2=0,943
80 -
® 70 PS
S 60 .
3 50 -
40 -
X PY
30 -
20 -
10 -
0 T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
[Sulfamerazine] mM

Sekil 4.3. Asetilkolinesteraz enzimi i¢in AChI substratina bagli olarak Sulfamerazine
inhibitorii ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.5. AChE enzimi icin Asetiltiyokoliniyodat substratiyla Sulfamerazine
inhibitori esliginde elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Tiipii Numune Tiipii

I3

E

3 a 3 a 2
SlEZele| 2| 2|2 (38|22 |0| £ |2
El3|ES| 8| 2| R | 3|8 |2 2 |3 2 |8
0,832 0,1 {0,05|0,01|0,008]0,822| 0,1 |0,05|0,01| 0,008 |0,01f 8,309 |12,5
0,828 0,1 |0,05|0,01|0,012}0,818, 0,1 |0,05|0,01]|0,012 |0,01] 7,000 |8,33
Im.10,824) 0,1 |0,05|0,01|0,016]0,814| 0,1 [0,05|0,01]| 0,016 |0,01] 6,872 |6,25
0,820 0,1 |0,05|0,01|0,020]0,810f 0,2 |0,05|0,01| 0,020 |0,01| 4,416 |5,00
0,816 | 0,1 |0,05|0,01|0,024]0,806| 0,1 |0,05|0,01]|0,024 |0,01] 3,696 |4,16
0,812| 0,1 | 0,05|0,03|0,008]0,802f 0,10 |0,05|0,03| 0,008 |0,01f 10,10 |12,5
0,808 0,1 {0,05|0,03|0,01210,798| 0,12 |0,05|0,03| 0,012 |0,01] 9,000 |8,33
Ilm-10,804| 0,1 |0,05|0,03|0,016]0,794| 0,1 |0,05|0,03| 0,016 |0,01] 8,196 |6,25
0,800 0,1 {0,05|0,03|0,020]0,790| 0,2 |0,05|0,03| 0,020 |0,01| 5,485 |5,00
0,796 | 0,1 [ 0,05|0,03|0,02410,786| 0,1 |0,05|0,03| 0,024 |0,01| 4,445 | 4,16
0,792 0,1 |0,05|0,05|0,008]0,782| 0,1 |0,05|0,05|0,008 |0,01] 15,67 |12,5
0,788| 0,1 {0,05|0,05|0,01210,778 0,12 |0,05|0,05| 0,012 |0,01| 13,45 |8,33
Ilms10,784) 0,1 |0,05|0,05|0,0160,774| 0,1 |0,05|0,05]| 0,016 |0,01] 10,47 |6,25
0,780 0,1 |0,05|0,05|0,020}0,770, 0,1 |0,05|0,05]| 0,020 |0,01] 8,613 |5,00
0,776 | 0,1 |0,05|0,05|0,02410,766| 0,1 |0,05|0,05| 0,024 |0,01| 7,874 |4,16
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18 -
<
S
E
% = [|0]=Kontrol
g o [11]20,122 mM
e [12]=0,367 mM
3
4 [13]=0,612 mM
-14 -9 16
1/[S] (mM)L

Sekil 4.4. Asetilkolinesteraz enzimi i¢in AChI substratiyla Sulfamerazine esliginde elde
edilen 1/V-1/[S] grafigi

Cizelge 4.6. Asctilkolinesteraz enziminin iizerine Sulfamerazine

inhibitoriiniin
inhibisyon etkisi

ICeo Ortalama K; =

S.D. inhibisyon tipi
(mM) M) yon tip

N O
7 N HN-S NH
t,f_ 5@ *| AChE

Sulfamerazine
0,363 0,717 £ 0,193 Yarigsmasiz
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4.1.3. AChE enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Sulfamethazine ile ilgili

sonuclar

Cizelge 4.7. Sulfamethazine inhibitdrii ile hazir olarak temin edilen Asetilkolinesteraz,
AChI substratiyla yapilan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor Tiipii Numune Tiipii
o R ] ol B =)
JE| 2 £ la JE| 2 E o | 2
sl o |25 £ |E| o |25|E|le |E| E| 2] s
2| EZe|E |2 || E|2E|E|2 |E |8 | 2] E
= = o X< —
E|l ZlES|8E (2] & |ES|E|E I |l < |s< | =
0,800 0,1 |0,05( - |0,05/0,790| 0,1 [0,05( - | 0,05]| 0,01 | 100 0
» 10,790 0,1 10,05|0,01|0,05(0,780 | 0,1 {0,05/0,01| 0,05 | 0,01 | 73,43 | 0,109
c
§ 0,780 | 0,1 | 0,05 (0,02 |0,05| 0,770 | 0,1 (0,05 0,02 | 0,05 | 0,01 | 64,84 | 0,219
@
qc__Ec 0,770 0,1 | 0,05 [ 0,03 0,05 0,760 | 0,1 (0,05 0,03 | 0,05 | 0,01 | 52,34 | 0,328
>
@ 0,760 | 0,1 | 0,05 [ 0,040,05| 0,750 | 0,1 (0,05 0,04 | 0,05 | 0,01 | 39,84 | 0,438
0,750 | 0,1 | 0,05 (0,05|0,05) 0,740 | 0,1 [0,05(0,05| 0,05 | 0,01 | 36,71 | 0,547
100 4 y= 100e1.96x
90 4 R?=0,975
80 -
o 70
S 607
T 50 -
<\£ 40 -
S 30
20 -
10 -
0 T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
[Sulfamethazine] mM

Sekil 4.5. Asetilkolinesteraz enzimi i¢in AChI substratina bagl olarak Sulfamethazine
inhibitorii ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.8. AChE enzimi igin Asetiltiyokoliniyodat substratiyla Sulfamethazine
inhibitori esliginde elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Tiipi Numune Tiipii
E 3| E| ~ g 32| -~ | ~|E
5l 5 85 E| 5| 2| 5|85 E|E| 2| E|E |+
Sl Ege|E || 2|38 |2 2| T |&n) 2
=| T |2 z | = @) S |2 Z | = @) @) > S
El 3 EE|B|E| Q| 3|FSE|E| 2 | < |5E| &
0,832 | 0,1 | 0,05| 0,01 |0,008|0,822| 0,1 |0,05(0,01| 0,008 | 0,01 | 6,942 | 12,5
0,828 | 0,1 |0,05|0,01|0,012]|0,818| 0,1 [0,05(0,01| 0,012 | 0,01 | 5,208 | 8,33
[11.] 0,824 | 0,1 | 0,05 | 0,010,016 |0,814| 0,1 |0,05[0,01| 0,016 | 0,01 | 4,310 | 6,25
0,820 | 0,1 | 0,05| 0,01 |0,020]0,810| 0,1 [0,05(0,01| 0,020 | 0,01 | 3,003 | 5,00
0,816 | 0,1 | 0,05| 0,01 |0,024]|0,806| 0,1 |0,05(0,01| 0,024 | 0,01 | 2,923 | 4,16

0,812 | 0,1 | 0,05| 0,03 |0,008|0,802| 0,1 |0,05|0,03| 0,008 | 0,01 | 12,18 | 12,5

