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(AChE)-bütirilkolinesteraz (BChE) enzim aktiviteleri üzerine inhibisyon etkilerini 
araştırmaktır.  

Materyal ve Metot: Sentezi gerçekleştirilen bileşiklerin AChE ve BChE enzim inhibitör 
etkileri Ellman metodu ile araştırılmıştır. Standart madde olarak donepezil ve Ellman'ın 
reaktifleri kullanılmıştır. 

Bulgular: Sonuçlarımız, tüm bileşiklerin referans bileşik olan donepezil'e kıyasla hem AChE 
hem de BChE karşı önemli bir inhibisyon etkisi sergilediğini göstermektedir. Özellikle 1h 
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nM olan Ki değerleri ile en yüksek etkiyi göstermiştir. Ayrıca, moleküler docking çalışmaları, 
bu bileşiklerin AChE ve BChE kristal yapılarının (sırasıyla PDB Kimlikleri: 4EY7 ve 4BDS) 
aktif bölgelerindeki etkileşim mekanizmaları hakkında değerli bilgiler sağlamıştır.  

Sonuç: Seknidazol türevlerinin Alzheimer hastalığının (AD) tedavisi için umut vadeden 
fonksiyonel ajanlar olduğu gösterilmiştir. Bu enzimlerin çift inhibisyonu, özellikle AD gibi 
nörolojik bozuklukların tedavisi için umut vadeden bir strateji olarak kabul edilmektedir.  
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Aim: The objective is to design, synthesize, and investigate the inhibitory effects of certain 
seknidazole derivatives (1a-h) on the enzymatic activities of acetylcholinesterase (AChE) 
and butyrylcholinesterase (BChE). 

Material and Method: The inhibitory effects of the synthesized compounds on AChE and 
BChE enzymes were investigated using the Ellman method. Donepezil and Ellman's 
reagents were used as standard substances. 

Results: Our results indicate that all compounds exhibit significant inhibitory effects 
against both AChE and BChE compared to the reference compound donepezil. In 
particular, compound 1h demonstrated more effective inhibition for both enzymes. It 
exhibited the highest potency with Ki values of 0.024±0.009 nM for Electrophorus 
electricus AChE (EeAChE) and 0.087±0.017 nM for equine serum BChE (eqBChE). 
Additionally, molecular docking studies provided valuable insights into the interaction 
mechanisms of these compounds within the active sites of the AChE and BChE crystal 
structures (PDB IDs: 4EY7 and 4BDS, respectively). 

Conclusion: Seknidazole derivatives have been shown to be promising functional agents 
for the treatment of Alzheimer's disease (AD). The dual inhibition of these enzymes is 
considered a promising strategy, particularly for the treatment of neurological disorders 
such as AD. 
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1. GİRİŞ 

Enzimler, yaşayan sistemlerdeki metabolizmanın büyük çoğunluğunu oluşturan 

biyokimyasal reaksiyonlarda görev alan biyolojik katalizörlerdir. Çoğu enzim, 

aktivitelerini sürdürebilmek için protein yapılarının dışında ek bir kimyasal gruba 

ihtiyaç duymaz. Enzimler, oksidoredüktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar, 

izomerazlar ve ligazlar olmak üzere altı temel kategoriye ayrılmaktadır. Kolinesterazlar 

bilhassa asetilkolin ve bütirilkoline olan substrat seçicilikleri sebebiyle iki gruba ayrılır. 

Asetilkolinesteraz (AChE, asetilkolin asetilhidrolaz, EC 3.1.1.7) gerçek (reel) 

kolinesteraz olarak bilinirken, bütirilkolinesteraz (BChE, açilkolin açilhidrolaz, EC 

3.1.1.8) psödokolinesteraz, serum kolinesterazı veya nonspesifik kolinesteraz olarak 

adlandırılır. AChE, nörotransmitter asetilkolinin hidrolizini gerçekleştiren bir 

hidrolazdır. AChE enzimi, organofosfat türevi bileşikler olan pestisitler ve sinir gazları 

tarafından inhibe edilmek için birincil hedef olarak seçilir. AChE, bütirilkolin, 

asetilkolin ve süksinilkolin gibi kolin esterlerinin hidrolizini katalize eder ve aynı 

zamanda bazı aromatik aminlerin açil amidlerinin hidrolizini gerçekleştiren açilamidaz 

aktivitesine sahiptir. Alzheimer hastalığında, AChE  ve BChE enzimleri kritik bir rol 

oynar. AD, yaşla birlikte gelişen bir tür demanstır. Davranışsal ve bilişsel bozukluklar, 

işlevsel bağımsızlığın kaybı, düşünme becerilerinde azalma ve ilerleyici hafıza kaybı ile 

karakterizedir (Karantzoulis ve Galvin, 2011; Ullah ve ark., 2023). Son zamanlarda 50 

yaşın altındaki kişileri etkileyen AD'nin yakında 65 yaş ve üzerindeki bireyler için en 

önemli sağlık sorunlarından biri haline geleceği tahmin edilmektedir (Kumar ve ark, 

2018). Alzheimer, gelişmekte olan ülkelerde ölümün önde gelen nedenidir (Hammoudi 

ve ark., 2018) ve 2050'de Alzheimer hastalarının sayısının 107 milyona ulaşacağı 

tahmin edilmektedir (Taha ve ark., 2021). AD’nin patogenezi tam olarak 

bilinmemektedir. Ancak, amyloid-β (Aβ) birikimleri (Busciglio ve ark., 1993; 

Butterfield ve ark., 2013), nörofibriller demetler (NFT) (Brion ve ark., 2021), 

hiperfosforile tau protein (Lippens ve ark., 2007; Iqbal ve ark., 2010), beyin 

hücrelerinde inflamasyon (Kinney ve ark., 2018), oksidatif stres (Huang ve ark., 2018), 

nöronal hücre ölümü (Goel ve ark., 2022) ve beyinde asetilkolin (ACh) seviyesinde 
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azalma gibi patolojik bulgular hastalığın seyrini belirlemek için kullanılmaktadır. Ek 

olarak, AD’nin %5'i çevresel faktörler ve genetik risklerden kaynaklanmaktadır (Boyd 

ve ark., 2022). 

AD'nin patolojisi gibi, uygun tedavi yöntemleri hala net değildir, ancak birçok 

mekanizma önerilmiştir (Pesaresi ve ark., 2022; Fan ve ark., 2022). Birçok çalışmada 

ileri sürülen kolinerjik hipoteze göre, AD'deki bilişsel bozuklukların temel nedeni 

beyindeki ACh seviyelerindeki azalmadır. ACh, özellikle hafıza olmak üzere bilişsel 

fonksiyonlarda önemli bir rol oynamaktadır (Hammoudi ve ark., 2021; Greig ve ark., 

2001). Bu nedenle, AD gibi nörodejeneratif hastalıklarda kullanılan terapotik ajanlar, 

ACh'nin yıkımını azaltarak bilişsel fonksiyon ve hafıza kapasitesinde etkili iyileşme 

göstermiştir (Hampel ve ark., 2018). Bugüne kadar, potansiyel anti-Alzheimer adayları 

olarak yaklaşık 100 ilaç tasarlanmış ve klinik testlere tabi tutulmuştur. Ancak bunlardan 

sadece beşi FDA onaylıdır. Bunlar, akridin halkalı takrin (Kelly, 1999), adamantil grubu 

içeren memantin (Kishi ve ark., 2017), N-metil-N-etil karbamat fonksiyonel grubu 

içeren rivastigmin (Birks ve Grimley, 2015), benzofuran yapılı azepan içeren 

galantamin (Gaudig ve ark., 2011) ve inden ve piperidin içeren donepezil (Akasofu ve 

ark., 2018) içermektedir. Takrin, önemli bir hasta yüzdesinde hepatotoksisite gibi ciddi 

yan etkiler nedeniyle piyasadan çıkarılmıştır (Gregson ve ark., 2019), donepezil, 

rivastigmin ve galantamin ise AD semptomlarının tedavisi için kullanılan ilaçlardır 

(Pesaresi ve ark., 2022). Ancak, bu ilaçların etkileri geçicidir ve tam iyileşme 

sağlamamaktadır (Ullah ve ark., 2023). Ayrıca, bu ilaçların ciddi yan etkileri arasında 

hepatotoksisite ve gastrointestinal rahatsızlık bulunmaktadır (Ullah ve ark., 2023). 

Birçok çalışmada, Alzheimer hastalarının beyinlerinde AChE aktivitesinin değişmediği 

veya azaldığı, BChE aktivitesinin ve BChE/AChE oranının ise giderek arttığı 

gözlemlenmiştir (Ullah ve ark., 2023). Son çalışmalar, belirli BChE inhibitörlerinin 

yaşlı farelerin bilişsel performansını ve transgenik farelerde AD’nin diğer patolojik 

belirteçlerini iyileştirdiğini göstermiştir (Greig ve ark., 2001). Bu nedenle, AD tedavisi 

için sadece AChE inhibitörlerinin değil, aynı zamanda belirli BChE inhibitörlerinin 

geliştirilmesi giderek artan bir ilgi konusu haline gelmiştir. 

İlaç yeniden konumlandırma çalışmaları birçok bilim insanının odak noktası haline 

gelmiştir. Bu bağlamda, birçok çalışma devam etmektedir. Örneğin, çalışmamızda 
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kullandığımız antibiyotik grubu ilaçlar arasında yer alan seknidazolun birçok türeviden 

sentezlenmiş ve çeşitli aktiviteleri birçok çalışma tarafından belirlenmiştir. Yeni 

sentezlenen Seknidazol metal komplekslerinin antimikrobiyal ve antikanser aktiviteleri 

belirlenmiştir (Yong ve ark., 2016). Yeni sentezlenen Seknidazol Karbamatlarının 

antiprotozoal aktiviteleri belirlenmiştir (Qin ve ark., 2014). 

Literatürde, kanser, diyabet, depresyon, kalp ve epilepsi gibi farklı hastalıklar için 

gösterilen çeşitli ilaçların Alzheimer'ın çeşitli hedeflerine afinitesi olduğu bildirilmiştir 

(Rocha-Garduño ve ark., 2020; Gabr ve Abdel-Raziq, 2018). Kumar ve arkadaşları, 150 

antipsikotik ilacı BACE1 (beta-amyloid öncü protein kesme enzimi1), BChE, AChE, 

MAO (monoamin oksidaz) ve NMDA (N-metil-D-aspartat) hedefleri olarak ele alan bir 

doklama tabanlı yaklaşım kullanarak AD tedavisi için pimozid, bromperidol ve 

benperidol'ün iyi potansiyele sahip olduğunu rapor etmişlerdir (Zhao ve ark., 2017). Bir 

grup bilim insanı, antidiyabetik ilaçların AD’nin tedavisinde kullanımını 

değerlendirmek için çeşitli ön klinik ve klinik çalışmalar yapmıştır (Bautista-Aguilera 

ve ark., 2014; Żurek ve ark., 2013). 

