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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BAZI ILACLARIN KOLINESTERAZ INHIBITORU OLMA
POTANSIYELLERININ BELIRLENMESI

Ergiin HALIS

Agr1 Ibrahim Cecen Universitesi
Lisanstistii Egitim Enstitiisti

Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Murat SENTURK

Asetilkolin (ACh) viicutta bulunan hem periferik hem de merkezi sinir sisteminde islev
goren ana norotransmiterdir. Asetilkolinesteraz (AChE, EC 3.1.1.7), norotransmitter
asetilkolini hidrolizleyen hidrolaz grubundan bir enzimdir. Biitirilkolinesteraz (BChE,
EC 3.1.1.8), spesifik olmayan bir kolinesteraz enzimidir. Kolinesteraz inhibitorleri,
asetilkolinin parcalanmasinisaglayan enzimleri inhibe eder. Kolinesteraz inhibitorlerinin
ana kullanimi Alzheimer hastalarindaki demansi tedavi etmektir. Alzheimer
hastaligindabeyindeki ACh seviyesi azalir. Kolinesteraz inhibitorleri bu seviyeyi
dengeeyerek hastaligin iyilestirilmesinde gorev alir.

Bu tez ¢alismasinda bazi ilag etken maddelerinin (Etofenamat, brimonidin, bimatoprost,
tetrahidrozolin, trimetoprim ve deksketoprofen) AChE ve BChE enzimleri iizerindeki
inhibisyon potansiyelleri belirlenmeye ¢alisildi. Bu amagla enzim aktiviteleri tizerine

inhibisyon etkisi gosteren bu ilaglar i¢in docking ve 1Cso degerleri hesaplandi.

2021, 52 sayfa

Anahtar Kelimeler: Asetilkolinesteraz, Butirilkolinesteraz, Inhibisyon, ilag



ABSTRACT

MS. Thesis

DETERMINING THE POTENTIAL OF SOME DRUGS TO BECOME
CHOLINESTERASE INHIBITORS

ErgiinHALIS

Agr1 Ibrahim Cegen University
Graduate Education Institute
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Murat SENTURK

Acetylcholine (ACh) is the main neurotransmitter in the body that functions in both the
peripheral and central nervous systems. Acetylcholinesterase (AChE, EC 3.1.1.7) is an
enzyme from the hydrolase group that hydrolyzes the neurotransmitter ACh.
Butyrylcholinesterase (BChE, EC 3.1.1.8) is a nonspecific cholinesterase enzyme.
Cholinesterase inhibitors inhibit the enzymes that break down ACh. The main use of
cholinesterase inhibitors is to treat dementia in Alzheimer's patients. ACh level in the
brain decreases in Alzheimer's disease. Cholinesterase inhibitors play a role in curing
the disease by balancing this level.

In this thesis, it was tried to determine the inhibition potential of some drug active
ingredients (Etofenamate, brimonidine, bimatoprost, tetrahydrozoline, trimethoprim and
dexketoprofen) on AChE and BChE enzymes. For this purpose, docking and ICsg
values were calculated for these drugs which show inhibition effect on enzyme

activities.

2021, 52 page
Keywords:Acetylcholinesterase, Butirylcholinesterase, inhibition, Drug



ONSOZ

Yapmis oldugum tez ¢aligmasina bilgi ve tecriibeleri ile ¢ok biiylik katkilarda
bulunan ve her noktada beni aydinlatip yiireklendiren ¢ok degerli danigman hocam Prof
Dr Murat SENTURK ’e, kiymetli vakitlerini ayirarak docking degerlerinin belirlenmesi
calismalarinda 6nemli dneri ve katkilarda bulunan Dr. Ogr. Uyesi Yalgin KARAGOZ
hocama Ve Tezimi inceleyip ilerideki ¢alismalarda yol gdsteren Prof. Dr.Deniz EKINCI
ile Dr. Ogr. Uyesi Aykut OZTEKIN e tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica bu zorlu siirecte
destegini her zaman yanimda hissettigim esim ve ¢ocuklarima tesekkiir ediyorum.

Sadece egitim hayatim degil, tim hayatim boyunca yasadigim her siiregte,
yanimda olarak beni destekleyen ve asla yalniz birakmayan babam, annem ve
kardeslerime tesekkiir ederim.

Agr1 2021
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1. GIRIS

1.1. Enzimler

Enzimler, cogunlugu protein yapisinda olan ve canlilardakibiyokimyasal
tepkimelerigerceklestiren biyokatalizorlerdir. Enzimlerde tipki yapisal proteinler
gibi, 12.000 ile 1.000.000 Daaraliginda degisen molekiil agirligina sahiptir. Birgok
enzimaktiviteleri igin protein yapyisi disinda herhangi bir kimyasal gruba ihtiyag
duymaz. Bazi enzimler ise kofaktor adi verilen Fe*?, Ca*?, Mg*?, Zn*? veyaMn*? gibi
iyonyadaiyonlara ihtiya¢ duyar. Bazi enzimler ise koenzim adi verilen karmagik
yapili organik yada metaloorganik molekiillere ihtiyag duyarlar. Bazi enzimlerin ise
aktiviteleri i¢in hem bir yada daha ¢ok sayida metal iyonuna hem de koenzime
ihtiyac1 vardir. Protein yapisina ¢ok gii¢liithatta kovalent olarak baglanan koenzim
yada metal iyonlarina prostetik grup adi verilir. Metal iyonlar1 yada koenzimi ile
beraber Kkatalitik olarak aktif olan enzim yapisina holoenzim adi verilir. Bu sekilde
aktif olabilen enzimlerin sadece protein kismi apoenzim yada apoprotein olarak
adlandirilir. Koenzim olarak, koenzim A; agil gruplari, nikotinamid; elektron,
tiamin pirofosfat; aldehitler, gibi islevsel gruplarin gegici tastyicist olarak
katalizlemeye yardimci olurlar. Koenzimlerin ¢ogunlugunugidalar yolu ile alinan
vitaminlerolusturmaktadir (Nelson and Cox 2005).

Cesitli organizmalar kendilerine &zgiiolan proteinleri i¢erdikleri gibi, hiicre
tirleri de yiizlercefarkli protein icermektedir. Bunun yaninda proteinler, biyolojik
aktivitelerini ancak belirli sicaklik ve pH degerlerinde gosterebilmektedirler. Bu
durumdan dolay:r bir proteinin tek basina saf olarak bir hiicre veya dokudan izole
edilmesi ¢okzor bir istir. Bu zorluga ragmen su ana kadar ¢ok sayida protein saf
halde elde edilebilmistir. Giiniimiizde yiizlerce enzim kismen saflagtirilabilmis ve iki
yiizden daha fazla sayida enzimde saf kristal halde elde edilebilmistir. Enzimatik
aktivitesi olmayan birgok protein farkli canlilardangok yiiksek saflik derecesinde elde
edilmistir. Proteinler,sicaklik,li¢ boyutlu yapilari, yiizey gerilimi,pH gibi bircok
faktorlerden hizli bir sekilde etkilenerek kisa siirede enzim aktiviteleri degisiklik
gosterebilmektedirler. Bu sebepten enzim izolasyonu deneyleri olduk¢a dikkat

gerektiren ¢alismalardir.



Saflastirmak i¢in genel olarak enzimlerin;

1. Molekiileragirliklari,

2. Coziiniirliik farklari,

3. Adsorbsiyon farkliliklari,

4. Elektriksel yiik farkliliklar1 esasina gore gergeklestirilir (Keha ve Kiifrevioglu
2008).

Proteinlerin ayrilmasi i¢in kullanilan yontemlerden birispesifik ligand esasina
dayanan afinite kromatografisidir. Baz1 proteinleri afinite kromatografisikullanarak
tek basamakta yiizlerce proetinin bulundugu karisimlardan ayirtedilebilirler. Afinite
kromatografisi bir ¢esit adsorpsyon kromatografisidir, saflastirilmak istenen
molekiiliin, matriks diye adlandirilan kolona kovalent bagla baglanmis bir
komplementerbaglanma bilesigine (ligand) spesifik ve tersinir baglandigi bir
tekniktir.  Matriks olarak sephadex, sepharose, biogel ve selilloz gibi farkli
materyaller kullanilabilir. Kullanilacak ligandin saflastirilmak istenen maddeye
spesifik ve tersinir baglanma ozelligine sahip olmalidir. Kiigiik ligandlar1 (enzim
inhibitorleri gibi) direk matrikse baglamak suretiyle elde edilen adsorbanlar, matriks
ve ligandla etkilesen maddeler arasinda sterik engelden dolayr daha kiiciik ayirma
kapasitesi gosterebilir. Bu durumda wuzanti kolu, etkili bir saflastirmay1
kolaylagtirmak amaci ile matriksle ligand arasina baglanarak kullanilir(Keha ve
Kiifrevioglu 2008).
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Sekil 1.1. Afinite kromatografisinin basitlestirilmis gosterim semasi

Kiictik bir grupolan katalitik altivite gosteren RNA molekiilleri hari¢ biitiin
enzimler protein yapidadir. Enzimlerin katalitik aktivitesi, dogal protein yapilarinin
korunmasina baglhdir. Eger enzimlerindogal yapilar1 bozulursa yada alt birimlerine
ayristirilirsa aktivitesi cogu zaman kaybolur. Ya da enzimiolusturan yapitaslar: olan
amino asitlereayristirilirsa, Katalitik aktivitesi ortadan kalkar. Bu sebepten
enzimlerde birincil, ikincil, G¢linciil ve dordiinciil yapilar gibi tighoyutlu yapilarin
olusturulmasi katalitik aktivite igin esastir (Senturk 2017).