0,808 | 0,1 |0,05|0,03|0,012}0,798| 0,1 |0,05|0,03| 0,012 | 0,01 | 7,518 | 8,33

[1]-] 0,804 | 0,1 | 0,05|0,03 0,016{0,794| 0,1 [0,05|0,03| 0,016 | 0,01 | 6,451 | 6,25

0,800 | 0,1 | 0,05|0,03|0,020f0,790| 0,1 |0,05|0,03| 0,020 | 0,01 | 5,813 | 5,00

0,796 | 0,1 | 0,05|0,03|0,02410,786| 0,1 |0,05|0,03| 0,024 | 0,01 | 5208 | 4,16

0,792 | 0,1 |0,05|0,05|0,008}0,782| 0,1 |0,05|0,05| 0,008 | 0,01 | 21,78 | 12,5

0,788 | 0,1 | 0,05|0,05|0,012|0,778| 0,1 |0,05|0,05| 0,012 | 0,01 | 15,87 | 8,33

[1]s] 0,784 | 0,1 | 0,05|0,05(0,016|0,774| 0,1 [0,05|0,05| 0,016 | 0,01 | 12,50 | 6,25

0,780 | 0,1 |0,05|0,05|0,020f0,770| 0,1 |0,05|0,05| 0,020 | 0,01 | 10,79 | 5,00

0,776 | 0,1 | 0,05|0,05|0,02410,766| 0,1 |0,05|0,05| 0,024 | 0,01 | 8547 | 4,16
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Sekil 4.6. Asetilkolinesteraz enzimi i¢in AChI substratiyla Sulfamethazine esliginde
elde edilen 1/V-1/[S] grafigi

Cizelge 4.9. Asetilkolinesteraz enziminin {izerine Sulfamethazine inhibitoriiniin
inhibisyon etkisi

Ortalama K| +
S.D. Inhibisyon tipi
(mM)

I1Cso
(mM)

7 \ i
\ _
N o}

Sulfamerazine 0,353 0,302+ 0,116 Yarismasiz

AChE
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4.1.4. AChE enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Sulfacetamide ile ilgili

sonuclar

Cizelge 4.10. Sulfacetamide inhibitdrii ile hazir olarak temin edilen Asetilkolinesteraz,
AChl substratiyla yapilan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor Tiipu Numune Tiipii
—_ 3 —_ o)
- —~~ — - ) —~~
_ JE[T|E | 2 JE[T|E | a2
sl 2 |25|Ele |E|l |25/ S|l |E|E| 2=
S| E|2E|E|Z2 | 5| SI1EE[E |2 | 5|5 |L2|E
= = o X —
E| 38 |[EE|o|E | <| & |FE| o |.= | < |F< | E
0,800 | 0,1 |0,05/ - |0,05]|0790| 0,1 |0,05( - [0,05]|001] 100 0
0,790 | 0,1 0,05/ 0,01 ]0,05( 0,780 | 0,1 [0,05]0,01 0,05 | 0,01 | 81,25 (0,136
[«5)
=]
% 0,770 | 0,1 0,05/ 0,03 0,050,760 | 0,1 | 0,05]0,03| 0,05 | 0,01 | 58,59 (0,410
)
[S]
&£ | 0,755 | 0,1 [0,05{0,045| 0,05 | 0,745 | 0,1 | 0,05 [0,045| 0,05 | 0,01 | 48,43 |0,616
>
(2]
0,750 | 0,1 0,05/ 0,05|0,05] 0,740 | 0,1 | 0,05 0,05 0,05 | 0,01 | 35,93 (0,684
0,730 | 0,1 |0,05/ 0,07 ]0,05]0,720 | 0,1 |0,05]0,07 | 0,05 | 0,01 | 26,56 (0,958
100 4 y= 100e-1:36x
90 - R?2=0,981
80 -
o 70
E 60 -
% 50 .
o 407 S
30
20 -
10 -
0 T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
[Sulfacetamide] mM

Sekil 4.7. Asetilkolinesteraz enzimi i¢in AChI substratina bagli olarak Sulfacetamide
inhibitori ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.11. AChE enzimi i¢in Asetiltiyokoliniyodat substratiyla Sulfacetamide
inhibitori esliginde elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Tiipii Numune Tiipii
=
E
IR 1 I - - I PN
sl22s 2|2 E| 228 2|2 E|E| &%
| EZEE|2| 5| E|2E|E|2| |8 2 &
= = pd = O = Z O O
E|l 3 |FE|lo| 2| < FIES| 8| E| < |<| 2|8
0,822| 0,1 | 0,05|0,02| 0,008 |0,792| 0,1 | 0,05 0,02 0,008 |0,03]37,13| 12,5
0,818 0,1 |0,05|0,02|0,012 0,78 | 0,1 |0,05]| 0,02 | 0,012 {0,03] 28,01 | 8,33
[11,]0,814| 0,1 | 0,05 0,02 | 0,016 | 0,784 | 0,1 | 0,05 0,02 | 0,016 |0,03] 19,84 | 6,25
0,810 0,1 | 0,05 0,02 | 0,020 | 0,780 | 0,1 | 0,05 0,02 | 0,020 |0,03] 16,33 | 5,00
0,806 0,1 |0,05|0,02|0,024]0,776 | 0,1 | 0,05 0,02 | 0,024 {0,03] 14,38 | 4,16

0,802| 0,1 |0,05|0,040,008]|0,772| 0,1 | 0,05 0,04 0,008 |0,03]56,58 | 12,5

0,798| 0,1 | 0,05|0,04| 0,012 0,768 | 0,1 | 0,05 0,04 | 0,012 |0,03] 49,82 | 8,33

[112]10,794| 0,1 | 0,05|0,04 | 0,016 | 0,764 | 0,1 | 0,05 | 0,04 | 0,016 |0,03] 35,55 | 6,25

0,790 0,1 | 0,05 0,040,020 | 0,760 | 0,1 | 0,05 0,04 | 0,020 |0,03] 22,98 | 5,00

0,786| 0,1 | 0,05|0,04|0,024]0,756 | 0,1 | 0,05 | 0,04 | 0,024 |0,03] 20,24 | 4,16

0,782| 0,1 | 0,05 0,06 | 0,008 | 0,752 | 0,1 | 0,05 0,06 | 0,008 |0,03| 78,14 | 12,5

0,778| 0,1 |0,05|0,06 | 0,012 |0,748| 0,1 | 0,05 0,06 | 0,012 |0,03]| 53,76 | 8,33

[11s]0,774| 0,1 | 0,05|0,06 | 0,016 | 0,744 | 0,1 | 0,05 0,06 | 0,016 |0,03] 46,85 | 6,25

0,770 0,1 | 0,05 0,06 | 0,020 | 0,740 | 0,1 | 0,05 | 0,06 | 0,020 |0,03]| 34,12 | 5,00

0,766 | 0,1 | 0,05|0,06 | 0,024 0,736 | 0,1 | 0,05 0,06 | 0,024 |0,03| 27,62 | 4,16
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Sekil 4.8. Asctilkolinesteraz enzimi i¢in AChI substratiyla Sulfacetamide esliginde elde
edilen 1/V-1/[S] grafigi

Cizelge 4.12. Asetilkolinesteraz enziminin iizerine Sulfacetamide inhibitdriiniin
inhibisyon etkisi

s
T Ortalama K;

S.D. Inhibisyon tipi
(mM) (MM)