Bu çalışmada, kapsamlı bir literatür araştırması yapıldı ve aktif  bileşikler (seknidazol) 

in silico yöntemlerle belirlendi. Daha sonra, bu bileşiklerin türevleri olan yeni bileşikler 

Prof. Dr. Öztekin ALGÜL ve Dr. Öğr. Üyesi Burak KUZU tarafından sentezlendi ve 

bunların AChE ve BChE aktivitesine karşı etkileri değerlendirildi. Ayrıca, inhibisyon 

çalışmalarını aydınlatmak için moleküler doklama çalışmaları Doç. Dr. Burçin 

TÜRKMENOĞLU tarafından yapıldı. 
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2.GENEL BİLGİLER 

2.1. Enzimler 

Canlı organizmalarda biyokimyasal reaksiyonların tümünü gerçekleştiren, yüzde yüz 

verimle ürün oluşturan biyokatalizörlerdir (Yang ve ark., 2012). Katalizörler, kimyasal 

tepkimeyi hızlandıran bileşiklerdir. Enzimler ise reaksiyonları yan ürün oluşturmadan 

ve değişikliğe uğramadan tepkimenin aktivasyon enerjisini düşürerek hızlandırırlar. 

Enzimlerin çoğu protein yapılıdır (katalitik RNA molekülleri hariç) ve molekül ağırlığı, 

12.000 ile 1.000.000 Da arasında değişmektedir. DNA tarafından kodlanırlar ve 

özgüldürler. Defalarca kullanılabilir ve tüketilemezler. Girmiş oldukları reaksiyonda 

oluşturdukları maddeye ürün, etki ettikleri maddeye ise substrat adı verilir. Substratlar 

enzimin aktif bölgesine non-kovalent (zayıf) bağlarla bağlanırlar bunun sonucunda 

enzim substrat kompleksi oluşur. Enzimlerde substrata karşı seçiciciliğin sebebi; protein 

yapısını oluşturan aminoasit zincirlerinin katlanarak kendine özgü dizilişleri ile üç 

boyutlu bir yapı oluşturmasıdır. Enzim substrat bağlanmasına ilişkin iki hipotez 

mevcuttur. Anahtar-kilit modeli, 1894 yılında Hermann Emil Fischer tarafından 

tanımlanmıştır (Şekil 2.1) (Mohan ve ark., 2014). Fakat sonrasında 1958 yılında Daniel 

E. Koshland daha açık haliyle İndüklenmiş Uyum Modelini öne sürmüştür.  

 

Şekil 2. 1. Anahtar Kilit Modeli 

 

Enzimin protein kısmına apoenzim (apoprotein), protein olmayan yardımcı kısımına ise 

kofaktör veya koenzim denmektedir. Yardımcı grup organik yapıda (NAD+, FAD+. 

Koenzim A) veya vitaminlerden oluşursa koenzim, metal iyonları (Mg+2, Fe+2, Zn+2 vb.) 

veya inorganik yapıda olursa kofaktör ismini alır (Şekil 2.2). Holoenzimler (kofaktörlü 

enzim) 
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reaksiyonların katalizlenmesinde önemli rol almaktadırlar, apoenzimler tek başına 

katalitik aktivite gösteremezler (Moini, 2019). 

 

Şekil 2. 2. Enzim Alt Birimleri 

Enzim aktivitesini etkileyen faktörler araslnda substrat konsantrasyonu, enzim 

konsantrasyonu, pH, iyonik şiddet, inhibitör ve aktivatör varllğl ile sıcaklIk buIunur. 

Proteinler, biy0lojik aktivitelerini belirli sıcakllk ve pH arallklarlnda gösterebilirler. Bu 

nedenle, bir proteinin saf halde bir hücre veya doku örneğinden izole edilmesi oldukça 

zor olabi1ir. Ancak, bugüne kadar birçok protein başarlyla saf hale getirilmiştir. 

Proteinlerin saflaştlrılmasl genellikle mo1eküler ağlrllk, çözünürlük, adsorpsiyon 

özellikleri ve elektriksel yük farklllıkları gibi prensipıere dayall olarak gerçekleştirilir. 

Spesifik Ligand esaslna dayall afinite kromatografisi, proteinlerin ayrllması için 

kullanllan yöntemlerden biridir. Bu teknik, saflaştlrllmak istenen molekülün, kolona 

kovalent olarak bağlanmlş bir komplementer bağlanma bileşiğine (ligand) spesifik ve 

tersinir bir şekilde bağland lğl bir tür adsorpsiyon kromatografisidir (Keha ve 

Küfrevioğ1u, 2007).  

Enzim inhibitörleri, enzimle birleşerek enzim-inhibitör kompleksi oluştururlar ve 

böylece enzimin kata1itik aktivitesini azaltarak veya tamamen inhibe ederek reaksiyon 

hlzlnı düşürürler. Bir inhibitör, enzim aktif bölgesine bağlanarak substrat ln bu bölgeye 

girmesini engelleyebilir. Bazl inhibitörler, aktif bölgeden farkll bir alana bağlanarak, 

substratln aktif bölgeye ulaşlmlnı etkileyen konformasyonel değişikliklere yol açabilir. 

Enzim inhibisyonu, geri dönüşümsüz veya geri dönüşümlü olarak meydana gelebilir 

(Tablo 2.1). Geri dönüşümsüz inhibitörler, enzime sıklca bağlanlr ve bu nedenle 

enzimden kolayca ayrllamazlar. Bu tür inhibitörler, enzimle kovalent veya kovalent 

olmayan bağlar kurabilirler. (Berg ve ark., 2014). Geri dönüşümlü enzim inhibisyonu 
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ise, enzim-inhibitör kompleksinden kolayca ayrılabilir. Üç tür geri dönüşümlü 

inhibisyon mevcuttur. Yarışmall tip inhibisyon (kompetitif), enzimin substrata 

bağlanmasıyla birlikte enzim-substrat (ES) veya enzim-inhibitör (EI) komp1ekslerini 

oluşturur, ancak enzim-substrat-inhibitör (ESI) komp1eksini oluşturmaz. Yarışmalı 

inhibitörler, enzimin aktif bölgesine substrata benzer şekilde bağlanarak substratın 

enzime bağlanmasını engellerler. Substrat konsantrasyonu yükseldiğinde, aktif bölgeye 

substratln bağlanma olasıllğl artabilir (Keha ve Küfrevioğlu, 2007). Yarışmasız (non-

kompetitif) inhibisyonlarda ise, inhibitör ES komp1eksine bağlanlr. Yarlşmaslz 

inhibitör, ES kompleksi oıuştuktan sonra bağlanma bölgesine yerleşir. Bu tür 

inhibisyonda substrat konsantrasyonunun değiştirilmesi inhibisyonu etkilemez çünkü 

substrat ve inhibitör, enzimin farkll bölgelerine bağlanlrlar. İnhibitör, serbest enzime 

olduğu gibi ES kompleksine de bağlanabilir (Berg ve ark., 2014). Yarl yarlşmall 

(unkompetitif) inhibisyonda ise, inhibitör sadece enzim-substrat kompleksine 

bağlanabilir, serbest enzime değil (Keha ve Küfrevioğlu, 2007). 

Tablo 2. 1. Enzim İnhibisyon Çeşitleri 

•        Dönüşümsüz İnhibisyon 

•        Dönüşüm1ü İnhibisyon 

          •        Yarlşmall (competitive) İnhibisyon  

          •        Yarlşmaslz (noncompetitive) İnhibisyon 

          •        Yarl yarlşmall (uncompetitive) İnhibisyon 

          •        Lineer Karlşlk Tip İnhibisyon 

•        Al1osterik İnhibisyon 

•        Feed-Back İnhibisyon 
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2.1.1. Enzimlerin Sınıflandırılması 

Enzimlerin çoğu, substrat adının sonuna "-az" eki eklenerek adlandırılır. 1961'de 

toplanan Enzim Komisyonu raporuna göre enzimler katalize ettikleri reaksiyonlara göre 

altı ana grupta sınıflandırılmıştır (Clifford, 1984): 

i. Oksidoredüktazlar, oksidasyon-indirgeme reaksiyonlarını katalize ederek H+, O-2 ve 

bir substrattan diğerine transfer sağlar. Dehidrogenezlar, oksidazlar, redüktazlar, 

peroksidazlar, monooksijenazlar ve katalaz bu grupta yer almaktadır. 

ii. Transferazlar, fonksiyonel grupların transferini katalize eder (örneğin, amino ve 

fosfat grupları). Kinazlar, transaldolazlar, alanin transferaz, tranketolazlar, hekzokinaz 

ve glukokinaz bu grupta yer almaktadır. 

iii. Hidrolazlar, hidroliz reaksiyonlarını katalize eder. Proteo1itik enzimlerin tamaml, 

esteraz1ar, lipaz1ar, nükleaz1ar, fosfataz1ar bu grupta yer almaktad lr.  

iv. Liyazlar, bir grubun çift bağ üzerinden eklenmesini katalize eder. Hidratasyon ve 

dehidratasyon reaksiyonlarlnı katalize eden enzimler bu gruptand lr. Karbonik anhidraz 

enzim ailesi bu gurubun üyesidir. 

v. İzomerazlar, bir molekül içindeki yeniden düzenleme reaksiyonlarını katalize eder. 

Rasemazlar, mutazlar, epimerazlar bu grupta yer almaktadır. 

vi. Ligazlar (sentetazlar), pirofosfat bağının hidrolizi ile birleştirilmiş iki molekül 

arasındaki bağ oluşumunu katalize eder. Sentetazlar, karboksilazlar ve piruvat 

karboksilaz bu grupta yer almaktadır. 

