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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

 

ASETİLKOLİNESTERAZ VE BÜTİRİLKOLİNESTERAZ ENZİMLERİ 

ÜZERİNE BAZI SULFANİLAMİD TÜREVİ MOLEKÜLLERİNİN 

İNHİBİSYON ETKİLERİNİN İNCELENMESİ 

 

Sibel AKTAY 

 

Atatürk Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Kimya Anabilim Dalı 

Biyokimya Bilim Dalı 

 

DanıĢman: Prof. Dr. Hasan ÖZDEMĠR 

 

Bu tez kapsamında Asetilkolinesteraz (AChE; E.C.3.1.1.7) ve Bütirilkolinesteraz 

(BChE; E.C.3.1.1.8) enzimi üzerine Alzheimer hastalığının tedavisinde kullanılan takrin 

ilacına alternatif olarak sulfanilamid türevlerinin, enzim aktiviteleri üzerine kinetik 

parametrelerin belirlemesi hedeflenmiĢtir. AChE ve BChE enzimlerinin aktiviteleri 

üzerine Sulfadiazine, Sulfamerazine, Sulfamethazine, Sulfacetamide ve Sulfısoxazole 

gibi aromatik maddelerin inhibisyon etkileri incelendi. AChE için In vitro inhibisyon 

etkisi gösteren maddeler Sulfadiazine, Sulfamerazine, Sulfamethazine, Sulfacetamide ve 

Sulfısoxazole için IC50 değerleri sırasıyla 0,300 mM, 0,363 mM, 0,353 mM,0,507 mM, 

0,0049mM olarak bulundu. Aynı maddeler için sırasıyla standart sapma ve ortalama Ki 

sabiti 118±0,024mM, 0,717±0,193mM, 0,302±0,116mM, 0,343±0,055mM, 

0,0049±0,00012mM olarak hesaplandı. Ġnhibisyon tipleri Sulfadiazine, Sulfamerazine, 

Sulfamethazine, Sulfacetamıde maddelerinde yarıĢmasız inhibisyon etkisi gösterirken, 

Sulfısoxazole maddesi yarıĢmalı inhibisyon gösterdi. BChE için In vitro inhibisyon 

etkisi gösteren maddeler Sulfadiazine, Sulfamerazine, Sulfamethazine, Sulfacetamide ve 

Sulfısoxazole için IC50 değerleri sırasıyla 3,397 mM, 3,364 mM, 5,414 mM, 2,717 mM, 

2,235mM olarak bulundu. Aynı maddeler için sırasıyla standart sapma ve ortalama Ki 

sabiti ise 0,815 ± 0,098mM, 3,104 ± 0,736mM, 2,763± 0,055mM, 0,923 ± 0,191mM, 

0,582 ± 0,143mM olarak hesaplandı. Ġnhibisyon tipleri Sulfadiazine, Sulfacetamıde ve 

Sulfısoxazole maddelerinde yarıĢmalı inhibisyon gösterirken, Sulfamerazine ve 

Sulfamethazine maddelerinde ise yarıĢmasız inhibisyon etkisi gösterdiği tespit edildi. 

2017, 83 sayfa 

Anahtar Kelimeler: Asetilkolinesteraz, Bütirilkolinesteraz, inhibisyon 
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ABSTRACT 

MS Thesis 

 
INVESTIGATION OF INHIBITION EFFECTS OF SOME SULFANILAMID 

EDERIVATES ON ACETYLCHOLINESTERASE AND 

BUTYRYLCHOLINESTERASE ENZYME 

 

Sibel AKTAY 

 

Atatürk University 

Graduate School of Natural andAppliedSciences 

Department of Chemistry 

Department of Biochemicstry 

 

Supervisor: Prof. Dr. Hasan ÖZDEMĠR 

 
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. IC50 

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 Ki 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. IC50 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 Ki 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 

Keywords: Acetylcholinesterase, Butyrylcholinesterase, inhibition 
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1. GİRİŞ 

18. yüzyıl sonlarında tükürük ve bazı bitki özütlerinin niĢastayı Ģekere dönüĢtürdükleri, 

etin mide salgıları tarafından sindirildiği bilinmesine rağmen (Réaumur 1752) bunun 

hangi mekanizmayla gerçekleĢtiği bilinmemekteydi (Williams 2007). 

Fermentasyon, yani maya tarafından Ģekerin alkole dönüĢmesini 19. yüzyılda, Louis 

Pasteur, tarafından araĢtırılırken, maya hücrelerindeki fermantasyonun bir güç 

tarafından meydana geldiği sonucuna ulaĢmıĢtır. "Ferment" olarak adlandırılan bu 

etmenlerin sadece canlılarda iĢlev gördüğü düĢünülmüĢtür. 1878'de Alman fizyolog 

Wilhelm Kühne, Yunanca‟da „maya içinde‟ anlamına gelen "wikt: enzim" terimini 

kullanmıĢtır. Sonraki yıllarda enzim kelimesini canlı olmayan bileĢikler (örneğin 

pepsin) için kullanılmaya baĢlanmıĢ, canlılar tarafından meydana getirilen kimyasal 

aktiviteler için de "ferment" kelimesi kullanılmaya baĢlanmıĢtır (Dubos 1995). 

Biyokimyasal araĢtırmaların büyük çoğunluğunu enzim çalıĢmaları oluĢturmaktadır. Bu 

alandaki en büyük geliĢmelerden biri 1926 yılında J.B.Summer‟inüreaz enzimini 

“JackBean” bitkisinden elde edip kristallendirmesi ve protein yapısında olduğunu 

keĢfetmesidir. Günümüzde 2000 kadar enzim tanımlanmıĢ, birçoğu saflaĢtırılmıĢ, 

karakterize edilmiĢ ve 200‟den fazla enzim de kristallendirilmiĢtir (Keha ve Küfrevioğlu 

2005). 

Her canlının, hayatını devam ettirmesi için dıĢarıdan aldığı besinleri kendi yapısına 

uygun biyolojik moleküllere seçici ve etkili bir Ģekilde dönüĢtürmesi gerekmektedir. 

Canlı organizmalarda, bu dönüĢümün meydana geldiği kimyasal reaksiyonları 

hızlandıran ve yan ürün oluĢmaksızın %100'lük verim sağlayan biyolojik katalizörlere 

enzim denir. Enzimler, proteinlerin en büyük ve özelleĢmiĢ Ģeklidir. Katalitik aktivite 

gösteren küçük bir RNA grubu dıĢında, bütün enzimler protein yapısındadır (Nelson 

and Cox 2004). 
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Enzimler olağanüstü katalitik aktiviteye sahip moleküllerdir. Örneğin bir dakikada 36 

milyon molekülü değiĢikliğe uğratmaktadırlar. Asetilkolinesteraz enzimi ise dakikada 

1.500.000 molekülü etkilemektedir. Enzimler, substratları karĢısında oldukça spesifik 

davranmakta ve karĢısındaki molekülün sadece belli bir bölgesini etkiler, bu etkilenen 

yerden bir veya birden fazla atomu ya da fonksiyonel grubu almaktadır. Enzimler, 

bugün hücreden çıkmıĢ ve artık çeĢitli bakımlardan günlük ve ekonomik hayata 

girmiĢtir. Ekmek, bira ve peynir üretimi gibi ekonomik sahalarda, temizlik alanları gibi 

günlük yaĢamda ve sağlık alanı olan tıpta teĢhis ve tedavide enzimler büyük rol 

oynamaktadır. Bugün enzimlerin kimya endüstrisinde, gıda prosesinde, ziraatte pek çok 

kullanım alanı bulunmaktadır. Enzimler, canlı hücreler tarafından biyolojik koĢularda 

sentez edilmektedirler. Fakat aktivite göstermeleri için hücre içinde bulunmaları 

gerekmez. Enzim proteininde bulunan amino asitlerin özel diziliĢi, enzimin belirli bir 

konformasyon ve kuartner yapıyı kazanmasında en önemli rolü oynamaktadır. Enzimler 

sadece enzimin biyolojik aktivitesi için değil bunun yanı sıra metabolik olayların 

kontrolünü sağlamak için de gereklidir (Gözükara 2001). 

Enzim aktiviteleri kan plazmasında, eritrositlerde veya doku örneklerinde belli 

hastalıkların tanısında kullanılmaktadır. Bazı hastalıklara, özellikle kalıtımsal 

bozukluklara, bir ya da daha fazla enzim eksikliği veya tamamen yokluğu sebep 

olabildiği gibi, enzimin aĢırı aktivitesi neden olabilir. Birçok ilaç, biyolojik etkilerini 

enzimlerle etkileĢerek ortaya çıkarır. Enzimler sadece tıpta değil aynı zamanda kimya 

endüstrisi, gıda sanayi ve ziraatte de büyük öneme sahiptir (Nelson and Cox 2005). 

Enzimlerle katalize edilen, tepkimeye katılan kimyasal moleküllere “substrat” adı 

verilir. Enzimler son derece spesifiktirler ve sadece bir substrata veya aynı fonksiyonlu 

gruba sahip olan substrat serisine karĢı etkinlik göstermektedirler. Hatta aynı maddenin 

izomerlerinden sadece birisiyle etkileĢen çok spesifik enzimler de bulunmaktadır 

(Tüzün 1997). Enzim moleküllerinde aktif bölge denilen özel bir alan bulunmaktadır. 

Bu alan substratla üç boyutlu bir yüzey oluĢturabilen aminoasit yan zincirlerine sahiptir. 

Aktif bölge substratı bağlayarak enzim-substrat (ES) kompleksi meydana getirir. 
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Daha sonra enzim-substrat kompleksi, enzim ve ürüne dönüĢtürülür (Champe and 

Harvey 2007). Her enzim molekülü saniyede 100 ile 1000 substrat molekülünü ürüne 

çevirme yeteneğine sahiptir. Birim zamanda bir mol enzim tarafından ürüne 

dönüĢtürülen substratın molekül sayısı “turnover sayısı” olarak adlandırılmaktadır 

(Champe and Harvey 2007). Katalaz enzimi 40.000.000 s¹־ ile en yüksek turnover sayısı 

olan enzim iken, karbonik anhidraz enzimi 10.000.000 s¹־ ile en yüksek ikinci turnover 

sayısına sahip enzimdir (Bülbül, 2003; Söyüt, 2006). Enzimler bir veya birden fazla 

substratı etkilerken aktivite gösterebilmek için bazı hallerde “kofaktör” adı verilen 

gruplara ihtiyaç duyarlar. Kofaktör bir metal iyonu olabildiği gibi “koenzim” adı verilen 

komplex bir organik bilesikte olabilir. Kofaktöre sahip enzimlere “holoenzim” 

denilmektedir. Kofaktörler enzimlere ligand bağlarıyla farklı kuvvetlerde tutunmus olup 

diyaliz yoluyla enzimlerden uzaklaĢtırılabilirler. Kofaktörü kendinden uzaklaĢmıĢ enzim 

aktivitesini kaybeder. Enzimin proteinden oluĢan kısmına “apoenzim” denilmektedir 

(Gözükara 1997). 

 

Şekil 1.1. Substrat molekülünü bağlayan aktif bölgeye sahip bir enzimin Ģematik olarak 

gösterilmesi 

Bir reaksiyonun gerçekleĢebilmesi için reaksiyona giren maddelerin gerekli enerji 

engelini (aktivasyon enerjisi) aĢacak enerjiye sahip olmaları gerekir. Aktivasyon enerjisi 

düĢükse reaksiyon çok hızlı yürür. Bilindiği gibi katalizörler aktivasyon enerjisini 

düĢürerek reaksiyonları çok hızlandırırlar. Enzimler de dâhil bütün katalizörler 

reaksiyona maddelerle bir geçiĢ hali oluĢturup serbest enerji değiĢimini azaltarak 

etkilerler. Aktivasyon enerjisinin yarısına düĢürülmesi bile reaksiyon hızını çok arttırır. 

Örneğin; hidrojen peroksitin katalizörsüz parçalanması için aktivasyon enerjisi 76 

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



4 

 

Bir enzimatik reaksiyonun hızını etkileyen faktörler 

Bir enzimatik reaksiyonun hızını birden fazla etkileyen faktörler vardır ve bazıları 

Ģunlardır: 

1- Enzim konsantrasyonu, 

2- Substrat konsantrasyonu, 

3- pH, 

4- Isı veya sıcaklık, 

5- Zaman, 

6- IĢık ve diğer fiziksel faktörler, 

7- Ġyonların doğası ve konsantrasyonu, 

8- Hormonlar ve diğer biyokimyasal faktörler, 

9- Reaksiyon ürünleri. 

Enzim kinetiği için 1913 yılında Lenor Michaelis ve Maude Menten tarafından 

geliĢtirilen model Michaelis-Menten modeli olarak bilinir ve bugün hala birçok açıdan 

tatmin edici sonuçlar vermektedir (Telefoncu 2007). Enzimlerin kinetik özellikleri 

Michaelis-Menten eĢitliğinde yer alan değerlerle ifade edilir. Bazı araĢtırmacılar 1902 

yılında Enzim-Substrat ile Enzim-Substrat kompleksi arasında bir dengenin olduğunu 

ileri sürmüĢlerdir. Daha sonra Michalies-Menten bu tanımı daha fazla geniĢleterek 

bugün kendi adlarıyla anılan sabite ve eĢitliğe ulaĢmıĢlardır (Boyer 1970; Colowick and 

Kaplan 1987). Bu denklemdeki KM sabiti enzimin subsrata ilgisini ifade ederken, Vmax 

enzimin katalitik aktivitesini gösterir. Enzim aktivitesi "Enzim Ünitesi" ile ifade edilir. 

"Enzim Ünitesi", 25°C'de ve optimal Ģartlarda 1 μmol subsratı bir dakikada ürüne 

dönüĢtüren enzim miktarı Ģeklinde tanımlanır. Birim zamanın saniye olduğu uluslararası 

ölçü birimine göre, saniyede 1 mol madde dönüĢümüne sebep olan enzime 1 katal 

enzim denir. "Spesifik aktivite" 1 mg protein baĢına enzim ünitesi olarak 

tanımlanmaktadır. Spesifik aktivite enzim saflığının bir ölçüsüdür ve saflaĢtırma 

basamaklarında maksimum ve sabit bir değere ulaĢması ile enzimin saf hale geldiği 

anlaĢılır (Keha ve Küfrevioğlu 2009). 
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V=Vmax[S]/Km+[S] 

Ġnhibisyon, dönüĢümsüz ya da dönüĢümlü olmak üzere iki Ģekilde incelenir. 

DönüĢümsüz inhibisyonda inhibitör enzime ya kovalent bağlanır ya da zor ayrılabilen 

bir kompleks meydana gelir (Keha ve Küfrevioğlu 2009). 

DönüĢümlü inhibisyonda enzim-inhibitör etkileĢmeleri bir denge reaksiyonudur. Bu 

inhibisyon yarıĢmalı, yarıĢmasız veya yarı yarıĢmalı olabilir. YarıĢmalı inhibisyonda 

inhibitör ile substrat enzimin aynı aktif bölgesine bağlanmakta yarıĢırlar. Ġnhibisyon 

etkisi, substrat konsantrasyonu arttıkça azalmaktadır. YarıĢmalı inhibisyonda KM değeri 

artar Vmax değiĢmez. YarıĢmasız inhibisyonda, inhibitör ile substrat enzimin farklı 

bölgelerine bağlandığından genelde inhibisyon etkisi substrat konsantrasyonundan 

bağımsızdır. Bu inhibisyonda Vmax düĢerken KM değiĢmez. Yarı yarıĢmalı inhibisyonda, 

inhibitör ES (enzim-substrat) kompleksine bağlanır. Bu inhibisyonda Vmax ve KM azalır. 

Ġnhibitör etkilerini genel olarak yarıĢmalı ve yarıĢmasız olarak kesin sınırlarla 

birbirinden ayırmak mümkün değildir. Genel olarak karıĢık inhibisyon gözlenir (Keha 

ve Küfrevioğlu 2009). 