Enzimlerin etkilestigi maddeye substrat adi verilir. Substratlar enzimlerle
etkilestikten sonra triine doniisiir sonrasinda iiriin ve enzim birbirinden ayrilir.
Reaksiyon esnasinda enzimlerin {i¢ boyutlu yapisinda degisiklik olabilir fakat
reaksiyon sonunda baslangi¢ formuna donerler. Enzimler reaksiyonlarin hizlarin
artirmalarina ilaveten hiicrelerde metabolik yolaklar i¢in 6nemli bir¢ok reaksiyonun
hizim1 diizenlerler. Baz1 enzimlerin adlandirmasi substrat adinin sonuna “-az” soneki
getirilerek yapilirken, bazi enzimlerde iseilk bulan bilim insanininkoydugu isimlerle

tanmir. Ornegin; iireaz, fosfataz, pepsin,tripsin v.b. gibi. Ancak verdigimiz bu
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orneklerin ¢ogu enzimlerin Katalizledikleri fonksiyonlar hakkinda sinirli bilgi
verdiginden Uluslararasi Biyokimya Birligi (IUB)smiflandirmayisistematik bir
sekildeyapilmaktadir. Ayriyeten her bir enzim ic¢in enzim konseyi tarafindan
belirlenen 4 rakamli bir kod numaras: belirlenmistir (Lehninger 2000; Keha ve
Kiifrevioglu 2008).

Bugiin yaklasik 2000’den fazla farkli enzim tiirii kesfedilmistir. Enzimler igin
hem katalizledikleri reaksiyon hem de substrat ozgiillikkleri dikkate alinarak bir
siniflandirma yontemi gelistirilmistir. Bu smiflandirmaya gore tiim enzimler enzim
kataloguna, dort basamakli bir say1 olan EC (enzim konseyi) numarasi altinda
girerler. Ilk basamakta 6 temel smiftan birine iiyeligi belirtilirken sonraki ikisi
basamak ise alt siniflar1 ve alt-alt siniflar1 belirtir. Son basamak ise enzimin alt sinifta
kacinci sirada oldugunu belirtir.

Alt1 temel sinifin her biri, ayn1 reaksiyon 6zgiilliigiine sahip enzimleri igerir.
Oksidorediiktazlar (smif 1), bir redoks sisteminden digerine indirgeyici ekivalentleri
katalizlerler. Transferazlar (siif 2) bir substrattan digerine hidrojen disindaki diger
fonksiyonel gruplarin transferini katalizlerler. Cogu oksidorediiktazlarin ve
transferazlarin koenzimlere gereksinimi vardir. Hidrolazlarda (smif 3) grup
transferinde rol alirlar ancak alict her zaman bir su molekiiliidiir. Liyazlar (sinif 4) bir
cift bagin uzaklastirilmas1t veya olusumu ile ilgili reaksiyonlar1 katalizlerler.
[zomerazlar (smif 5) geometrik, optik ya da yapisal izomerlerin birbirine
dontstiiriilmesini kataliz eden enzimlerdir. Ligazlar (sinif 6, sentetazlar) tarafindan
katalizlenen reaksiyonlar, enerji bagimlidir. Bu nedenle, her zaman niikleosit
trifosfatlarin hidrolizi ile birlikte gerceklesir (Koolman et al. 2003; Keha ve
Kiifrevioglu 2008).

Giiniimiizde bir¢ok enzim saflastirilmis, karakterize edilmis ve 200’den fazla
enzim de kristallestirilmistir. Yapilan genetik caligmalar ve hiicre i¢indeki kimyasal
reaksiyonlarin cesitliligi daha bircok enzimin kesfedilmedigini gostermektedir.
Biitiin canli hiicrelerde meydana gelen reaksiyonlar enzimlerle ilgilidir. Enzimler
canlt hiicrelerde sentezlenir ve hiicre canliligmi yitirdikten sonra uzun siire etkili
kalirlar. Katalitik etkileri hiicreye bagli degildir. Enzimler, protein yapisinda
olduklarindan protein 6zelliklerine sahiptirler.

Enzimlerin katalizleme gii¢leri “turnover sayist” ad1 verilen bir degerle ifade edilir ve

birim zamanda bir mol enzimin {irline doniistiirdiigli substratin mol sayis1 demektir.



Enzim aktivitesine yani enzimli reaksiyon hizlarina etki eden faktorleri soyle
siralayabiliriz:

Substrat konsantrasyonu

a. Enzim konsantrasyonu

b. pH

c. Iyonik siddet

d. Inhibitor ve aktivatdrlerin varlig

e. Sicaklik

1.2. Asetilkolinesteraz

Asetilkolinesteraz (AChE,EC 3.1.1.7), esas olarak postsinaptik noromiiskiiler
baglantilarda, 6zellikle kaslarda ve sinirlerde bulunan kolinerjik bir enzimdir. Dogal
olarak olusan bir ndrotransmiter olan asetilkolini (ACh) hemen asetik asit ve koline
doniistiiriir veya hidrolize eder. AChE'nin birincil rolii, ACh'nin dagilmasint ve
yakindaki reseptorlerin aktivasyonunu onlemek i¢in sinapslar arasindaki ndronal
iletimi ve sinyallemeyi sonlandirmaktir. AChE, organofosfatlar tarafindan inhibe
edilir ve pestisitlerin ve sinir ajanlarinin 6nemli bir bilesenidir (McHardy et al.

2017).



Sekil 1.2. Asetilkolin esterazin katalitik bolgesi (Bourne et al., 2011)

1.2.1. Asetilkolinesterazin yapisi ve mekanizmasi

AChE enzimi ¢ok yiiksek bir aktiviteye sahiptiryaklasik olarak saniyede 25.000
ACh’1 pargalayabilir. AChE enzimin aktif bolgesi iki alt birimden olugmaktadir
bunlar; Ayonik alt birim ve katyonik alt birim olarak adlandirilir. AChE'n yapisi ve
reaksiyon mekanizmasi enzimin kristal yapisi ile agiklanmistir (Susman et al. 1991).

Enzimin mekanizmasinin daha iyi anlasilmasi i¢in 6nemli bir nérotrasmitter madde

ve enzimin substrati olan asetilkolinin kimyasal yapis1 asagidaki sekilde verilmistir.

O \ /
)J\O/\/ N+\

Sekil 1. 3. Asetilkolinin yapist.



Asagida enzimin kataliz reaksiyonu gosterilmektedir. Uriin olarak asetat ve kolin

olusur.

)CL I\IIE Asetilkolinesteraz i r!l&)
0N\ \ 7 0 HO N\ \

su

Sekil 1. 4. Asetilkolinesterazin kataliz reaksiyonu.

AChE enziminin yapinda bulunan anyonik alt birim bolgesi ACh’in pozitif kuaterner
amini ile baglanir. Ayrica bu bolgeye diger katyonik substratlar ve inhibitérlerinde
baglandig bilinmektedir. Katyonik substratlar, enzimin aktif bolgesine giden aralikta
yer alan 14 aromatik yapili amino asitlerle etkilesimden baska anyonik bolgede yer
alan negatif yiiklii amino asitler ile bag yapmazlar (Ariel et al 1995). Aromatik
araliktaki bu 14 amino asit oldukc¢a yiiksek bir korumaya sahiptir (Ordentlich et al.
1993). Aromatik yapili amino asitler igerisinde triptofan 84 (Trp 84) kritik bir 6nemi
vardir. Trp 84’iin alanin ile yer degistirmesi AChE enziminin reaktivitesiniyaklagik
300 kat kadar azaltir (Tougu 2001). Enzimin aktif bolgesine giden bu aralik yaklasik
20 angstrom uzunluktadir. Aktif bolge enzimin alt kismindan 4 angstrom yukarida
bir konuma sahiptir (Harel et al. 1993).

ACh’n asetat ve koline hidrolizlenmesi esteratik alt birim katalitik {i¢lii; serin 200,
glutamat 327 ve histidin 440amino asitlerinin bir araya gelmesiyle olusur. Bu iiglii
amino asit grubu, 3. amino asitin olmasi gereken aspartat yerine glutamat gelmesi
disinda serin proteazlar ileolduk¢a benzer bir dizilime sahiptir (Tripathi 2008).
Karboksil esterin hidroliz reaksiyonu agil-enzim ve serbest kolinin olusumuna neden
olur. Daha sonra agil-enzim su (H,O) molekiilii tarafindan niikleofilik ataga ugrar ve
histidin 440 amino asitinin yardimiyla asetik asiti serbest birakilir ve tekrar serbest

enzim olusur (Pohanka 2011).
1.2.2. Asetilkolinesterazin biyolojik fonksiyonu
ACHhE, cesitli formlarda bulunan bir glikoproteindir. Kimyasal yapidaki c¢esitliligin

bir sonucu olarak, bazi AChE formlar1 hidrofobik iken digerleri hidrofiliktir.

Hidrofilik tiirler genellikle hiicre ig¢inde asir1 hiicre i¢i ACh konsantrasyonlarini



parcalamak ic¢in ¢alisir. Bununla birlikte, lipit bagli (hidrofobik) ¢esitler, ACh'yi
bilesen parcalarina (asetat ve kolin) ayirmak i¢in sinaptik yarikta veya néromiiskiiler
kavsakta calisgan ACh inaktivasyonunun birincil ajanlaridir. Lipid baglantili AChE
tiirleri, post-sinaptik membran i¢ine gomiilir ve ACh'nin hizli inaktivasyonunu

saglamak i¢in post-sinaptik reseptdr molekiillerine stratejik olarak yakin yerlestirilir.