2.2. Kolinesterazlar 

Kolinesterazlar, 1914 yılında Henry Dale tarafından keşfedilen ve 1930'lardan bu yana 

yoğun bir şekilde araştırılan serin hidrolaz sınıfı enzimlerdir. 1959'ların başından 

itibaren, aktif bölgedeki reaktif serinin ve aminoasit diziliminin belirlenebildiği 

bilinmektedir. 1987'de Lockridge taraf lndan insan BChE'nin tam dizisi eksiksiz olarak 

be1irlenmiştir (Massoulie ve ark., 1993). Asetilkolin ve bütirilkoline olan substrat 

seçicilikleri nedeniyle, kolinesterazlar iki gruba ayrıllr. AChE, gerçek kolinesteraz 
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olarak adlandırılırken; BChE, serum kolinesterazl, psödokolinesteraz veya nonspesifik 

kolinesteraz o1arak bilinir. AChE ve BChE arasındaki önemli bir fark da yüksek 

substrat konsantrasyonlarlnda AChE'nin inhibe olma eğilimiyle BChE'nin aktive olma 

eğilimidir.  AChE, özellikle 1,5-bis (4-allildimetilaminopropi1pentan-3-on-dibromür) 

ile inhibe olurken; BChE'nin inhibisyonu ise 10-(2-dieti1aminopropil)-fenotiyazid 

(etopropazin) ve tetraizopropi1 pirofosforamid (iso-OMPA) ile gerçekleşir. 

2.2.1. AChE Enzimi  

AChE veya Asetilhidrolaz, asetilkolinin (ACh) asetat ve koline hidrolizini katalizleyen 

bir enzimdir. Nörotransmitter olarak görev yapan ACh'in parçalanmasını sağlayarak 

işlev görür. Bu enzim, hidrolaz sınıfına ve karboksilesteraz ailesine aittir. AChE'nin 

yüksek bir aktivitesi vard lr ve saniyede yaklaşık olarak 25.000 ACh molekülünü 

parçalayabilir (Şekil 2.3). AChE, genellikle karaciğerde sentezlenir. 

Enzimin aktif bölgesi, iki alt birimden oluşur; biri katyonik, diğeri ise anyonik 

yapldadır. AChE'nin yaplsl ve reaksiyon mekanizmasl, enzimin kristal yaplsı ile detayll 

bir şekilde açıklanmlştır (Sussman, 1991). 

 

  

 

 

AChE’nin Fizyolojik Önemi 

Asetilkolin günümüzde Alzheimer ve Parkinson hastalıklarının teşhisinde ve 

tedavisinde önemli bir rol oynamaktadır.  (Zubenko ve ark., 1986). Kolinerjik ileti 

sırasında nörotransmitter olarak görev yapan asetilkolin, sinirsel uyarlları sinir 

sistemince ileterek, bu uyarıların kaslara veya ilişkili dokulara ulaşmasını sağlar. AChE 

inhibisyonu, AD, miyastenia gravis gibi hastallklarda sinaptik arallktaki ACh 

seviyelerini artırmak amacıyla tedavi olarak kullanılmasının yanı sıra, kimyasal sinir 

gazlarının üretiminde de öldürücü asetilkolinerjik uyarım oluşturmak için de 

kullanılmaktadır. (Singh ve ark., 2013). Kolinerjik sinirlerle uyarılmayan dokularda da 

Şekil 2. 3. Asetilkolinin Yapısı 
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AChE enziminin varlığı, enzimin kolinerjik olmayan etkilere sahip olduğunu 

açıklamaktadır. AChE’nin vücuttaki diğer önemli işlevleri şunlardır (Singh ve ark., 

2013):  

- Nörogenez 

- Hücre Adezyonu 

- Sinaptogenez (Sinaps Oluşumu) 

- Dopamin Nöronların Aktivasyonu 

- Sinir Hücresi Rejenerasyonu 

- Apoptozun Düzenlenmesi 

- Hematopoez 

- Lenfosit Aktivasyonu 

AChE’nin Biyolojik Fonksiyonu 

Nörotransmisyon sıraslnda, ACh sinir hücrelerinden sinaptik boşluğa sallnır ve 

sonrasında post-sinaptik membrandaki ACh reseptör1erine bağlanarak bir sinya1 

oluşturur. Bu süreçle iletim gerçekleşir. Aynı şekilde, postsinaptik membranda bulunan 

AChE enzimi, asetilkolini parçalayarak sinyal iletimini sonlandırır. Kolin, önceki 

sinaptik sinir hücresi tarafından tekrar alınır ve kolin asetiltransferaz enzimi vasıtasıyla 

asetil-CoA ile birleşerek yeniden asetilkolin sentezlenir (Şekil 2.4). 

 

Şekil 2. 4. AChE’nin Biyolojik Rolü 
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AChE’nin Aktivitesi 

AD, merkezi kolinerjik fonksiyonun yaygln kaybl ile tanımlanan ilerleyici bir 

nörodejeneratif bozukluktur. Bu hastallğın tek bilinen semptomatik tedavisi, 

kolinesteraz inhibitörlerinin kullanllmasıdır; bu, kolinerjik aktiviteyi art lrmayı amaçlar. 

Normal bir beyinde, AChE baskln bir rol oynarken, BChE beyin aseti1kolin seviyelerini 

düzenlemedeki rolü daha sınırlldır. Ancak, AD olan bireylerde BChE aktivitesi artarken, 

AChE aktivitesi sabit kalır veya azalır. Bu bulgular, bellek işleme ve depolama 

süreçlerinde kolinerjik nörotransmisyonun önemli rolüyle birlikte, asetilkolin etkisini 

artırarak Alzheimer semptomlarını azaltma hipotezine yol açmıştır. Alzheimer'in nedeni 

ve tam patogenezi belirsiz olduğundan, bu hipotezin, bilişsel işlevleri iyileştirmesi 

umudu ile, Alzheimer'in semptomatik tedavisinde merkezi kolinerjik fonksiyonu 

güçlendirmeyi amaçlayan bir mantık oluşturmuştur. 

Bu bağlamda, kolinesteraz inhibitörlerinin kullanımıyla değişen AChE aktivitesinin 

hastalığın seyriyle ilişkili olduğu düşünülmüştür.  

AChE İnhibitörleri 

AChE inhibitörleri, asetilkolinin parçalanmasını önleyerek nörotransmitterin 

konsantrasyonunu artırır ve etki süresini uzatır. Bu inhibitörler genellikle geri 

dönüşümlü, yarı geri dönüşüm1ü ve geri dönüşümsüz olarak sınıflandırılır. Yarlşmall ve 

yarlşmasız geri dönüşüm1ü inhibitörler esas olarak tedavi odaklı kullanılırken, yarı-geri 

dönüşüm1ü ve geri dönüşümsüz inhibitörler genelde kimyasal silahlar ve pestisitlerin 

üretiminde tercih edilir. 

Tedavi amacıyla kullanılan inhibitörler arasında karbamatlar, fizostigmin, neostigmin, 

pyridostigmine, ambenonium, demekaryum, rivastigmin, fenantren türev1eri, 

ga1antamin, kafein (yarışmasız), piperidin1er, donepezi1, takrin (tetrahidroaminokridin, 

THA), edrofonyum, Huperzin A, ladostigil ve ungeremine örnek verilebilir (Zilbeyaz ve 

ark., 2018). Kimyasal silahlar ve pestisitlerin üretiminde kullanılan inhibitörlere ise 

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

malathion, soman, galantamin, cadusafos, klorprifos, pinmicarb, oxamyl, siklosarin, 

diklorvos, dimethoat, tabun, parathion, aldicarb, bendiocarb, phenmedipham, bufencarb, 

pirimicarb, huperzine A, karbaril, karbendazim, propoxur, karbetamit, karbofuran, 
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karbosulfan, chlorbufam, chlorpropham, formetanate, methiocarb, methomyl, propham, 

onchidal ve kumarin1er örnek olarak gösterilebilir örnek olarak gösterilebilir (Pohanka, 

2011). Tıbbi bakımdan bu inhibitörler, glaukom ve myastenia gravis gibi hastalıkların 

tedavisinde ve antiko1inerjik zehirlenmeye karşl antidot olarak, non-depolarize kas 

gevşeticilerin etkisini tersine döndürmek amacıyla, Alzheimer gibi nöropsikiyatrik 

belirtileri olan hastalıkların tedavisinde, özellikle de tepkisizlik durumlarında 

kullanılırlar. Ayrıca Lewy Body Dementia ve Parkinson Hastalıklarlnın tedavisinde de 

etkili olabilirler. Normal şartlarda, beyinde AChE baskınken, BChE’nin beyindeki 

asetilkolin seviyelerini düzenlemede sınırlı bir rolü olduğu düşünülür. Ancak, AD olan 

bireylerde BChE aktivitesi giderek artarken, AChE aktivitesi değişmeden kalır veya 

azalır (Pohanka, 2011). 

2.2.2. BChE Enzimi 

BChE, AChE'nin fonksiyonel ve yapısal bir türevidir. Çeşitli dokularda (beyin, akciğer, 

karaciğer, ka1p, böbrek, kaslar) ve vücut sıvılarında (serum, ter, beyin-omurilik sıvısı, 

plevra gibi) yaygln olarak bulunur. İnsan barsak epitel hücrelerinde de kolinesteraz 

aktivitesi tespit edilmiştir. BChE'nin kesin fizyolojik işlevi henüz tam olarak 

anlaşllamamıştır; ancak, BChE'nin ksenobiyotiklerin ester veya karbamat kıslmlarını 

aylrdığı ve insan plazmaslndaki önemli bir detoksifikasyon ajanı olduğu belirlenmiştir. 

İlerlemiş AD’de, beyindeki AChE seviyelerinin normalin %55-67'sine kadar azaldığı, 

BChE seviyelerinin ise normalin %120'sine kadar arttığı gözlemlenmiştir. Bu bulgular, 

BChE'nin AD’nin ileri evrelerinde ACh hidrolizi için AChE'nin yerini aldığlnı ve kritik 

bir fonksiyon oynadığını düşündürmektedir.  

BChE, ACh'nin hidrolizine ilave olarak, enzimatik olmayan fonksiyonlara da sahiptir. 