 

 

   

 
 

 

Şekil 1.2. DönüĢümsüz inhibisyonun Ģekil olarak gösterimi 
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Şekil 1.3. YarıĢmalı inhibisyonunĢekil olarak gösterimi 

  
   

 

 

 

 
 

 

 

 

Şekil 1.4. YarıĢmasız (nonkompetitif) inhibisyonunĢekil olarak gösterimi 

  
 

 
 

 

 

 

 

  

 

Şekil 1.5. Yarı yarıĢmalı (nonkompetitif) inhibisyonunĢekil olarak gösterimi; 
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Michaelis-Menten kinetiğinden farklı olarak karĢımıza çıkan allosterik enzim kinetiği; 

sigmoidal grafikler göstermektedirler. Ġnhibisyon çeĢidinin ve ilgili Ki sabitinin 

belirlenmesi için iki temel yöntem bulunmaktadır. Bu yöntemlerden en çok kullanılan 

Lineweaver–Burk eğrisi (ġekil 1.6); 1/V‟ye karĢı 1/[S] grafiği en az üç farklı sabit 

inhibitör konsantrasyonunda çizilerek kesim noktalarından değerlendirmeler yapılarak 

elde edilir. Bir diğer yöntem olan Dixon grafiği; en az iki sabit substrat 

konsantrasyonunda 1/V-[I] grafiği çizilerek kesim noktalarından hesaplanarak elde 

edilir (Segel 1975; Telefoncu 1986; Gilbert 1992; Keha ve Küfrevioğlu 2009). 

 

Şekil 1.6. Lineweaver-burk grafiği 
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Yarışmasız (Nonkompetitif) İnhibisyon Lineweaver-Burk Grafiği; 

 

 

 

 

 

 

 

 

Yarışmalı (Kompetitif) İnhibisyon Lineweaver-Burk Grafiği; 
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Yarıyarışmalı (Unkompetitif) İnhibisyon Lineweaver-BurkGrafiği; 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esterazlar 

Esteraz enzimleri feromen ve hormon metabolizması, sindirim sistemi ve sinir iletimi, 

üreme davranıĢı ve insektisitlere direnç gibi birçok mekanizmada rol oynamaktadır. 

Esteraz enzimlerinin Asetilesterazlar, Arilesterazlar, Karboksil esterazlar (CaE) ve 

Kolin esterazlar (ChE) olmak üzere 4 sınıfı bulunmaktadır. CaE (EC 3.1.1.1)‟lar α,β-

hidrolaz proteinleridir ve gen ürünlerinin birçok dokunun endoplazmik retikulumunda 

lokalize olduğu bir çok genli süper aileyi oluĢturmaktadırlar (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-bağı içeren geniĢ 

çeĢitlilikteki ilaçların hidrolizini katalizlemektedirler (Satoh 2005). OP insektisitlerin en 

önemli toksikolojik etkilerini esterazların merkezi sinir sisteminde geri dönüĢümsüz 

fosforilasyonu ile sağladıkları bildirilmiĢtir (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 çevrelerin bu 

[I] 

Kontrol 

1/Vo 

1/[S] 
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bileĢikler çekirletildigine ya da balıkların bu bileĢiklere maruz kaldığına dair bir 

biyoindikatör olarak kullanıldığı bildirilmiĢtir (Zinkl 1987; Chuiko 2003). 

Bütirilkolinesteraz Enzimi 

Bütirilkolinesteraz (BChE, E.C.3.1.1.8) yaklaĢık olarak 342 kDa ağırlığında olan 

tetramerik bir glikoproteindir (Barta 2001). BchE karaciğerde sentezlenip kana karıĢır 

(Chatonnet and Lockridge 1989). Ayrıca yağ dokusu, incebağırsak, akciğer ve beyin 

gibi çeĢitli dokularda bulunur (Dave 2000). 

 

Şekil 1.7. Bütirilkolinesteraz enzimini 

Görevi çeĢitli kolin türevi bileĢikleri hidroliz etmektedir. Asetilkolin-asetilkolinesteraz 

iliĢkisi gibi bütirilkolin-bütirilkolinesteraz iliĢkisi bulunmamaktadır. Bunun baĢlıca 

nedeni ise asetilkolin vücutta çeĢitli reaksiyonlar sonucu oluĢturulurken, bütirilkolinin 

sentetik olması ve vücutta doğal yollardan sentezlenmemesidir (ÇokuğraĢ 2005). BChE 

pseudokolinesteraz, non-spesifikkolinesteraz ya da basit kolinesteraz olarak da 

bilinmektedir (Frasco 2006; Kristoff 2006). Asetilkolini hidrolize edebilmesine rağmen 

daha geniĢ substrat spesifikliğine sahiptir. Kokain gibi alkoloidleri içeren diğer esterler 

üzerine de etki etmektedir (Sun 2002; Selkirk 2005) ve bilinen spesifik doğal bir 
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substratı bulunmamaktadır. Bütirilkolinesteraz metabolizmada bütirilkolini bütirat ve 

koline hidroliz ederek katalizleyen enzimdir. Bütirilkolinesteraz, memelilerde bilinen 

biyolojik substratı olmayan bir enzimdir (Kutty 1989). 

 

Şekil 1.8. Bütirilkolinesteraz enziminin hidroliz mekanizması 

Bütirilkolinesteraz, doğrudan kolesterol veya kolesterol esterlerinin karĢılıklı etkileĢimi 

ile lipid metabolizmasında etkili olabilmektedir (Soreq 2008). Kolinesteraz aktivitesi ile 

triaçilgliserol düzeyleri, obezite, koroner arter hastalıkları, tip 2 diyabetesmellitus ve 

karaciğer yağlanması arasında iliĢki olduğunu ortaya çıkaran çalıĢmalar yapılmaktadır 

(Darvesh et al. 2003). Ek olarak bütirilkolinesteraz geni olmayan farelerde yüksek yağ 

içerikli diyetin, obeziteye yol açtığı düĢünülmektedir (Chatonnet and Lockridge 1989). 

Asetilkolinesteraz ve bütirilkolinesteraz enzimleri alzheimer hastalığının ortaya 

çıkmasında önemli rol oynayan enzimlerdir. Hastalığın kesin nedeni henüz tam olarak 

bilinmemekle beraber, kolin bileĢiklerinin eksikliği arttıkça bu hastalığın ortaya çıkma 

olasılığının arttığı bilinmesinden dolayı, bu enzimler ile iliĢkilendirilmiĢtir. Asetil 

kolinin sinaptik aralıkta daha uzun kalmasını sağlamak alzheimer tedavisinde kullanılan 

yöntemlerin baĢında yer almaktadır. Bu amaca yönelik olarak da kolin bileĢiklerini 

inhibe edici özellikte olan kolinesteraz enzim inhibitörleri kullanılmaktadır (Beach 

2000). 

Asetilkolinesteraz Enzimi 

Asetilkolinesteraz enzimi (AChE, E.C.3.1.1.7) 1938 yılında ilk kez elektrik balığının 

(Torpedomarmoreta) elektrik organından ekstraksiyon yoluyla saflaĢtırılmıĢtır (Ph ll ps 
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1996; ÖztaĢkın 2015). Asetilkolin büyük biyolojik öneme sahip bir esterdir. Onun güçlü 

farmakolojik etkisi 1906 yılında bulunmuĢtur (Nachmansohn 1952). 

 

Şekil 1.9. Asetilkolin açık yapısı 

Önceleri bazı farmakolog ve fizyologlar, bu esterin sadece sinir uçlarından etkilediği 

organa veya sinir ucundan ikinci sinir hücresine, sinir impulsu taĢıma görevi olduğuna 

inanıyorlardı. Son yıllarda yapılan çalıĢmalarla bu esterin sadece bir görevi yapmadığı 

ayrıca sinir ve kas lifleri boyunca biyoelektriksel akımın oluĢmasında da görevli olduğu 

bulundu (Wilson and Nachmansohn 1954). Organizmadaki asetilkolinin faaliyeti 

asetilkolinesteraz enzimi tarafından kontrol edilir. Bu enzim asetilkolinin kolin ve asetik 

aside parçalanmasını sağlar (Bingöl 1977). 

 

Şekil 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 Köse 2015). Asetilkolinesteraz enzimi 

eritrositlerde, dalakta, karaciğerde, sinir uçlarında ve beyinin gri cevherinde 

bulunmaktadır (Nachmonsohn and Lededer 1939; Aras ve ErĢen 1988). 

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

lipotrofik etkiye sahip, asetilkolini hidrolizleyen özelleĢmemiĢ bir enzimdir (Ryhanen 

1983; Chatonnet and Lockridge 1989; Massoulie 1992). Asetilkolinesterazın temel 

yapısal ve katalitik birim, kütlesi 70-80 kDa aralığında olan bir glikoproteindir. Enzim 

bulunduğu dokuya göre bu birimin monomer, dimer veya tetrameri Ģeklinde bulunur 

(Massoulié et al. 1993). Bu enzimin eksikliği veya yetersizliği halinde merkezi sinir 

sisteminde aksaklıklar meydana gelmektedir (Lotti 1995). 

Asetilkolin Metabolizması ve Kolinesterazlar 

Protozoon ve süngerlerde de saptanan ve hayvanlar âleminde tüm canlılarda bulunan 

kolinesterazlar serin hidrolazların bir sınıfıdır (Wilson and Cabib 1956; Talesa 1993b; 

Marcel 1998; Stojan 2004; Focardi 2006).Asetilkolin, kolinerjik sinir uçlarında 

gösterildiği gibi kolinasetiltransferaz (ChAT) enzimi tarafından kolinin asetil-CoA ile 

enzimatik asetilasyonundan sentez edilmektedir. Asetilkolinesteraz enzimi baĢta sinir ve 

kas dokusunda bulunmak üzere pek çok dokuda bulunan bir enzim olup, esas görevi 

asetilkolini hidroliz ederek sinir iletimini sağlamaktır. Asetil kaynağı, sinir ucundaki 

mitokondrilerde sentezlenen asetilkoenzim A‟dır. Kolin kaynakları ise; sinir aralığında 

asetilkolin yıkımıyla, vücutta fosfolipid (fosfatidilkolin) yıkımıyla açığa çıkan ve 

diyetle alınan kolindir. Kolin sinir ucuna sinaps veya kavĢak aralığından aktif 

transportla alınmaktadır. Kolinin asetillenmesi ise sitoplazmada gerçekleĢmektedir 

(Kent 2000). 
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Şekil 1.11. Asetilkolinin sentez reaksiyonu 

Sinir hücrelerindeki aksonlar diğer hücrelere sinyal iletiminden sorumludur. Sinir 

gövdesinin ince uzantıları olan dendritler ise komĢu sinir hücresinden gelen kimyasal 

uyarıları almakla görevlidirler. Bu uyarılar, hücre gövdesinde elektriksel uyarıya 

dönüĢtürülmektedir. Sinir hücresi zarı boyunca kendini gösteren bu elektrokimyasal 

değiĢime "aksiyon potansiyeli" adı verilmektedir (Kiss and Vizi 2001). 

 

Şekil 1.12. Sinir hücresinin yapısı 

OluĢan aksiyon potansiyeli dendritten aksona ve oradan akson boyunca ilerleyerek 

akson ucuna geldiğinde, içleri kimyasal iletici maddelerle (asetilkolin gibi bir 

nörotransmitter) dolu kesecikleri uyarmaktadır. UyarılmıĢ olan bu kesecikler, ekzositoz 

yoluyla içerdikleri iletici maddeleri salgılamaktadırlar (Noyan 1988). Böylece 

elektriksel uyarı, nörotransmitter yardımıyla kimyasal bir uyarı haline 
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dönüĢtürülmektedir. Bu kimyasal uyarı da bir sonraki sinir hücresinde yeni bir aksiyon 

potansiyeli baĢlatmaktadır (Noyan 1993; Bayrak 2008). 

Akson ucundan bu Ģekilde salgılanan sinirsel ileticiler, iki sinir hücresini birbirine 

bağlayan sinaptik aralığa geçmektedir. Sinaptik aralığı oluĢturan sinir uçlarından 

sinirsel uyarıyı aktaran uca "sinaps öncesi (presinaptik) uç", sinirsel uyarıyı alan uca ise 

"sinaps sonrası (postsinaptik) uç" adı verilmektedir (Bunin and Wightman 1999). 

 

Şekil 1.13. Nöronların diğer nöronlara ya da kas veya salgı bezleri gibi nöron olmayan hücrelere 

mesaj iletimine olanak tanıyan özelleĢmiĢ bağlantı noktaları olan sinapsların gösterimi 
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Elektriksel uyarı akson ucuna vardığında, sinaps öncesi uçtan salgılanan sinirsel 

ileticiler, sinaps sonrası uçta bulunan reseptörleri uyarmaktadırlar. Reseptörler, 

hücrelerde dıĢ (ör. ilaçlar) ya da iç kaynaklı kimyasal madde moleküllerini seçici bir 

Ģekilde bağlayan, etkinin baĢlamasına aracılık eden yapılardır. UyarılmıĢ olan reseptör, 

kendisine bağlı olarak çalıĢan çeĢitli enzim sistemlerini etkinleĢtirerek ya da 

baskılayarak ya da hücre yüzeyinde bulunan iyon kanallarını açıp kapatarak, hücrede 

aksiyon potansiyeli oluĢmasını sağlamaktadır. Uyarma iĢlemi tamamlandıktan sonra, 

süreçte rol oynayan nörotransmitterler, ya sinaptik aralıkta bulunan enzimlerce 

yıkılmakta ya da sinaps öncesi uca geri alınmaktadır (Bear et al. 2006; Bayrak 2008). 

Bir nörotransmitter olarak asetilkolinin görevi, sinir hücreleri tarafından sinaptik aralığa 

salındıktan sonra sinirsel uyarıları sinir sistemi boyunca taĢıyarak, bunların kaslara veya 

ilgili dokulara ulaĢmasını sağlamaktır (Geula and Mesulam 1999). Kolinerjik ileti 

sinaptik aralıktaki asetilkolinin, asetilkolinesteraz enzimi tarafından hızlı (30 milisaniye 

içerisinde) katalitik hidrolizi yolu ile sonlandırılmasına bağlıdır (Swartz 2000). 

 

Şekil 1.14. Asetilkolinin enzimatik hidrolizi 

Bu hidroliz sonucu sinaptik aralıkta oluĢan kolin tekrar presinaptik nörona alınarak yine 

ACh sentezinde kullanılmaktadır. Kolinesterazların ortamda bulunmaması, hem ACh 

sentezi için gereken hücre içi kolinin azalmasına hem de sinaptik aralıktaki ACh 

etkisinin uzamasına yol açmaktadır (Silver 1974). 

AChE inhibisyonu, asetilkolin yetmezliği ile paralel giden Alzheimer hastalığı, 

myasteniagravis gibi hastalıklarda sinaptik aralıktaki ACh‟i artırmak üzere tedavi 
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amaçlı kullanıldığı gibi öldürücü asetilkolinerjik uyarım yaratmak üzere kimyasal sinir 

gazlarının üretiminde de kullanılmaktadır (Silver 1974; Mesulam et al. 2002). 

Asetilkolin omurgalılarda ve diğer hayvanlarda yakın sinir hücreleri arasındaki dar 

aralıklardan sinirsel uyarıların atlatılarak taĢınmasında rol oynadığı gibi, bu uyarılar da 

kas hücresinin kasılmasını baĢlatır. Sinirsel uyarıların taĢınması ve kas hücrelerinin 

kasılması elektrokimyasal bir olaydır. Elektrik yüklü iyonlar sinir ve kas hücrelerini 

kaplayan membranlar boyunca akar ve bir sinir uyarılmasıyla uzun sinir lifleri boyunca 

bir iyon akıĢı bir sinapsa ulaĢıncaya kadar devam eder. Sinir hücresindeki küçük 

baloncuklar içindeki depo edilen taĢıyıcı asetilkolinin serbest kalması sağlanır (Noyan 

1996). 

Asetilkolin, bugün Alzheimer ve Parkinson hastalıklarının teĢhis ve tedavisinde 

kullanılmaktadır (Kent 2000). Alzheimer hastalığı beyindeki nörotransmiterlerin 

azalması ile karakterizedir. Hastalık temel olarak asetilkolin azalması, kolinesteraz 

metabolizmasındaki değiĢim ve dejenerasyon ile iliĢkilidir. Asetilkolin beynin bellek ile 

ilgili bölgelerinde önemli bir nörotransmiterdir. ACh (asetilkolin) kolinerjik nöronların 

gövdesinde asetilkoenzimA (CoA)‟dan gelen asetil ve kolinin kolin asetiltransferaz 

(ChAT) tarafından birleĢtirilmesi ile oluĢur. Asetilkoenzim A glikoliz ürünüdür. Kolinin 

ise besinler ve hücre membranındaki fosfolipidler dıĢındaki en önemli kaynağı ACh 

hidrolizi sonucu açığa çıkan ve yeniden asetilkolin sentezinde kullanılan kolindir. 