Bireysel kimyasal nitelikler ve anatomik diizenlemeler, ¢esitli AChE formlari
arasinda biiyiik Olclide farklilik gosterse de, tiim tilirler i¢in kataliz mekanizmasi
carpici bicimde benzer kalmaktadir. Her durumda, AChE'nin aktif sitesi, her ikisi de
ACh'nin bozulmasi i¢in kritik dneme sahip iki alt siteden olusur. Anyonik bolge, bir
ACh molekiiliinii enzime baglama gérevi goriir. ilk kesfedildiginde, bu sitenin, ACh
molekiiliinlin pozitif yiiklii dortlii nitrojeniyle elektrostatik olarak etkilesime giren bir
veya daha fazla negatif yiiklii gruptan olustugu diisiiniiliiyordu. Ancak daha yakin
zamanlarda, hidrofobik etkilesimlerin, substratin bu bdlgesinin  enzime
baglanmasinda daha 6nemli olmasa da esit derecede 6nemli oldugu diisiiniilmektedir

(https://web.williams.edu/imput/synapse/pages/IVA2.html).

1.2.3. Asetilkolinesteraz inhibitorleri

AChE inhibitorleri AChE enziminin aktivtesini azaltarak yada tamamen
durdurarakACh’in yikilmasini engeller. Boylelikle ndrotransmitter gorevi olan
ACh’1n ortamdaki konsantrasyonunu ve bulunma siiresini arttirir. AChE inhibitorleri
genellikle geri doniistimlii, yar1 geri donisiimlii ve geri doniisiimsiiz olacak sekilde
etki gosterirler (Pohanka 2012; Zilbeyaz et al. 2018).

llag olarak kullanilan AChE inhibitdrleri genelde yarismali veya yarismasiz geri
doniistimlii  molkiillerden secilir. Bu inhibitorlere karbamatlar, fizostigmin,
neostigmin, pyridostigmine, ambenonium, demekaryum, rivastigmin, fenantren
tirevleri, galantamin, kafein (yarismasiz), piperidinler, donepezil, takrin
(tetrahidroaminokridin, THA), edrofonyum, Huperzin A, ladostigil, ungeremine,
lactucopicrin ornek olarak verilebilir (Pohanka 2012; Zilbeyaz et al. 2018; Cavdar et
al. 2019; Ozil et al. 2019).

Yari-geri doniistimlii ve geri doniisiimsliz AChE inhibitorleri daha ¢ok kimyasal
silahlar ve pestisitlerin yapiminda kullanilir. Bu inhibitdrlere organofosfatlar,

ekotiofat, sarin, diazinon, ethiofencarb, propamocarb, diizopropilfluorofosfat,

8



malathion, soman, galantamin, cadusafos, klorprifos, pinmicarb, oxamyl, siklosarin,
diklorvos, dimethoat, tabun, parathion, aldicarb, bendiocarb, phenmedipham,
bufencarb, pirimicarb, huperzine A, karbaril, karbendazim, propoxur, karbetamit,
karbofuran, karbosulfan, chlorbufam, chlorpropham, formetanate, methiocarb,

methomyl, propham, onchidal ve kumarinler 6rnek olarak verilebilir (Pohanka 2012).

1.2.4. AChE enziminin inhibitorlerinin kullanim alanlari

AChE enzimi inhibitorleri birgok alanda kullanilir. Bu alanlar agsagida siralanmistir.

e Dogal olarak bitkisel ve hayvansal kaynakli zehirler AChE enzimini inhibe

edebilirler.
o Sinir gazlar1 kimyasal silah olarak kullanilabilir.
e Insektisitlerde bulunurlar (Colovic et al. 2013).

e Tibbi amagh olarak, glaucoma ve myasthenia gravis tedavisinde, antikolinerjik
zehirlenmeye kars1 antidot olarak, non-depolarlayici kas gevseticilerin etkisini tersine
cevirmek icin, Alzheimer gibi hastaliklarin ndoropsikiyatrik semptomlarinin
tedavisinde ozellikle tepkisizlige karsi, Lewy Body Dementia ve Parkinson
Hastaliklarmin tedavisinde kullanilir (Taylor et al. 2012). Butirilkolinesteraz (BChE,
E.C. 3.1.1.8 ) enzimi inhibitorleride son yillarda AChE inhibitorlerigibi Azheimer

hastalig1 tedavisinde onemli uygulama alan1 bulmustur (Taylor et al. 2012)..
Asetilkolinesterazin inhibisyon mekanizmasini gosteren sekil asagida verilmistir:
2.5. Kolinesterazlarin Molekiiler ve Protein Yapilar:

Kolinesteraz enzimleri (AChE ve BChE) molekiiler formlarmin farliligina,
coziinlirliik o6zelliklerine, kuarterner yapilar1 ve kendilerini olusturan alt birim
sayisina gore siniflandirilirlar (Massoulie et al., 1993; Massoulie 2002). AChE
enzimi Tip I G2 yapisindadir ve glikofosfatidilinositol ¢ipasi igerir (Massoulie et al.,
1993). Tip II G1 ve G2 yapisindaki AChE ve BChE enzimlerinin ise hidrofobik
yapidaki bir ¢ipa ile zara tutunurlar (Massoulie et al., 1993; Massoulie et al., 2008).

A12 asimetrik yapis1 igeren disiilfit bagilar ile olusan ti¢ katalitik alt birim birbirine,



kollajen yapida tglii heliks kuyruk ile tutunarak bu yapiy1 olusturur (Massoulie et al.,
1993).

Insan ve sigir gibimemelilerin beynindeki kaudat cekirdek AChE’si G4
tetramerleridir, ayrica asimetrik kollajen kuyruklu AChE memeli kas dokusunda
bulunmaktadir, (Sekil 2.4) (Chatonnet and Lockridge 1989; Lockridge 1988).

Insan serum BChE enzimiise iki disiilfit bagi ile birbirine baglanmis
dimerlerden olusan G4 tetrameri halinde bulunmaktadir (Chatonnet and Lockridge
1989; Blong et al. 1997).

Kolinesterazlar, glikoprotein yapida olan monomer veya oligomerlerdir
(Chatonnet and Lockridge 1989). Insan serumunda BChE’nin biiyiikk bir kismi
¢ozilinebilir halde olan G4 formunda bulunmaktadir, ne bir glikolipid ¢ipa ne de
kollajen kuyrugu vardir, yapisi birbirine es dort alt birimin olusturdugu tetramerdir
(Masson and Lockridge 2010). BChE’nin bir monomerinin molekiiler agirligi
yaklasik olarak 90 kDA, bir dimeri ise yaklasik 180 kDa’dir (Lockridge 1990).

Kolinesteraz inhibitorleri

Kolinesteraz inhibitorleri (asetilkolinesteraz inhibitorleri olarak da adlandirilir),
asetilkolinin normal parcalanmasini bloke eden bir grup ilagtir. Asetilkolin viicutta
bulunan ana ndrotransmiterdir ve hem periferik sinir sisteminde hem de merkezi sinir
sisteminde islev goriir. Ornegin, asetilkolin, kaslar1 harekete gegirmek igin motor
noronlar tarafindan salinir; asetilkolin ayrica uyarilma, dikkat, 6grenme, hafiza ve

motivasyonda 6nemli bir role sahiptir.

Kolinesteraz inhibitorleri, asetilkolinin parcalanmasindan sorumlu olan kolinesteraz
enziminin etkisini bloke eder. Bu, sinaptik yariktaki (iki sinir ucu arasindaki bosluk)

asetilkolin seviyelerini artirir.

Kolinesteraz inhibitorlerinin ana kullanimi Alzheimer hastalarinda demans tedavisi
i¢indir. Alzheimer hastaligi olan kisilerin beyindeki asetilkolin seviyeleri azalmistir.
Kolinesteraz inhibitorlerinin kognisyon gibi bunama semptomlar: iizerinde orta

diizeyde bir etkiye sahip oldugu gdsterilmistir.
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Kolinesteraz inhibitorleri vazodilatasyon, géz bebeklerinde daralma, artan ter salgisi,

tilkiirik ve gozyasi, yavas kalp hizi, solunum yolunda mukus sekresyonu ve hava

yollarinin daralmasi gibi yan etkilere neden olma egilimindedir (Anonim 1)

2.6. Cahsmada Kullanilan ilaclar

Cizelge 1.1.Etofenamat hakkinda genel bilgiler.

Etken madde ad1 Etofenamat
Formiilii C18H18F3NO4
Molekiil agirhigi 369,3 g/mol
Molekiil yapisi
F_.
F- -
flac bilgileri Etofenamat, kas ve eklem agrisim1 tedavi etmek igin

kullanilir. Steroid olmayan antiinflamatuvar bir ilagtir

(NSAID).
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C14H13N3O4S2

Cizelge 1.2.Brimonidin tartarat hakkinda genel bilgiler.

Etken madde ada Brimonidin tartarat
Formiilii CisH16BrNsOs
Molekiil agirhg: 442,22 g/mol

Molekii
olekiil yapisi 0 0
H
o -, N L
_,'r-\_\_h\_“” ___;.-/,"' "‘-«.._\_H___.-'.-f e,
C ]
\\. 'I'L o H""‘\-\.“ -~
N - h\_\“‘ N Ff_.-' hh:}\: --_____.-' .HNN .-_____
Hooo5
flac bilgisi Monoterapinin yetersiz goz ici basmcinin (GIB) diisiisii

sagladigi acik agili glokom veya okiiler hipertansiyonu
olan yetiskin hastalarda yiiksek GIB azalmasi.
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C7H13N3O3S

Cizelge 1.3.Bimatoprost hakkinda genel bilgiler.