Son zamanlarda, organofosfat yapldaki sinir gazlarl ve kokain gibi esterlerin klsmi 

hidrolizini gerçekleştirebilmesi nedeniyle, bu bileşiklerle olan zehirlenmelerde normal 

ve mutant BChE'nin terapötik olarak kullanlmıyla ilgili çalışmalar artmıştır. BChE, 

AChE enzimi gibi üç farkll katalitik bö1geye sahiptir, bunlar; esteraz, aril asilamidaz ve 

peptidaz (proteaz) aktivitesi gösteren bölgelerdir. BChE enzimi, organofosfat ve 

karbamat yapılarındaki molekülleri dolaşımda hidroliz eden, AChE'a ulaşmasını 

engelleyerek etki gösteren inhibitörler olarak bilinen bileşiklerdir. AChE eksikliği 

durumunda, kolinerjik sinir iletiminin kontrolü sıraslnda, süksinilkolinin                    
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hidrolizi, aspirin, eroin ve amitriptilin gibi bazl ilaçlarln metabolizmasl ve bambuterolün 

aktive edilmesi gibi reaksiyonlar BChE taraf lndan katalizlenir. Bu nedenle, BChE çok 

sayıda molekülü arındıran bir enzim olarak kabul edilir (Massoulie ve ark., 1993). 

Örneğin, insanlar için kas gevşetici olan süksinilkolinin parçalanma reaksiyonunun 

gerçekleşmemesinden ötürü anestezi altlnda kalma süresinin uzaması, BChE enziminin 

aktivitesinin düşüklüğünden kaynaklıdır (Zivkovic ve ark., 2018). 

BChE’nin Moleküler Yapısı 

İnsan BChE, 85 kilodalton ağlrlığlnda ve 574 aminoasitten meydana ge1en bir 

glikoproteindir. BChE'nin çeşitli mo1eküler formları tanlmlanmıştır; bunlar, çözünebilir 

monomer (G1), dimer (G2) ve tetramer (G4) g1obüler yapllarl içermektedir. İki 

monomer araslndaki disülfid bağlarl, dimerik (G2) yaplyl oluştururken, hidrofobik 

etkileşimlerle bir araya gelen iki dimer, tetramer (G4) yaplslnı meydana getirir. Bu üç 

moleküler form (G1, G2 ve G4), BChE'nin simetrik, hidrofilik ve çözünebilir globüler 

formlarldır. Ancak, globüler BChE, aynl zamanda bir protein bağlaylcı ile membrana 

bağll tetramerleri (G4) içeren, çözünebilir, asimetrik ve membrana bağll formlarda da 

bulunabilir. BChE'nin membrana bağlanmaslnı sağlayan bir protein olan PRIMA 

(proline-rich membrane anchor), katalitik alt birimlerin oligomerizasyonunu 

kolaylaştlrır. Ek olarak, kollajen bir bağlayıclya bağlanarak, katalitik alt birimlerin 

tetramerlerini içeren, asimetrik kollajen-kuyruklu BChE formlarl mevcuttur. Kollajen-

kuyruklu formdaki tetramer A4, iki tetramer A8 formunu ve bu tetramerlerin üç tanesi 

A12 formunu oluşturur. Bu heteromerik multimerler içinde BChE'yi toplayan kollajen 

Q, ekstraselüler matrikste bu yaplların bir araya gelmesini sağlar (Şekil 2.5) (Darvesh ve 

Hopkins, 2003).  

 

Şekil 2. 5. BChE’nin Moleküler Formları 
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BChE’nin Fizyolojik Önemi  

AD’de BChE’nin rolü ve bu enzimin AD patofizyolojisindeki fizyolojik önemi 

incelendiğinde, BChE’nin hastalıkta kritik bir rol oynadığı ve bu durumun hastalığın 

mekanizmalarını anlamak ve tedavi yöntemleri geliştirmek açısından önemli olduğu 

ortaya çıkmıştır. BChE’nin aktivitesindeki artışın AD’deki beyin dokusunda 

gözlemlendiği ve bu artışın hastalıkla ilişkili klinik semptomlarla bağlantılı olduğu ve 

hastalığın ilerlemesinde önemli bir rol oynadığı vurgulanmaktadır. BChE’nin beyindeki 

artan aktivitesinin, sinir iletimini düzenleyen temel mekanizmalardan biri olduğu ve 

AD’nin sinir hücrelerindeki dejenerasyonunu tetiklediği görülmüştür.  

Bu bulgular, BChE’nin AD patofizyolojisindeki rolünün anlaşılmasına önemli bir katkı 

sağlamaktadır. Ayrıca, BChE’nin hedef alınmasıyla ilgili yapılan araştırmaların, 

hastalığın tedavisi ve yönetimi için yeni yaklaşımların geliştirilmesine yol açabileceği 

öne sürülmektedir (Darvesh ve ark., 2008).  

BChE’nin Enzimatik Özellikleri 

BChE, her monomerde yaklaşlk 20 angstrom derinliğinde ve yaklaşlk 55 amino asit 

birimiyle çevrelenmiş dar bir oluk içeren bir aktif bölgeye sahiptir (Şekil 2.6.) (Darvesh 

ve ark., 2003). 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2. 6. BChE’nin Enzimatik Olarak Aktif Bölgesi 

Ser226 (S), His466 (H), Glu353 (E), Lys286 ve Val288 içeren asil cebi (A), Trp82 (W), Asp70 
(D) ve Tyr332 (Y)  
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BChE'nin yapı ve işlevi, AChE ile yakından ilişkilidir. AChE'nin ve BChE'nin aktif 

bölge olukları araslnda yaplsal benzerlikler bulunmaktad lr. Bununla birlikte, AChE'nin 

aktif merkez oluğunu sınlrlayan on dört aromatik amino asit birimi, BChE'de alt l alifatik 

amino asit birimiyle değiştirilmiştir. Bu durum, BChE'nin aktif merkez oluk hacminin 

(500 Å3), AChE'ninkinden yaklaşık 200 Å3 daha büyük olmaslna yol açar böylece iki 

enzimin substrat seçicilikleri ve farklı inhibitörlere olan seçici duyarlılıkları üzerinde 

etkili olabilir. BChE'ye spesifik inhibitör1er, AChE'ye spesifik inhibitörlerden çok daha 

geniş moleküler yaplya sahiptir (Saxena ve ark., 1997). 

BChE’nin Aktivitesi 

Serumdaki BChE aktivitesinin belirlenmesi, çeşitli klinik kimya alanlarında önemli bir 

araştırma konusudur. Yapılan çalışmalar, yüksek serum BChE aktivitesi ile obezite, 

insülin direnci, metabolik sendrom, hiperlipidemi, koroner arter hastalığı, hipertansiyon 

ve diyabetes mellitus arasında bir ilişki olduğunu ortaya koymuştur. Özellikle, 

BChE'nin grelini inaktive ettiği gösterilmiştir (Jońca ve ark., 2015). Ayrıca, BChE 

enzim aktivitesinin septik hastalarda belirgin şekilde azaldığı ve ölçülen BChE 

aktivitesinin septik hastaların sonucunu tahmin etmede önemli bir belirteç olabileceği 

gösterilmiştir. Bu bulgular, sepsisin erken teşhisinde BChE enzim aktivitesinin 

kullanılabileceğini desteklemektedir (Zivkovic ve ark., 2018).  

Organofosfat pestisit veya sinir ajanına maruz kalan bireylerde, genellikle insan 

kanındaki AChE veya BChE aktivitelerinde azalma gözlemlenir. Bu nedenle, pestisit 

maruziyeti durumunda klinik zehirlenme belirtileri olmaksızın BChE aktivitesinin 

azalabileceği gözlenmiştir (Lockridge ve Masson, 2000). BChE aktivitesi ile LDL 

kolesterol ve total kolesterol seviyeleri arasında bir ilişki olduğu öne sürülmüştür. 

Ayrıca, BChE'ın VLDL kolesterolün LDL kolesterole dönüşümünde etkili olduğu 

düşünülmektedir (Kutty ve ark., 1975). Yüksek BChE aktivitesi, anormal lipit 

metabolizması ile ilişkilendirilmiştir. Örneğin, diyabetik ve sağlıklı sıçanlar üzerinde 

yapılan bir çalışmada, BChE inhibitörü olan iso-ompa (tetraizopropil pirofosforamid) 

uygulandıktan sonra BChE aktivitesindeki azalmaya paralel olarak serum trigliserit, 

LDL ko1esterol ve gliserol seviyelerinde belirgin bir düşüş tespit edilmiştir (Annapurna 

ve ark., 1991). Ayrıca, diklorvos (DDVP) gibi organofosfatlar uygulanan tavşanlarda 
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serum BChE aktivitesindeki azalmanın yanı sıra LDL kolesterol düzeylerinde de bir 

azalma gözlenmiştir.  

Anksiyete tedavi öncesi ve sonrasındaki serum BChE aktivitesinin değerlendirilmesi, 

tedavi sonrasında BChE aktivitesinde belirgin bir artış olduğunu göstermektedir. Tüm 

bu bulgular, BChE enzim aktivitesinin birçok biyolojik fonksiyon için önemli bir 

belirteç olabileceğini göstermektedir (Ağırgöl ve ark., 2008). 

BChE’nin İnhibitörleri 

Kolinesteraz inhibitörleri, kolinesteraz adı verilen enzimlerin hidrolitik aktivitesini 

engelleyen bir grup kimyasal bileşikleri içerir. Bu inhibitörler, AChE ve BChE için 

farklılık gösteren seçicilik, inhibisyon mekanizması ve tersinirlik özellikleri sergiler. 

Kolinesterazların inhibisyonu, Alzheimer gibi hastalıkların tedavisi için kullanılan 

ilaçların, insektisit olarak kullanılan nörotoksinlerin ve kimyasal savaş için kullanılan 

sinir gazlarının ana etkisidir. Kolinesteraz inhibitörleri, kolinesterazların aktivitesini 

geri dönüşümlü veya geri dönüşümsüz şekilde inhibe ederek nöronal ve nöromüsküler 

iletim için mevcut olan asetilkolin miktarını arttırır. Bu farmakolojik etki, Alzheimer 

gibi nörodejeneratif hastalıklar da dahil olmak üzere çeşitli hastalıklarda önemli bir rol 

oynar (Gauthier, 2001).  

Kolinesteraz inhibitörleri, AD’nin tedavisinde onaylanmış tek ilaçtır. AChE ve BChE 

inhibitörleri, merkezi, periferik veya her ikisinde birden kolinerjik krizlere neden 

olabilen nörotoksik bileşiklerdir. Bu bileşiklerin bir kısmı, AD ve myastenia gravis'in 

tedavisi için geliştirilen ilaçlar olarak da kullanılmıştır. Bunların esas amacı, beyindeki 

asetilkolin reseptörlerinde asetilkolin seviyelerinin artırılmasıyla bilişsel işlevin 

iyileştirilmesine dayanır (Ofek ve Soreq, 2013).  