Üretilen ACh presinaptik nöronlardaki veziküllerde depolanır ve bu veziküller nörona 

sinir uyarısı geldiğinde içeriğini sinaptik boĢluğa döker. Sinaptik boĢluğa dökülen ACh 

moleküllerinin çoğu postsinaptik reseptörlere bağlanır. Reseptörlere bağlanmayan ACh 

molekülleri AChE tarafından yıkılır. Postsinaptik nörona bağlanan ACh molekülleri, 

sinir uyarısının diğer nörona iletilmesinin ardından reseptörden ayrılır, AChE tarafından 

yıkılır ve açığa çıkan kolin yeniden kullanılmak üzere presinaptik nörona gönderilir. 
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Şekil 1.15. Asetilkolin metabolizması 

Kolinesterazlar, plazma ve diğer vücut sıvılarında da bulunmak üzere kolinerjik ve 

kolinerjik olmayan dokularda geniĢ bir dağılıma sahip enzimlerdir. Substrat 

özgüllüğüne, aĢırı substrat varlığındaki davranıĢlarına ve inhibitörlere karĢı 

duyarlılıklarına göre iki sınıfa ayrılmıĢlardır. AChE veya gerçek kolinesteraz (AChE: 

E.C.3.1.1.7, asetilkolinasetilhidrolaz) ve bütirilkolinesteraz (BChE: E.C.3.1.1.8 

açilkolinaçilhidrolaz) spesifik olmayan kolinesteraz veya pseudokolinesteraz olarak 

bilinir. AChE beyin ve eritrositlerde yüksek konsantrasyonlarda bulunurken, BChE ise 

serum, pankreas, karaciğer ve santral sinir sisteminde bulunur. 

AChE tarafından katalizlenen tepkime enzimatik olarak iki basamakta gerçekleĢir. Ġlk 

basamakta enzim güçlü bir nükleofil rolü oynar. Ġkinci basamakta ise enzim özgül bir 

serin kalıntısının nükleofilik hidroksil grubu aracılığıyla mükemmel bir parçalayıcı grup 

iĢlevi görür. AChE‟nin temel fonksiyonu kolinerjiknörotransmisyonun 

sonlandırılmasıdır fakat asetilkolin ve diğer kolin esterlerini hidroliz eden BChE‟nin 

gerçek fizyolojik iĢlevi bilinmemektedir. 
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Alzheimer hastalığının baĢlaması ile birlikte gerçekleĢen nöron ve akson kaybı daha 

düĢük düzeylerde asetilkolin salınımına neden olur. Daha düĢük konsantrasyondaki 

nörotransmitter düzeylerinde sinir iletilerinin devamlılığını sağlamak ve sonuç olarak 

bilgilerin aktarımı daha güç bir hal alır. Bu durumu düzeltmek için uygulanacak 

yöntemlerden biri sinir hücrelerine asetilkolin benzeri maddelerin verilmesidir. 

Asetilkolin düzeyini arttırmak için uygulanacak diğer bir yöntem ise asetilkolini yıkan 

AChE enziminin baskılanmasıdır. ÇalıĢmalar AChE inhibisyonuna bağlı asetilkolin 

düzeyi artıĢlarının, Alzheimer hastalığının erken evrelerindeki kognitif defisiti 

iyileĢtirebileceğini göstermiĢtir. Asetilkolinin sinaptik boĢlukta daha uzun kalmasını 

sağlama amacı, günümüzde hastalığın tedavisinde en sık uygulanan stratejidir (Temel, 

H.E.,2008) Beyindeki kolinerjik sistemin bozulması ile bellek arasındaki iliĢkiye 

dayanılarak, asetilkolinesteraz inhibitörleri (antikolinesterazlar) tedavide en etkili ilaç 

grubu olarak kullanılmaktadır. Antikolinesteraz ilaçlar, merkezi sinir sisteminin önemli 

bir nörotransmitteri olan asetilkolini salındığı sinir ucunda hidroliz eden ve dolayısıyla 

miktarının azalmasına sebep olan asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek, hastanın 

davranıĢ bozukluklarında anlamlı bir gerileme sağlamaktadır (Giacobini 1995). 

Çizelge 1.1. Kolinesteraz inhibitörü olarak kullanılan moleküller  

İNHİBİTÖR 

ADI 

MOLEKÜL FORMÜLÜ ÖZELLİKLERİ 

 

 

 

 

 

 

Takrin 

 

 

 

 

 

 

1960‟larda 

süksinilkolinin 

oluĢturduğu çizgili 

kas felcini uzatmak 

için kullanılmıĢ olan 

bir ilaçtır (Ercan 

2002) Alzheimer 

hastalığının 

tedavisinde önemi 

oldukça büyüktür 

(Eroğlu 2003).  

Asetilkolinesteraz 

ve 

butirilkolinesteraz

ın tersinir, 

yarıĢmalı 

inhibitörüdür. 
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Çizelge 1.1. (devam) 

 

 

 

 

 

Fizostigmin 

 

 

 

 

 

Fizostigmin ilk 

kolinesteraz 

inhibitörüdür, 

glokomda 

kullanılan ilk etkili 

ilaç (1877‟de) ve 

mynestiagravis‟teki 

ilk etkili tedavidir 

(Liebelt 2007) 

SSS ve periferik 

sinir sistemindeki 

kolinerjiksinapsla

rdaasetilkolineste

raz enzimini 

tersinir olarak 

bloke ederek 

kolinerjik 

transmisyonu 

arttırır (Ercan 

2002) 

 

 

 

 

 

Donazepil 

 

 

 

 

 

Alzheimer 

hastalığında biliĢsel 

bozuklukların 

düzeltilmesi 

amacına yönelik 

olarak geliĢtirilen 

Piperidin 

grubundan ikinci 

kuĢak 

inhibitörlerden 

biridir. 

ReversiblAChE 

inhibitörüdür ve 

serebral AChE 

üzerinde nispeten 

spesifik bir 

inhibisyona yol 

açar (Ġseriand 

Efendi, 2003) .
 

 

 

 

 

 

 

Rivastigmin 

 

 

 

 

 

   

    

 

Kolinesteraz 

enziminin esteratik 

bölgesine bağlanan 

ancak çok yavaĢ 

ayrılan bu nedenle 

de psödo-

reversiblinhibisyon 

yapan bir ilaç olarak 

tanımlanmıĢtır 

(ĠseriandEfendi, 

2003)  

Korteks ve 

hipokampusdaki

kolinesterazı 

seçici olarak 

inhibe eder. 
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Çizelge 1.1. (devam) 

 

 

 

  Eptastigmin 

 

 

 

 

Fizostigmininindol 

halkasındaki 

karbamoyl-metil 

grubunun 

karbomoylheptil 

grubu ile 

değiĢtirilmesiyle 

elde edilmiĢtir. 

Ġn vivo olarak 

beyinde, in vitro 

olarak ise kırmızı 

kan hücrelerinde 

kolinesterazinhib

isyonu yapar 

(Saraçoğlu 1998) 

 

 

 

 

 

 

Metrifonat 

 

 

 

 

 

 

Organizmada non-

enzimatik bir yol 

ile etken metaboliti 

olan diklorvosa 

dönüĢerek etkinlik 

kazanan bir pro-

drug‟dır. 

Diklorvos enzimi 

geri dönüĢümsüz 

olarak inhibe 

eder. 

Ġntrinsikanti 

kolinesteraz 

etkisinin 

olmayıĢı diğer 

inhibitörlerden 

farkıdır 

(Saraçoğlu, 

1998).  

 

 

 

 

 

Galantamine 

 

 

 

 

Reseptörün 

allosterik bölgesine 

bağlanarak 

asetilkolininnikotin

ik reseptörler 

üzerindeki intrinsik 

etkisini arttırır 

(Yalgın, 2001).  

 

Tersiyer bir 

alkaloidolanseçic

i, yarıĢmalı ve 

geri dönüĢümlü 

bir 

asetilkolinesteraz 

inhibitörüdür. 

Tetraalkil 

amonyum 

iyonları 

 

 

Anyonik kısma 

bağlanır ve 

asetilkolinin 

hidrolizini önler. 

Tersinir bir 

inhibisyon 

meydana getirir.  
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Çizelge 1.1. (devam) 

Kuarterner 

amonyum 

alkolleri 

 

 

 

 Asetilkolinestera

z‟ınnon-kovalent 

tersinir bir 

inhibitörüdür. 

 

 

 

 

 

Organofosfatlar 
 

 

50 farklı madde 

vardır. Fosforik 

asitin ester yada 

amidleridir. 

Asetilkolinestera

za kovalent 

olarak bağlanır. 

Tersinir olmayan 

uzun bir etkiye 

sahiptir.  

 

 

Böcek 

öldürücüler  

Memelilerde çok 

hızlı bir etki 

gösterirler.  

 

Tersinir olmayan 

bir yolla 

asetilkolinesteraz

ı inhibe ederler 

 

 

Huperzin A 

 

 

 Doğal olarak bir 

asetilkolinesteraz 

inhibitörüdür.  

 

 

 

 

 

Amitriplin 

 

 

 

         

 

Trisiklik 

antidepresan bir 

ilaçtır. Depresyon 

belirtilerinin 

giderilmesinde, 

özellikle endojen 

depresyonun 

tedavisinde 

endikedir.  

Antidepresan 

etkisinin 

beyinde, 

noradrenalin ve 

serotonin geri 

emiliminin 

inhibe 

edilmesine bağlı 

olarak ortaya 

çıktığı 

düĢünülmektedir. 
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Çizelge 1.1. (devam) 

 

 

 

 

 

   İmipramin 

 

 

 

 

 

 

  

 

      

       

 

Trisiklik 

antidepresan olup 

alfa-adrenolitik, 

antihistaminik, 

antikolinerjik ve 5-

HT-reseptör blokajı 

gibi çeĢitli 

farmakolojik 

özelliklere sahiptir. 

Oral yoldan 

alınan imipramin 

karaciğerden ilk 

geçiĢi sırasında 

kısmen, yine 

antidepresif 

aktiviteye sahip 

bir metabolit 

olan 

desmetilimiprami

ne dönüĢür.  

 

 

 

 

 

Sertralin 

 

 

 

 

Sertralin, klinik 

dozlarda 

trombositlerdeserat

onin alımını bloke 

eder, sedasyon 

yapmaz ve 

psikomotor 

performansı 

etkilemez. 

Nöronalserotonin

in (5-HT) in vitro 

güçlü ve spesifik 

bir gerialım 

inhibitörüdür. 
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

Ġlk defa 1938 yılında elektrik balığının (Torpedomarmoreta) elektrik organından 

ekstraksiyon yoluyla saflaĢtırılan asetilkolinestaraz enzimi, diğer kolin esterazlardan 

asetilkolini hidrolize etmesi özelliğinden dolayı kolaylıkla ayırt edilmektedir. Bu 

nedenle asetilkolinesteraz olarak adlandırılır. Birçok dokuda farklı tipleri bulunmaktadır 

(Nachmansohn et al. 1939). 

Ġlk kez polisiklikaromatik hidrokarbonların in vitro muhtevası elektrik balığından 

saflaĢtırılan asetilkolinesteraz aktivitesi üzerine yarıĢmalı bir inhibisyon etkisi 

gözlenmiĢtir. 3 yada daha yüksek aromatik halkalar ihtiva eden polisiklik aromatik 

hidrokarbonlar en yüksek inhibitör etkisi gözlenmiĢtir (Kang and Fang 1997). 

Asetilkolinesteraz baĢta sinir ve kas dokusunda olmak üzere merkezi ve periferal birçok 

dokuda yaygın olarak bulunan bir enzim olup, ana görevi asetilkolini hidroliz ederek 

sinir iletimini bitirmektir. Asetilkolinesterazın temel yapısal ve katalitik birimi, kütlesi 

70-80 kDa aralığında olan bir glikoproteindir. Enzim bulunduğu dokuya göre bu birimin 

monomer, dimer veya tetrameri Ģeklinde bulunur (Massoulié et al. 1993). Enzim 

etkisiyle farklı substratların hidrolizi sonucu oluĢan ürünlerin farklı olması, serum ve 

kırmızı kan hücrelerindeki asetilkolinesterazın farklı tipleri olduğunu göstermektedir. 

Mesela serum kolinesterazında asetilkolin, butirilkoline göre daha fazla hidrolizlenir. 

Butirilkolin kırmızı kan hücrelerindeki enzim tarafından çok zor hidrolize uğrar. Yani 

gerek serum ve gerekse kırmızı kan hücrelerinde enzimin iki tipi de mevcuttur. Ancak 

miktarları farklıdır. Tip I kolinesterazolan hakiki kolinesteraz, sinir dokusunda bulunur. 

Serumda ve kırmızı kan hücrelerinde ki tip II kolinesteraz (Pseudokolinesteraz) yanında 

gerçek kolinesteraz da vardır (Nachmansohhn and Lededer 1939; Nachmansohn and 

Rothenberg 1944a; Nachmansohn and Rothenberg 1944b). 

Kan, insan metabolizmasında taĢıma, düzenleme, savunma ve koruma görevleri yapar. 

(Özden 1990). Kanın %42-45‟ini eritrosit, lökosit ve trombosit gibi kan hücreleri 
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oluĢturur. Lökositler mikroorganizmaların vücuda yayılmalarının önlenmesi ve 

dokuların tamir edilmesinde görev alır. Trombositler, kapillerinendotel bütünlüğünün 

sağlanması ve damardan dıĢarıya kanın sızmasını önlemek gibi fonksiyonlara sahiptir 

(Onat 1996). Eritrositler, gerek kolay elde edilebilmeleri, gerekse fonksiyonel önemleri 

ve birçok hastalıkta rol almaları nedeniyle yoğun Ģekilde üzerinde çalıĢılmıĢ hücrelerdir. 

Eritrositlerin baĢlıca görevi, oksijen ve karbondioksit taĢınması ve kanın pH‟sının 

sürdürülmesidir. 

1971 yılında Main ve arkadaĢları at serumundan asetilkolinesteraz enzimi saflastırmıslar 

ve saflığını elektroforezle ispatlamıĢlardır. At serumundan kolinesterazlar en az %95 

saflıkta elde edilmiĢ. SephadexG-200 ve Sepharose6B jel filitrasyonu kullanılarak 

baĢarılı bir saflaĢtırma gerçekleĢtirilmiĢtir. Asetilkolin için KM sabiti 0.53 mM, turnover 

sayısı 61.020 dak
-1

 olarak pH: 8 de ve 25°C‟de belirlenmiĢtir. Bütirilkolin için KM sabiti 

0.29 mM, turnover sayısı 171,000 dak
-1

 olarak pH: 7.6 da sıcaklık 25°C‟de 

belirlenmiĢtir (Main et al. 1971). 

Yine aynı araĢtırmacılar baĢka bir çalıĢmada insan eritrositlerinden asetilkolinesteraz 

enzimi saflaĢtırmıĢlar ve enzimin kinetik özelliklerini tespit etmiĢlerdir (Main et al. 

1974). 

Ġnsan eritrosit asetilkolinesterazı saflaĢtırılmıĢ ve kısmi aminoasit sequence analizleri 

yapılmıĢtır (Chhajlani et al. 1989). 

Sığır epidimal spermlerinden bu enzim saflaĢtırılmıĢ ve karakterizasyonu yapılmıĢtır 

(Bruns and Casillas 1990). 

Sirke sineğinden asetilkolinesteraz enziminin izolasyonu ve karakterizasyonu 

yapılmıĢtır (Gnagey et al. 1987). 

Bu görevi yerine getirebilmeleri için Ģekillerini, iç yapılarını ve membran aktivitelerini 

koruyacak enerjiye ihtiyaç duyarlar. 1921 yılında in vivo hücrelerde kan akımının 



26 

 

artıĢıyla kırmızı hücrelerde yoğunluk artıĢı ilk kez gözlenmiĢtir. Bu prensiple Sabine 

(1955) basit bir santrifügasyonla kırmızı hücreleri ayırabilmiĢtir. Genç ve yaĢlı hücreler 

olarak iki sınıf göstermiĢtir. AChE aktivitesinin ikinci grupta daha düĢük olduğu tespit 

edilmiĢtir. Aynı metodla Kadlubowski ve Agutter (1977) kırmızı hücreleri 8 gruba 

ayırmıĢ ve AChE aktivitesinin hücrenin yaĢı ile azaldığı sonucuna varmıĢtır. Farklı yaĢlı 

gruplarında hücrenin kararlılığının zayıflaması yaĢa bağlı değiĢimlerin sadece niteliksel 

bir değerlendirme içermesi bu yaklaĢımın dezavantajıdır. ġimdiki çalıĢmalarda 

immünelektroforez ile birleĢtirilen kısımlara ayrılmıĢ bir freol/Triosal süreksiz 

fraksiyonu ile hücrelerle ilgili daha fazla değerlendirme elde etmek mümkündür. 