HN—#ONHZ
J 3 AChE

Sulfacetamide
0,507 0,343 £ 0,055 Yarigsmasiz
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4.1.5. AChE enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Sulfisoxazole ile ilgili

sonuclar

Cizelge 4.13. Sulfisoxazole inhibitorii ile hazir olarak temin edilen Asetilkolinesteraz,
AChl substratiyla yapilan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor Tiipii Numune Tiipii
_ —_ - —_ -
2 LE|TI|E| 2 LEl T |E |52
o) ~ |lo<c| £ | =& S ~ |0l E 5 c e b
= - T o E_/ = ~ -l T o E_’ R R ~ = E
= E |- 2l F |5 = E |72 F |5 = | ¥ =
" T (2§l z2 |2 | 0| T |25l 2z |E |0|C|H2
» |FF| o |.s < » |FH| a |.5 < | < |sq=
0,800 0,1 |0,05] - 0,05 10,790 | 0,1 | 0,05 - [0,05]001]100 ]| O
<0780 0,1 |0,05(0,02| 0,05 |0,770| 0,1 | 0,05 |0,02|0,05(0,01]| 78 |2,169
N
(L]
§ 0,770 0,1 |0,05|0,03| 0,05 0,760 0,2 | 0,05 |[0,03|0,05|0,01] 74 (3,254
210,760 0,1 [0,05|004]| 0,05 |0,750 | 0,1 | 0,05 |0,04|0,05|0,01| 50 {4,339
0,750 0,1 (0,05|0,05| 0,05 |0,740| 0,2 | 0,05 |[0,05|0,05]|0,01] 40 (5,424
100 4 y= 1008'0’14)(
R?2=0,901
80 -
60 -
2
= 40 - S
)
<
20 A
X
O T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
[Sulfisoxazole] uM

Sekil 4.9. Asetilkolinesteraz enzimi igin AChlsubstratina bagli olarak Sulfisoxazole
inhibitdrii ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.14. AChE enzimi igin Asetiltiyokoliniyodat substratiyla Sulfisoxazole
inhibitorii esliginde elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii.

Kor Tiipii Numune Tiipii

1/V(umol/mL. min)™

Inhibitor

Su (mL)
Tris-HCL
Tampon (mL)
DNTP (mL)
Inhibitér (mL)
AChI(mL)

Su (mL)
Tris-HCL
Tampon (mL)
DNTP (mL)
Inhibitér(mL)
AChI(mL)
AChE(mL)
1/SmMm™*

0,822 | 0,1

o
o
a1

0

[=}
(]

0,008 0,772

O
[ERN

0

f=)
o
o
[=
~o

0,008 |0,05]40,18| 12

(3

0,818 | 0,1 |0,05(0,02|0,012] 0,768

o
-
o
o
al
o
o
N

0,012|0,05130,02| 8,33

i[1.] 0,814 | 0,1 |0,05/0,02 (0,016 0,764

=
-

0,05 |0,02|0,016|0,05|25,79| 6,25

0,810 | 0,1 |0,05|0,020,020] 0,760

o
[EEN

0,05 |0,02|0,020|0,05|19,10| 5,00

0,806 | 0,1 |0,05|0,02|0,024] 0,756

=
-

0,05 | 0,02|0,024|0,05|17,64| 4,16

0,802 | 0,1 |{0,05|0,04/0,008] 0,752

o
[ERN

0,05 |0,04|0,008|0,05|50,21| 12,5

0,798 | 0,1 |0,05|0,04/0,012] 0,748

o
[

0,05 |0,04|0,012|0,05|40,00| 8,33

I[1.] 0,794 | 0,1 |0,05|0,04 (0,016 0,744

o
-

0,05 |0,04|0,016|0,05|30,18| 6,25

0,790 | 0,1 |0,05|0,040,020] 0,740

o
[

0,05 |0,04]0,020|0,05|25,18| 5,00

0,786 | 0,1 |0,05|0,04/0,024] 0,736

o
[

0,05 |0,04]0,024|0,05|19,63| 4,16

0,782 | 0,1 |0,05|0,06(0,008] 0,732

o
-

0,05 |0,06|0,008|0,05|60,76| 12,5

0,778 | 0,1 |0,05|0,06|0,012] 0,728

o
[

0,05 {0,06|0,012/0,05|50,00| 8,33

I[1s] 0,774 | 0,1 |0,05|0,06 {0,016 0,724

o
-

0,05 |0,06|0,016|0,05|35,44| 6,25

0,770 | 0,1 |0,05|0,06|0,020] 0,720

o
-

0,05 |0,06|0,020|0,05]28,63| 5,00

0,766 | 0,1 |0,05|0,06|0,024] 0,716

o
|

0,05 |0,06|0,024|0,05|23,65| 4,16
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70 -
E
S
g + [I0]=Kontrol
% = [11]=2,169 pm
; a [12]=4,339 pm
= ® [13]=6,509 um
-14 -9 16
1/[S] (MM)2

Sekil 4.10. Asetilkolinesteraz enzimi icin AChI substratiyla Sulfisoxazole esliginde elde
edilen 1/V-1/[S] grafigi

Cizelge 4.15. Asetilkolinesteraz enziminin iizerine Sulfisoxazole inhibitdriiniin
inhibisyon etkisi

1Cs Ortal;i rga Ki Inhibisyon

(uM) (uM) tipi

=0

N g 2| AChE

i I
Sulfisoxazole 4,650 4,921 +0,129 Yarismali




Cizelge 4.16. Asetilkolinesteraz enzimi i¢in molekiillerin toplu inhibisyon sonuglari

inhibitor

</;:\>—HN—§4©—NH2

Sulfadiazine

Sulfamerazine

TN i O

\ _

B D—HN S NH,
N o

Sulfamerazine

N
>*HN—§4©7NH2
0 o

Sulfacetamide

?
I HN—S@NHz
N‘O 5

Sulfisoxazole

54

1Cso

Ort. Kt S.D.
Inhibisyon tipi

1Cso

Oort. K;=S.D.

Inhibisyon tipi

ICso
Ort. K= S.D.
Inhibisyon tipi

1Cso

Ort. Kix= S.D.

Inhibisyon tipi

1Cso

Ort. K;= S.D.

inhibisyon tipi

AChE
(mM)

0,300

0,118 + 0,024

Yarigsmasiz

0,363

0,717 £ 0,193

Yarismasiz

0,353

0,302+ 0,116

Yarismasiz

0,507

0,343 £ 0,055

Yarismasiz

0,0046

0,0049 £+ 0,00012

Yarigsmali
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4.2. Biitirilkolinesteraz (BChE) Enzimi Tle Ilgili Yapilan Cahsmalar

4.2.1. BChE enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Sulfadiazine ile ilgili

sonuclar

Hazir olarak temin edilen Bitirilkolinesteraz enzimi tizerindeki Sulfadiazinenin etkisi

aragtir1ldi. Olgiimler esteraz aktivite ydntemine gore yapildi. Bu dlgiimler 5 dakikada bir

ve 412 nm’de gergeklestirildi. Inhibisyon etkisi gdsteren Sulfadiazineigin Aktivite (%)-

[Sulfadiazine] ve K; grafikleri ¢izildi. Aktivite (%)-[I] grafigi ¢izmek igin 5 farkli

inhibitér konsantrasyonunda dSl¢iim yapildi.