Organofosfor bileşikleri, nöronal iletimi etkileyen ve AChE ile BChE'yi etkisiz hale 

getiren güçlü inhibitörlerdir. Bu tür bileşikler, sinir ajanları olarak kullanılan son derece 

toksik maddeler içerir, örneğin sarin, soman ve tabun gibi. Ayrıca, önceden böcek ilacı 

olarak kullanılan paraokson, paration, malaokson ve malatiyon gibi bileşikler de 

organofosfor grubuna girer. Bu kimyasallar, kolinesteraz enzimlerini geri dönüşümsüz 
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şekilde inhibe ederek sinir iletimini bozar ve ciddi sağlık sorunlarına yol açabilirler 

(Ahmed ve ark., 2007).  

Organofosfor inhibitörleri genellikle yüksek toksisiteye sahiptir ve kimyasal savaşta 

veya böcek ilacı olarak kullanılırlar. Bu bileşiklerin farmakolojik önemi genellikle 

sınırlıdır. Metrifonat (triklorfon), AD’nin tedavisi için bir seçenek olarak 

düşünülmüştür, ancak yan etkileri nedeniyle geri çekilmiştir. Organofosfor bileşikleri 

genellikle hem AChE'yi hem de BChE'yi inhibe ederken, tetraizopropil pirofosforamid 

olarak da bilinen izo-OMPA, yalnızca BChE'yi inhibe eder çünkü AChE'nin aktif 

bölgesine nüfuz etmez (Oropesa ve ark., 2013). 
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3. MATERYAL ve METOT 

 3.1. Materya1  

3.1.1. Kimyasal maddeler 

Sentez ve enzim inhibisyon çalışmalarında kullanllan kimyasal maddeler ve reaktifler 

Sigma (Almanya) ve Aldrich (ABD) firmalarından temin edilmiştir. Ayrıca, AChE 

(CAS no. 9000-81-1) ve BChE (CAS no. 9001-08-5) Sigma-Aldrich firmasından temin 

edilmiştir. Bileşikler Prof. Dr. Öztekin ALGÜL ve Dr. Öğr. Üyesi Burak KUZU 

tarafından sentezlenmiştir (Şekil 3.1). 

Şekil 3. 1. Kolinesterazlar İçin Sentezlenmiş Bileşikler 

3.1.2. Kullanllan Çözeltiler 

1M Tris/HCl - 5mM EDTA (pH:8,0 (tampon) Çözeltisi 

30,27 g tris ve 0,370 g EDTA allnarak 200 mL disti1e suda çözü1dü. HCI çöze1tisi ile 

pH 8’e ayarland l. Sonrasında toplam hacim distile su ile 250 mL'ye tamamland l. 
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10 mM Asetil Tiyokolin İyodat Çözeltisi 

0.145 g asetil tiyokolin iyodat bir miktar distile suda çözündü. Daha sonra top1am 

hacim distile su ile 50 mL'ye tamamlandı. 

10 mM Bütiril Tiyokolin İyodat Çözeltisi 

0.159 g bütiril tiyokolin iyodat bir miktar distile suda çözü1dü. Daha sonra toplam 

hacim destile su ile 50 mL'ye tamamland l. 

%1 lik sodyum sitrat – 0.5 mM DTNB çözeltisi 

0.5 g sodyum sitrat ile 0.01 g DTNB (Ellman'ın Reaktifi) (5,5-ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik 

asit) alınarak bir miktar distile suda çözüldü. Daha sonra toplam hacim distile su ile 50 

mL'ye tamamlandı. 

DTNB: Kolinesteraz aktivitesinin belirlenmesinde kullanılan bir bileşiktir. Özellikle, 

AChE ve BChE gibi enzimatik aktivitelerin ölçümünde yaygın olarak kullanılır. DTNB, 

kolinesteraz aktivitesini ölçmek için kullanılan bir substrat olan tiyoilkolin üretmek için 

kullanılır. Bu reaksiyon sırasında, DTNB'nin tiyo grubu serbest kalır ve 5-tio-2-

nitrobenzoik asit (TNB) adı verilen bir ürün oluşur. Bu reaksiyon, kolinesteraz 

aktivitesinin bir ölçüsü olarak kullanılır çünkü kolinesteraz substratı hidroliz ettiğinde 

tiyoilkolin ve asetik asit gibi ürünler meydana getirir. Dolayısıyla, TNB'nin miktarı, 

kolinesteraz aktivitesinin miktarını yansıtır. Bu nedenle, DTNB, kolinesteraz 

aktivitesini ölçmek için yaygın olarak kullanılan bir reaktiftir. 

Asetilkolin iyodat (ATCI), kolinesteraz aktivitesini ölçmek için kullanılan bir bileşiktir. 

Bu kimyasal, asetilkolinin bir türevidir ve kolinesteraz enzimi tarafından hidrolize 

edilerek asetilkolin ve tiyokolin oluşturur. Bu hidroliz reaksiyonu sonucunda meydana 

gelen tiyokolindeki renk değişimi ölçülebilir ve kolinesteraz aktivitesini yansıtır. Bu 

nedenle, biyokimya ve farmakoloji alanlarında araştırmalarda ve tıbbi tanımlamalarda 

kullanılan yaygın bir reaktiftir. 

Bütiriltiyokolin iyodat (BTİ), kolinesteraz aktivitesini ölçmek için kullanılan önemli bir 

bileşiktir. Bu kimyasal, asetilkolinin türevlerinden biridir ve kolinesteraz enzimi 

tarafından hidrolize edilerek asetilkolin ve tio-bütanol oluşturur. Bu hidroliz reaksiyonu 



19 
 

sırasında ortaya çıkan tio-bütanoldeki renk değişimi ölçülerek kolinesteraz aktivitesi 

belirlenebilir. BTİ, biyokimya ve farmakoloji alanlarında araştırmalarda ve tıbbi 

tanımlamalarda yaygın olarak kullanılan önemli bir reaktiftir. 

3.2. Metot 

3.2.1. Aktivite Tayini 

AChE ve BChE, sırasıyla asetiltiyokolin ve bütiriltiyokolini tiyokoline hidroliz eder. 

Tiyokolinin oluşum hlzı, 5-tiyo-2-nitrobenzoik asidin sarı rengi üreten 5,5'-ditiyobis (2-

nitrobenzoik asit) (DTNB) ile reaksiyonu sonucu belirlenir ve bu reaksiyon 412 nm 

dalga boyunda ölçülür (Ellman ve ark., 1951).   

Tablo 3. 1. Kolinesteraz Enzimlerinin Aktivite Tayin Yönteminde Kullanılan Küvet 

İçeriği ve Madde Miktarları 

Stok Aktivite Çöze1tileri Kontrol Küveti Numune Küveti 

Tris-HCl 100 100 

DTNB 50 50 

Distile Su 795 Değişken 

Enzim 5 5 

İnhibitör 0 Değişken 

                                      Karışım 37°C'de 5 dakika inkübe edilir. 

Asetilkolin iyodat/Bütirilkolin iyodat 50 50 

 

 

EU/ml: 1 mL’deki enzim ünitesi 

∆OD: Bir dakikadaki absorbans değişimi  

ε: DTNB’nin mo1ar ekstinksiyon katsaylsı (13.6 M-1cm-1)  

VT: Ölçümün yaplldığı toplam küvet hacmi (mL)  

VE: Ölçümün yapıldığı küvete ilave edilen enzim numunesinin hacmi (mL) 

f: Seyreltme katsayısı 

Absorbans artışı 412 nm’de beş dakikalık süre ile ölçülmüş birer dakika aralıklarla 

sonuçlar kaydedilmiştir. 
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3.2.2. AChE ve BChE İle İlgili in vitro İnhibisyon Çalışmaları 

 Bu çalışmada kullanılan AChE (CAS no. 9000-81-1) ve BChE (CAS no. 9001-08-5) 

enzimleri Sigma-Aldrich'ten satın alınmıştır. Seknidazol türevlerinin (1a-h) AChE ve 

BChE aktiviteleri üzerindeki inhibitör etkileri, Ellman ve ark. tarafından belirtilen 

metodolojiyi takiben in vitro koşullarda IC50 ve Ki değerleri ile belirlenmiştir (Huang ve 

ark., 2011). IC50, enzim aktivitesini yarıya indiren inhibitör konsantrasyonunu ifade 

eder ve düşük bir IC50 değeri yüksek inhibisyon gücünü gösterir. (1a-h) bileşiklerinin 

IC50 değerlerini belirlemek amacıyla, her bir molekül için en az beş farkll 

konsantrasyonda AChE ve BChE aktiviteleri ölçülmüş ve aktivite yüzdesi 

hesaplanmıştır. Enzimlerin kontrol aktivitesi %100 olarak kabul edilmiştir. İnhibitör 

konsantrasyonlarına karşı % Aktivite, her bir molekül için çizilmiştir. Bu grafiklerden, 

her bir molekülün AChE ve BChE için IC50 değerleri belirlenmiştir. Ki değerlerinin 

hesaplanması için, test edilen bileşiklerin üç farklı konsantrasyonu ve altı farklı substrat 

(Asetil tiyokolin iyodür: ACh ve Butiril tiyokolin iyodür: BCh) konsantrasyonu 

kullanılarak Lineweaver–Burk grafikleri çizilmiştir. Çalışma ayrıca, en etkili 

bileşiklerin inhibitör grafiklerini içermekte olup, bunlar ayrı olarak çizilmiştir. AChE ve 

BChE enzimlerinin standart inhibitörü olan donepezil için de aynı prosedürler 

uygulanmış ve hem IC50 hem de Ki değerleri hesaplanmıştır. Enzim birimi, 5-

tiyobenzoik asidin 412 nm'de molar absorpsiyon katsayısı (13.600 M-1.cm-1) 

kullanılarak hesaplanmıştır (Ellman ve ark., 1961).  