Kırmızı hücredeki enzimin protein miktarının oranı ve spesifik aktivite kadar total 

aktivitenin yüzdesini de hesaplamak mümkündür (Galbraithand and Wattschanges 

1980). 

Karbonikanhidraz enzimi, 1933 yılında Meldrum ve Roughton ile Stadieve O‟Brien 

tarafından, birbirlerinden ayrı olarak keĢfedilmiĢtir. Keilin ve Martin ise 1944 yılında 

insane eritrosit karbonikanhidraz enzim aktivitesinin çinko içeriği ile bağlantılı 

olduğunu ve çinkonun katalizlemede özel bir rolü olduğunu bulmuĢlardır. 

Karbonikanhidraz enzimi böylece tanımlanan ilk metalo enzim olarak tarihe geçmiĢtir. 

HCA enzimi bir çok bitki, mantar, böcek, memeli dokuları ve suda yaĢayan canlılar gibi 

geniĢ bir canlı topluluğunda tespit edilmiĢtir (Krungkrai and Beydemir 2005; Yu 2006). 

CA enziminin bitkilerdeki molekül kütlesi 160-260 kDa arasında olduğu ve 

memelilerde ise yaklaĢık olarak 30 kDa civarında olduğu tespit edilmiĢtir. Bu enzim 

ciğer, göz ve merkezi sinir sistemi gibi bir çok dokuda bulunmaktadır (Beydemir 2002; 

Beydemir ve Gülçin 2004). 

Ġnsan eritrosit asetilkolinesterazın yapısı tespit edilmiĢ ve Akrininyum reçine 

afinitekolonu kullanılarak saflaĢtırılan enzimin spesifik aktivitesinin 5000-5800 ünit/ 

mg olduğu tespit edilmiĢ daha sonra ise enzimin alt birimlerinin ditiyotreitol ile 

indirgenerek subunitmonomerlerinin molekül ağırlığı 75 kDa olarak belirlenmiĢtir 

(Rossenberry and Scoggin 1984). 
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Ġnsan beyni baĢlıca iki tip kolinesteraz içermektedir; 7. Kromozom tarafından kodlanan 

asetilkolinesteraz (AChE, EC 3.1.1.7) ve diğeri 3. kromozom tarafından kodlanan 

butirilkolinesteraz (BChE, EC 3.1.1.8) (Mesulam 2002; Darvesh 2003). Sağlıklı bir 

beyinde normal olarak asetilkolinesteraz baskındır. Ancak, Alzheimer hastalığında 

beyinde asetilkolinesteraz aktivitesi ya değiĢmeden kalır ya da azalırken, 

butirilkolinesteraz aktivitesinin arttığı gözlenmiĢtir (Greig 2001). Bu yüzden, hem 

BChE hem de AChE‟ı inhibe eden bir ilaç potansiyel terapötik faydalara ve özelliklere 

sahip olmalıdır. Beyinde, butirilkolinesteraz asetilkolinin yarılması için 

asetilkolinesterazı destekleyici enzim olarak çok önemli rol oynamaktadır (Soreq and 

Zakut 1993; Greig 2005). Ayrıca, kolinesterazlar nörotogenesis, synaptogenesis ve glia 

aktivasyon, beyin kan akıĢı, hücre yapıĢması, amiloid kaskatı ve taufosforilasyon gibi 

enzimatik fonksiyonlarla ilgisiz klasik olmayan hareketlere sahip olduğu belirlenmiĢtir 

(Mesulam 2002; Giacobini 2003). 

Oldukça spesifik olan ve yalnızca asetilkolini hidroliz eden ester dıĢ çevre ile lifin iç 

kısmı arasında konsantrasyon farklılıklarının oluĢması neticesi sodyum iyonu geçiĢi ve 

bir elektrik akımının meydana gelmesine de sebep olmaktadır. Bu olayın sonunda ester, 

asetilkolinesteraz enzimi tarafından hidroliz edilerek inaktif hale getirilir. Hidroliz 

sonunda iki tane inaktif kısım meydana gelir. Bunlar kolin ve asetik asittir. Bir süre 

sonra inaktif formlar restore edilerek eski haline dönerler ve sonraki impulsu geçirmeye 

hazır hale gelirler. Enzimin bu etkisi iletimin esasını oluĢturmaktadır. Asetilkolin iskelet 

kası liflerindeki asetilkolin reseptörlerine bağlanarak, lifin kasılmasına neden olur. 

Asetilkolinin öğrenme ve hafıza ile de derin bir iliĢkisi bulunur ve bu yüzden beyinde 

asetilkolin içeren nöronlar mevcuttur (Akman 2007). 

    O 

        II 

(CH3)3N+C2H4-O-C-CH3 + H2O              (CH3)3N + C2H4OH + CH3COOH 

http://tr.wikipedia.org/wiki/Beyin
http://tr.wikipedia.org/wiki/N%C3%B6ron


28 

 

 

Demanslı hastalarda asetilkolinesteraz aktivitesi ve oksidatif stresin asetilkolinesteraz 

enzim inhibitörleri ile değiĢimini incelemiĢtir. Bu çalıĢmada 3 ay boyunca, donepezil ve 

rivastigmin tedavisi alan Alzheimer hastalarında kolinesteraz inhibisyonu ile oksidatif 

stres değiĢiminin incelenmesi hedeflenmiĢtir. Alzheimer hastalığı tanısı konulan 13 

hastaya (8 kadın, 5 erkek) rivastigmin, geri kalan 13 hastaya (8 erkek, 5 kadın) ise 

donepezil tedavisi uygulanmıĢtır. Kontrol grubu ise 17 sağlıklı kiĢiden (9 erkek, 8 

kadın) oluĢturulmuĢtur. Kontrol grubu ile tedavi öncesi ve sonrasında hasta grubundan 

elde edilen örneklerde; asetilkolinesteraz, bütirilkolinesteraz, süperoksitdismutaz, 

katalaz, glutatyonperoksidaz aktivitesi ve malondialdehit düzeyleri ölçülmüĢtür. Mini 

mental durum incelemesi yapılıp, kognitif demans evrelendirilmesi ve günlük yaĢam 

becerileri gözlenmiĢtir. Yapılan çalıĢmada rivastigmin ve donepezil tedavisinin 

Alzheimer tanı gruplarında arttığı belirlenen malondialdehit düzeylerini anlamlı 

düzeyde azalttığı, Alzheimer hastalarında azalmıĢ olduğu saptanılan eritrosit 

süperoksitdismutaz ve katalaz aktivitesini belirgin düzeyde arttırdığı saptanmıĢtır. 

Rivastigmin tedavisinin plazma bütirilkolinesteraz aktivitesini, donepezil tedavisinin ise 

eritrosit asetilkolinesteraz aktivitesini anlamlı düzeyde azalttığı ve Rivastigmin tedavisi 

uygulanan hastaların günlük yaĢam becerilerinin olumlu etkilendiği gözlemlenmiĢtir. 

ÇalıĢmadan elde edilen sonuçlar; rivastigmin ve donepezil tedavisinin Alzheimer 

hastalığının semptomatik tedavisinde asetilkolin düzeylerini arttırarak kolinerjik iletinin 

düzenlenmesine yardımcı olabileceğini ve aynı zamanda oksidatif stres üzerindeki 

olumlu etkileri ile tedavinin etkinliğinin arttırılmasında rol oynayabileceğini 

göstermektedir (Temel 2008). 
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Edrophonium-Sepharoseafinite kolonu kullanarak çeĢitli vücut sıvılarından çözünebilir. 

Asetilkolinesteraz‟ın saflaĢtırılması iĢlemini gerçekleĢtirilmiĢ; ancak kullanılan matriks 

seçilen bütün vücut sıvılarında aynı baĢarıyı göstermemiĢtir (Hodgson and Chubb 1983) 

 

Guhathakurta ve arkadaĢları tarafından 1989 yılında keçi beyni asetilkolinesterazına saf 

ve ticari bazı pestisidlerin in vitro inhibisyon etkileri araĢtırılmıĢtır. AraĢtırmada pestisid 

olarak karbofuran (2,3-dihidro-2,2-dimetil-7- benzofuranil N-metilkarbamat), pentoat 

(O,O-dimetil-S-(a-etoksi karbonil benzilfosforoditiyoat), diizopropilflorofosfat (DFP) 

ve fisostimin kullanılmıĢtır (Guhathakurta et al. 1989). 

 

Asetilkolinesteraz aktivitesinin yeni ve hızlı birkolorimetrik tayinini göstermiĢlerdir. Bu 

çalıĢmada doku ekstreleri, homojenatlar, hücre süspansiyonları, asetilkolinesteraz 

aktivitesini belirlemek için fotometrik bir yöntem olarak tarif edilmiĢtir. Enzim 

aktivitesi, ditiyobisnitrobenzoat iyonu ile tiyokolin reaksiyona girdiğinde üretilen sarı 

renk artıĢı gözlenerek ölçülmüĢtür (Ellman et al. 1961). 

Tavuk beyin membranına bağlı asetilkolinesterazı saflaĢtırılmıĢ ve özelliklerini 

araĢtırılmıĢtır (Rotundo 1984). 

1996 yılında Türkoğlu sığır serum ve eritrositlerinden asetilkolinesterazı afinite 

kromatografisiyle saflaĢtırmıĢ ve bu saf enzim üzerine bazı pestisitlerin etkilerini 

araĢtırmıĢtır. Yapılan çalıĢmada sepharose-4B-EDCI kolonu kullanılarak sığır serum ve 

eritrositlerinden asetilkolinesteraz saflaĢtırılmıĢtır. SaflaĢtırılan enzimin saflığı kontol 

edildikten sonra, 8 ayrı pestisidin etkisi araĢtırılmıĢtır. Enzim saflaĢtırma oranı sığır 

serumu için 4301 kat, sığır eritrositi için 4367 kat olarak bulunmuĢtur. Kullanılan her 

bir pestisidin Ki ve IC50 değerleri tespit edilmiĢtir (Türkoğlu 1996). 

2006 yılında Nino ve arkadasları Kolombiya florasındaki bazı bitkilerin ham 

ekstraktlarının asetilkolinesteraz enzimi üzerine in vitro inhibisyon etkilerini 

araĢtırmıĢlardır. Bitki materyali olarak Asteraceae, Euphorbiaceae, Melastomataceae, 
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Rubiaceae ve Solanaceae familyasından 27 çesit bitki kullanılmıĢtır. Bu bitki 

ekstraktlarının IC50 değerleri verilmistir (Nino et al. 2006). 

 

Asetilkolinesteraz enzimini insan eritrositlerinden afinite kromatografisi ile 

saflaĢtırmıĢtır. SaflaĢtırma basamakları sonucunda 0,0153 mg AChE, %23,5 verimle 

658 kat saflaĢtırılmıĢtır. SaflaĢtırılan enzimin saflığı SDS-PAGE ile kontrol edilmiĢ ve 

tek bant bulunmuĢtur (80 kDa). Enzim aktivite ölçümünde pH 7,4‟de asetiltilkoliniyodat 

substratı kullanılmıĢtır. SaflaĢtırılan AChE‟nin 20°C pH 7.4‟de KM ve Vmax değerleri 

sırasıyla 0,372 mM ve 0,065 EÜ/mL. dk olarak belirlenmiĢtir. Hazırlanan afinite 

kolonunda bağlanma kapasitesi 20°C‟de pH 7,4 ve 0,1 M iyonik Ģiddet 

konsantrasyonunda 0,07 mg/g jel ve ligand olarak kullanılan takrin inhibitörü I50 değeri 

4.5.10-5 mM olarak bildirilmiĢtir (Kaya 2012). 

 

Doretti ve arkadaĢları, ACh tayin etmek amacıyla bienzimatik sensör hazırlamıĢlardır. 

Sensör, dondurma-çözdürme prosesi ile hazırlanmıĢ poli(vinil alkol) membran içerisine 

AChE ve poli(etilen glikol) modifiyeli ChO‟ın fiziksel ko-immobilizasyonu ile elde 

edilmiĢtir. Sensör, enzim modifiyeli polimer Pt elektrot üzerinde enzimatik reaksiyonlar 

sonucu açığa çıkan hidrojen peroksitin elektrokimyasal tayinine dayanır. Bu sensörün 

analitiksel karakterizasyonları olarak Ch ve ACh‟in kalibrasyon eğrileri, pH, sıcaklık 

etkisi ve kararlılığı belirlenmiĢtir. Optimum pH 8,0; optimum sıcaklık 30°C olarak 

bulunmuĢ ve ACh kalibrasyon grafiği 5,0-100,0 mM aralığında lineer olarak elde 

edilmiĢtir (Doretti et al. 2000). 

Literatürde yapılan bir çalıĢmada insan eritrosit asetilkolinesteraz enzimi üzerine lokal 

anestezik prokain, tetrakain ve lidokain ile antidepresan imipraminin etkisi çalıĢılmıĢtır. 

Dört amfilik ilacın enzim aktivitesini inhibe ettiği bulunmuĢtur ve IC50 değerleri prokain 

için 0,4 mM, tetrakain için 0,05mM, lidokain için 7,0 mM ve imipramin için 0,7 mM 

olarak bulunmuĢtur. Tüm maddeler için enzim inhibisyonu dönüĢümlüdür ve prokain ve 

tetrakain asetilkolinesteraz aktivitesini yarıĢmalı inhibe ederken, lidokain ve 

imipraminde karıĢık tip inhibisyon gözlenmiĢtir. 100 mM prokain, 30 mM,100 mM 
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imipramin ve 300 mM lidokain stok konsantrasyonlarda kullanılmıĢlardır (Spinedi 

1989).  

AChE enzimi üzerine bir fenilkarbamat olan fizostigmin türevi phenserin‟in inhibisyon 

etkisi çalıĢılmıĢtır. Dixon ve Lineweaver-Burk grafikleri ile bu madde için IC50 değeri 

ve KĠ sabiti 0,0453μΜ ve 0,048μM olarak belirlenmiĢtir. Ġnhibisyon tipi yarıĢmasız 

inhibisyon olarak bulunmuĢtur. Aynı zamanda KM ve Vmax değerleride 0,124 mM ve 

0,980 μmol/dk/mg protein olarak belirlenmiĢtir (Al-Jafari 1998). 

Orhan ve arkadasları tarafından 2004 yılında 21 çesit tıbbi bitkinin kloroform: metanol 

(1:1) ekstraktlarının hem asetilkolinesteraz hemde bütirilkolinesteraz enzimleri üzerine 

inhibisyon etkileri araĢtırılmıĢtır. Bu in vitro çalıĢmada bitkilerden bazılarının % 

inhibisyon oranlarını önemli ölçüde değiĢtirdiği görülmüĢtür. Özellikle Ericaceae 

familyasındaki bazı bitkilerin asetilkolinesterazı, Fumariaceae ve caeselpiniaceae 

familyasındaki bazı bitkilerin ise bütirilkolinesterazı kuvvetle inhibe ettikleri 

anlaĢılmıĢtır (Orhan et al. 2004). 

 

Son zamanlarda yapılan bir çalıĢmada ise ligand olarak sülfanilamid türevleri 

kullanılmıĢ, koyun ve sığır sütlerinden LPO saflaĢtırılması ilk kez tek basamakta 

gerçekleĢtirilmiĢtir (Usanmaz 2014). 

2.1. Çalışmanın Amacı 

Asetilkolinesteraz (AChE) (EC 3.1.1.7.) asetilkolini hidroliz ile kolin ve asetik aside 

dönüĢtürür ve hem sinir uçlarında hem de postsinaptik membran üzerinde yerleĢtiği 

bilinmektedir. Alzheimer hastalığı gibi hastalıkların asetilkolin ve bütirilkolin eksikliği 

ile derin bir bağlantısı olduğu bilinmektedir. Enzimi inhibe eden bazı ilaçlar Alzheimer 

hastalığının tedavisinde kullanılmaktadır. ÇalıĢma kapsamında AChE enzimi ve BChE 

enzimi üzerine Alzheimer hastalığının tedavisinde kullanılan takrin ilacı türevlerine 

benzer sülfanilamidlerin bazı türevlerinin enzim aktivitesi üzerine etkilerini, kinetik 

parametrelerini belirlemek amaçlandı. Bu çalıĢmada öncelikle söz konusu enzimler 

http://tr.wikipedia.org/wiki/Alzheimer_hastal%C4%B1%C4%9F%C4%B1
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temin edilerek enzim aktivitesi üzerine sülfanilamid türevi olan organik moleküllerin in 

vitro etkileri araĢtırılıp ve inhibitör etkisi gösterenler için IC50 değerleri ve Ki sabitleri 

tespit edildi. Böylece moleküllerin inhibisyon dozajları belirlenip literatüre sunuldu. 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1. Materyal 

3.1.1. Kullanılacak kimyasal maddeler 

ÇalıĢmamızda, Asetilkolinesteraz enzimi, Bütirilkolinesteraz enzimi, EDTA, Tris-HCl, 

DTNB, Asetiltiyokoliniyodat, Bütirilkoliniyodat, Sodyum fosfat, triklor asetik asit 

(TCA), sodyum sitrat, kullanıldı.  