K

icin ayrica 3 ayri

inhibitor

konsantrasyonu secilip, 5 ayri substrat konsantrasyonunda (8-12-16-20-24uL) calisildi.

Cizilen grafiklerden ICsg Ve K degerleri hesaplandi.

Cizelge 4.17. Sulfadiazine inhibitorii ile hazir olarak temin edilen Biitirilkolinesteraz,
BChl substratiyla yapilan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor Tiipii Numune Tiipii
— 3 — 3
- ~ —~~ = [ ~
] JEZIE |2 JEIZ |2 2] 32
S| T |Q5|S|€ |E|l T |@5lE |2 |E| E| &
S| EZE(E|2 || E|ZEIE |2 |E| B 2|2
< = z | = (@) = pd <= ol O o X | =
=l 3 |EE|a|l= || 3 |ES|a |2 |<| < |82 |E
0,800 | 0,1 0,05 - |0,05/0,790| 0,1 |0,05| - |0,05(0,01] 1200 | ©
0,760 | 0,1 |0,05| 0,04 |0,05| 0,750 | 0,1 |0,05|0,04 |0,05( 0,01 | 71,91 | 1,598
(5]
§ 0,740 | 0,1 |0,05| 0,06 |0,05] 0,730 | 0,1 | 0,05 0,06 |0,05| 0,01 | 67,80 | 2,397
&
% 0,720 | 0,1 |0,05( 0,08 |0,05| 0,710 | 0,1 |0,05|0,08 |0,05( 0,01 | 49,31 | 3,196
()]
0,700 | 0,1 |0,05| 0,1 |0,05/ 0,690 | 0,1 |0,05| 0,1 |0,05| 0,01 | 42,46 | 3,995
0,680 | 0,1 |0,05(0,120,05| 0,670 | 0,1 |0,05|0,12|0,05| 0,01 | 38,35 | 4,794
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100 < y= 100e-0:20x
90 - R?=0,977

80 A
70 A .
60 -
50 - .
40 A
30 -
20 -
10 A

% Aktivite

[Sulfadiazine] mM

Sekil 4.11. Biitirilkolinesteraz enzimi i¢in BChI substratina bagli olarak Sulfadiazine
inhibitdrii ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafigi

Cizelge 4.18. BChE enzimi i¢in Biitiriltiyokoliniyodat substratiyla Sulfadiazine
inhibitdrii esliginde elde edilen1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Numune
~ ~ Y 1/S
£ ~ E ~ (umol/ | mM™
- | ~ g = | ~ g = = | mldk)*
5 o| = = £ —~ | O | < = € £
h—1 = T é He) ~ = T é He) ~ i
S| E || 2| 2| =] £l | 2 = | 5
| 3 |F| B| = 2 3 |E| §| = 2 | <
0,792 10,1 |0,05| 0,05 | 0,008 | 0,782 |0,1|0,05| 0,05 | 0,008 | 0,01 14,65 13,88
0,788 | 0,2 |0,05| 0,05 | 0,012 | 0,778 |0,1|0,05| 0,05 | 0,012 | 0,01 10,98 9,17
[11.] 0,784 | 0,1 | 0,05 | 0,05 | 0,016 | 0,774 |0,1| 0,05 | 0,05 | 0,016 | 0,01 | 8,540 6,89
0,780 | 0,2 | 0,05| 0,05 | 0,020 | 0,770 {0,1| 0,05 | 0,05 | 0,020 | 0,01 ] 7,930 5,49

0,776 | 0,1 |0,05| 0,05 | 0,024 | 0,766 |0,1| 0,05 | 0,05 | 0,024 | 0,01 | 7,690 4,58
0,757 | 0,1 | 0,05 | 0,085 | 0,008 | 0,747 |0,1| 0,05 | 0,085 | 0,008 | 0,01 | 25,68 13,88
0,753 | 0,1 | 0,05 | 0,085 | 0,012 | 0,743 |0,1| 0,05 | 0,085 | 0,012 | 0,01 | 15,62 9,17
[112] 0,749 | 0,1 | 0,05 | 0,085 | 0,016 | 0,739 | 0,1 | 0,05 | 0,085 | 0,016 | 0,01 | 14,28 6,89
0,745 1 0,1 | 0,05 | 0,085 | 0,020 | 0,735 |0,1| 0,05 | 0,085 | 0,020 | 0,01 | 13,15 5,49
0,741 1 0,1 | 0,05 | 0,085 0,024 | 0,731 |0,1| 0,05 | 0,085 | 0,024 | 0,01 | 10,86 4,58
0,722 1 0,1|005| 0,12 | 0,008 | 0,712 |0,1|0,05| 0,12 | 0,008 | 0,01 | 31,31 13,88
0,718 | 0,1 |005| 0,12 | 0,012 ] 0,708 |0,1| 0,05 | 0,12 | 0,012 | 0,01 | 21,27 9,17
[11s] 0,724 | 0,1 | 0,05 | 0,12 | 0,016 | 0,704 | 0,1 | 0,05 | 0,12 | 0,016 | 0,01 | 18,18 6,89
0,710 | 0,1 | 0,05| 0,12 | 0,020 | 0,700 | 0,1 | 0,05 | 0,12 | 0,020 | 0,01 | 14,92 5,49
0,706 | 0,1 |005| 0,12 | 0,024 |1 0,696 |0,1|0,05| 0,12 | 0,024 | 0,01 | 12,65 4,58
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1/V (umol/ml. min)*t

35 ~

+ [I0]= Kontrol

= [11]=1,997 mM
a [12]= 3,395 mM
¢ [13]=4,794 mM

1/[S] (MM)L

Sekil 4.12. Biitirilkolinesteraz enzimi i¢in BChI substratiyla Sulfadiazine esliginde elde

edilen 1/V-1/[S] grafigi

Cizelge 4.19. Biitirilkolinesteraz enziminin {izerine Sulfadiazine inhibitoriiniin

inhibisyon etkisi

{;:?—HN—%@NHZ

Sulfadiazine

BChE

Ortalama K; £

1Cx e, . .
S.D. Inhibisyon tipi

(mM) M) yon tip

3,397 0,815 £ 0,098 Yarigsmali
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4.2.2. BChE enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Sulfamerazine ile ilgili

sonuclar

Cizelge 4.20. Sulfamerazine inhibitorii ile hazir olarak temin edilen Biitirilkolinesteraz,
BChI substratiyla yapilan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor Tiipii Numune Tiipii
o I | o |2
JE| 2 g - JE| 2 g S| 2
sl 2|25/ Ele |E| 2 |25| £ |2 | E| E| 2|s
S| S 25| B2 |5| S |2E|E (2|88 |+5|E
=l 3 |ES| 8|2 || 3 |ES|B |2 | 1| < [8<]=
0,800 0,1 {0,051 - 0,050,790 0,1 (0,05 - |0,05]| 0,01 100 0
0,760 0,1 |10,05(0,04]0,0510,750( 0,1 |0,05(0,04|0,05| 0,01 |78,57]1,513
(6]
o
& | 0,740 | 0,1 |[0,05(0,06|0,05|0,730 [ 0,1 |0,050,06(0,05| 0,01 |68,75]2,269
(3]
£
£ 0,720 0,1 |0,05(0,08|0,05]0,710 | 0,1 |0,05|0,08{0,05| 0,01 |48,21 (3,026
>
wn
0,700 0,2 |0,05( 0,2 |0,0510,690( 0,1 |0,05|0,1]0,05| 0,01 |43,75]3,783
0,680 0,1 |0,05(0,212]0,0510,670( 0,1 |0,05(0,12|0,05| 0,01 |41,07]4,539
100 < y= 100e70.20x
90 R?=0,954
80
70
o 60 -
.E 50 -
£ 40 -
<< 30 -
S 20 -
10 -
0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5
[Sulfamerazine] mM