3.2.3. In Silico Çalışmalar 

Fakültemiz öğretim üyelerinden Doç. Dr. Burçin TÜRKMENOĞLU tarafından yapılan 

bu çalışmada tüm hesaplamalı analizler (moleküler bağlanma, MM-GBSA ve ADMET 

tahmini gibi) Schrödinger 2021-2 programı ile gerçekleştirilmiştir (Shirinzadeh ve ark., 

2022). Moleküler bağlanma, Glide modülü ile uygulanmış, Prime MM-GBSA Prime 

modülü ile gerçekleştirilmiş ve ADMET tahmini QikProp modülü ile 

gerçekleştirilmiştir (Lineweaver ve Burk, 1934; Boztaş ve ark., 2019). Hesaplamalar, 

Schrödinger yazılımının Maestro sürüm 12.8 kullanıcı arayüzü kullanılarak yapılmıştır 

(Shirinzadeh ve ark., 2022). 
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Molekül Yerleştirme Süreçleri 

Ligand Hazırlama Adımı 

Seknidazol türevlerindeki her bir molekülün en düşük enerji durumu oluşturulmuş ve 

hesaplanmıştır. İyonlaşma durumu, Epik modülü tarafından pH değeri 7.4±0.0 olarak 

ayarlanarak hesaplanmıştır. Tüm bileşiklerin konformasyonunda OPLS4 kuvvet alanı 

kullanılmıştır. 

Protein Hazırlama Adımı 

İnsan asetilkolinesterazı ve butirilkolinesterazının kristal yapıları protein veritabanından 

elde edilmiştir. AChE ile ilişkili hedef PDB Kimlik Numarası 4EY7 olan enzim kristal 

yapısının çözünürlüğü Donepezil ile kompleks halinde 2.35 Å'dir. BChE ile ilişkili 

hedef PDB Kimlik Numarası 4BDS olan enzim kristal yapısının çözünürlüğü Tacrin ile 

kompleks halinde 2.10 Å'dir. Hedefin yapısı, Schrödinger paketinin 'protein hazırlama 

sihirbazı' kullanılarak hesaplanmıştır. İthalat ve işleme, gözden geçirme ve değiştirme 

ve rafinaj gibi adımları içerir. pH değeri, eksik kalıntıları ve yan zincirleri doldurmak 

için 7.4±0.0 olarak ayarlanmıştır. Kısıtlama minimizasyonu, OPLS3e kuvvet alanı 

kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

Reseptör Izgarası Oluşturma Adımı 

Bu adım, proteinin aktif bölgesi etrafında bir ızgara oluşturmak için kullanılmıştır ve bu 

ızgara, ko-kristalleşmiş koligand tarafından sınırlanmıştır. Tüm parametreler varsayılan 

olarak tutulmuş ve AChE için ızgara X, Y ve Z koordinatları sırasıyla -14.27, -43.95 ve 

27.98 olarak ayarlanmıştır. BChE için ızgara X, Y ve Z koordinatları sırasıyla 133.19, 

116.11 ve 40.922 olarak ayarlanmıştır. 

Moleküler Bağlanma Adımı 

Moleküler bağlanma çalışması boyunca Schrödinger 2021-2 paketinin Maestro 12.8 

sürümü kullanılmıştır. Glide modülü, moleküler bağlanma aracı olarak kullanılmıştır. 

Hazırlanan ligandlar, protein veritabanından elde edilen hazırlanan hedeflerle etkileşime 

girmiştir. Hazırlanan ligand 1h, in vitro incelenen AChE ve BChE ile aktif bağlanma 
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bölgesine bağlanma modları analizi için dock edilmiştir. Moleküler bağlanma için ek 

hassasiyet (XP) modlarına bağlanma parametre değerleri hesaplanmıştır. 

Moleküler Mekanik/Genelleştirilmiş Born Yüzey Alanı (MM/GBSA) Kullanarak 

Bağlanma Serbest Enerjisinin Hesaplanması 

Enzim ile bağlanmış ligand 1h arasındaki bağlanma serbest enerjisi, Maestro'nun Prime 

MM/GBSA arayüzü kullanılarak hesaplandı. Bu hesaplama, ligand bağlanma 

eğilimlerini belirlemek için yapılan MM/GBSA ΔGBind hesabıdır. Prime MM/GBSA 

arayüzünde kompleksin serbest bağlanma enerjisi hesaplanırken VSGB çözünme 

modeli ve OPLS4 kuvvet alanı kullanıldı. 

ADMET Tahmin Analizi 

Sentezlenen ligandların ve in vitro olarak AChE ve BChE enzimlerine karşı analiz 

edilen ligandların emilim, dağılım, metabolizma, atılım ve toksisite profillerini 

belirlemek için Schrödinger Maestro 12.8 QikProp arayüzü kullanıldı. ADMET analizi 

için % Oral Emilim, geçirgenlik (QPPCaco), tahmin edilen oktanol/su bölünme 

katsayısı (QPlogPo/w), kardiyotoksisite (QPlogHERG) ve beş kat Lipinski kuralı 

belirlendi. 
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4. BULGULAR 

Sentetik türevlerin inhibisyon etkisi, IC50 ve Ki değerleri ile değerlendirildi. Bu 

çalışmalar kapsamında, sekiz farklı bileşik 1a, 1b, 1c, 1d, 1e, 1f, 1g, 1h ve donepezil 

için elde edilen verilere dayanarak grafikler oluşturuldu. 

4.1. AChE Enzimi ile Yapılan Çalışma Bulguları  

Sentetik ve yapısal olarak doğrulanmış piridazin türevlerinin ticari olarak tedarik edilen 

AChE enzimi üzerindeki tesiri araştırıldı. Ölçümler, esteraz aktivite yöntemi 

kullanılarak 5 dakikalık aralıklarla ve 412 nm'de yapıldı. Sentetik türevlerin inhibitör 

etkisi IC50 ve Ki değerleri ile belirlendi. IC50 değerleri ve Ki sabitleri hesaplandı. 

İnhibisyon eğrisini çizmek için Aktivite (%) - [I] ölçümleri 5 farklı inhibitör 

konsantrasyonunda gerçekleştirildi. Ek olarak, Ki için 3 farklı inhibitör konsantrasyonu 

seçildi ve deneyler 6 farklı substrat konsantrasyonunda (0.08-0.12-0.16-0.20-0.24-0.28 

mM) yapıldı. IC50 ve Ki değerleri çizilen grafiklerden hesaplanarak Tablo 4.1.’de 

verilmiştir. 
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Şekil 4. 1. AChE Enzimi İçin 1a İnhibitörü ile Elde Edilen %Aktivite-Konsantrasyon 
Grafiği 

 

 

 
Şekil 4. 2. AChE Enzimi İçin 1a İnhibitörü Derişimi ve 6 Farklı Substrat Derişiminde 

Çizilen Lineweaver-Burk Grafiği 
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Şekil 4. 3. AChE Enzimi İçin 1b İnhibitörü ile Elde Edilen %Aktivite-Konsantrasyon 

Grafiği 

 

 

Şekil 4. 4. AChE Enzimi İçin 1b İnhibitörü Derişimi ve 6 Farklı Substrat Derişiminde 
Çizilen Lineweaver-Burk Grafiği 
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Şekil 4. 5. AChE Enzimi İçin 1c İnhibitörü ile Elde Edilen %Aktivite-Konsantrasyon 

Grafiği 

 

 

Şekil 4. 6. AChE Enzimi İçin 1c İnhibitörü Derişimi ve 6 Farklı Substrat Derişiminde 

Çizilen Lineweaver-Burk Grafiği 
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Şekil 4. 7. AChE Enzimi İçin 1d İnhibitörü ile Elde Edilen %Aktivite-Konsantrasyon 
Grafiği 

 

 

 

Şekil 4. 8. AChE Enzimi İçin 1d İnhibitörü Derişimi ve 6 Farklı Substrat Derişiminde 
Çizilen Lineweaver-Burk Grafiği 
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Şekil 4. 9. AChE Enzimi İçin 1e İnhibitörü ile Elde Edilen %Aktivite-Konsantrasyon 

Grafiği 

 

 

 

Şekil 4. 10. AChE Enzimi İçin 1e İnhibitörü Derişimi Ve 6 Farklı Substrat Derişiminde 
Çizilen Lineweaver-Burk Grafiği 
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Şekil 4. 11. AChE Enzimi İçin 1f İnhibitörü ile Elde Edilen %Aktivite-Konsantrasyon 

Grafiği 
 

 

 

Şekil 4. 12. AChE Enzimi İçin 1f İnhibitörü Derişimi ve 6 Farklı Substrat Derişiminde 
Çizilen Lineweaver-Burk Grafiği 
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Şekil 4. 13. AChE Enzimi İçin 1g İnhibitörü ile Elde Edilen %Aktivite-Konsantrasyon 

Grafiği 
 

 

 

Şekil 4. 14. AChE Enzimi İçin 1g İnhibitörü Derişimi ve 6 Farklı Substrat Derişiminde 

Çizilen Lineweaver-Burk Grafiği 
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Şekil 4. 15. AChE Enzimi İçin 1h İnhibitörü ile Elde Edilen %Aktivite-Konsantrasyon 
Grafiği 

 

 

 

Şekil 4. 16. AChE Enzimi İçin 1h İnhibitörü Derişimi ve 6 Farklı Substrat Derişiminde 

Çizilen Lineweaver-Burk Grafiği 
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Şekil 4. 17. AChE Enzimi İçin Donepezil ile Elde Edilen %Aktivite-Konsantrasyon 
Grafiği 

 

 

 

Şekil 4. 18. AChE Enzimi İçin Donepezil İnhibitörü Derişimi ve 6 Farklı Substrat 

Derişiminde Çizilen Lineweaver-Burk Grafiği 
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Tablo 4. 1. AChE Üzerinde İnhibitör Etkiye Sahip Bileşiklerin (1a-h) ve Donepezil 

İlacının IC50 Değerleri ve Ki Sabitleri 

Bileşikler 
AChE 

IC50 (nM) R2 Ki (nM) 

1a 0.234 0.9907 0.030±0.001 

1b 0.364 0.9935 0.079±0.025 

1c 0.075 0.9798 0.032±0.003 

1d 0.152 0.9808 0.025±0.010 

1e 0.221 0.9913 0.031±0.014 

1f 0.288 0.9880 0.053±0.007 

1g 0.216 0.9795 0.049±0.011 

1h 0.243 0.9818 0.024±0.009 

Donepezil 0.224 0.9997 0.021±0.005 

 

4.2. BChE Enzimi ile Yapılan Çalışma Bulguları 

Sentetik ve yapısal olarak doğrulanmış piridazin türevlerinin ticari olarak tedarik edilen 

BChE enzimi üzerindeki tesiri araştırıldı. Ölçümler, esteraz aktivite yöntemi 

kullanılarak 5 dakikalık aralıklarla ve 412 nm'de yapıldı. Sentetik türevlerin inhibitör 

etkisi IC50 ve Ki değerleri ile belirlendi. IC50 değerleri ve Ki sabitleri hesaplandı. 