3.1.2. Yararlanılan alet ve cihazlar 

ÇalıĢmalar esnasında aĢağıdaki alet ve cihazlardan faydalanıldı.  

Spektrofotometre : BeckmanCoulter 

pH metre  : SehottpH-Meter CG840 

KarıĢtırıcı (Shaker)  : GFL 3025 

KarıĢtırıcı (Vorteks)  : Fısonswhırlı-mixer 

Hassas terazi  : Denver 

Otomatik pipet  : Eppendorf 

Çalkalayıcı  : Midi Dual 14 

Magnetik karıĢtırıcı  : Wise Stir-MSH-20A 

Saf su cihazı  : BarnsteadEasyPure UV/UF 

Su Banyosu  : Nüve 

Kar makinesi  : Scotsman AF-20 (Authomaticicemachines) 

Güç kaynağı  : 1-Bio RadPowerPac 3000 

Buzdolapları  : Siemens 

Derin dondurucu (-20°C‟ye kadar): SanyoMedicalFreezer 

Derin dondurucu (-85°C‟ye kadar): Sanyo Ultra Low 
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3.1.3. Kullanılan çözeltilerin hazırlanması 

Biyokimyasal çalıĢmalarda kullanılacak çözeltilerin kullanılıĢ yerleri ve hazırlanıĢ 

Ģekilleri aĢağıdaki gibidir: 

1. 1M Tris-HCl 5mM EDTA pH=8 (enzimin aktivite tayini için kullanıldı): 30,27gram 

Tris, 0,37gram EDTA 200 ml destile suda çözüldü.1 N  HCI ile pH=8'e kadar titre edildi 

ve daha sonra toplam hacim destile suyla 250ml‟ye tamamlandı. 

2. 10 mM 50 ml asetiltiyokoliniyodat (enzimin aktivite tayini için kullanıldı): 

0,145gram asetiltiyokoliniyodat tartılarak destile su ile 50 ml‟ye tamamlandı.  

3. %1 sodyum- sitrat, 0,5mM DTNB(enzimin aktivite tayini için kullanıldı): 0,5 gram 

sodyum sitrat ve 0,01 gram DTNB tartılarak destile su ile 50 ml‟ye tamamlandı.(Ve 

günlük hazırlandı.) 

4. Sodyum fosfat (NaH2PO4) pH=8: 3 gram sodyum fosfat (50 mM) tartılıp, yaklaĢık 

450 ml destile suda çözündü. pH metre yardımıyla pH=8 ayarlandı ve toplam hacim 500 

ml‟ye tamamlandı. 

5. Bütirilkoliniyodat: 0,145 gram bütirilkoliniyodat tartılarak destile su ile 50 ml‟ye 

tamamlandı. 

Asetilkolinesterazın inhibisyon çalışmalarında kullanılan moleküllerin stok 

konsantrasyonları 

1.Sulfadiazine: 0,0086 g madde 3000 µl DMSO da çözündü (0,011M). 

2.Sulfisoxazale: 0,0058 g madde 2000 µl DMSO da çözüldü. Sonra 100 kat seyreltme 

yapıldı (0,010 M).  

3.Sulfamerazine: 0,0065 g madde 2000µl DMSO da çözündü (0,012 M). 

4.Sulfamethazine: 0,0061g madde2000 µl DMSO da çözündü (0,010 M). 

5.Sulfacetamide: 0,0088 g madde 3000µl DMSO da çözündü (0,013 M). 

6. DMSO:13,9 molar olarak hazırlandı. 
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Bütirilkolinesterazın inhibisyon çalışmalarında kullanılan moleküllerin stok 

konsantrasyonları 

1.Sulfadiazine: 0,01 g madde 1000 µl DMSO da çözündü (0,039 M). 

2.Sulfisoxazale: 0,03 g madde 3000 µl DMSO da çözüldü.(0,037 M).  

3.Sulfamerazine: 0,03g madde 3000µl DMSO da çözündü (0,037 M). 

4.Sulfamethazine: 0,01g madde1000 µl DMSO da çözündü (0,035 M). 

5.Sulfacetamide: 0,03g madde 3000µl DMSO da çözündü (0,046 M). 

3.2. Yöntemler 

3.2.1. Asetilkolinesteraz ve bütirilkolinesteraz enzim aktivitesi üzerine bazı 

kimyasal maddelerin IC50 ve Ki değerlerinin bulunması 

Asetilkolinesteraz enziminin asetiltiyokoliniyodat (AChI) substratına ve 

Bütirilkolinesteraz enziminin bütirilkoliniyodat (BChI) substratına bağlı olarak, IC50 

değerlerinin tespit edilmesi amacıyla: optimum sıcaklık ve optimum pH‟da, doygun 

olmayan asetiltiyokoliniyodat konsantrasyonunda ve bütürülkoliniyodat 

konsantrasyonunda enzim aktivitesi üzerine bazı maddelerin etkilerini belirlemek 

amacıyla en az 5 farklı konsantrasyonda madde küvet ortamına katılarak aktivite 

değerleri okundu. Kullanılan maddenin farklı konsantrasyonlarını oluĢturmak için stok 

çözeltiler seyreltildi. Bu maddelerden inhibisyon etkisi gösterenler için % aktivite-[I] 

grafikleri çizildi. Eğrinin denkleminden IC50 değerleri hesaplandı. 

Bu ilaçların Ki değerlerini ve inhibisyon tiplerini belirlemek amacıyla asetilkolinesteraz 

ve bütirilkolinesteraz enziminin aktivitesini yarıya düĢüren madde konsantrasyonu ile 

bu değerin altında ve üstünde iki sabit madde konsantrasyonu olmak üzere 3 farklı sabit 

inhibitör konsantrasyonunda optimal Ģartlarda uygun beĢ substrat konsantrasyonu ile 

aktivite ölçümleri yapıldı. ÇalıĢmalarda uygun 5 farklı substrat konsantrasyonu stok 

çözelti kullanılarak ön deneme ile belirlendi. Elde edilen değerlerle her bir inhibitör için 

Lineweaver-Burk grafikleri çizildi. Grafik denkleminde yarıĢmalı inhibisyon için eğime 
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eĢit olan KM(I)=KM(1+[I]/Ki) ifadesinden, yarıĢmasız inhibisyon için ise 

Vmax(I)=Vmax/(1+[I]/Ki) formülünden yararlanılarak Ki değerleri belirlendi 

3.2.2. Asetilkolinesteraz (AChE) enzimi aktivite ölçüm metodu 

Kolinesteraz aktivite tayini, güçlü antikolinesteraz aktivitesi taĢıyan insektisitlerle 

oluĢan akut ve kronik zehirlenme olaylarında tedaviye yön verilmesi bakımından klinik 

yönden önemlidir. Serum ve eritrosit kolinesteraz aktivite değerleri çeĢitli patolojik 

durumlarda anlamlı bir klinik veri olarak kabul edilmektedir. 

Sulfanilamid türevlerinin asetilkolinesteraz enzimi üzerindeki etkisi araĢtırıldı. 

Asetilkolinesteraz enzimi hazır olarak temin edildi. Kolinesterazlar, asetilkolinin 

tiyokolin ve asetata parçalanma reaksiyonunu katalizlerler. 

Asetilkolinesteraz asetiltiyokolinin tiyokoline hidrolizini katalizler. Tiyokolinin oluĢum 

oranı, 5-tiyo-2-nitrobenzoik asitin oluĢumundan kaynaklanan bir sarı rengi üreten 5,5‟-

ditiyobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) ile tiyokolinin reaksiyonunun takibiyle ölçüldü. 

Sarı anyonun oluĢum oranı 412 nm‟de ölçüldü (Ellman 1961). 

Asetiltiyokolin iyodat                     Tiyokolin + Asetat 

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

Asetilkolinesteraz enziminin iki substratı vardır. Ġlki DTNB, ikincisi ise 

asetilkoliniyodat‟tır. DTNB hazırlamak için 0,01 g DTNB ve 0,5 g sodyum sitrat 

tartılıp, 50 mL saf su içerisinde iyice çözünmesi sağlandı. Bu çözelti günlük olarak 

hazırlandı. Asetilkoliniyodatı hazırlamak için 0,145 g asetilkolin tartılıp 50 mL saf su 

içinde çözündürüldü. Ayrıca bu enzim için aktivite tayin yönteminde Tris/HCl tamponu 

kullanılır. Bu tamponu hazırlamak için 30,27 g Tris ve 0,37 g (5 mM) EDTA tartılıp, 

yaklaĢık 230 mL saf suda çözündü. pH metre ile pH:8‟e ayarlandıktan sonra son hacim 

250 mL‟ye tamamlandı. 
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412 nm‟de 1 mL‟lik kuvarz küvetler kullanılarak yapılan ölçümde, reaksiyon karıĢımını 

oluĢturan maddelerin katılım sırası ve miktarları aĢağıda gösterilen çizelgedeki gibi 

uygulandı. 

Çizelge 3.1. Aktivite ölçüm prosedürü 

Kullanılan Maddeler 

 

Numune Tüpü (µL)  Kontrol tüpü (µL) 

Tris/HCl 100 100 

Saf su 790 800 

DTNB 50 50 

Enzim çözeltisi 10 - 

Asetilkoliniyodür 50 50 

Toplam hacim 1000 1000 
Sistemin optik yoğunluğundaki artıĢ 412 nm‟de 5 dk köre karĢı ölçüldü (Ellman 1961) 

Çizelge 3.1‟deki gibi reaksiyon karıĢımı ayarlandıktan sonra 1 dakikada bir absorbans 

değeri okundu ve 5 dakika sonunda 25°C‟de 412 nm‟de absorbans değeri okunarak ikisi 

arasındaki fark alındı. Yapılan bu deney 5 farklı inhibitör konsantrasyonu için 

tekrarlandı. IC50 ve Ki değerleri hesaplanarak inhibisyon türüne karar verildi. 

  
   

    
 
  

  
   

A = ml basına enzim ünitesi 

ΔOD = 412 nm‟de optik dansitenin dk. baĢına değiĢimi 

VC = Küvet hacmi 

VE = Küvetteki saf enzim çözeltisi hacmi 

f = Seyreltme faktörü 

13.6 = 412 nm‟de ve 37°C‟de 3 mM asetiltiyokoliniyodür‟ün indirgenmesi sonucu 

okunan OD, sabit değeridir. 
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3.2.3. Bütirilkolinesteraz (BChE) enzimi aktivite ölçüm metodu 

Sulfanilamid türevlerinin bütirilkolinesteraz enzimi üzerindeki etkisi araĢtırıldı. 

Bütirilkolinesteraz enzimi hazır olarak temin edildi. Kolinesterazlar, kolinin tiyokolin 

ve asetata parçalanma reaksiyonunu katalizlerler. Açığa çıkan ürün 412 nm‟de 

absorbsiyon göstermektedir (Ellman 1961). 

Bütirilkolinesteraz enziminin iki substratı vardır. Ġlki DTNB, ikincisi ise 

bütirilkoliniyodattır. DTNB çözeltisini hazırlamak için 0,0034 g DTNB tartılıp, 25 mL 

saf su içerisinde iyice çözünmesi sağlandı. Bu çözelti günlük olarak hazırlandı. 

Bütirilkoliniyodatı hazırlamak için ise 0,145 g bütirilkolin tartılıp, 50 mL saf suda 

çözündürüldü. Ayrıca BChE enziminin aktivite tayin yönteminde sodyum fosfat 

tamponu kullanılır. Bu tamponu hazırlamak için 3 g sodyum fosfat (NaH2PO4) (50 mM) 

tartılıp, yaklaĢık 450 mL saf suda çözüldü. pH metre ile pH: 8‟e ayarlanıp son hacim saf 

su ile 500 mL‟ye tamamlandı. 

412 nm‟de 1 mL‟lik kuvarz küvetler kullanılarak yapılan ölçümde, reaksiyon karıĢımını 

oluĢturan maddelerin katılım sırası ve miktarları aĢağıda gösterilen çizelgedeki gibi 

uygulandı. 

Çizelge 3.2. Aktivite tayin yöntemi 

Kullanılan Maddeler 

 
Numune Tüpü (µL)  Kontrol Tüpü (µL) 

Saf su 780  800 

Sodum fosfat(NaH2PO4) 100  100 

DTNB 50   50 

Enzim çözeltisi 20   - 

Bütirilkoliniyodür 50   50 

Toplam hacim      1000   1000 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

4.1. Asetilkolinesteraz (AChE) Enzimi İle İlgili Yapılan Çalışmalar; 

4.1.1. AChE enzimi üzerinde inhibisyon etkisi gösteren Sulfadiazine ile ilgili 

sonuçlar 

Hazır olarak temin edilen asetilkolinesteraz enzimi üzerine Sulfadiazinenin etkisi 

araĢtırıldı. Ölçümler esteraz aktivite yöntemine göre yapıldı. Bu ölçümler 5 dakikada bir 

ve 412 nm‟de gerçekleĢtirildi. Ġnhibisyon etkisi gösteren Sulfadiazineiçin Aktivite (%)-

[Sulfadiazine] ve Ki grafikleri çizildi. Aktivite (%)-[I] grafiği çizmek için 5 farklı 

inhibitör konsantrasyonunda ölçüm yapıldı. Ki için ayrıca 3 ayrı inhibitör 

konsantrasyonu seçilip, 5 ayrı substrat konsantrasyonunda (8-12-16-20-24 μL) çalıĢıldı. 

Çizilen grafiklerden IC50 ve Ki değerleri hesaplandı. 

Çizelge 4.1. Sulfadiazine inhibitörü ile hazır olarak temin edilen Asetilkolinesteraz, 

AChI substratıyla yapılan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosedürü 
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0,800 0,1 0,05 - 0,05 0,790 0,1 0,05 - 0,05 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
 

0,780 0,1 0,05 0,02 0,05 0,770 0,1 0,05 0,02 0,05 0,01 54,68 0,229 

0,775 0,1 0,05 0,025 0,05 0,765 0,1 0,05 0,025 0,05 0,01 50,78 0,286 

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-2,30x

R² = 0,959

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

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

%
 A

k
ti

v
it

e

[Sulfadiazine] mM

 

Şekil 4.1. Asetilkolinesteraz enzimi için AChI substratına bağlı olarak Sulfadiazine 

inhibitörü ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafiği 

Çizelge 4.2. AChE enzimi için Asetiltiyokoliniyodat substratıyla Sulfadiazine inhibitörü 

eĢliğinde elde edilen 1/V,1/[S] değerleri ve deney prosedürü 

 Kör Numune 

Ġn
h
ib

it
ö
r 

 

S
u

(m
l)

 

T
ri

s-
H

C
L

 

(m
l)

 

D
T

N
B
 

(m
l)

 

Ġn
h
ib

tö
r(

m
l)

 

A
C

h
I 

(m
l)

 

S
u

 (
m

l)
 

T
ri

s-
H

C
L

 

(m
l)

 

D
T

N
B
 

(m
l)

 

Ġn
h
ib

tö
r(

m
l)

 

A
C

h
I 

(m
l)

 

A
C

h
E

(m
l)

 1/V 
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 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 

[I]1 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 0,786 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 

[I]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 0,25 0,024 0,771 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 

[I]3 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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Şekil 4.2. Asetilkolinesteraz enzimi için AChI substratıyla Sulfadiazin eĢliğinde elde 

edilen 1/V-1/[S] grafiği 

Çizelge 4.3. Asetilkolinesteraz enziminin üzerine Sulfadiazine inhibitörünün inhibisyon 

etkisi 

Sulfadiazine 

AChE 

IC50 

(mM) 

Ortalama Ki ± 

S.D. 