Sekil 4.13. Biitirilkolinesteraz enzimi i¢in BChI substratina bagli olarak Sulfamerazine
inhibitdrii ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.21. BChE enzimi i¢in Bitiriltiyokoliniyodat substratiyla Sulfamerazine
inhibitori esliginde elde edilen1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Tiipii Numune Tiipii
-
£ o
= =
é £
E 3| E| ~ sl 2] ~| 5| E
(= — = S = = = = = - = \
sl Jes| | €| E| Q||| | E|E| g |5
sl S e |2 8| S2E 2 5|8z ¢
Eld|FElQ|E | S| @ |F|Da|E ||| = |3
0,787| 0,1 | 0,05|0,055|0,008}0,777|0,1| 0,05 |0,055| 0,008 | 0,01 | 14,28 |13,88
0,783| 0,1 | 0,050,055|0,012|0,773|0,1 | 0,05 {0,055|0,012| 0,01 | 8,770 | 9,17
M. {0,779| 0,12 | 0,05|0,055/0,0160,769|0,1| 0,05 |0,055| 0,016 | 0,01 | 7,690 | 6,89

0,775| 0,1 | 0,05 |0,055|0,020]0,765

o
-
o
o
ol

0,055|0,020 | 0,01 | 7,190 | 5,49

0,771| 0,1 | 0,05|0,055|0,024 10,761

o
o
o
o
(8}

0,055|0,024 | 0,01 | 5,370 | 4,58

0,757| 0,1 | 0,05|0,085|0,008]0,747

o
-
o
o
ol

0,085/0,008 | 0,01 | 19,72 |13,88

o
-
o
o
()

0,753| 0,1 | 0,05|0,085|0,012]0,743 0,085/0,012| 0,01 | 15,15 | 9,17

[11. |0,749] 0,1 | 0,05 |0,085|0,016 | 0,739

o
|
o
o
ol

0,085|0,016 | 0,01 | 11,76 | 6,89

0,745| 0,1 | 0,050,085|0,020]0,735

o
-
o
o
()

0,085/ 0,020 | 0,01 | 8,840 | 5,49

0,741| 0,1 | 0,05|0,085|0,02410,731

o
-
o
o
()

0,085|0,024 | 0,01 | 7,690 | 4,58

0,722| 0,1 | 0,05| 0,12 |0,008]0,712

o
|
o
o
ol

0,12 | 0,008 | 0,01 | 24,97 |13,88

0,718 0,1 | 0,05| 0,12 |0,012]0,708

o
-
o
o
()

0,12 {0,012 | 0,01 | 17,54 | 9,17

o
|
o
o
ol

Il1s {0,714} 0,1 | 0,05 0,12 | 0,016 |0,704 0,12 | 0,016 | 0,01 | 13,88 | 6,89

0,710 0,1 |0,05| 0,12 | 0,020]0,700

o
|
o
o
ol

0,12 |1 0,020 | 0,01 | 11,62 | 5,49

0,706| 0,1 | 0,05| 0,12 | 0,024]0,696

o
-
o
o
ol

0,12 {0,024 | 0,01 | 9,900 | 4,58
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30 ~

<

S

E + [10]= Kontrol
= ® [11]= 2,080 mM
é_ a [I12]= 3,215 mM
2 o [13]= 4,539 mM
—

15 -10 -5 20
1/[S] (MM)-2

Sekil 4.14. Biitirilkolinesteraz enzimi i¢in BChI substratiyla Sulfamerazine esliginde
elde edilen 1/V-1/[S] grafigi

Cizelge 4.22. Biitirilkolinesteraz enziminin {izerine Sulfamerazine inhibitdriiniin
inhibisyon etkisi

Ortalama K £+
S.D. Inhibisyon tipi
(mM)

I1Cso
(mM)

) el BChE
Sulfamerazine
3,364 3,104 £ 0,736 Yarigsmasiz
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4.2.3. BChE enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Sulfamethazine ile ilgili

sonuclar

Cizelge 4.23. Sulfamethazine inhibitdrii ile hazir olarak temin edilen Biitirilkolinesteraz,
BChI substratiyla yapilan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor Tiipii Numune Tiipii
g 132 = I )
_ JEITE |2 LEIZIE | |3
gl 2 |25 || E| 2 |25|S|2 | E| E| 2|s
sl E1EEl 2|25 S |28 |2 |8 |o|«2]E
S|l 3 |EE|l || x| & |EE[B |2 | < | <« |¥< |=E
0,800 0,1 | 0,05 0,051 0,790 ( 0,1 | 0,05 0,050,011 100 0
0,700 0,1 ]0,05|0,10,0540,690| 0,1 [0,05] 0,1 | 0,05 0,01 164,28 3,592
% 0,670 0,1 |0,05|0,23/0,05]0,660| 0,1 [{0,05]0,13]| 0,05 | 0,01 | 59,52 | 4,669
[3+]
ey
E 0,660 0,1 {0,05]0,14{ 0,051 0,650 0,2 |0,05(0,24| 0,05 | 0,01 | 54,76 | 5,028
[+
03) 0,650 0,1 |0,05|0,15/0,05]0,640| 0,1 [0,05]0,15] 0,05 | 0,01 | 50,00 | 5,388
0,640 0,1 |0,05|0,16/0,05]0,630| 0,1 [0,05]0,16] 0,05 | 0,01 | 46,82 | 5,747
0,630 0,1 ]0,05|0,27|0,05]0,620| 0,1 [{0,05]0,17] 0,05 | 0,01 | 42,06 | 6,106
100 < y= 100e0.12x
90 - R2=0,966
80 -
70 -
o 60 . .
S 50
£ 40 *
g 30 -
(@) 20 .
10 -
O T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
[Sulfamethazine] mM

Sekil 4.15. Biitirilkolinesteraz enzimi i¢in BChI substratina bagli olarak Sulfamethazine
inhibitdrii ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.24. BChE enzimi i¢in Biitiriltiyokoliniyodat substratiyla Sulfamethazine
inhibitori esliginde elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii.