İnhibisyon eğrisini çizmek için Aktivite (%) - [I] ölçümleri 5 farklı inhibitör 

konsantrasyonunda gerçekleştirildi. Ek olarak, K i için 3 farklı inhibitör konsantrasyonu 

seçildi ve deneyler 6 farklı substrat konsantrasyonunda (0.05-0.10-0.15-0.20-0.25-0.30 

mM) yapıldı. IC50 ve Ki değerleri BChE için çizilen grafiklerden hesaplanarak Tablo 

4.2.’ de verilmiştir. 

 

 



34 
 

 

Şekil 4. 19. BChE Enzimi İçin 1a İnhibitörü ile Elde Edilen %Aktivite-Konsantrasyon 

Grafiği 
 

 

 

Şekil 4. 20. BChE Enzimi İçin 1a İnhibitörü Derişimi ve 6 Farklı Substrat Derişiminde 
Çizilen Lineweaver-Burk Grafiği 
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Şekil 4. 21. BChE Enzimi İçin 1b İnhibitörü ile Elde Edilen %Aktivite-Konsantrasyon 

Grafiği 

 

 

 

Şekil 4. 22. BChE Enzimi İçin 1b İnhibitörü Derişimi ve 6 Farklı Substrat Derişiminde 

Çizilen Lineweaver-Burk Grafiği 
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Şekil 4. 23. BChE Enzimi İçin 1c İnhibitörü ile Elde Edilen %Aktivite-Konsantrasyon 
Grafiği 

 

 

Şekil 4. 24. BChE Enzimi İçin 1c İnhibitörü Derişimi ve 6 Farklı Substrat Derişiminde 
Çizilen Lineweaver-Burk Grafiği 
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Şekil 4. 25. BChE Enzimi İçin 1d İnhibitörü ile Elde Edilen %Aktivite-Konsantrasyon 

Grafiği 
 

 

 

Şekil 4. 26. BChE Enzimi İçin 1d İnhibitörü Derişimi ve 6 Farklı Substrat Derişiminde 
Çizilen Lineweaver-Burk Grafiği 
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Şekil 4. 27. BChE Enzimi İçin 1e İnhibitörü ile Elde Edilen %Aktivite-Konsantrasyon 
Grafiği 

 

 

 

Şekil 4. 28. BChE Enzimi İçin 1e İnhibitörü Derişimi ve 6 Farklı Substrat Derişiminde 
Çizilen Lineweaver-Burk Grafiği 
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Şekil 4. 29. BChE Enzimi İçin 1f İnhibitörü ile Elde Edilen %Aktivite-Konsantrasyon 

Grafiği 
 

 

 

 

Şekil 4. 30. BChE Enzimi İçin 1f İnhibitörü Derişimi ve 6 Farklı Substrat Derişiminde 

Çizilen Lineweaver-Burk Grafiği 
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Şekil 4. 31. BChE Enzimi İçin 1g İnhibitörü ile Elde Edilen %Aktivite-Konsantrasyon 
Grafiği 

 
 

 

Şekil 4. 32. BChE Enzimi İçin 1g İnhibitörü Derişimi ve 6 Farklı Substrat Derişiminde 

Çizilen Lineweaver-Burk Grafiği 
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Şekil 4. 33. BChE Enzimi İçin 1h İnhibitörü ile Elde Edilen %Aktivite-Konsantrasyon 
Grafiği 

 
 

 

Şekil 4. 34. BChE Enzimi İçin 1h İnhibitörü Derişimi ve 6 Farklı Substrat Derişiminde 

Çizilen Lineweaver-Burk Grafiği 
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Şekil 4. 35. BChE Enzimi İçin Donepezil ile Elde Edilen %Aktivite-Konsantrasyon 
Grafiği 

 

 

 

Şekil 4. 36. BChE Enzimi İçin Donepezil Derişimi ve 6 Farklı Substrat Derişiminde 
Çizilen Lineweaver-Burk grafiği 
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Tablo 4. 2. BChE Üzerinde İnhibitör Etkiye Sahip Bileşiklerin (1a-h) ve Donepezil 

İlacının IC50 Değerleri ve Ki Sabitleri 

Bileşikler 
BChE 

IC50 (nM) R2 Ki (nM) 

1a 2.475 0.9958 0.904±0.235 

1b 1.969 0.99503 0.787±0.141 

1c 0.327 0.9954 0.371±0.052 

1d 0.471 0.9533 0.137±0.024 

1e 2.094 0.9833 0.856±0.0123 

1f 1.593 0.9893 0.663±0.085 

1g 1.800 0.9841 0.633±0.221 

1h 0.569 0.9796 0.087±0.017 

Donepezil 0.312 0.9992 0.090±0.028 
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5. TARTIŞMA 

Ticari olarak bulunabilen seknidazol türevlerinin sentetik ve yapısal olarak onaylanmış 

etkileri, AChE ve BChE enzimleri üzerinde incelendi. Sentetik türevlerin inhibitör 

etkisi, IC50 ve Ki değerleriyle belirlendi. IC50 değerleri ve Ki sabitleri hesaplandı. Bu 

çalışmalar sonucunda; IC50 değerlerinin AChE için 0.075-0.364 nM ve BChE için 

0.327-2.475 nM aralığında olduğu belirlendi ve Ki değerlerinin AChE için 0.024 ± 

0.009 - 0.079 ± 0.025 nM ve BChE için 0.087 ± 0.017 - 0.904 ± 0.235 nM aralığında 

olduğu belirlendi. Bu sonuçlara göre, 1d ve 1h bileşiklerinin, sırasıyla 0.025 ± 0.010 ve 

0.024 ± 0.009 nM'lik Ki değerleri ile AChE üzerinde en iyi inhibitör etkiyi gösterdiği 

belirlendi. Benzer şekilde, 1d ve 1h bileşikleri BChE üzerinde sırasıyla 0.137 ± 0.024 

ve 0.087 ± 0.017 nM'lik Ki değerleri ile en iyi inhibitör etkiyi gösterdi. Birçok bileşik 

güçlü inhibitör etkiler gösterse de, 1d ve 1h hem AChE hem de BChE enzimlerinde en 

iyi inhibitör etkileri gösterdi.  

Yapılan çalışmalar sonucunda elde edilen verilerle çizilen grafikler 1h bileşiğinin, 

BChE için standart bileşik donepezil'den daha iyi bir inhibitör etki gösterdiğini 

kanıtlamıştır. İnhibisyon sonuçları Tablo 4.1. ve Tablo 4.2.'de özetlenmiştir. 

Moleküler docking yönteminde, in vitro deneysel aktiviteleri ölçmek için kullanılan 

Donepezil'in öncelikle hesaplamaları yapıldı. Ardından, her iki enzime (AChE ve 

BChE) karşı en iyi aktivite değerine sahip olan 1h’nin etkileşimleri Tablo 4.1. ve 

4.2.’de incelendi. Moleküler dockingde önemli bir bağlanma parametresi olan docking 

skor değeri dikkate alındığında, her iki enzimle elde edilen sonuçlar Tablo 5.1. ve Tablo 

5.2.'de sunulmuştur. 

İlk hedef olan AChE için Tablo 4.1.'de en iyi sonuçları veren bileşiğin 1h olduğu 

belirlendi. Benzer şekilde, in silico yaklaşımlarla elde edilen sonuçlarda, en iyi 

bağlanma parametre değerine sahip bileşiğin 1h olduğu tespit edildi. Tablo 5.1.’de, 

1h'nin docking skor değeri -6.807 kcal/mol olarak kaydedilmiştir. Ek olarak, 1h’nin 

4EY7 kristal yapısıyla etkileşime giren 2D etkileşim diyagramı Tablo 5.1.’de
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sunulmuştur. 1h, AChE hedefinin aktif bağlanma bölgesine yerleştirildiğinde, Trp86 

amino asit kalıntısıyla π-π yığılma etkileşimi ve Tyr124 amino asit kalıntısıyla hidrojen 

bağlanması aracılığıyla etkileşim kurmuştur. 

Tablo 5.1. 2D Etkileşim Diyagramı, Docking Skoru ve MM/GBSA Değerleri, 
Donepezil ve 1h’nin AChE (PDB Kimliği: 4EY7) ile İn Silico Yaklaşımlar Kullanılarak 
Etkileşimde Bulunması 

 

Ligand 

 

2D Interaction Diagram 

Docking 

score 

(kcal/mol) 

XP 

Gscore 

(kcal/mol) 

MM/GBSA 

ΔGBind(kcal/mol) 

1h 

 

-6.807 -6.807 -47.79 

Donepezil 

 

-16.484 -16.487 -80.12 
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Tablo 5.1, Donepezil'in AChE ile etkileşimindeki 2 boyutlu etkileşim diyagramını ve 

docking skor değerini sunmaktadır. Donepezil-AChE (4EY7) kompleksinde Donepezil 

ile amino asit kalıntıları Tyr337, Trp86 ve Trp286 arasında bir π-π yığılma etkileşimi 

bulunurken, Donepezil ve Phe295 amino asit kalıntısı arasında bir hidrojen bağı 

bulunmaktadır. AChE ile etkileşime giren Donepezil'in docking skor değeri -16.484 

kcal/mol'dur. MM/GBSA analizi sonucunda Tablo 5.1.’de komplekslerin ΔGBind 

enerjileri, yani AChE ile etkileşime giren 1h ve Donepezil'in sırasıyla -47.79 ve -80.12 

kcal/mol olduğu belirlenmiştir. 

İkinci bir amaç olarak, in silico hesaplamalar, deneysel aktiviteleri analiz edilen 

bileşikler için BChE üzerinde gerçekleştirildi. Bu çalışmalar, in vitro sonuçları 

desteklemek amacıyla yapıldı. 
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Tablo 5. 2. Donepezil ve MNZ-8'in BuChE (PDB Kimliği: 4BDS) ile Etkileşime 

Girerken İn Silico Yaklaşımlar Kullanılarak Elde Edilen 2 Boyutlu Etkileşim 
Diyagramı, Docking Skoru ve MM/GBSA Değerleri 

 

Ligand 

 

2D Interaction Diagram 

Docking 

score 

(kcal/mol) 

XP 

Gscore 

(kcal/mo

l) 

MM/G

BSA 

ΔGBind(

kcal/m

ol) 

1h 

 

-5.626 -5.626 -47.86 

 

 

 

 

 

 

 

Donepezil 

 

 

 

 

 

 

 

-6.726 

 

 

 

 

 

 

-6.729 

 

 

 

 

 

 

-51.99 

 

BChE hedefiyle etkileşime giren 1h ve Donepezil'in 2 boyutlu etkileşim diyagramları ve 

bağlanma skoru değerleri Tablo 5.2.'de sunulmaktadır. Tablo 5.2.'de, 1h bileşiğinin 

BChE'nin aktif cep bölgesinde yerleştiği ve Trp82 ile pi-pi yığılma etkileşimi yaptığı 
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belirlenmiştir. Ayrıca, 1h’nin 4BDS ile etkileşim skorunun diğer bileşiklerden daha iyi 

olduğu tespit edilmiştir. Bu, in vitro sonuçları desteklediğini kanıtlar. 