(mM) 

İnhibisyon tipi 

0,300 0,118 ± 0,024 YarıĢmasız 
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[I3]=0,572 mM
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4.1.2. AChE enzimi üzerinde inhibisyon etkisi gösteren Sulfamerazine ile ilgili 

sonuçlar 

Çizelge 4.4. Sulfamerazine inhibitörü ile hazır olarak temin edilen Asetilkolinesteraz, 

AChI substratıyla yapılan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosedürü 

y = 100e-1,90x
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Şekil 4.3. Asetilkolinesteraz enzimi için AChI substratına bağlı olarak Sulfamerazine 

inhibitörü ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafiği 
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0,800 0,1 0,05 - 0,05 0,790 0,1 0,05 - 0,05 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 90,62 0,122
 

0,780 0,1 0,05 0,02 0,05 0,770 0,1 0,05 0,02 0,05 0,01 67,96 0,245 

0,770 0,1 0,05 0,03 0,05 0,760 0,1 0,05 0,03 0,05 0,01 54,68 0,367 

0,765 0,1 0,05 0,035 0,05 0,755 0,1 0,05 0,035 0,05 0,01 42,36 0,428 

0,760 0,1 0,05 0,04 0,05 0,750 0,1 0,05 0,04 0,05 0,01 35,15 0,490 
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Çizelge 4.5. AChE enzimi için Asetiltiyokoliniyodat substratıyla Sulfamerazine 

inhibitörü eĢliğinde elde edilen 1/V,1/[S] değerleri ve deney prosedürü 

Kör Tüpü Numune Tüpü 
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 0,832 0,1 0,05 0,01 0,008 0,822 0,1 0,05 0,01 0,008 0,01 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 

[I]1 0,824 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 0,810 0,1 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 0,802 0,1 0,05 0,03 0,008 0,01 10,10 12,5 

 0,808 0,1 0,05 0,03 0,012 0,798 0,1 0,05 0,03 0,012 0,01 9,000 8,33 

[I]2 0,804 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 0,1 0,05 0,03 0,020 0,01 5,485 5,00 

 0,796 0,1 0,05 0,03 0,024 0,786 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 0,012 0,778 0,1 0,05 0,05 0,012 0,01 13,45 8,33 

[I]3 0,784 0,1 0,05 0,05 0,016 0,774 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 0,024 0,766 0,1 0,05 0,05 0,024 0,01 7,874 4,16 
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Şekil 4.4. Asetilkolinesteraz enzimi için AChI substratıyla Sulfamerazine eĢliğinde elde 

edilen 1/V-1/[S] grafiği 

Çizelge 4.6. Asetilkolinesteraz enziminin üzerine Sulfamerazine inhibitörünün 

inhibisyon etkisi 

Sulfamerazine 

AChE 

IC50 

(mM) 

Ortalama Ki ± 

S.D. 

(mM) 

İnhibisyon tipi 

0,363 0,717 ± 0,193 YarıĢmasız 
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4.1.3. AChE enzimi üzerinde inhibisyon etkisi gösteren Sulfamethazine ile ilgili 

sonuçlar 

Çizelge 4.7. Sulfamethazine inhibitörü ile hazır olarak temin edilen Asetilkolinesteraz, 

AChI substratıyla yapılan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosedürü 
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Şekil 4.5. Asetilkolinesteraz enzimi için AChI substratına bağlı olarak Sulfamethazine 

inhibitörü ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafiği 
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0,800 0,1 0,05 - 0,05 0,790 0,1 0,05 - 0,05 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 73,43 0,109
 

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 

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 0,04 0,05 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 
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Çizelge 4.8. AChE enzimi için Asetiltiyokoliniyodat substratıyla Sulfamethazine 

inhibitörü eĢliğinde elde edilen 1/V,1/[S] değerleri ve deney prosedürü 
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 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 

[I]1 0,824 0,1 0,05 0,01 0,016 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 

[I]2 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 0,020 0,790 0,1 0,05 0,03 0,020 0,01 5,813 5,00 

 0,796 0,1 0,05 0,03 0,024 0,786 0,1 0,05 0,03 0,024 0,01 5,208 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 

[I]3 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 0,020 0,770 0,1 0,05 0,05 0,020 0,01 10,79 5,00 

 0,776 0,1 0,05 0,05 0,024 0,766 0,1 0,05 0,05 0,024 0,01 8,547 4,16 
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Şekil 4.6. Asetilkolinesteraz enzimi için AChI substratıyla Sulfamethazine eĢliğinde 

elde edilen 1/V-1/[S] grafiği 

Çizelge 4.9. Asetilkolinesteraz enziminin üzerine Sulfamethazine inhibitörünün 

inhibisyon etkisi 

 

Sulfamerazine 

AChE 

IC50 

(mM) 

Ortalama Ki ± 

S.D. 

(mM) 

İnhibisyon tipi 

0,353 0,302 ± 0,116 YarıĢmasız 
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[I0]=Kontrol

[I1]=0,109 mM

[I2]=0,328 mM

[I3]=0,547 mM
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4.1.4. AChE enzimi üzerinde inhibisyon etkisi gösteren Sulfacetamide ile ilgili 

sonuçlar 

Çizelge 4.10. Sulfacetamide inhibitörü ile hazır olarak temin edilen Asetilkolinesteraz, 

AChI substratıyla yapılan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosedürü 
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Şekil 4.7. Asetilkolinesteraz enzimi için AChI substratına bağlı olarak Sulfacetamide 

inhibitörü ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafiği 
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0,800 0,1 0,05 - 0,05 0,790 0,1 0,05 - 0,05 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 81,25 0,136
 

0,770 0,1 0,05 0,03 0,05 0,760 0,1 0,05 0,03 0,05 0,01 58,59 0,410 

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 

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 
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Çizelge 4.11. AChE enzimi için Asetiltiyokoliniyodat substratıyla Sulfacetamide 

inhibitörü eĢliğinde elde edilen 1/V,1/[S] değerleri ve deney prosedürü 
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 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 0,788 0,1 0,05 0,02 0,012 0,03 28,01 8,33 

[I]1 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 0,04 0,008 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 

[I]2 0,794 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 0,04 0,020 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 

[I]3 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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Şekil 4.8. Asetilkolinesteraz enzimi için AChI substratıyla Sulfacetamide eĢliğinde elde 

edilen 1/V-1/[S] grafiği 

Çizelge 4.12. Asetilkolinesteraz enziminin üzerine Sulfacetamide inhibitörünün 

inhibisyon etkisi 

Sulfacetamide 

AChE 

IC50 

(mM) 

Ortalama Ki ± 

S.D. 

(mM) 

İnhibisyon tipi 

0,507 0,343 ± 0,055 YarıĢmasız 
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[I0]=Kontrol

[I1]=0,273 mM

[I2]=0,547 mM

[I3]=0,684 mM
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4.1.5. AChE enzimi üzerinde inhibisyon etkisi gösteren Sulfisoxazole ile ilgili 

sonuçlar 

Çizelge 4.13. Sulfisoxazole inhibitörü ile hazır olarak temin edilen Asetilkolinesteraz, 

AChI substratıyla yapılan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosedürü 
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Şekil 4.9. Asetilkolinesteraz enzimi için AChIsubstratına bağlı olarak Sulfisoxazole 

inhibitörü ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafiği 
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0,800 0,1 0,05 - 0,05 0,790 0,1 0,05 - 0,05 0,01 100 0 

0,780 0,1 0,05 0,02 0,05 0,770 0,1 0,05 0,02 0,05 0,01 78 2,169
 

0,770 0,1 0,05 0,03 0,05 0,760 0,1 0,05 0,03 0,05 0,01 74 3,254 

0,760 0,1 0,05 0,04 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 0,1 0,05 0,05 0,05 0,01 40 5,424 
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Çizelge 4.14. AChE enzimi için Asetiltiyokoliniyodat substratıyla Sulfisoxazole 

inhibitörü eĢliğinde elde edilen 1/V,1/[S] değerleri ve deney prosedürü. 
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 0,822 0,1 0,05 0,02 0,008 0,772 0,1 0,05 0,02 0,008 0,05 40,18 12,5 

 0,818 0,1 0,05 0,02 0,012 0,768 0,1 0,05 0,02 0,012 0,05 30,02 8,33 

[I]1 0,814 0,1 0,05 0,02 0,016 0,764 0,1 0,05 0,02 0,016 0,05 25,79 6,25 

 0,810 0,1 0,05 0,02 0,020 0,760 0,1 0,05 0,02 0,020 0,05 19,10 5,00 

 0,806 0,1 0,05 0,02 0,024 0,756 0,1 0,05 0,02 0,024 0,05 17,64 4,16 

 0,802 0,1 0,05 0,04 0,008 0,752 0,1 0,05 0,04 0,008 0,05 50,21 12,5 

 0,798 0,1 0,05 0,04 0,012 0,748 0,1 0,05 0,04 0,012 0,05 40,00 8,33 

[I]2 0,794 0,1 0,05 0,04 0,016 0,744 0,1 0,05 0,04 0,016 0,05 30,18 6,25 

 0,790 0,1 0,05 0,04 0,020 0,740 0,1 0,05 0,04 0,020 0,05 25,18 5,00 

 0,786 0,1 0,05 0,04 0,024 0,736 0,1 0,05 0,04 0,024 0,05 19,63 4,16 

 0,782 0,1 0,05 0,06 0,008 0,732 0,1 0,05 0,06 0,008 0,05 60,76 12,5 

 0,778 0,1 0,05 0,06 0,012 0,728 0,1 0,05 0,06 0,012 0,05 50,00 8,33 

[I]3 0,774 0,1 0,05 0,06 0,016 0,724 0,1 0,05 0,06 0,016 0,05 35,44 6,25 

 0,770 0,1 0,05 0,06 0,020 0,720 0,1 0,05 0,06 0,020 0,05 28,63 5,00 

 0,766 0,1 0,05 0,06 0,024 0,716 0,1 0,05 0,06 0,024 0,05 23,65 4,16 
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Şekil 4.10. Asetilkolinesteraz enzimi için AChI substratıyla Sulfisoxazole eĢliğinde elde 

edilen 1/V-1/[S] grafiği 

Çizelge 4.15. Asetilkolinesteraz enziminin üzerine Sulfisoxazole inhibitörünün 

inhibisyon etkisi 

Sulfisoxazole 

AChE 

IC50 

(µM) 

Ortalama Ki ± 

S.D. 

(µM) 

İnhibisyon 

tipi 

4,650 4,921 ± 0,129 YarıĢmalı 
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[I0]=Kontrol

[I1]=2,169 µm

[I2]=4,339 µm

[I3]=6,509 µm
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Çizelge 4.16. Asetilkolinesteraz enzimi için moleküllerin toplu inhibisyon sonuçları 

İnhibitör  
AChE 

(mM) 

 
Sulfadiazine 

IC50 0,300 

Ort. Ki± S.D. 0,118 ± 0,024 

İnhibisyon tipi YarıĢmasız 

 
Sulfamerazine 

IC50 0,363 

Ort. Ki ± S.D. 0,717 ± 0,193 

İnhibisyon tipi YarıĢmasız 

 
Sulfamerazine 

IC50 0,353 

Ort. Ki ± S.D. 0,302 ± 0,116 

İnhibisyon tipi YarıĢmasız 

 
Sulfacetamide 

IC50 0,507 

Ort. Ki ± S.D. 0,343 ± 0,055 

İnhibisyon tipi YarıĢmasız 

 
Sulfisoxazole 

IC50 0,0046 

Ort. Ki ± S.D. 0,0049 ± 0,00012 

İnhibisyon tipi YarıĢmalı 
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4.2. Bütirilkolinesteraz (BChE) Enzimi İle İlgili Yapılan Çalışmalar 

4.2.1. BChE enzimi üzerinde inhibisyon etkisi gösteren Sulfadiazine ile ilgili 

sonuçlar 

Hazır olarak temin edilen Bütirilkolinesteraz enzimi üzerindeki Sulfadiazinenin etkisi 

araĢtırıldı. Ölçümler esteraz aktivite yöntemine göre yapıldı. Bu ölçümler 5 dakikada bir 

ve 412 nm‟de gerçekleĢtirildi. Ġnhibisyon etkisi gösteren Sulfadiazineiçin Aktivite (%)-

[Sulfadiazine] ve Ki grafikleri çizildi. Aktivite (%)-[I] grafiği çizmek için 5 farklı 

inhibitör konsantrasyonunda ölçüm yapıldı. Ki için ayrıca 3 ayrı inhibitör 

konsantrasyonu seçilip, 5 ayrı substrat konsantrasyonunda (8-12-16-20-24μL) çalıĢıldı. 

Çizilen grafiklerden IC50 ve Ki değerleri hesaplandı. 

Çizelge 4.17. Sulfadiazine inhibitörü ile hazır olarak temin edilen Bütirilkolinesteraz, 

BChI substratıyla yapılan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosedürü 
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0,800 0,1 0,05 - 0,05 0,790 0,1 0,05 - 0,05 0,01 100 0 

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
 

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 0,12 0,05 0,670 0,1 0,05 0,12 0,05 0,01 38,35 4,794 
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Şekil 4.11. Bütirilkolinesteraz enzimi için BChI substratına bağlı olarak Sulfadiazine 

inhibitörü ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafiği 

Çizelge 4.18. BChE enzimi için Bütiriltiyokoliniyodat substratıyla Sulfadiazine 

inhibitörü eĢliğinde elde edilen1/V,1/[S] değerleri ve deney prosedürü 
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 0,792 0,1 0,05 0,05 0,008 0,782 0,1 0,05 0,05 0,008 0,01 14,65 13,88 

 0,788 0,1 0,05 0,05 0,012 0,778 0,1 0,05 0,05 0,012 0,01 10,98 9,17 

[I]1 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 0,1 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 

[I]2 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 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 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 0,1 0,05 0,12 0,008 0,712 0,1 0,05 0,12 0,008 0,01 31,31 13,88 

 0,718 0,1 0,05 0,12 0,012 0,708 0,1 0,05 0,12 0,012 0,01 21,27 9,17 

[I]3 0,714 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 0,05 0,12 0,024 0,696 0,1 0,05 0,12 0,024 0,01 12,65 4,58 
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Şekil 4.12. Bütirilkolinesteraz enzimi için BChI substratıyla Sulfadiazine eĢliğinde elde 

edilen 1/V-1/[S] grafiği 

Çizelge 4.19. Bütirilkolinesteraz enziminin üzerine Sulfadiazine inhibitörünün 

inhibisyon etkisi 

 

Sulfadiazine 

BChE 

IC50 

(mM) 

Ortalama Ki ± 

S.D. 

(mM) 

İnhibisyon tipi 

3,397 0,815 ± 0,098 YarıĢmalı 
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[I0]= Kontrol

[I1]= 1,997 mM

[I2]= 3,395 mM

[I3]= 4,794 mM
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4.2.2. BChE enzimi üzerinde inhibisyon etkisi gösteren Sulfamerazine ile ilgili 

sonuçlar 

Çizelge 4.20. Sulfamerazine inhibitörü ile hazır olarak temin edilen Bütirilkolinesteraz, 

BChI substratıyla yapılan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosedürü 
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Şekil 4.13. Bütirilkolinesteraz enzimi için BChI substratına bağlı olarak Sulfamerazine 

inhibitörü ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafiği 
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0,800 0,1 0,05 - 0,05 0,790 0,1 0,05 - 0,05 0,01 100 0 

0,760 0,1 0,05 0,04 0,05 0,750 0,1 0,05 0,04 0,05 0,01 78,57 1,513
 

0,740 0,1 0,05 0,06 0,05 0,730 0,1 0,05 0,06 0,05 0,01 68,75 2,269 

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 

0,700 0,1 0,05 0,1 0,05 0,690 0,1 0,05 0,1 0,05 0,01 43,75 3,783 

0,680 0,1 0,05 0,12 0,05 0,670 0,1 0,05 0,12 0,05 0,01 41,07 4,539 
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Çizelge 4.21. BChE enzimi için Bütiriltiyokoliniyodat substratıyla Sulfamerazine 

inhibitörü eĢliğinde elde edilen1/V,1/[S] değerleri ve deney prosedürü 
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 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 0,05 0,055 0,012 0,773 0,1 0,05 0,055 0,012 0,01 8,770 9,17 

[I]1 0,779 0,1 0,05 0,055 0,016 0,769 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 0,1 0,05 0,055 0,020 0,01 7,190 5,49 

 0,771 0,1 0,05 0,055 0,024 0,761 0,1 0,05 0,055 0,024 0,01 5,370 4,58 

 0,757 0,1 0,05 0,085 0,008 0,747 0,1 0,05 0,085 0,008 0,01 19,72 13,88 

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

[I]2 0,749 0,1 0,05 0,085 0,016 0,739 0,1 0,05 0,085 0,016 0,01 11,76 6,89 

 0,745 0,1 0,05 0,085 0,020 0,735 0,1 0,05 0,085 0,020 0,01 8,840 5,49 

 0,741 0,1 0,05 0,085 0,024 0,731 0,1 0,05 0,085 0,024 0,01 7,690 4,58 

 0,722 0,1 0,05 0,12 0,008 0,712 0,1 0,05 0,12 0,008 0,01 24,97 13,88 

 0,718 0,1 0,05 0,12 0,012 0,708 0,1 0,05 0,12 0,012 0,01 17,54 9,17 

[I]3 0,714 0,1 0,05 0,12 0,016 0,704 0,1 0,05 0,12 0,016 0,01 13,88 6,89 

 0,710 0,1 0,05 0,12 0,020 0,700 0,1 0,05 0,12 0,020 0,01 11,62 5,49 

 0,706 0,1 0,05 0,12 0,024 0,696 0,1 0,05 0,12 0,024 0,01 9,900 4,58 
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Şekil 4.14. Bütirilkolinesteraz enzimi için BChI substratıyla Sulfamerazine eĢliğinde 

elde edilen 1/V-1/[S] grafiği 

Çizelge 4.22. Bütirilkolinesteraz enziminin üzerine Sulfamerazine inhibitörünün 

inhibisyon etkisi 

Sulfamerazine 

BChE 

IC50 

(mM) 

Ortalama Ki ± 

S.D. 