Kor Tiipii Numune Tiipii

1/V(umol/mL. min)™*

Inhibitor

Su (mL)
Tris-HCL
Tampon (mL)
DNTP (mL)
Inhibitér (mL)
AChI(mL)

Su (mL)
Tris-HCL
Tampon (mL)
DNTP (mL)
Inhibitér(mL)
AChI(mL)
AChE(mL)
1/SmMm™

0,742 0

o
[N
o
o
ol
f=)
—

0,008] 0,732

o
-
o
o
()
o
o
-

0,008

o
o
_

28,07 (13,88

0,738

o
-
o
o
(S}

0,01 |0,012] 0,728

o
[EEN
o
o
o1

0,010,012 |0,01] 18,18 | 9,17

[1. |0,734

o
o
o
(S}

0,01 |0,016] 0,724

o
[ERN

0,05|0,01 0,016 |0,01] 15,87 | 6,89

0,730

o
-
o
o
o

0,01 {0,020} 0,720

(=
-

0,05(0,01 0,020 |0,01] 12,65 |5,49

0,726

o
-
o
o
ol

0,01 |0,024] 0,716

o
[EEN

0,05|0,01 0,024 | 0,01 11,76 | 4,58

0,702

o
-
o
o
()

0,14 |0,008] 0,692

o
-

0,05 0,14 | 0,008 | 0,01 | 37,38 13,88

0,14 |0,012| 0,688

o
-

0,698 0,050,214 | 0,012 | 0,01 | 20,83 | 9,17

o
-
o
o
ol

[11, (0,694

o
|
o
o
(&)

0,14 |0,016] 0,684

o
[

0,05|0,14 0,016 | 0,01 19,23 | 6,89

0,690

o
-
o
o
ol

0,14 |0,020| 0,680

o
-

0,050,214 | 0,020 | 0,01 ] 17,54 | 5,49

0,686

o
-
o
o
ol

0,14 |0,024] 0,676

o
-

0,05 (0,14 | 0,024 | 0,01 | 15,62 | 4,58

0,672

o
|
o
o
(&)

0,17 |0,008] 0,662

o
[

0,05|0,17| 0,008 | 0,01 | 40,00 |13,88

0,668

o
-
o
o
ol

0,17 |0,012| 0,658

o
-

0,05(0,17 | 0,012 | 0,01 | 23,80 | 9,17

o
|
o
o
(&)

0,17 |0,016] 0,654

o
[

[1]5 0,664 0,05|0,17 | 0,016 | 0,01 | 22,22 | 6,89

0,660

o
-
o
o
(&)

0,17 |0,020] 0,650

o
|

0,05|0,17 | 0,020 | 0,01 | 18,51 | 5,49

0,656

o
-
o
o
(&)

0,17 |0,024| 0,646

o
-

0,05(0,17 | 0,024 | 0,01 | 16,39 | 4,58
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45 -
<
e
€
% + [I0]= Kontrol
g ® [I11]= 3,592 mM
P a [12]= 5,028 mM
—
e [13]= 6,106 mM
-15 -5 25
1/[S] (mM)?

Sekil 4.16. Biitirilkolinesteraz enzimi i¢in BChI substratiyla Sulfamethazine esliginde
elde edilen 1/V-1/[S] grafigi

Cizelge 4.25. Biitirilkolinesteraz enziminin {iizerine Sulfamethazine inhibitdriiniin
inhibisyon etkisi

Ortalama K| +
S.D. Inhibisyon tipi
(mM)

1Cso
(mM)

/ N\>_ 1
HN—SONH
= 3 *| BChE

Sulfamethazine 5,414 2,763 + 0,055 Yarismasiz
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4.2.4. BChE enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Sulfacetamide ile ilgili

sonuclar

Cizelge 4.26. Sulfacetamide inhibitdrii ile hazir olarak temin edilen Biitirilkolinesteraz,
BChI substratiyla yapilan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor Tiipii Numune Tiipii
EINE e S
— 1 - -~ —
5| EZ& E|E5A =] E|TE|E|E~| | @ s (2
£l 2 |25/ 2|29 6| 2 |&5|2|22|G |G |25
2|l 3 |[FE| o |28 I | 3 |[FE|Q|EE|l | < |F<|E
0,800 0,2 |0,05( - |0,05]0,790( 0,2 |0,05f - ]0,05]|0,01] 100 0
0,750 0,1 (0,05(0,05|0,05)0,740| 0,2 (0,05| 0,05 (0,05 0,01} 62,1 |2,33
[<B]
©
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Sekil 4.17. Biitirilkolinesteraz enzimi i¢in BChI substratina bagh olarak Sulfacetamide
inhibitdrii ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.27. BChE enzimi i¢in Biitiriltiyokolin iyodat substratiyla Sulfamethazine
inhibitori esliginde elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii.

Kor Tiipii Numune Tiipii
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Su (mL)
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Sekil 4.18. Biitirilkolinesteraz enzimi i¢in BChI substratiyla Sulfacetamide esliginde
elde edilen 1/V-1/[S] grafigi

Cizelge 4.28. Biitirilkolinesteraz enziminin iizerine Sulfacetamide inhibitoriiniin
inhibisyon etkisi

Ortalama K| +
S.D. Inhibisyon tipi
(mM)

I1Cso
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?HN_E C " | Bche

Sulfacetamide
2,717 0,923 £0,191 Yarismali
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4.2.5. BChE enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Sulfisoxazole ile ilgili

sonuclar

Cizelge 4.29. Sulfisoxazole inhibitdrii ile hazir olarak temin edilen Biitirilkolinesteraz,
BChI substratiyla yapilan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor Tipu Numune Tiipi
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Sekil 4.19. Biitirilkolinesteraz enzimi i¢in BChI substratina bagl olarak Sulfacetamide
inhibitdrii ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.30. BChE enzimi i¢in Biitiriltiyokoliniyodat substratiyla Sulfamethazine
inhibitori esliginde elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii
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Sekil 4.20. Biitirilkolinesteraz enzimi i¢in BChI substratiyla Sulfisoxazole esliginde
elde edilen 1/V-1/[S] grafigi

Cizelge 4.31. Biitirilkolinesteraz enziminin iizerine Sulfisoxazole inhibitoriiniin
inhibisyon etkisi

. :b .
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Cizelge 4.32. Biitirilkolinesteraz enzimi i¢in molekiillerin toplu inhibisyon sonuglari
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5. TARTISMA ve SONUC

Biyokimyasal aragtirmalarin biiyiik cogunlugunu enzim c¢aligmalari olusturmaktadir. Bu
yiizden enzim ¢alismalar1 ¢ok fazla pratik oneme sahiptirler. Enzim aktiviteleri kan
plazmasinda, eritrositlerde veya doku oOrneklerinde belli hastaliklarin tanisinda
kullanilmaktadir. Baz1 hastaliklara, 6zellikle kalittimsal bozukluklara, bir ya da daha
fazla enzim eksikligi veya yoklugu sebep olabildigi gibi, diger bir grup hastaliga da asirt
enzim aktivitesi neden olabilir. Birgok ilag, biyolojik etkilerini enzimlerle etkileserek
ortaya c¢ikarir. Enzimler, ekmek, bira ve peynir iretimi gibi ekonomik sahalarda,
temizlik alanlar1 gibi giinlik yasamda ve saglik tipta teshis ve tedavide biiyiik rol
oynamaktadir. Bugiin enzimlerin kimya endiistrisinde, gida prosesinde ve ziraatte pek

¢ok kullanim alani bulunmaktadir.

Biitirilkolinesteraz (BChE, E.C.3.1.1.8) yaklasik olarak 342 kDa agirhiginda olan
tetrameric bir glikoproteindir (Barta 2001). BchE karacigerde sentezlendikten sonra
kana karisir (Chatonnet and Lockridge 1989). Ayrica yag dokusu, incebagirsak, akciger
ve beyin gibi ¢esitli dokularda da bulunur (Dave 2000).