1h ile BChE hedefi arasındaki etkileşim sonucu bağlanma skoru -5.626 kcal/mol olarak 

hesaplanmıştır. Karşılaştırma bileşiği Donepezil ile BChE arasındaki bağlanma skoru 

ise -6.726 kcal/mol olarak belirlenmiştir. İki değerin birbirine yakın olduğu 

düşünüldüğünde, 1h bileşiğinin Donepezil ile karşılaştırılabilir olduğu sonucuna 

varılmıştır. 

Ayrıca, in silico yaklaşımlarla BChE üzerindeki etkileşimleri Tablo 5.2.'de MM/GBSA 

analiziyle incelenmiştir. Tablo 5.2.'de serbest bağlanma enerjisi değerleri olarak verilen 

bu değerlerin birbirine oldukça yakın olduğu söylenebilir. BChE ile etkileşime giren 1h 

bileşiğinin değeri -47.86 kcal/mol iken, Donepezil'in değeri -51.99 kcal/mol olarak 

hesaplanmıştır. 

 

Şekil 5.1. (A) 1h Bileşiğinin AChE ile (PDB Kimliği: 4EY7) 3 Boyutlu Etkileşim 

Diyagramı. (B) Donepezil bileşiğinin AChE ile (PDB Kimliği: 4EY7) 3 Boyutlu 
Etkileşim Diyagramı. (C) 1h Bileşiğinin BChE ile (PDB Kimliği: 4BDS) 3 Boyutlu 
Etkileşim Diyagramı. (D) Donepezil Bileşiğinin BChE ile (PDB Kimliği: 4BDS) 3 

Boyutlu Etkileşim Diyagramı. 

Şekil 5.2, hem Donepezil hem de 1h’nin her iki hedefle olan etkileşimlerinin 3 boyutlu 

etkileşim diyagramlarını göstermektedir. 3 boyutlu helikal yapının aktif bağlanma 

bölgesine yerleştirildiği ve helikal yapı ile etkileşime girdiği belirlenmiştir. Ayrıca, 

Şekil 5.1.’de, bağlanma bölgesinde olması gereken amino asit kalıntıları ile etkileşime 
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girdiği sunulmuştur. In silico yaklaşımlarda, ADMET özellikleri Schrödinger Maestro 

12.8'in QikProp arayüzü ile hesaplanmıştır. İlaç tasarımında ADMET özelliklerinin 

hesaplanması, bu bileşiklerin ilaç adayı olup olmayacağı konusunda araştırmacılara ön 

bilgi sağlar. Bu nedenle, bu aşama temel ilaç eleme kriterlerinden biridir. İn vitro olarak 

sentezlenen ve incelenen bileşiklerin ilaç benzeri özellikleri ADMET ile 

değerlendirilmiş ve Tablo 5.3.'de sunulmuştur. 

Tablo 5. 3. Sentezlenen Tüm Bileşiklerin ADMET Analizi 

Özellikler 1a 1b 1c 1d 1e 1f 1g 1h 
Önerilen 
Değerler 

Moleküler 

ağırlık 
213.139 255.273 239.230 281.311 227.219 269.300 253.257 295.338 <500 

Hidrojen 

bağ donörü 
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 ≤ 5 

Hidrojen 

bağ alıcısı 
4.500 4.500 4.500 4.500 4.500 4.500 4.500 4.500 ≤ 10 

PSA 94.431 86.739 91.818 88.101 92.685 87.062 89.997 87.348 7-200 

İnsan oral 

emilim 

yüzdesi 

76.096 88.355 82.426 90.594 78.436 87.058 84.642 93.600 

>80% is 

high, 

<25% is 

low 

Beş kuralı 0 0 0 0 0 0 0 0 <4 

QPlogPo/w 0.720 1.874 1.427 2.227 1.075 2.120 1.756 2.661 -2.0 to 6.5 

QPlogS -1.303 -2.162 -2.227 -2.619 -1.867 -2.692 -2.595 -3.380 > -5.7 

QPloghERG -3.376 -3.291 -3.995 -3.429 -3.461 -3.538 -3.963 -3.862 Below -5 

QPPCaco 323.999 657.497 429.471 672.287 335.086 517.688 445.791 713.856 

<25 poor 

>500 

great 

QPlogBB -0.961 -0.747 -1.021 -0.758 -0.999 -0.876 -1.005 -0.799 -3 to 1.2 

QPlogKhsa -0.692 -0.337 -0.460 -0.164 -0.537 -0.185 -0.316 0.021 -1.5 to 1.5 

 

Tablo 5.3’e göre, Qikprop arayüzü ile hesaplanan ADMET değerlerinin sekiz bileşik 

için belirlenen değerler arasında olduğu yorumlanabilir. Tüm bileşiklerin iyi bir insan 

oral emilimi gösterdiği görülmüştür. Ayrıca, tüm bileşiklerin moleküler ağırlık kuralını 

ihlal etmediği belirlenmiştir. Tablo 5.3.'e göre Lipinski'nin beş kuralına da uyulduğu 
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tespit edilmiştir. Su çözünürlüğü, oktanol/su dağılım katsayısı, hidrojen bağ alıcısı ve 

donörü, PSA gibi ADMET özellikleri tabloda belirtilen aralıklarda sunulmaktadır. 

QPlogHERG, QPPCaco, QPlogBB ve QPlogKhsa'nın kabul edilebilir aralıklarda 

olduğu Tablo 4'te sunulmuştur. Tüm bileşikler Caco-2 geçirgenliği gösterirken, 

QPlogBB değerleri referans aralıklar içerisindedir. Sekiz bileşiğin QPlogKhsa değerleri 

kabul edilen değerler arasındadır. Yani, sekiz bileşik için hesaplanan tüm parametrelerin 

kabul edilebilir aralıklar içinde olduğu ADMET tahmin analizi sonucunda 

belirlenmiştir. 
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6. SONUÇ 

AChE ve BChE, nörotransmiter asetilkolin ve bütirilkolini (ACh ve BuCh) hidrolize 

ederek kolinerjik iletimde hayati bir rol oynayan enzimlerdir. AD’nin kolinerjik kayıpla 

bağlantısı nedeniyle, kolinesteraz inhibitörleri AD’yi tedavi etmede en etkili ve iyi 

bilinen stratejidir. Kolinerjik hipoteze göre, bu enzimlerin inhibisyonu, ilerleyici ve 

sıklıkla ölümcül olan nörodejeneratif hastalık AD'yi hafifletmek için umut vaat edici 

olabilir. 

Bu bilgiler ışığında, bu çalışmada seknidazol türevlerinin (1a-h) hem AChE hem de 

BChE aktiviteleri üzerindeki inhibisyon etkileri incelendi. Her iki enzim için referans 

inhibitör olarak Donepezil kullanıldı. İnhibisyon sonuçları Donepezil ile 

karşılaştırıldığında, bu çalışmada kullandığımız seknidazol türevlerinin bazıları 

Donepezil'den daha az etkili, bazıları benzer şekilde etkili ve bazıları daha etkili 

inhibitörler olarak görülmüştür. Bu moleküllerin AChE ve BChE üzerindeki inhibitör 

etkileri nanomolar seviyelerdeydi. Ayrıca sonuçlarımız, 1h’nin her iki enzim üzerinde 

güçlü etki gösterirken kalan tüm moleküllerin AChE üzerinde BChE'den daha güçlü bir 

inhibitör etki gösterdiğini ortaya koydu. 

Bileşiklerin (1a-h), AChE ve BChE üzerindeki etkisini belirlemek için in silico 

yaklaşımlar kullanılmıştır. Belirlenmiş kristal yapılar ile birlikte bir koligand olan 

Donepezil'in AChE ve BChE hedefleriyle bağlanma modu belirlenmiş ve en iyi 

aktiviteye sahip 1h ile karşılaştırılmıştır. Mevcut çalışmada, 1h'nin AChE ve BChE 

üzerindeki inhibitör özellikleri de in silico yaklaşımlarla incelenmiştir. Bunun için 

Schrödinger 2021-2 Maestro 12.8 ile moleküler docking çalışmaları Doç. Dr. Burçin 

Türkmenoğlu tarafından yapılmıştır. Ligandların bağlanma etkileşimleri ve docking 

skoru değerleri hesaplanmıştır. Ayrıca, sekiz bileşiğin ADMET analizleri 

gerçekleştirilmiştir. İlaç adayı olabilecek 1h’nin hesaplamalı sonuçlarının oldukça 

dikkate değer olduğu belirlenmiştir. 
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Geleneksel yöntemlerle yeni bir ilaç geliştirmek hem maliyetli bir süreçtir hem de uzun 

zaman gerektirir. Son yıllarda bilim insanları, daha yüksek başarı oranına daha kısa 

sürede ulaşmak için ilaç yeniden amaçlandırma stratejisine odaklanmıştır. Bu strateji, 

bilinen bir bileşiğin farklı bir hastalığı tedavi etmek için yeni bir kullanımını keşfetme 

sürecidir. AD’nin tedavisinde istenen nokta hala ulaşılmadığı ve mevcut ilaçların birçok 

yan etkisi olduğu için, daha az yan etkiye sahip etkili AChE-BChE inhibitörlerini 

belirlemeye büyük ihtiyaç vardır (2). İlaç yeniden konumlandırma çalışmaları, bu 

hastalığın tedavisine katkı sağlamak için önemli bir başlangıç noktası olacaktır. 

AD’nin ciddiyeti ve hasta sayısındaki sürekli artış göz önüne alındığında, belirli 

belirteçleri hedef alan birçok ilacı geliştirmek zorunlu hale gelmiştir. Bu nedenle, test 

edilen bileşikler, nörodejeneratif bozukluk araştırmalarına katılan bilim insanlarına yeni 

bilgiler sağlayarak ilaç yeniden konumlandırma çalışmalarına katkıda bulunacaktır. 
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