Etken madde adi Bimatoprost
Formiilii C,Hy,NO,
Molekiil agirhig: 415,6 g/mol
H
'jﬂ
SR,
| A H
Molekiil yapisi - 1 "‘/
1 - H
. i
O~ A
)
~H
[ (
:_{.‘:.- e, ‘_--\-\-\""ll
) P~
s 0 \
—
flac bilgisi Bimatoprost, agik agili glokom veya okiiler hipertansiyonu

olan hastalarda yiiksek goz i¢i basincimi diistirmek igin
kullanilir. Bu hastalar diger goz i¢i basinci diisiriici
ilaglara tolerans gostermemeli veya diger tedavilere
yetersiz yanit vermelidir. [L6877] Bimatoprost ayrica

kirpik hipotrikozunu tedavi etmek i¢in endikedir.
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C12H15NO3

Cizelge 1.4.Tetrahidrozolinhakkinda genel bilgiler.

Etken madde adi | Tetrahidrozolin HCI

Formiilii Ci:Hi7CIN,

Molekiil agirhig: 236,74 g/mol

P =
Molekiil yapist -~ ~ “‘”
H.H‘H__ - “'\RM
]/ _H
M f’{;‘\x“‘ M ,-H
N/
_J
flac bilgisi Tetrahidrozolin  hidrokloriir, sempatomimetik 0&zelligi olan bir

imidazol tiirevi olan tetrahidrozolinin hidrokloriir tuzu formudur. Goze
veya buruna lokal olarak uygulanan tetrahidrozolin, alfa-adrenerjik
reseptorlere baglanir ve bunlar1 aktive ederek vazokonstriksiyona ve

burun ve oftalmik tikanikligin azalmasina neden olur.
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C5H10N2O2S

Cizelge 1.5.Trimetoprim hakkinda genel bilgiler.

Etken madde ad1 | Trimetoprim
Formiilii C1H1sN4O5
Molekiil agirhg 290,32 g/mol
.--"’-.-'.
0
Molekiil yapis 0 0
YR - . ’f\ - .
N ﬁh\{\‘x’
H P N :'-:-;? T H

! !

H H
flac bilgisi Trimetoprim, antibakteriyel ve antiprotozoal 6zelliklere sahip sentetik

bir trimetoksibenzil-pirimidinin tirevidir. Bir sekilde pirimidin
bakteriyel inhibitorii dihidrofolat rediiktaz, siki1 bir sekilde, bakteriyel
enzime trimetoprim baglandigi, tiretimini bloke tetrahidrofolata gelen
dihydrofolic asit. Bu ajanin antibakteriyel aktivitesi siilfonamidlerle

giiclendirilir.
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C7H12ClN5

Cizelge 1.6.Deksketoprofen hakkinda genel bilgiler.

Etken madde ad1 | Deksketoprofen
Formiilii C16H1.04
Molekiil agirhig: 254,28 g/mol
Molekiil 0 L J
olekiil yapisi N H:‘?Q___-"'#f
.-"'-f::'\-hh'k.
- H'““x\,‘_-ff"#
T
0~ o
H
flac bilgisi Deksketoprofen, fenil halkasi {izerinde 3 pozisyonunda bir benzoil

grubu ile ikame edilmis (S) -hidratropik asit olan bir monokarboksilik
asittir. Bir siklooksijenaz inhibitorii, kas agrisi, dis agrisi ve dismenore
gibi kisa stireli agrilar1 gidermek i¢in kullanilir. Steroid olmayan bir
anti-enflamatuar ilag, bir siklooksijenaz 1 inhibitori, bir siklooksijenaz
2 inhibitorii ve bir narkotik olmayan analjezik olarak rol oynar.
Monokarboksilik bir asittir ve benzofenonlarin bir {iyesidir. Bir (S) -

hidratropik asitten tliremistir.
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C12H11NO2

2. KAYNAK OZETLERI

Kolinesteraz enzimleri, bir¢ok dokuda, viicut sivilarinve plazmadabulunan
enzimlerdir. Inhibitore hassasiyet seviyelerine ve substrat Ozgiilliiklerine gore
asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz dige ikigruba ayrilirlar (Radic et al. 1993).
AChE enzimikas,beyin ve eritrosit zarinda bulunan asil kolinesteraz enzimidir
(Grisaru et al. 1999). Kolinerjik sinapslardan asetilkolinin salimasindan sonra
kolinesterazlar yardimiyla pargalanmasi sonucu sinir iletileri sonlanir(Massoulie et
al. 1993). BChE enzimi ise kolin esterlerini ve bu bilesiklerin tiyol analoglarini,
nitroasetanilidleri, ksenobiyotikleri, amitriptilin, aspirin, drofenin ve benaktizin gibi
ilaglart; pestisitler,siiksinildikolin, insektisitler gibi karbamat tiirevlerini ve bir¢ok
organofosfat yapisindaki maddeleri pargalayabilen, serumda bulunan ana detoksifiye
edici enzimlerdendir (Massoulie et al. 1993; Masson et al. 2010). Bir¢ok tiirkimyasal
bilesigi  hidrolizleyebilmesine ragmen, BChE enziminin dogal substrati
bilinmemektedir (Masson et al. 2010). Ancak, en uygun substrat: biitirilkolindir
(Augustinsson et al. 1971). Biitirilkolin ise sigir kornea epitelinde ve beyninde tespit
edilmistir, gorevi tam olarak bilinmemekle birlikte, norotransmitter 6zellikte bir

madde oldugu diistiniilmektedir (Duysen et al. 2012).

Dekametonyum, edrofonyum ve propidyum BW284C51’¢ benzer sekilde etki
gosterbilenligandlar olaral gorev yaparlar (Masson et al. 1994; Saxane et al. 1997).
Dekametonyum BChE enziminin yarismali inhibitorii olarak davranirken, AChE
enzimi igin ise karigik tip inhibisyon goriilmektedir (Saxane et al. 1997). Propidyum
bilesigi AChE enziminin periferal anyonik bdlgesine baglanarak inhibisyonetkisini
gosteritken AChE enziminin aktif bolgesiyle etkilesemeyen bir ligand olmakla
birlikte BChE enziminin aktif bolgesi ile etkilesebilmektedir (Saxane et al. 1997;
Bourne et al. 2010).

Alzheimer hastalig1 tedavisinde kullanilan takrin, serum BChE ve AChE
enzimlerinicok etkili bir sekilde inhibe edebildigi i¢in bu hastalikta ilag¢ olarak
kullanilmaktadir(Saxane et al. 1997). Takrin molakiilii kolinesteraz enzimlerininaril
acil amidaz (AAA) ve esteraz aktivitelerini etkileyerek inhibisyon etkisini
gostermektedir (Rajesh et al. 2009a).
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Kaslardaki sinir iletimini engelemek amaci ile kullanilan bir ligand olan
stiksinilkolin, nikotinik asetilkolin reseptorlerini yarigmali inhibe ederek kas gevsemesini
sagladig1 i¢in tibbi miidahalelerde anestezik ilag olarak kullanilmaktadir (Monaharan et
al 2007; Lockridge 1982). Siiksinilkolinin inhibe edemedigi atipik BChE varyantlari,

stiksinilkolin apnesi diye adlandirilan klinik olgununortaya g¢ikmaktadir (Lockridge
1982).

Terpenlerin seskuiterpen sinifindan olan huperzin A molekiilii, dogal bir
alkaloid tiirevidir ve kolinesteraz enzimlerini inhibe edebildigi icin Alzheimer
hastalig1 tedavisinde kullanilmaktadir (Rajesh et al. 2009a). Kolinesterazlarin AAA
aktivitesini inhibe edici 6zelligi bulunmaktadir (Rajesh et al. 2009a; Rajesh et al.
2009b).

Karacigerde sentezlenip plazmaya aktarilanBChE enzimi insanlarda
serumdaki proteinlerin yaklasik % 0.01’ini teskil etmektedir (Massoulie et al. 2008).
Ayriyeten BChE enzimimi bir gorevide toksik bilesiklerin AChE enzimine
ulagsmadan detoksifiye edilmesinin saglanmasidir (Soreq and Seidman 2001;
Malfitano et al. 2014). BChE enzimi kalp, damar,beyin, ince barsak, plazma, akciger,
kas, karaciger,dalak, tiikiirik ve deri olmak {izere bir¢ok dokuda bulunmaktadir
(Soreg and Seidman 2001).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler
Deneylerde kullanilan NaOH, Tris, NaCl, NaCH3;COO, HCI, glisin, H3PO4, NaNs,
gliserol, potasyum fosfat, asetiltiyokolin iyodat, potasyum bisfosfat, butiriltyokolin

iyodat, HCH3COO, 5,5’-Dithiobis(2-nitrobenzoik asit),KCI, etanol, E.Merck
AG’densatin alindi.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Tez ¢alismamizdayararlanilan alet ve cihazlarasagida belirtilmistir.