(mM) 

İnhibisyon tipi 

3,364 3,104 ± 0,736 YarıĢmasız 
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[I0]= Kontrol

[ı1]= 2,080 mM

[I2]= 3,215 mM

[I3]= 4,539 mM
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4.2.3. BChE enzimi üzerinde inhibisyon etkisi gösteren Sulfamethazine ile ilgili 

sonuçlar 

Çizelge 4.23. Sulfamethazine inhibitörü ile hazır olarak temin edilen Bütirilkolinesteraz, 

BChI substratıyla yapılan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosedürü 
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Şekil 4.15. Bütirilkolinesteraz enzimi için BChI substratına bağlı olarak Sulfamethazine 

inhibitörü ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafiği 
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0,800 0,1 0,05 - 0,05 0,790 0,1 0,05 - 0,05 0,01 100 0 

0,700 0,1 0,05 0,1 0,05 0,690 0,1 0,05 0,1 0,05 0,01 64,28 3,592
 

0,670 0,1 0,05 0,13 0,05 0,660 0,1 0,05 0,13 0,05 0,01 59,52 4,669 

0,660 0,1 0,05 0,14 0,05 0,650 0,1 0,05 0,14 0,05 0,01 54,76 5,028 

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 0,17 0,05 0,620 0,1 0,05 0,17 0,05 0,01 42,06 6,106 
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Çizelge 4.24. BChE enzimi için Bütiriltiyokoliniyodat substratıyla Sulfamethazine 

inhibitörü eĢliğinde elde edilen 1/V,1/[S] değerleri ve deney prosedürü. 
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 0,742 0,1 0,05 0,01 0,008 0,732 0,1 0,05 0,01 0,008 0,01 28,07 13,88 

 0,738 0,1 0,05 0,01 0,012 0,728 0,1 0,05 0,01 0,012 0,01 18,18 9,17 

[I]1 0,734 0,1 0,05 0,01 0,016 0,724 0,1 0,05 0,01 0,016 0,01 15,87 6,89 

 0,730 0,1 0,05 0,01 0,020 0,720 0,1 0,05 0,01 0,020 0,01 12,65 5,49 

 0,726 0,1 0,05 0,01 0,024 0,716 0,1 0,05 0,01 0,024 0,01 11,76 4,58 

 0,702 0,1 0,05 0,14 0,008 0,692 0,1 0,05 0,14 0,008 0,01 37,38 13,88 

 0,698 0,1 0,05 0,14 0,012 0,688 0,1 0,05 0,14 0,012 0,01 20,83 9,17 

[I]2 0,694 0,1 0,05 0,14 0,016 0,684 0,1 0,05 0,14 0,016 0,01 19,23 6,89 

 0,690 0,1 0,05 0,14 0,020 0,680 0,1 0,05 0,14 0,020 0,01 17,54 5,49 

 0,686 0,1 0,05 0,14 0,024 0,676 0,1 0,05 0,14 0,024 0,01 15,62 4,58 

 0,672 0,1 0,05 0,17 0,008 0,662 0,1 0,05 0,17 0,008 0,01 40,00 13,88 

 0,668 0,1 0,05 0,17 0,012 0,658 0,1 0,05 0,17 0,012 0,01 23,80 9,17 

[I]3 0,664 0,1 0,05 0,17 0,016 0,654 0,1 0,05 0,17 0,016 0,01 22,22 6,89 

 0,660 0,1 0,05 0,17 0,020 0,650 0,1 0,05 0,17 0,020 0,01 18,51 5,49 

 0,656 0,1 0,05 0,17 0,024 0,646 0,1 0,05 0,17 0,024 0,01 16,39 4,58 
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Şekil 4.16. Bütirilkolinesteraz enzimi için BChI substratıyla Sulfamethazine eĢliğinde 

elde edilen 1/V-1/[S] grafiği 

Çizelge 4.25. Bütirilkolinesteraz enziminin üzerine Sulfamethazine inhibitörünün 

inhibisyon etkisi 

Sulfamethazine 

BChE 

IC50 

(mM) 

Ortalama Ki ± 

S.D. 

(mM) 

İnhibisyon tipi 

5,414 2,763 ± 0,055 YarıĢmasız 
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[I0]= Kontrol

[I1]= 3,592 mM

[I2]= 5,028 mM

[I3]= 6,106 mM
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4.2.4. BChE enzimi üzerinde inhibisyon etkisi gösteren Sulfacetamide ile ilgili 

sonuçlar 

Çizelge 4.26. Sulfacetamide inhibitörü ile hazır olarak temin edilen Bütirilkolinesteraz, 

BChI substratıyla yapılan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosedürü 

y = 100e-0,25x
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Şekil 4.17. Bütirilkolinesteraz enzimi için BChI substratına bağlı olarak Sulfacetamide 

inhibitörü ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafiği 

Kör Tüpü Numune Tüpü 
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0,800 0,1 0,05 - 0,05 0,790 0,1 0,05 - 0,05 0,01 100 0 

0,750 0,1 0,05 0,05 0,05 0,740 0,1 0,05 0,05 0,05 0,01 62,1 2,33
 

0,740 0,1 0,05 0,06 0,05 0,730 0,1 0,05 0,06 0,05 0,01 52,8 2,80 

0,730 0,1 0,05 0,07 0,05 0,720 0,1 0,05 0,07 0,05 0,01 50,0 3,26 

0,720 0,1 0,05 0,08 0,05 0,710 0,1 0,05 0,08 0,05 0,01 35,0 3,73 

0,710 0,1 0,05 0,09 0,05 0,700 0,1 0,05 0,09 0,05 0,01 30,0 4,20 
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Çizelge 4.27. BChE enzimi için Bütiriltiyokolin iyodat substratıyla Sulfamethazine 

inhibitörü eĢliğinde elde edilen 1/V,1/[S] değerleri ve deney prosedürü. 
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 0,812 0,1 0,05 0,03 0,008 0,802 0,1 0,05 0,03 0,008 0,01 18,47 13,88 

 0,808 0,1 0,05 0,03 0,012 0,798 0,1 0,05 0,03 0,012 0,01 13,88 9,17 

[I]1 0,804 0,1 0,05 0,03 0,016 0,794 0,1 0,05 0,03 0,016 0,01 10,63 6,89 

 0,800 0,1 0,05 0,03 0,020 0,790 0,1 0,05 0,03 0,020 0,01 9,610 5,49 

 0,796 0,1 0,05 0,03 0,024 0,786 0,1 0,05 0,03 0,024 0,01 8,850 4,58 

 0,782 0,1 0,05 0,06 0,008 0,772 0,1 0,05 0,06 0,008 0,01 21,43 13,88 

 0,778 0,1 0,05 0,06 0,012 0,768 0,1 0,05 0,06 0,012 0,01 15,87 9,17 

[I]2 0,774 0,1 0,05 0,06 0,016 0,764 0,1 0,05 0,06 0,016 0,01 13,15 6,89 

 0,770 0,1 0,05 0,06 0,020 0,760 0,1 0,05 0,06 0,020 0,01 10,86 5,49 

 0,766 0,1 0,05 0,06 0,024 0,756 0,1 0,05 0,06 0,024 0,01 9,250 4,58 

 0,752 0,1 0,05 0,09 0,008 0,742 0,1 0,05 0,09 0,008 0,01 30,78 13,88 

 0,748 0,1 0,05 0,09 0,012 0,738 0,1 0,05 0,09 0,012 0,01 25,64 9,17 

[I]3 0,744 0,1 0,05 0,09 0,016 0,734 0,1 0,05 0,09 0,016 0,01 18,18 6,89 

 0,740 0,1 0,05 0,09 0,020 0,730 0,1 0,05 0,09 0,020 0,01 14,49 5,49 

 0,736 0,1 0,05 0,09 0,024 0,726 0,1 0,05 0,09 0,024 0,01 12,19 4,58 
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Şekil 4.18. Bütirilkolinesteraz enzimi için BChI substratıyla Sulfacetamide eĢliğinde 

elde edilen 1/V-1/[S] grafiği 

Çizelge 4.28. Bütirilkolinesteraz enziminin üzerine Sulfacetamide inhibitörünün 

inhibisyon etkisi 

Sulfacetamide 

BChE 

IC50 

(mM) 

Ortalama Ki ± 

S.D. 

(mM) 

İnhibisyon tipi 

2,717 0,923 ± 0,191 YarıĢmalı 
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[I0]= Kontrol

[I1]=1,40 mM

[I2]=2,80 mM

[I3]=4,20 mM
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4.2.5. BChE enzimi üzerinde inhibisyon etkisi gösteren Sulfisoxazole ile ilgili 

sonuçlar 

Çizelge 4.29. Sulfisoxazole inhibitörü ile hazır olarak temin edilen Bütirilkolinesteraz, 

BChI substratıyla yapılan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosedürü 
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Şekil 4.19. Bütirilkolinesteraz enzimi için BChI substratına bağlı olarak Sulfacetamide 

inhibitörü ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafiği 
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Ġn
h
ib

it
ö
r 

 S
u
 (

m
L

) 

  T
ri

s-
H

C
L

 

T
am

p
o

n
(m

L
) 

 D
N

T
P

(m
L

) 

Ġn
h
ib

it
ö
r 

(m
L

) 

A
C

h
I 

(m
L

) 

S
u

 (
m

L
) 

T
ri

s-
H

C
L

 

T
am

p
o

n
(m

L
) 

 D
N

T
P

(m
L

) 

 Ġn
h
ib

it
ö
r 

(m
L

) 

 A
C

h
I(

m
L

) 

 A
C

h
E

(m
L

) 

 %
 

A
k

ti
v
it

e 

[I
] 

m
M

 

S
u
lf

is
o
x
az

o
le

 

0,800 0,1 0,05 - 0,05 0,790 0,1 0,05 - 0,05 0,01 100 0 

0,760 0,1 0,05 0,04 0,05 0,750 0,1 0,05 0,04 0,05 0,01 65,12 1,496
 

0,750 0,1 0,05 0,05 0,05 0,740 0,1 0,05 0,05 0,05 0,01 54,65 1,870 

0,740 0,1 0,05 0,06 0,05 0,730 0,1 0,05 0,06 0,05 0,01 50,58 2,244 

0,730 0,1 0,05 0,07 0,05 0,720 0,1 0,05 0,07 0,05 0,01 47,09 2,618 

0,720 0,1 0,05 0,08 0,05 0,710 0,1 0,05 0,08 0,05 0,01 37,21 2,992 



68 

 

Çizelge 4.30. BChE enzimi için Bütiriltiyokoliniyodat substratıyla Sulfamethazine 

inhibitörü eĢliğinde elde edilen 1/V,1/[S] değerleri ve deney prosedürü 
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 0,812 0,1 0,05 0,03 0,008 0,802 0,1 0,05 0,03 0,008 0,01 10,91 13,88 

 0,808 0,1 0,05 0,03 0,012 0,798 0,1 0,05 0,03 0,012 0,01 7,690 9,17 

[I]1 0,804 0,1 0,05 0,03 0,016 0,794 0,1 0,05 0,03 0,016 0,01 7,520 6,89 

 0,800 0,1 0,05 0,03 0,020 0,790 0,1 0,05 0,03 0,020 0,01 6,210 5,49 

 0,796 0,1 0,05 0,03 0,024 0,786 0,1 0,05 0,03 0,024 0,01 5,560 4,58 

 0,782 0,1 0,05 0,06 0,008 0,772 0,1 0,05 0,06 0,008 0,01 15,91 13,88 

 0,778 0,1 0,05 0,06 0,012 0,768 0,1 0,05 0,06 0,012 0,01 10,10 9,17 

[I]2 0,774 0,1 0,05 0,06 0,016 0,764 0,1 0,05 0,06 0,016 0,01 9,710 6,89 

 0,770 0,1 0,05 0,06 0,020 0,760 0,1 0,05 0,06 0,020 0,01 8,260 5,49 

 0,766 0,1 0,05 0,06 0,024 0,756 0,1 0,05 0,06 0,024 0,01 7,190 4,58 

 0,752 0,1 0,05 0,09 0,008 0,742 0,1 0,05 0,09 0,008 0,01 26,60 13,88 

 0,748 0,1 0,05 0,09 0,012 0,738 0,1 0,05 0,09 0,012 0,01 23,80 9,17 

[I]3 0,744 0,1 0,05 0,09 0,016 0,734 0,1 0,05 0,09 0,016 0,01 16,95 6,89 

 0,740 0,1 0,05 0,09 0,020 0,730 0,1 0,05 0,09 0,020 0,01 11,76 5,49 

 0,736 0,1 0,05 0,09 0,024 0,726 0,1 0,05 0,09 0,024 0,01 10,10 4,58 
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Şekil 4.20. Bütirilkolinesteraz enzimi için BChI substratıyla Sulfisoxazole eĢliğinde 

elde edilen 1/V-1/[S] grafiği 

Çizelge 4.31. Bütirilkolinesteraz enziminin üzerine Sulfisoxazole inhibitörünün 

inhibisyon etkisi 

Sulfisoxazole 

BChE 

IC50 

(mM) 

Ortalama Ki ± 

S.D. 

(mM) 

İnhibisyon 

tipi 

2,235 0,582 ± 0,143 YarıĢmalı 

 

  

0

5

10

15

20

25

30

35

-15 -10 -5 0 5 10 15 20

1
/V

 (
µ

m
o

l/
m

l.
 m

in
)-1

 

1/[S] (mM)-1 

[I0]= Kontrol

[I1]=1,496 mM

[I2]=2,244 mM

[I3]= 3,366 mM



70 

 

Çizelge 4.32. Bütirilkolinesteraz enzimi için moleküllerin toplu inhibisyon sonuçları 

İnhibitör  
BChE 

(mM) 

 
Sulfadiazine 

IC50 3,397 

Ort. Ki± S.D. 0,815 ± 0,098 

İnhibisyon tipi YarıĢmalı 

 
Sulfamerazine 

IC50 3,364 

Ort. Ki ± S.D. 3,104 ± 0,736 

İnhibisyon tipi YarıĢmasız 

 
Sulfamethazine 

IC50 5,414 

Ort. Ki ± S.D. 2,763± 0,055 

İnhibisyon tipi YarıĢmasız 

 
Sulfacetamide 

IC50 2,717 

Ort. Ki ± S.D. 0,923 ± 0,191 

İnhibisyon tipi YarıĢmalı 

 
Sulfisoxazole 

IC50 2,235 

Ort. Ki ± S.D. 0,582 ± 0,143 

İnhibisyon tipi YarıĢmalı 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

Biyokimyasal araĢtırmaların büyük çoğunluğunu enzim çalıĢmaları oluĢturmaktadır. Bu 

yüzden enzim çalıĢmaları çok fazla pratik öneme sahiptirler. Enzim aktiviteleri kan 

plazmasında, eritrositlerde veya doku örneklerinde belli hastalıkların tanısında 

kullanılmaktadır. Bazı hastalıklara, özellikle kalıtımsal bozukluklara, bir ya da daha 

fazla enzim eksikliği veya yokluğu sebep olabildiği gibi, diğer bir grup hastalığa da aĢırı 

enzim aktivitesi neden olabilir. Birçok ilaç, biyolojik etkilerini enzimlerle etkileĢerek 

ortaya çıkarır. Enzimler, ekmek, bira ve peynir üretimi gibi ekonomik sahalarda, 

temizlik alanları gibi günlük yaĢamda ve sağlık tıpta teĢhis ve tedavide büyük rol 

oynamaktadır. Bugün enzimlerin kimya endüstrisinde, gıda prosesinde ve ziraatte pek 

çok kullanım alanı bulunmaktadır. 