Membrana bagli bir enzim olan asetilkolinesteraz, enzimi kolinerjik sinapsis ve
kavsaklarda hem sinir uglarindan hem de kavsak sonrasi veya postsinaptik membran
lizerinde yerlestigi gozlenmistir. Bu enzim sinir hiicrelerinde, beyinin gri cevherinde,
kasta, akciger, dalak ve eritrositlerde bulunur (Milatovic and Schetinger 2000). Ayni
zamanda sarkoplazmik retikulum, 16kosit, trombosit, kemik iligi ve plasentada da
mevcuttur (Wilson and Nachmansohn 1954). Asetilkolinesteraz kolinerjik sinapsiste
norotransmitter asetilkolini hidroliz ederek birka¢ fiziksel olayin diizenlenmesinde

onemli rol oynar.

Kolinesteraz inhibitorleri veya antikolinesteraz inhibitorleri; Asetilkolinesteraz enzimini
inhibe eden ilaglara verilen isimlerdir. Santral ve periferal kolinerjik fonksiyonu

giiclendirmek i¢in kolinesteraz inhibitorleri asetilkolinesterazin yikimini inhibe eder.
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Sadece reversibl kolinesteraz inhibitorleri I Diinya Savasindan 6nce bilinirken uzun
siire etkili ve oldukca toksik bilesikler olan irreversibl bilesikler ise savas sirasinda
gelistirilmistir. Bu inhibitorler, enzimi tersinir veya tersinir olmayan sekilde inhibe
ederek asetilkolin hidrolizini engeller ve reseptorler iizerinden artmis bir etkinin ortaya

¢tkmasina neden olurlar (Ercan 2002).

Klinik olarak Myastenia Gravis, glokom, ve Alzheimer Hastalig1 gibi hastaliklarda
kolinesteraz inhibitdrleri kullanilmaktadir. Ilk olarak takrin Alzheimer Hastali
tedavisinde gelistirilmis ve daha sonra donapezil, rivastigmin ve galantamin bu
hastaligin tedavisinde kullanilmaya baslamistir. Takrin asetilkolinesteraz enzimini
(AChE) ve biitirilkolinesteraz enzimini (BChE) inhibe etmektedir. Parkinson
hastaliginda dopamin eksikliginin giderilmesi ile hastaligin belirtilerinin tedavi edilir
hale gelmesi ile parallellik kurulmus ve Alzheimer hastalarinda da kolinerjik sistemin

giiclendirilmesinin hastaligi tedavi edebileceginden yola ¢ikilmistir.

1970’lerden itibaren Alzheimer hastaliginda kolinerjik kayip oldugu bilgisi tedavi icin
bir umut 15181 haline gelmistir. Alzheimer hastalifinin arastirmalar1 zamanla bu
hastaligin karmasik yapisinin sadece kolinerjik eksikligi degil, hem diger beyinde islevi
olan kimyasallarin dengesinde kayda deger bir bozulmayi icerdigi, hem de belirgin
hiicre kaybinin oldugunu gostermistir. 1990’larda kolinesteraz inhibitorleri bu hastaligin

tedavisinde kullanilmaya baglanmistir.

Bu ilaglar igerisinden ilk takrin kullanilmaya baglanmistir. Daha sonra Donepezil,
Rivastigmine ve Galantamine kullanima sunulmustur. Asetilkolin yikimini bu ilaglarin
hepsi engellemektedir. Dikkat ve bellek siireclerinde 6zellikle asetilkolin 6nemli bir rol
oynayan kimyasal belirleyicidir. Alzheimer hastalarinda yapilan klinik ¢aligmalarda
erken ve orta evrelerinde bu ilaglarin zihinsel yikimi yavaslatici veya zihinsel islevlerde
kismen iyilestirici etkisinin goriildiigii sunulmustur. Yikiminin azalmasi, beyinde
kullanilabilirligi artirmast ve yukarida sozii edilen zihinsel siirecleri iyilestirmesi

beklenir. Ancak bu yiiz giildiiriicii sonuglar tim Alzheimer hastalariin %30-40’1inda
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goriilebilmektedir, bu yiizden disarida kalan diger hastalarda ise onemli bir etkiye

rastlanmamustir.

Asetilkolinesteraz inhibitorleri Asetilkolini pargalayan asetilkolinesterazi inhibe ederek
sinaptik araliktaki asetilkolin miktarini ve dolayisiyla kolinerjik iletimi artirirlar. 6-9 ay
kadar tabloyu bulundugu noktada sabitlerler. Progresyonu yavaslatirlar ancak tedaviye
erken evrede baslanmasi gerekmektedir. Kullanilan bu inhibitérlerin etkileri 3. ayda
belirginlesmeye baslar ancak ilag kesildikten 4-6 hafta sonra goriilen etkiler kaybolmaya

baglar.

Heniiz nedeni tam olarak aydinlatilamayan Alzheimer hastaliginin beyin hiicrelerinin
programlanandan daha erken dlmesi ile meydana geldigi bilinmektedir. Yasla beraber
her kiside beyin hiicre 6liimii olmaktadir ama Alzheimer hastaliginda bu siire¢ ¢ok hizl
ve erken gerceklesmektedir. Giiniimiizde Alzheimer hastaliginin nedeni tam olarak
bilinmese de bir takim risk yaratan durumlar ortaya ¢ikmistir. Kalp krizi, hipertansiyon,
kolestrol yiiksekligi gibi damar hastaliklari, diisiik egitim diizeyi, ge¢cmiste ciddi kafa
yaralanmalar1 da hastaliga sebep olan faktorler arasindadir. Bu faktorlerden yas
degistirilemez faktér iken ge¢miste yasanan depresyonlar ise degistirilebilir

faktordendir.

Alzheimer hastalig1 yeni bilinen bir hastalik olmamasina ragmen hastalarin sayis1 giin
gectikce artig gostermektedir. Cilinkii bu hastalikta 6nemli olan risk faktorii yastir ve
yaslanma kacinilmaz bir siirectir. Hastalifin azami seviyede gozlendigi yas grubu
giinlimiizde ve tiim diinyada 65 yas grubu ve iizeridir. Tiirkiye’de su an 300 binden
fazla Alzheimer hastasi oldugu tahmin edilmektedir. Tiirkiye’de 30-40 yil sonra geng
niifusun giderek yaslanacagi bir iilke olarak Alzheimer hastaligimin ¢ok onemli bir

saglik sorunu olmasi s6z konusudur.

Asetilkolinesterazin farmokolojik inhibitdrleri asetilkolinin ndrotransmisyonunu bozan
Alzheimer, mysthenia Gravis ve Parkinson gibi hastaliklari kontrol etmede 6nemlidir.

AChHE inhibisyonu asetilkolinin sinaptik konsantrasyonunu arttirmakta ve reseptorde
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daha uzun siire ve daha yiiksek oranda kalmasina izin vermektedir (Jann 1998;

Giacobini 2000; Soreq and Seidman 2001).

Kolinesteraz aktivite tayini, gii¢lii 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 ~ enziminin  aktivitesi  Ellman  Metoduna goére  yapild.
Asetilkolinesteraz asetilkolinin 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 ol¢iildii.
Sart anyonun olusum orani1 412 nm’de 6lgiildi. (Ellman 1961). Aktivite tayininde 1
enzim Unitesi 10mM asetiltiyokolin’in dakika basina 37°C’de pH:8 tiyokoline ve

asetat’a ¢eviren enzim miktari olarak tanimlandi.