Sogutmali santrifiij  : Thermo SL16R

Spektrofotometre : Shimatzu 2800

pH metre : Schott pH-Meter CG840
Peristaltik pompa : Gilgon miniplus3
Hassas terazi : Ohaus PA214C
Otomatik pipet : Thermo scientific

Magnetik karistirict  : Stuart SB162

Saf su cihazi : Barnstead Easy Pure UV/UF
Buzdolaplar1 : Argelik

Derin dondurucu: Argelik Freezer(-20°C’ye kadar)

3.1.3. Kullanilan cozeltiler ve hazirlanmasi

Cozeltiler hazirlanirken kullanilan saf su ve deionize sudur. Bazi ¢o6zeltilerin
hazirlanmasinda kullanilan suda sterildir.

1.0,1 M Tris-HCI, pH=8,0(AChE enzimi aktivite dl¢limii i¢in): 12,11 g Tris 950 ml
distile suda ¢oziilerek, 1 N’likHCI ile pH’s1 8,0’e ayarlandikten sonra toplam hacim
distile su kullanilarak 1 litreye tamamlandi.

2. 0,1 M KH,PO, (pH=7,8) (BChE enzimi aktivite 6l¢iimii i¢in): 0,68 g KH,PO,
tartilarak 85 ml distile suda ¢oziildi,, 1 N’likHCI ile pH=7,8’¢ ayarlandi ve hacim
100 mI’ye tamamlandi.
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3. 2 mM asetiltiyokolin iyodat ¢6zeltisi: 5,96 mg asetiltiyokolin iyodat alinarak 10
ml saf suda ¢oziilerek hazirlanir.

4. 2 mM S-butiriltiyokolin iyodat ¢dzeltisi: 6,34 mg S-butiriltiyokolin iyodat alinarak
10 ml saf suda ¢oziilerek hazirlanir.

52 mM DTNB (5,5’-Dithiobis(2-nitrobenzoik asit) ¢ozeltisi: 7,73 mg DTNB
aliarak 10 ml 0,1 M KH,PO,4 (pH=7,8) tamponunda ¢oziilerek hazirlanir.

3.2. Yontem

3.2.1. Ellman yontemine gore AChE/BChE inhibitor etkisi 6lciilmesi

AChE ve BChE enzimleri spektrofotometrik olarak Ellman yontemine goére tayin
edilecektir. Ellman yonteminde, substrat olarak oksi ester olan asetilkolin yerine tiyol
ester olan asetiltiyokolin kullanilir. Ellman metodunun prensibine gore
asetiltiyokolin, asetilkolinesteraz tarafindan hidroliz edilir ve hidroliz sonucu agiga
¢ikan tiyokolin, Ellman reaktifi olan DTNB [5,5’-ditiyo-bis-(2-mtrobenzoik asit)] ile
reaksiyona girer. Reaksiyon sonucunda sar1 renkli kromofor TNB (5-tiyo-2-
nitrobenzoik asit) olusur. Reaksiyon sonunda olusan bu sar1 renkli bilesigin olusum
hiz1 (rengin siddeti), 412 nm de absorbans 6l¢iimii yapilarak belirlenir (Ellman et al.
1961). Bu sar1 rengin siddeti, AChE/BChE enzim aktivitesi ile dogru orantilidir.

AChE /BChE enzimlerinin enzim tinitesi degeri hesaplanirken kullanilan formiil;

AOD V1l
EU /ml= -------- X ==mememnes X =ememememe-

t Ve 13,6
Enzim tnitesi hesaplama formiiliindeki simgeler asagidaki gibidir;
EU / ml : 1 ml ¢ozeltide bulunan enzim tnitesi degeri
AOD : Zamana gore absorbans farki degisimi
T :Zaman (Dk)
13,6 : DTNB i¢in ekstinksiyon katsayisi
V7 : Toplam hacim (ml)
Ve . Kiivete katilan enzim miktar1 (ml)
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3.2.2.Inhibitérler icin ICso degerlerinin belirlenmesine ait cahsmalar

Bazi ilag etken maddeler i¢in farkli inhibitdr konsantrasyonlarinda aktiviteleri
olgiilerek %aktivite-[1] olarak grafikleri ¢izildi, egrinin denkleminden 1Csy degerleri
hesaplandi (Lineweaver and Burk 1934).

3.3.3. Test edilen maddeler icin docking degerlerinin belirlenmesi

calismalar

Tiim PDB dosyalar1 rcsb.org'dan alinmistir. AutoDockTools programi (siirtim 1.5.7)
(Sanner 1999), tiim ligandlarin ve enzimlerin hazirlanmasinda kullanildi. Tiim
yerlestirme deneyleri i¢in Autodock Vina programi (stirim 1.1.2) kullanildi (Trott
and Olson 2010), her bir enzimin tim yiizeyi arastirildi, tamlik degeri 32 olarak
belirlendi, enerji araligi degeri 5 olarak atandi ve en iyi 5 sonucun olmasi istendi. Her
bir enzim i¢in her molekiilde on iki deneme yapildi ve bunlarin en yiiksek puanlama
konformasyonu PyMOL-oss programindaki (siirim 2.4.1) reseptor proteini ile
hizalandi. Etkilesimlerin degerlendirilmesi Biovia Discovery Studio Visualizer

(versiyon 21.1.0.2029) programinda gerceklestirildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Inhibitérler icin 1CsoDegerlerinin Belirlenmesine Ait Calisma Sonuglar:

Calisilan enzimlerin aktiviteleri iizerine etofenamat, brimonidin, bimatoprost,
tetrahidrozolin, trimetoprim ve deksketoprofen ilaglarmin inhibisyon etkilerini
belirlemek amaciyla bu ilaglarin stok ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerden degisik
konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanarak AChE ve BChE enzimlerinin aktivitesi
tizerine etkileri aragtirildi. Konsantrasyona karst % aktivite (%aktivite-[I]) olarak
elde edilen grafikler Sekil 4.1-4.12’de  gosterildi.Egrilerin  denkleminden
ICsodegerleri hesaplandi.

AChE

80 L S y = -7,9868x + 100

% Aktivite
()]
o

N
o

N
o

o

3 4 5 6 7 8
[Etofenamat] (uUM)

o
=
N

Sekil 4.1. Etofenamat ile AChE enzimini ICs garfigi.
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AChE

% Aktivite
[e))
o

0 1 2 3
[Brimonidin] (uM)

Sekil 4.2.Brimonidin ile AChE enzimini I1Cs, garfigi.

AChE

120
100 @,
80 AN
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% Aktivite

40
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[Bimatoprost] (uM)

Sekil 4.3. Bimatoprost ile AChE enzimini ICs garfigi.
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AChE

% Aktivite
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[Tetrahidrozolin] (uM)

Sekil 4.4.Tetrahidrozolin ile AChE enzimini I1Cs, garfigi.

AChE
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Sekil 4.5. Trimetoprim ile AChE enzimini ICsy garfigi.
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AChE
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[Deksketoprofen] (uM)

Sekil 4.6. Deksketoprofen ile AChE enzimini ICsy garfigi.

BChE
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Sekil 4.7. Etofenamat ile BChE enzimini ICsq garfigi.
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Grafik Basligl
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Sekil 4.8. Brimonidin ile BChE enzimini 1Csy garfigi.

Grafik Bashgi
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Sekil 4.9. Bimatoprost ile BChE enzimini ICsq garfigi.
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BChE
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[Tetrahidrozolin] (uM)

Sekil 4.10. Tetrahidrozolin ile BChE enzimini ICs garfigi.
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Sekil 4.11. Trimetoprim ile BChE enzimini ICs garfigi.
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Grafik Basligl
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Sekil 4.12. Deksketoprofen ile BChE enzimini ICs garfigi.

Cizelge 4.1. Bazi ilag etken maddelerininAChE ve BChE enzimleri igin belirlenen
ICs0 degerleri.

1Cso (uM)
Tlag¢ AChE BChE
Etofenamat 6,26 8,35
Brimonidin 4,24 7,74
Bimatoprost 0,57 0,18
Tetrahidrozolin 6,17 1,26
Trimetoprim 5,57 0,90
Deksketoprofen 25,98 13,22
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ARG

A:393
Interactions
I cConventional Hydrogen Bond "] Pi-Donor Hydrogen Bond
[ ] carbon Hydrogen Bond L] Alkyl

[ Halogen (Fluorine) || Pi-Alkyl
[ Pi-Cation

Sekil 4.13. Etofenamat AChE docking pozlari.
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Interactions

[ ] carbon Hydrogen Bond
[ pication

[ Pi-Pi T-shaped

GLY
B:117

TRP
B:231

[] Alkyl
[] Pi-Alkyl

Sekil 4.14. Etofenamat BChE docking pozlari.
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Interactions
[ conventional Hydrogen Bond [] Pi-alkyl

[] carbon Hydrogen Bond

Sekil 4.15. Brimonidin AChE docking pozlar1.
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HIS
B:438

Interactions

[ conventional Hydrogen Bond [] Pi-Alkyl
[ ] carbon Hydrogen Bond

Sekil 4.16. Brimonidin BChE docking pozlari.
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Sekil 4.17. Bimatoprost AChE docking pozlari.
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Interactions
[ Pi-Pi Stacked

.| Pi-Anion

Sekil 4.18. Bimatoprost BChE docking pozlart.
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Interactions

P Conventional Hydrogen Bond [] Pi-Alkyl
P Fi-Pi Stacked

Sekil 4.19. Tetrahidrozolin AChE docking pozlari.
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Interactions
[ conventional Hydrogen Bond [] pi-alkyl

- Pi-Pi Stacked

Sekil 4.20. Tetrahidrozolin BChE docking pozlari.
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AS15
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[] carbon Hydrogen Bond [] Alkyl
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Sekil 4.21. Trimetoprim AChE docking pozlari.
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Interactions

I Conventional Hydrogen Bond [ Pi-Anion
[ ] carbon Hydrogen Bond [ ] Pi-alkyl

- Pi-Cation

Sekil 4.22. Trimetoprim BChE docking pozlari.
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« PHE
> B:338

PHE
B:295

Interactions
[ ] carbon Hydrogen Bond Pi-Pi Stacked

Sekil 4.23. Deksketoprofen AChE docking pozlari.
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Interactions
I Conventional Hydrogen Bond [ Pi-Pi Stacked

Sekil 4.24. Deksketoprofen BChE docking pozlart.
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Cizelge 4.2. Bazi ila¢ etken maddelerinin AChE ve BChE enzimleri i¢in belirlenen
docking degerleri.