Bütirilkolinesteraz (BChE, E.C.3.1.1.8) yaklaĢık olarak 342 kDa ağırlığında olan 

tetrameric bir glikoproteindir (Barta 2001). BchE karaciğerde sentezlendikten sonra 

kana karıĢır (Chatonnet and Lockridge 1989). Ayrıca yağ dokusu, incebağırsak, akciğer 

ve beyin gibi çeĢitli dokularda da bulunur (Dave 2000). 

Membrana bağlı bir enzim olan asetilkolinesteraz, enzimi kolinerjik sinapsis ve 

kavĢaklarda hem sinir uçlarından hem de kavĢak sonrası veya postsinaptik membran 

üzerinde yerleĢtiği gözlenmiĢtir. Bu enzim sinir hücrelerinde, beyinin gri cevherinde, 

kasta, akciğer, dalak ve eritrositlerde bulunur (Milatovic and Schetinger 2000). Aynı 

zamanda sarkoplazmik retikulum, lökosit, trombosit, kemik iliği ve plasentada da 

mevcuttur (Wilson and Nachmansohn 1954). Asetilkolinesteraz kolinerjik sinapsiste 

nörotransmitter asetilkolini hidroliz ederek birkaç fiziksel olayın düzenlenmesinde 

önemli rol oynar. 

Kolinesteraz inhibitörleri veya antikolinesteraz inhibitörleri; Asetilkolinesteraz enzimini 

inhibe eden ilaçlara verilen isimlerdir. Santral ve periferal kolinerjik fonksiyonu 

güçlendirmek için kolinesteraz inhibitörleri asetilkolinesterazın yıkımını inhibe eder. 
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Sadece reversibl kolinesteraz inhibitörleri II Dünya SavaĢından önce bilinirken uzun 

süre etkili ve oldukça toksik bileĢikler olan irreversibl bileĢikler ise savaĢ sırasında 

geliĢtirilmiĢtir. Bu inhibitörler, enzimi tersinir veya tersinir olmayan Ģekilde inhibe 

ederek asetilkolin hidrolizini engeller ve reseptörler üzerinden artmıĢ bir etkinin ortaya 

çıkmasına neden olurlar (Ercan 2002). 

Klinik olarak Myastenia Gravis, glokom, ve Alzheimer Hastalığı gibi hastalıklarda 

kolinesteraz inhibitörleri kullanılmaktadır. Ġlk olarak takrin Alzheimer Hastalığı 

tedavisinde geliĢtirilmiĢ ve daha sonra donapezil, rivastigmin ve galantamin bu 

hastalığın tedavisinde kullanılmaya baĢlamıĢtır. Takrin asetilkolinesteraz enzimini 

(AChE) ve bütirilkolinesteraz enzimini (BChE) inhibe etmektedir. Parkinson 

hastalığında dopamin eksikliğinin giderilmesi ile hastalığın belirtilerinin tedavi edilir 

hale gelmesi ile parallellik kurulmuĢ ve Alzheimer hastalarında da kolinerjik sistemin 

güçlendirilmesinin hastalığı tedavi edebileceğinden yola çıkılmıĢtır. 

1970‟lerden itibaren Alzheimer hastalığında kolinerjik kayıp olduğu bilgisi tedavi için 

bir umut ıĢığı haline gelmiĢtir. Alzheimer hastalığının araĢtırmaları zamanla bu 

hastalığın karmaĢık yapısının sadece kolinerjik eksikliği değil, hem diğer beyinde iĢlevi 

olan kimyasalların dengesinde kayda değer bir bozulmayı içerdiği, hem de belirgin 

hücre kaybının olduğunu göstermiĢtir. 1990‟larda kolinesteraz inhibitörleri bu hastalığın 

tedavisinde kullanılmaya baĢlanmıĢtır. 

Bu ilaçlar içerisinden ilk takrin kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Daha sonra Donepezil, 

Rivastigmine ve Galantamine kullanıma sunulmuĢtur. Asetilkolin yıkımını bu ilaçların 

hepsi engellemektedir. Dikkat ve bellek süreçlerinde özellikle asetilkolin önemli bir rol 

oynayan kimyasal belirleyicidir. Alzheimer hastalarında yapılan klinik çalıĢmalarda 

erken ve orta evrelerinde bu ilaçların zihinsel yıkımı yavaĢlatıcı veya zihinsel iĢlevlerde 

kısmen iyileĢtirici etkisinin görüldüğü sunulmuĢtur. Yıkımının azalması, beyinde 

kullanılabilirliği artırması ve yukarıda sözü edilen zihinsel süreçleri iyileĢtirmesi 

beklenir. Ancak bu yüz güldürücü sonuçlar tüm Alzheimer hastalarının %30-40‟ında 
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görülebilmektedir, bu yüzden dıĢarıda kalan diğer hastalarda ise önemli bir etkiye 

rastlanmamıĢtır. 

Asetilkolinesteraz inhibitörleri Asetilkolini parçalayan asetilkolinesterazı inhibe ederek 

sinaptik aralıktaki asetilkolin miktarını ve dolayısıyla kolinerjik iletimi artırırlar. 6-9 ay 

kadar tabloyu bulunduğu noktada sabitlerler. Progresyonu yavaĢlatırlar ancak tedaviye 

erken evrede baĢlanması gerekmektedir. Kullanılan bu inhibitörlerin etkileri 3. ayda 

belirginleĢmeye baĢlar ancak ilaç kesildikten 4-6 hafta sonra görülen etkiler kaybolmaya 

baĢlar. 

Henüz nedeni tam olarak aydınlatılamayan Alzheimer hastalığının beyin hücrelerinin 

programlanandan daha erken ölmesi ile meydana geldiği bilinmektedir. YaĢla beraber 

her kiĢide beyin hücre ölümü olmaktadır ama Alzheimer hastalığında bu süreç çok hızlı 

ve erken gerçekleĢmektedir. Günümüzde Alzheimer hastalığının nedeni tam olarak 

bilinmese de bir takım risk yaratan durumlar ortaya çıkmıĢtır. Kalp krizi, hipertansiyon, 

kolestrol yüksekliği gibi damar hastalıkları, düĢük eğitim düzeyi, geçmiĢte ciddi kafa 

yaralanmaları da hastalığa sebep olan faktörler arasındadır. Bu faktörlerden yaĢ 

değiĢtirilemez faktör iken geçmiĢte yaĢanan depresyonlar ise değiĢtirilebilir 

faktördendir. 

Alzheimer hastalığı yeni bilinen bir hastalık olmamasına rağmen hastaların sayısı gün 

geçtikçe artıĢ göstermektedir. Çünkü bu hastalıkta önemli olan risk faktörü yaĢtır ve 

yaĢlanma kaçınılmaz bir süreçtir. Hastalığın azami seviyede gözlendiği yaĢ grubu 

günümüzde ve tüm dünyada 65 yaĢ grubu ve üzeridir. Türkiye‟de Ģu an 300 binden 

fazla Alzheimer hastası olduğu tahmin edilmektedir. Türkiye‟de 30-40 yıl sonra genç 

nüfusun giderek yaĢlanacağı bir ülke olarak Alzheimer hastalığının çok önemli bir 

sağlık sorunu olması söz konusudur. 

Asetilkolinesterazın farmokolojik inhibitörleri asetilkolinin nörotransmisyonunu bozan 

Alzheimer, mysthenia Gravis ve Parkinson gibi hastalıkları kontrol etmede önemlidir. 

AChE inhibisyonu asetilkolinin sinaptik konsantrasyonunu arttırmakta ve reseptörde 
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daha uzun süre ve daha yüksek oranda kalmasına izin vermektedir (Jann 1998; 

Giacobini 2000; Soreq and Seidman 2001). 

Kolinesteraz aktivite tayini, güçlü antikolinesteraz aktivitesi taĢıyan insektisitlerle 

oluĢan akut ve kronik zehirlenme olaylarında tedaviye yön verilmesi bakımından klinik 

yönden önemlidir. Serum ve eritrosit kolinesteraz aktivite değerleri çeĢitli patolojik 

durumlarda anlamlı bir klinik veri olarak kabul edilmektedir. 

Asetilkolinesteraz enziminin aktivitesi Ellman Metoduna göre yapıldı. 

Asetilkolinesteraz asetilkolinin tiyokoline hidrolizini katalizler. Tiyokolinin oluĢum 

oranı, 5-tiyo-2-nitrobenzoik asitin oluĢumundan kaynaklanan bir sarı rengi üreten 5,5‟-

ditiyobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) ile tiyokolinin reaksiyonunun takibiyle ölçüldü. 

Sarı anyonun oluĢum oranı 412 nm‟de ölçüldü. (Ellman 1961). Aktivite tayininde 1 

enzim ünitesi 10mM asetiltiyokolin‟in dakika baĢına 37°C‟de pH:8 tiyokoline ve 

asetat‟a çeviren enzim miktarı olarak tanımlandı. 

Bu tez kapsamında AChE ve BChE inhibitörlerinin önemi göz önünde bulundurularak, 

asetilkolinesteraz ve bütirilkolinesteraz enzim aktivitesi üzerine in vitro Ģartlarda takrin 

ilacı türevlerine benzer sülfanilamidlerin bazı türevlerinin inhibisyon etkileri 

incelenmiĢtir. ÇalıĢmamızda BChE ve AChE enzimi üzerine inhibisyon etkisi gösteren 

sülfanilamidlerin bazı türevleri için Ki sabitlerinin ve inhibisyon tiplerinin belirlenmesi 

iĢleminde Lineweaver-Burk grafikleri kullanıldı (Segel 1975). Sonuçların hassas 

bulunabilmesi için her inhibitörlü çalıĢma için 3 farklı sabit inhibitör 

konsantrasyonunda 1/V ve 1/[S] değerleri elde edilmiĢtir. Grafik çiziminde Microsoft-

Excel programından faydalanılmıĢtır. 

2013 yılında geliĢtirilen en son yöntemde CNBr ile aktifleĢtirilmiĢ Sefaroz-4B‟ye 

sülfanilamid ligandı kenetlenerek kolon sentezlenmiĢ, ardından yağı alınmıĢ süt zayıf 

katyon değiĢtirici Amberlit CG-50 H+reçinesi kullanılarak kısmi saflaĢtırılmıĢtır. CNBr 

ile aktifleĢtirilmiĢ Sefaroz-4B-L-tirozin-sülfanilamid afinite kolonuna tatbik edilen süt 
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11 homojenatından tek kademede LPO saflaĢtırılması gerçekleĢtirilmiĢtir (Atasever 

2013). 

Takrin, hem yılan zehiri AChE‟yi hemde serum BChE‟yi inhibe etmiĢtir. AChE ve 

BChE „nin takrin tarafından inhibisyon tipi benzerdir ve lineer karıĢık tip inhibisyon 

olarak bulunmuĢtur. Yılan zehiri, insan retinası, deve retinası ve sığır retinası 

asetilkolinesterazı ve insan serum butirilkolinesterazı için IC50 değerleri sırasıyla 31nM, 

44,6 nM, 230 nM, 8,07 nM ve 25,6 nM olarak bulunmuĢtur. Aynı kaynaklar için Ki 

sabitleri ise sırasıyla 13 nM, 37,76 nM, 68 nM, 4,5 nM ve 12 nM olarak bulunmuĢtur. 

Yine aynı çalıĢmada yılan zehiri AChE ve insan serum BChE‟ı için km değerleri 

sırasıyla Lineweaver-Burk grafiği kullanılarak 0,0537mM ve 0,0299 mM olarak 

bulunmuĢtur. Ġnsan serum ve yılan zehir kolinesterazları karĢılaĢtırıldığında, insan 

serum butirilkolinesterazının yılan zehir asetilkolinesterazından takrine daha hassas 

olduğu bulunmuĢtur (Ahmed 2006). 

Kinetik çalıĢmalar sırasında Asetilkolinesteraz enzim aktivitelerini inhibe eden 

Sulfadiazine, Sulfamerazine, Sulfamethazine, Sulfacetamıde ve Sulfısoxazole 

maddelerin IC50 değerleri belirlendi. Buna göre Çizelge (4.1)-(4.4)-(4.7)-(4.10)-

(4.13)‟de ve ġekil (4.1)-(4.3)-(4.5)-(4.7)-(4.9)‟da görüldüğü gibi Sulfadiazine, 

Sulfamerazine, Sulfamethazine, Sulfacetamıde ve Sulfısoxazole maddeleri AChE 

enzimi üzerine aktivasyon etkisi gösterdiği belirlenmiĢtir. Bu maddeler için yapılan 

çalıĢmada aktivite değerleri hesaplandı ve elde edilen bu değerlerle % Aktivite- 

Konsantrasyon grafikleri çizilerek IC50 değerleri bulundu. Bu maddeler için bulunan 

IC50 değerleri sırasıyla 0,300 mM, 0,363 mM, 0,353 mM,0,507 mM, 0,0049mM olarak 

bulunmuĢtur. Daha sonra elde edilen asetilkolinesteraz enzimleriyle 5 farklı 

asetiltiyokolin iyodat substrat konsantrasyonunda ve 3 farklı sabit inhibitör 

konsantrasyonunda aktivite ölçümü yapıldı (Çizelge (4.2)-(4.5)-(4.8)-(4.11)-(4.14)‟de 

gösterilmiĢtir) ÇalıĢmamızdaki maddeler için ġekil (4.2)-(4.4)-(4.6)-(4.8)-(4.10)‟de 

Lineweaver-Burk grafikleri çizilerek gösterilmiĢ ve Ki ve standart sapma değerleri 

belirlenmiĢtir. Sırasıyla Ki ve standart sapmadeğerleri 0,118±0,024mM, 

0,717±0,193mM, 0,302±0,116mM, 0,343±0,055mM, 0,0049±0,00012mM olarak 
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bulunmuĢtur. Bu çalıĢmada kullanılan Sulfadiazine, Sulfamerazine, Sulfamethazine, 

Sulfacetamıde maddeleri yarıĢmasız inhibisyon gösterirken, Sulfısoxazole maddesi ise 

yarıĢmalı inhibisyon göstermiĢtir. 

Genel olarak ilaç ve kimyasal maddelerin enzimler üzerindeki inhibisyon etkileri IC50 

(enzimin aktivitesini %50 inhibe eden ilaç veya madde konsantrasyonu) değeri olarak 

verilmektedir. ÇalıĢmamızda Bütirilkolinesteraz enzim aktivitelerini inhibe eden 

Sulfadiazine, Sulfamerazine, Sulfamethazine, Sulfacetamıde ve Sulfısoxazole 

maddelerin IC50 değerleri belirlendi. Buna göre Çizelge (4.17)-(4.20)-(4.23)-(4.26)-

(4.28)‟de ve ġekil (4.11)-(4.13)-(4.15)-(4.17)-(4.19)‟da görüldüğü gibi Sulfadiazine, 

Sulfamerazine, Sulfamethazine, Sulfacetamıde ve Sulfısoxazole maddeleri AChE 

enzimi üzerine aktivasyon etkisi gösterdiği belirlenmiĢtir. Bu maddeler için bulunan 

IC50 değerleri sırasıyla 3,397 mM, 3,364 mM, 5,414 mM, 2,717 mM, 2,235mM olarak 

bulunmuĢtur. Daha sonra Çizelge (4.18)-(4.21)-(4.24)-(4.27)-(4.30)‟de gösterildiği gibi 

aktivite ölçümü yapıldı. Bu maddeler için ġekil (4.12)-(4.14)-(4.16)-(4.18)-(4.20)‟de 

Lineweaver-Burk grafikleri çizilerek gösterildi Ki ve standart sapmadeğerleri belirlendi. 

Sırasıyla Ki ve standart sapma değerleri 0,815±0,098mM, 3,104±0,736mM, 

2,763±0,055mM, 0,923±0,191mM, 0,582±0,143mM olarak bulunmuĢtur. Sulfadiazine, 

Sulfacetamıde ve Sulfısoxazole maddeleri yarıĢmalı inhibisyon gösterirken, 

Sulfamerazine ve Sulfamethazine maddeleri ise yarıĢmasız inhibisyon göstermiĢtir. 

AChE ve BChE enziminin aktivitesinin azalması bazı durumlarda hayati tehlike 

doğuran sonuçlara neden olabilir. Özellikle hastalık riski olan insanlarda bu enzimlerin 

aktivitelerindeki değiĢiklikler son derece önemlidir. Bu nedenle bu enzimlerin hangi 

maddeler tarafından inhibe edildiğinin araĢtırılması oldukça önemlidir. Bu bilgiler göz 

önüne alınırsa bu tez kapsamında yapılan çalıĢmaların önemi anlaĢılmaktadır. Bu tez 

kapsamında elde edilen bütün sonuçlar Çizelge 4.16 ve 4.32‟de özetlenmiĢtir. 
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