Bu tez kapsaminda AChE ve BChE inhibitdrlerinin 6nemi goz oniinde bulundurularak,
asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzim aktivitesi {lizerine in vitro sartlarda takrin
ilac1 tiirevlerine benzer siilfanilamidlerin bazi tiirevlerinin inhibisyon etkileri
incelenmigstir. Calismamizda BChE ve AChE enzimi iizerine inhibisyon etkisi gdsteren
stilfanilamidlerin bazi tiirevleri igin K; sabitlerinin ve inhibisyon tiplerinin belirlenmesi
isleminde Lineweaver-Burk grafikleri kullanildi (Segel 1975). Sonuglarin hassas
bulunabilmesi i¢in her inhibitorlii c¢alisma i¢in 3  farklt sabit inhibitor
konsantrasyonunda 1/V ve 1/[S] degerleri elde edilmistir. Grafik ¢iziminde Microsoft-

Excel programindan faydalanilmistir.

2013 yilinda gelistirilen en son yontemde CNBr ile aktiflestirilmis Sefaroz-4B’ye
stilfanilamid ligand1 kenetlenerek kolon sentezlenmis, ardindan yagi alinmis siit zayif
katyon degistirici Amberlit CG-50 H+reginesi kullanilarak kismi saflagtirilmistir. CNBr

ile aktiflestirilmis Sefaroz-4B-L-tirozin-siilfanilamid afinite kolonuna tatbik edilen siit
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11 homojenatindan tek kademede LPO saflastirilmasi gerceklestirilmistir (Atasever

2013).

Takrin, hem yilan zehiri AChE’yi hemde serum BChE’yi inhibe etmistir. AChE ve
BChE ‘nin takrin tarafindan inhibisyon tipi benzerdir ve lineer karisik tip inhibisyon
olarak bulunmustur. Yilan zehiri, insan retinasi, deve retinast ve sigir retinasi
asetilkolinesterazi ve insan serum butirilkolinesterazi i¢in ICsq degerleri sirasiyla 31nM,
44,6 nM, 230 nM, 8,07 nM ve 25,6 nM olarak bulunmustur. Ayn1 kaynaklar i¢in K;
sabitleri ise sirasiyla 13 nM, 37,76 nM, 68 nM, 4,5 nM ve 12 nM olarak bulunmustur.
Yine ayni ¢alismada yilan zehiri AChE ve insan serum BChE’1 i¢in km degerleri
sirastyla Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak 0,0537mM ve 0,0299 mM olarak
bulunmustur. Insan serum ve yilan zehir kolinesterazlari karsilastirildiginda, insan
serum butirilkolinesterazinin yilan zehir asetilkolinesterazindan takrine daha hassas

oldugu bulunmustur (Ahmed 2006).

Kinetik ¢alismalar sirasinda Asectilkolinesteraz enzim aktivitelerini inhibe eden
Sulfadiazine, Sulfamerazine, Sulfamethazine, Sulfacetamide ve Sulfisoxazole
maddelerin 1Cso degerleri belirlendi. Buna gore Cizelge (4.1)-(4.4)-(4.7)-(4.10)-
(4.13)’de ve Sekil (4.1)-(4.3)-(4.5)-(4.7)-(4.9)’da goriildiigi gibi Sulfadiazine,
Sulfamerazine, Sulfamethazine, Sulfacetamide ve Sulfisoxazole maddeleri AChE
enzimi lizerine aktivasyon etkisi gosterdigi belirlenmistir. Bu maddeler icin yapilan
calismada aktivite degerleri hesaplandi ve elde edilen bu degerlerle % Aktivite-
Konsantrasyon grafikleri ¢izilerek ICsy degerleri bulundu. Bu maddeler i¢in bulunan
ICs0 degerleri sirasiyla 0,300 mM, 0,363 mM, 0,353 mM,0,507 mM, 0,0049mM olarak
bulunmustur. Daha sonra elde edilen asetilkolinesteraz enzimleriyle 5 farkh
asetiltiyokolin iyodat substrat konsantrasyonunda ve 3 farkli sabit inhibitor
konsantrasyonunda aktivite 6l¢timii yapild1 (Cizelge (4.2)-(4.5)-(4.8)-(4.11)-(4.14)’de
gosterilmistir) Calismamizdaki maddeler igin Sekil (4.2)-(4.4)-(4.6)-(4.8)-(4.10)’de
Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek gosterilmis ve K; ve standart sapma degerleri
belirlenmigtir. ~ Sirasiyla K; ve standart sapmadegerleri  0,11840,024mM,
0,717+0,193mM, 0,302+0,116mM, 0,343+0,055mM, 0,0049+0,00012mM olarak
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bulunmustur. Bu c¢alismada kullanilan Sulfadiazine, Sulfamerazine, Sulfamethazine,
Sulfacetamide maddeleri yarismasiz inhibisyon gosterirken, Sulfisoxazole maddesi ise

yarismal1 inhibisyon gostermistir.

Genel olarak ila¢ ve kimyasal maddelerin enzimler iizerindeki inhibisyon etkileri ICs
(enzimin aktivitesini %50 inhibe eden ila¢ veya madde konsantrasyonu) degeri olarak
verilmektedir. Calismamizda Biitirilkolinesteraz enzim aktivitelerini inhibe eden
Sulfadiazine, Sulfamerazine, Sulfamethazine, Sulfacetamide ve Sulfisoxazole
maddelerin 1Csy degerleri belirlendi. Buna gore Cizelge (4.17)-(4.20)-(4.23)-(4.26)-
(4.28)’de ve Sekil (4.11)-(4.13)-(4.15)-(4.17)-(4.19)’da goriildigi gibi Sulfadiazine,
Sulfamerazine, Sulfamethazine, Sulfacetamide ve Sulfisoxazole maddeleri AChE
enzimi lizerine aktivasyon etkisi gosterdigi belirlenmistir. Bu maddeler i¢in bulunan
ICsp degerleri sirasiyla 3,397 mM, 3,364 mM, 5,414 mM, 2,717 mM, 2,235mM olarak
bulunmustur. Daha sonra Cizelge (4.18)-(4.21)-(4.24)-(4.27)-(4.30)’de gosterildigi gibi
aktivite olgtimii yapildi. Bu maddeler igin Sekil (4.12)-(4.14)-(4.16)-(4.18)-(4.20)’de
Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek gosterildi K; ve standart sapmadegerleri belirlendi.
Sirasiyla  K; ve standart sapma degerleri 0,815+0,098mM, 3,104+0,736mM,
2,763+0,055mM, 0,923+0,191mM, 0,582+0,143mM olarak bulunmustur. Sulfadiazine,
Sulfacetamide ve Sulfisoxazole maddeleri yarismali inhibisyon gosterirken,

Sulfamerazine ve Sulfamethazine maddeleri ise yarismasiz inhibisyon gostermistir.

AChE ve BChE enziminin aktivitesinin azalmasi 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 onemlidir. Bu bilgiler goz
Oniline alinirsa bu tez kapsaminda yapilan c¢aligmalarin 6nemi anlagilmaktadir. Bu tez

kapsaminda elde edilen biitiin sonuglar Cizelge 4.16 ve 4.32°de 6zetlenmistir.
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