Afinite (kcal/mol)
Molekiiller
AChE BChE

Etofenamat -6,2 -7,6
Brimonidin -5,2 -6,7
Bimatoprost -9 -7,8
Tetrahidrozolin -6,7 -6,7
Trimetoprim -5.2 -5,2
Deksketoprofen -8,2 -7,4
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5. TARTISMA ve SONUC

Enzimler, metabolizmadaki biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen ve ylizde yiizliik bir
irin  olusumunu saglayan, hi¢ bir yan {riin olusumuna meydan vermeyen
biyokatalizorlerdir (Keha ve Kiifrevioglu 2008). Enzimatik reaksiyonlarda substratlar
farkli molekiillere yani iirlinlere doniisiirler. Canli metabolizmadaki tepkimelerin
neredeyse tamaminin gergceklesmesi i¢in enzimlere ihtiya¢ duyar. Enzimler substratlari
i¢in son derece secici biyomolekiillerdir.Bu sebepten dolay1 bir ¢ok olasi tepkimeden
sadece birkac tanesini hizlandirdiklari i¢in bir hiicrede bulunan enzim gruplar: o hiicrede
hangi metabolik yolaklarin aktif oldugunu belritir. Enzimler genellikle ileri ve geri
tepkimeleri esit olacak sekilde kataliz ederler. Dengeyi degil, ona ulasma hizim
degistirirler(Keha ve Kiifrevioglu 2008; Senturk 2017).

Bunun yaninda, genel olarak bahsedildigi gibi ACh gibi norotransmitter madde
miktarindaki azalma yada artmalar farkli hastaliklarin goériilmesine sebep olmaktadir.
Ornegin ACh’in ¢ok fazla hidrolizlenmesiyle Alzheimer hastalig1 olusmakta ve bu
hastaligin tedavisi i¢in AChE enziminin doniisiimlii inhibitorleri arastililmakta ve yeni
molkeiiller farkli gruplar tarafindan denenmektedir (Arslan et al., 2020).

Enzim a heliks ve B tabakalarindan olusur. Sar1 renk ile gosterilmis 14 aromatik rezidi
aktif bolgenin cevresinde siralanmislardir. Aktif bolgede bulunan Serin, Glutamat ve
Histidin amino asitleri katalitik {igliiyli olusturmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda AChE
inhibisyonu, sempatik ve parasempatik sinir sistemlerinin normal nérotransmisyonu ile
etki  edebilen kimyasallarin  norotoksik  etkilerini  belirlemede  kullanilir.
Organofosfatlarin, karbamat pestisitlerin (Duysen et al. 2012), enantiyomerik
inhibitorlerin (Lin et al. 1998), metallerin ve gesitli kimyasallarin AChE aktivitesini
inhibe ettikleri bildirilmistir (Bocquene et al. 1995; Zilbeyazet al. 2018; Cavdar et al.
2019). Ayrica AChE’n alifatik bilesikler ile 6zellikle de aromatik bilesikler tarafindan
inhibe edildigi bildirilmistir (Lin et al. 1998). Yapilan diger bir ¢aligmada ise Pasifik
Torpedo californica elektrik organin AChE enziminin X-ismlart ile yapilan analizi

sonucu enzimin bes dnemli baglama sitesine sahip oldugunu gostermistir (Sekil 5.1).

42



/
( |
L
. Ser
'S
b

Sekil 5.1.Asetilkolinesterazin aktif bolgesi ile asetilkolin arasindaki etkilesme.

AChE enziminde esterik ve anyonik olmak tizere iki etkin kisim bulunur. Negatif
yiklii anyonik kisim, iki karboksilli bir aminoasitin iyonize karboksil grubundan
ibarettir. ACh’in katyonik azotu buraya elektrostatik olarak baglanmistir. Esterik
kisim ise pozitif yiiklii olup, serinin -OH grubu ile histidinin bazik imidazol
halkasindan olusur. Bazik imidazol halkasi, serinin -OH grubuna hidrojen baglari ile
baglanarak onun etkinligini arttirir (Vale 1998). Sekil 5.1°de goriildiigii gibi AChE
enziminin etki mekanizmasi soyle 6zetlenebilir.

a. Oncelikle bir oksianyon bolgesi tetrahedral ara iiriinii stabilize eder.

b. Daha sonra aktif bolgeyi olusturan bir esteraktik site esteratik karbonil grubuna
(C-O) saldirir.

c. Az sayida negatif yik ve ¢ok sayida aromatik rezidii igeren bir anyonik
substrat baglama bolgesinde ACh’nin kuarterner amonyum kutbunu i¢cermektedir. Bu
gurup aromatik guruplarin elektronlar1 tarafindan farkli aktif bolge ligantlari ile
tercihli etkilesim igerisinde olur.

d. Esteratik ve anyonik bir bdlgeye bitisik olan ve aym1 zamanda aktif bolge-
selektif aromatik baglanma bdlgesi olan bu kisim aril substratlar1 ve aktif bolge
ligantlarin1 baglamada oldukca 6nemlidir.

e. Son olarak periferal bir anyonik baglama bdlgesi hidrofobik bdlgeye baglanir

ve aktif bolgeden guruplarin ayrilmasini saglar.

Biitiin yapilan bu ¢alismalar agik bir sekilde mekanizma temelli inhibitorlerin dizayn
ve arastirllmasma ve ayrica AChE enziminin de etki mekanizmalan ile ilgili

aragtirmalart gostermektedir. Alzheimer hastaligmnin tedavisi ic¢in farkli yapilara
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sahip AChE inhibitorleri iizerinde ¢alismalar yogunlagsmaktadir. Bir AChE inhibit6rii
olan E2020 ligand: ile kompleks yapmis AChE enzimi Sekil 5.2°de goriilmektedir.
Bu inhibitorler de metabolizmaya, etki mekanizmasina ve beyin selektivitesine gore

degismektedir.

AChE enzimi baskilandiginda, sinir sisteminde ACh birikmeye baslar ve merkezi
sinir sisteminde yiiksek miktardaki ACh, duyusal ve davranigsal bozukluklara,
koordinasyon bozukluguna, motor fonksiyonlarin baskilanmasma ve solunum

yetmezligine yol agar (Chang and Strichartz 2005).

Yapilan mikroskopik incelemeler, Alzheimer hastalarinda AChE’nin yan1 sira BChE
aktivitesinin de asir1 derecede arttigini géstermistir. Bu durum, AH'min tedavisinde,
AChE'nin yamisira BChE'm de inhibe edilmesinin avantajli  olacagini

diistindirmektedir (Geula and Mesulam 1999; Durmaz 2015).

Organofosforlu pestisidler de asetilkolinesteraz inhibitorleri arasinda yer alirlar.
Enzimin aktif bolgesindeki serin aminoasitinin hidroksil grubunu fosforlayarak
inaktif hale getirirler. Bunun sonucu olarak Kkolinerjik sinir kavsaklarinda
AChmiktarinin artmasi, diiz kaslarda kasilmaya ve salgi bezlerinde salgi yapimina
neden olur (Nath and Kumar 1999). Ayrica akuatik kirlenmede AChE aktivitesi
biyomarkir olarak kullanilmaktadir (Dembele et al. 2000).

Bu calismamizda farkli pestisit molekiilleri ile AChE ve BChE enzimlerinin
inhibisyon etkisi degerlendirildi. Ellman metoduna goére inhibisyon tiirli, 1Csgo
degerleri belirlendi (Ellman 1961). Calismada kullanilan kimyasallarin hem AChE
hem de BChE enzimlerini 6nemli 6lgiide inhibe ettigi gézlendi. Bu amagla kullanilan
pestisitlerin i¢in AChE ve BChE enzimleri i¢in ICsodegerleri sirasiyla 8,66-13.20 uM
ve9,33-11,70 uM araliginda oldugu belirlendi. Bu metotta AChE enzimi oncelikle
tiyokolin ve asetata parcalamaktadir. Agiga ¢ikan tiyokolin reaksiyonun ikinci
basamaginda ilave edilen 5,5’-ditiyo-bis(2-nitro-benzoik) asit (DTNB) ile hidrolisi
sonucu 2-Nitro-5((2-trimetilamino)etil)distilfanil)benzoata ve 5-Tiyo-2-nitro-benzoik
aside doniismektedir. 5-Tiyo-2-nitro-benzoik asit sart renkli ve 412 nm dalga

boyunda maksimum absorbans gostermektedir (Ellman et al. 1961).
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AChE inhibitorleri genis bir biyolojik aktivite spektrumuna sahiptir (Colovic et al.
2013). Zehirler dogal olarak olusur ve AChE’1 kuvvetli sekilde inhibe ederler. AChE
inhibitorleri sinir gazlar seklinde silah olarak kullanilabilirler, insektisit olarak, ilag
olarak agir kas zaafi anlamma gelen, cabuk yorulma seklinde ortaya ¢ikan ve
noromiiskiiler bir hastalik Myastenia gravis tedavisinde, glukoma tedavisinde,
postural tagikardi sendromu tedavisinde, antikolinerjik zehirlenmelere kars1 panzehir
olarak, non-depolarizan kas gevseticilerin etkisini tersine g¢evirmede, apati gibi
hastaliklarin  noropsikiyatrik semptomlarint tedavisinde kullanilirlar. Ayrica
Alzheimer ve Parkinson hastaliklarmin tedavisinde, dementiada (bunamada), hafiza
ve O0grenme defektleri gibi norodejeneratif bozukluklarin sipmtomal tedavilerinde,
gorsel halusinasyon gibi psikotik belirtilerde (Singh et al. 2008; Taylor et al. 2012),
sizofreni hastalarinda bilissel bozukluklarin tedavisinde (Ribeiz et al. 2010; Choi et
al. 2013), otizm tedavisinde (Buckley et al. 2011), uykuyu hizli birsekilde tesvik
eder ve uyuma ylizdesini arttirmada yaygin olarak kullanilmaktadir (Handen et al.
2011).

» Hali hazirda ila¢ olarak kullanilan maddelerin son yillarda farkli hastaliklar
iginde kullaniminin incelenmesinin ana nedeni {iretiminin sanayi 6l¢eyinde
yapilan bir iiriinlin sadece dozaj ayarlamasinin yapilarak baska bir hastalik
icinde kulanilabilmesinin biiyiik bir avanataj saglamasidir.

» Bu c¢alismamizda tibbi amagh kullanilan bazi ilaglarin hemAChE hem de
BChE enzimleri igin etkili inhibitorler olup olmadiklarini belirlemektir.

» Bu arastirma sonucunda AChEiizerinde sirasi ile en etkili ilag etken
maddesinden en diisiigiine dogru Bimatoprost > Brimonidin > Trimetoprim >
Tetrahidrozolin > Etofenamat > Deksketoprofen seklinde iken BChE enzimi
icin Bimatoprost > Trimetoprim > Tetrahidrozolin > Brimonidin >
Etofenamat > Deksketoprofenseklinde oldugu goriildii.

» Docking verilerine goére AChE enziminin afinite degerleri -5,2 ile -9
kcal/mol, BChE enzimi i¢in ise 5,2 ile 7,8 kcal/mol aralifinda oldugu
hesaplandi.

» Elde ettigimiz sonuglara géore AChE enzimi i¢in en etkili olan 1Csg degeri
0,57 uM olan bimatoprost iken, BChE enzimi igin ICso degeri 0,18 uM olan

bimatoprost ve 0,90 uM olan trimetoprim oldugunu belirledik.

45



KAYNAKLAR

Anonim1:https://www.drugs.com/drug-class/cholinesterase-
inhibitors.html#:~:text=Cholinesterase%20inhibitors%20(also%20called%20ac
etylcholinesterase,and%20the%20central%20nervous%20system. (14.02.2021)

Ariel, N., OrdentlichA., Barak D., Bino T.,Velan B., Shafferman A.(1995). The
Aromatic Patch of Three Proximal Residues in the Human

Acetylcholinesterase Active Centre Allows for Versatile Interaction Modes
with Inhibitors. Biochemical Journal, 335(7), 95-102.

Arslan, T., Ceylan, M. B., Bas, H., Biyiklioglu, Z., Senturk, M. 2020. Design,
Synthesis, Characterization of Novel Peripherally Tetra 1,2,3-Triazole
Substituted Phthalocyanines and Inhibitor Effect on Cholinesterases
(AChE/BChE) and Carbonic Anhydrases (hCA I, 1l and 1X). Dalton
Transactions. 2020, 49, 203-209.

Augustinsson, K.B. (1971) Comparative aspects of the purification and properties of
cholinesterases. Bull World Health Organ, 44 (1-3), 81-89.

Blong, R., Bedows, E.,Lockridge, O. (1997) Tetramerization domain of human

butyrylcholinesterase is at the C-terminus. Biochem. J, 327, 747-757.

Bocquene G., Bellanger C., Cadiou Y., Galgani F., 1995. Joint action of
combinations of pollutants on the acetylcholinesterase activity of several
marine species. Ecotoxicology, 4, 266-279.

Bourne, Y., Radic, Z., Taylor, P.,Marchot, P. (2010) Conformational remodeling of
femtomolar inhibitor-acetylcholinesterase complexes in the crystalline state. J
Am Chem Soc, 132 (51), 18292-18300.

Bourne, Y., Taylor, P., Bougis, P.E., Marchot, P. (2011) Mouse Acetylcholinesterase
Catalytic Domain, Glycosylated Protein.
https://www.wwpdb.org/pdb?id=pdb_00001maa.

Buckley, A.W., Sassower, K., Rodriguez, A.J., Jennison, K., Wingert, K., Buckley,
J., Thurm, A., Sato, S., Swedo, S. (2011). An open label trial of Donepezil for
enhancement of rapid eye movement sleep in young children with Autism
spectrum disorders. Journal of Child and Adolescent Psychopharmacology,
21, 353-357.

Cavdar, H., Senturk, M., Guney, M., Durdagi, S., Kayik, G., Supuran, C.T., Ekinci,
D. 2019. Kinetic and In Silico Studies of Some Uracil Derivatives on

46


https://www.drugs.com/drug-class/cholinesterase-inhibitors.html#:~:text=Cholinesterase%20inhibitors%20(also%20called%20acetylcholinesterase,and%20the%20central%20nervous%20system
https://www.drugs.com/drug-class/cholinesterase-inhibitors.html#:~:text=Cholinesterase%20inhibitors%20(also%20called%20acetylcholinesterase,and%20the%20central%20nervous%20system
https://www.drugs.com/drug-class/cholinesterase-inhibitors.html#:~:text=Cholinesterase%20inhibitors%20(also%20called%20acetylcholinesterase,and%20the%20central%20nervous%20system

Acetylcholinesterase and Butyrylcholinesterase Enzymes. Journal of Enzyme
Inhibition and Medicinal Chemistry. 34 (1) 429-437.

Chatonnet, A., Lockridge, O. (1989) Comparison of butyrylcholinesterase and
acetylcholinesterase. Biochem J, 260 (3), 625-634.

Chang, M.S., Strichartz, G.R., 2005. Cholinergic pharmacology (Golan, D.E and
Tashjian, A.H. editorler). Principles of Pharmacology, Wolters Kluwer
Company, New York, 89-93.

Choi, KH; Wykes, T; Kurtz, M.M., 2013. Adjunctive pharmacotherapy for cognitive
deficits in schizophrenia: meta-analytical investigation of efficacy. The
British Journal of Psychiatry 203,172-178.

Chuiko, G.M., 2000. Comparative study of acetylcholinesterase and
butyrylcholinesterase in brain and serum of several freshwater fish: specific
activities and in vitro inhibition by DDVP, an organophosphorus pesticide.
Comparative Biochemistry and Physiology Part C, 233-242.

Colovic, MB., Krstic D.Z., Lazarevic P., Tamara D., Bondzic A.M., Vasic V.M.
(2013). Acetylcholinesteraselnhibitors: Pharmacology and Toxicology. Current
Neuropharmacology, 11 (3), 315-335.

Dembélé, K., Haubruge, E., Gaspar, C., 2000. Concentration effects of selected
msecticides on brain acetylcholinesterase in the common carp (Cyprinus carpio
L.). Ecotoxicology and Environmental Safety, 49-54.

Durmaz, L. 2015. Bazi Kumarin Tiirevleri: Antioksidan Kapasiteleri ve Insan
Karbonik Anhidraz Izoenzimleri (hCA 1 ve II) ile Asetilkolinesteraz Enzimi
Uzerine Etkileri. Doktora Tezi. Atatiirk Universitesi, Fen Blimleri Enstitiisii.

Duysen, E.G., Cashman, J.R., Schopfer, L.M., Nachon, F., Masson, P.,Lockridge, O.
(2012) Differential sensitivity of plasma carboxylesterase-null mice to
parathion, chlorpyrifos and chlorpyrifos oxon, but not to diazinon, dichlorvos,
diisopropylfluorophosphate, cresyl saligenin phosphate, cyclosarin thiocholine,
tabun thiocholine, and carbofuran. Chem Biol Interact, 195 (3), 189-198.

Ellman, G.L., Courtney, K.D., Andres, V., et al. (1961). A new and rapid
colorimetric determination of acetylcholinesterase activity. Biochem
Pharmacol.7,88-95.

Geula, C., Mesulam, M.M., 1999. Cholinergic systems in Alzheimer's disease,
Alzheimer Disease. RD Terry, R Katzman ve ark. (Ed), 2nd Lippincott,
Williams and Wilkins, Philadelphia, PA, 269-292.

47



Grisaru, D., Sternfeld, M., Eldor, A., Glick, D.,Soreq, H. (1999) Structural roles of
acetylcholinesterase variants in biology and pathology. European Journal of
Biochemistry, 264 (3), 672-686.

Harel, M., Schalk I., Ehret, L., Bouet F., Goeldner M., Hirth C., Axelsen PH., Silman
1.(1993). Quaternary ligand binding to aromatic residues in the active-site
gorge of acetylcholinesterase. Proceedings of theNational Academy of
Sciencesof the United States of America, 90 (19),9031-5.

Handen, B.L.; Johnson, C.R.; McAuliffe-Bellin, S.; Murray, P.J.; Hardan, A.Y. 2011.
safety and efficacy of donepezil in children and adolescents with autism:
neuropsychological measures. Journal of Child and Adolescent
Psychopharmacology 21, 43-50.

Keha, E.E., Kiifrevioglu, O.1., (2008) Biyokimya, Aktif Yaymevi, Sirkeci/Istanbul.

Kirby, M.F., Morris, S., Hurst, M., Kirby, S.J., Neall, P., Tylor, T., Fagg, A., 2000.

The use of cholinesterase activity in flounder (Platichthys flexus) muscle as a
biomarker of neurotoxic contamination in UK estuaries. Marine Pollution
Bulletin, 780-791.

Kiigiikkiling, T., 2014. Potential use of acetylcholinesterase as a bioscavenger in

organophasphate poisoning. Turk J Biochem, 39, 126-131.
Koolman, J., Klaus-Henrich, R.and Jirgen, W., 2003. Renkli Biyokimya Atlasi,
Ceviri Editorleri: Dog. Dr. Akin Yesilkaya, Dog. Dr. Asli Baykal, Dr Ozgiil
Alper., Nobel.
Lang, G., Kufcsak, O., Szegletes, T., Nemcsok, J., 1997. Quantitative distributions of
different cholinesterases and inhibition of acetylcholinesterase by mediation
and paraquat in alimentary canal of common carp. Genetic Pharmacology, 55-
59.
Lehninger Biyokimyanin Ilkeleri David L.Nelson, Michael M. Cox ( Ceviri editdrii:
Y. Murat El¢in) Palme yayincilik, Ankara 2013.

Lin G, Tsai Y. C,, Liu H. C., Liao W. C., Chang C. H. (1998). Enantiomeric
inhibitors of cholesterol esterase and acetylcholinesterase. Biochim. Biophys.
Acta. 1388, 161-174.

Lineweaver, H., and Burk, D., 1934. The determination of enzyme dissocation
constants. J. Am. Chem. Soc. 57, 685.

Lockridge, O. (1982) Substance P hydrolysis by human serum cholinesterase. J
Neurochem, 39 (1), 106-110.

48



Lockridge, O. (1988) Structure of human serum cholinesterase. Bioessays, 9 (4),
125-128.

Lockridge, O. (1990) Genetic variants of human serum cholinesterase influence
metabolism of the muscle relaxant succinylcholine. Pharmacol Ther, 47 (1),
35-60.

Malfitano, A.M., Marasco, G., Proto, M.C., Laezza, C., Gazzerro, P.,Bifulco, M.
(2014) Statins in neurological disorders: An overview and update.
Pharmacological Research, 88 (0), 74-83.

Massoulie, J., Pezzementi, L., Bon, S., Krejci, E.,Vallette, F.M. (1993) Molecular
and cellular biology of cholinesterases. Prog Neurobiol, 41 (1), 31-91.

Massoulié, J. (2002) The origin of the molecular diversity and functional anchoring
of cholinesterases. Neurosignals, 11 (3), 130-143.

Massoulie, J., Perrier, N., Noureddine, H., Liang, D.,Bon, S. (2008) Old and new
questions about cholinesterases. Chem Biol Interact, 175 (1-3), 30-44.

Masson, P.,Lockridge, O. (2010) Butyrylcholinesterase for protection from
organophosphorus poisons: catalytic complexities and hysteretic behavior.
Arch Biochem Biophys, 494 (2), 107-120.

Masson, P., Froment, M.T., Sorenson, R.C., Bartels, C.F.,Lockridge, O. (1994)
Mutation His322 Asn in human acetylcholinesterase does not alter
electrophoretic and catalytic properties of the erythrocyte enzyme. Blood, 83
(10), 3003-3005.

Manoharan, 1., Boopathy, R., Darvesh, S.,Lockridge, O. (2007) A medical health
report on individuals with silent butyrylcholinesterase in the Vysya community
of India. Clin Chim Acta, 378 (1-2), 128-135.

McHardy SF, Wang HL, McCowen SV, Valdez MC. Recent developments in
Acetylcholinesterase Inhibitors and Reactivators: an update in the patent
literature (2012-2015). Expert Opin Ther Pat. 2017; 27 (4): 455-476.

Nath, B.S., Kumar, P.S., 1999. Toxic impact of organophosphorus insecticides on
acetylcholinesterase activity in the silkworm, Bombyx mori L.Ecotoxicology
and Environmental Safety, 157-162.

Nelson, D.L. and Cox, M.M., 2005. Lehninger Biyokimyanm Ilkeleri, Ceviri
Editorii: Prof. Dr. Nedret Kilig, Ugiincii Baskidan Ceviri, Palme Yayimncilik.

Ordentlich, A., Barak D., Kronman C., Flashner Y., Leitner M., Segall Y., Ariel N.,
Cohen S., Velan B., Shafferman A. (1993). Dissection of the human

49



acetylcholinesterase active center determinants of substrate specificity.
Identification of residues constituting the anionic site, thehydrophobic site, and
the acyl pocket. The Journal of Biological.

Ozil, M., Balaydin, H.T., Senturk, M. 2019. Synthesis of 5-methyl-2,4-dihydro-3H-
1,2,4-triazole-3-one’s aryl Schiff base derivatives and investigation of carbonic
anhydrase and cholinesterase (AChE, BuChE) inhibitory properties.
Bioorganic Chemistry. 86, 705-713.

Perry, E.K., Perry, R.H., Blessed, G. ve ark. 1978. Changes in brain cholinesterases
in senile dementia of Alzheimer type. Neuropathol Appl Neurobiol, 273-277.

Pohanka (2011). Cholinesterases, a targetof pharmacology and toxicology.
Biomedical Papers Olomouc, 155 (3), 219-229.

Radic, Z., Pickering, N.A., Vellom, D.C., Camp, S.,Taylor, P. (1993) Three distinct
domains in the cholinesterase molecule confer selectivity for acetyl-and
butyrylcholinesterase inhibitors. Biochemistry, 32 (45), 12074-12084.

Rajesh, R.V., Chitra, L., Layer, P.G.,Boopathy, R. (2009a) The aryl acylamidase
activity is much more sensitive to Alzheimer drugs than the esterase activity of
acetylcholinesterase in chicken embryonic brain. Biochimie, 91 (9), 1087-
1094.

Rajesh, R.V., Layer, P.G.,Boopathy, R. (2009b) High aryl acylamidase activity
associated with cobra venom acetylcholinesterase: biological significance.
Biochimie, 91 (11-12), 1450-1456.

Ribeiz, S.R., Bassitt, D.P., Arrais, J.A., Avila, R., Steffens, D.C., Bottino, C.M.
(2010). Cholinesterase 1nhibitors as adjunctive therapy in patients with
schizophrenia and schizoaffective disorder a review and meta-analysis of the
literature. CNS Drugs, 24, 303-317.

Sanner, M. F. (1999). Python: a programming language for software integration and
development. J Mol Graph Model, 17(1), 57-61.

Saxena, A., Redman, A.M., Jiang, X., Lockridge, O.,Doctor, B.P. (1997) Differences
in active site gorge dimensions of cholinesterases revealed by binding of
inhibitors to human butyrylcholinesterase. Biochemistry, 36 (48), 14642-
14651.

Senturk, M., Enzyme Inhibitors and Activators, 2017. Edited by Murat Senturk.
Publisher: IN-TECH. ISBN 978-953-51-3058-1.

50



Singh, G., Kapoor, I.P.S., Singh, P., Heluani, C.S., Lampasona, M., Catalan, C.,
2008. Chemistry, antioxidant and antimicrobial investigations on essential oil
and oleoresins of Zingiber officinale. Food and Chemical Toxicology, 46,
3295-3302.

Soreq, H.,Seidman, S. (2001) Acetylcholinesterase-new roles for an old actor. Nature
Reviews Neuroscience, 2 (4), 294-302.

Sussman, J.L., Harel M., Frolow F., Oefner C., GoldmanA., Toker L., Silman
1.(1991). Atomic Structure of Acetylcholinesterasefrom Torpedo Californica:A
Prototypic Asetylcholine-Binding Protein. Science, 253(5022), 872-879.

Taylor, D., Paton C., Shitij K. (2012). Maudsley Prescribing Guidelines in
Psychiatry, 11. Bs., Wiley-Blackwell, West Sussex.

Tougu, V. (2001). Acetylcholinesterase: Mechanism of Catalysis and Inhibition.
Current Medicinal Chemistry Central Nervous System Agents, 1 (2), 155-170.

Tripathi. A. (2008). Acetylcholinsterase: A Versatile Enzyme of Nervous System.
Annals of Neuroscience 15 (4).

Trott, O., & Olson, A. J. (2010). AutoDock Vina: improving the speed and accuracy
of docking with a new scoring function, efficient optimization, and

multithreading. Journal of computational chemistry, 31(2), 455-461.

Vale, J. A., 1998. Toxicokinetic and toxicodynamic aspects of organophosphorus

(OP) nsecticide poisoning. Toxicology Letters, 649-652.
Whittaker, V.(1990).The Contribution of Drugsand Toxins to Understanding of
Cholinergic Function. Trends in Physiological Sciences, 11 (1), 8-13.

Zilbeyaz, K., Stellenboom, N., Guney, M., Oztekin, A., Senturk, M. 2018. Effects of
aryl  methanesulfonate  derivatives  on  acetylcholinesterase  and

butyrylcholinesterase. J. Biochem. Mol. Toxicol. 32:e22210.

o1



