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Bilimsel Etige Uygunluk

“Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Metal Komplekslerinin Kolinesteraz Enzimleri
Aktivitesi Uzerine Etkilerinin In Vitro ve In Silico Metotlarla incelenmesi” isimli
“Yiiksek Lisans” tezim tarafimca intihal tespit programi ile incelenmistir. Buna goére
tezimde bilimsel etik ihlali ve intihal olarak nitelendirilebilecek herhangi bir durum

olmadigini taahhiit ederim.

Bu caligmadaki tiim bilgilerin, akademik ve etik kurallara uygun bir bigimde elde
edildigini; aym1 zamanda bu kural ve davranislarin gerektirdigi gibi, bu ¢alismanin
Ozlinde olmayan tiim materyal ve sonuglar1 tam olarak aktardigimi ve referans

gosterdigimi beyan ederim. 02/07/2024

Esra YILDIRIM
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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Metal Komplekslerinin Kolinesteraz Enzimleri
Aktivitesi Uzerine Etkilerinin In Vitro ve In Silico Metotlarla incelenmesi

Esra YILDIRIM

Erzincan Binali Yildirim Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Farmasotik Bilimler Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Ciineyt TURKES

Amag: Bu tez kapsaminda AChE ve BChE enzimlerinin aktiviteleri {izerine
Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilan takrin ilacina alternatif olarak yeni
sentezlenen Schiff Bazi ligand1 (LH) ve metal kompleksleri (CoL,, Cul,, NiL,
ve ZnL,)’ nin kinetik parametrelerin belirlenmesi amaglanmistir.

Materyal Metot: Bilesiklerin AChE, BChE aktivitesi spektrofotometrik olarak
Ellman yontemi ile belirlendi. AChE ve BChE icin in vitro ihibisyon etkisini
gosteren yeni sentezlenen Schiff Bazi ligand1 (LH) ve metal kompleksleri (CoL,,
Cul,, NiL, ve ZnL,)’nin IC5( degerleri ve Kj sabitleri hesaplanarak inhibisyon

tipleri belirlendi.

Bulgular: Schiff Bazi ligand1 (LH) ve metal kompleksleri (CoL,, Cul,, NiL, ve
Znl,)’nin AChE i¢in Kj degerleri 26,94 + 2,14 ile 65,85 + 5,34 arasinda
degisirken, BChE i¢in 345,10 = 30,31 ile 1187,00 + 62,23 arasinda oldugu tespit
edilmistir.

Sonu¢: Calismada kullandigimiz Schiff Bazi metal komplekslerinin AChE ve
BChE enzimlerini 6nemli 6lgiide inhibe ettigi tespit edilmistir.
2024, 66 Sayfa

Anahtar Kelimeler: AChE, BChE, Schiff Bazi1 Metal Kompleksleri.
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ABSTRACT

MSc Thesis

Investigation of the Effects of Novel Synthesized Schiff Base Metal
Complexes on Cholinesterase Enzymes Activity by In Vitro and In
Silico Methods

Esra YILDIRIM

Erzincan Binali Yildirim University
Graduate School of Health Sciences
Department of Pharmaceutical Sciences

Supervisor: Dog. Dr. Ciineyt TURKES

Aim: Within the scope of this thesis, it is aimed to determine the kinetic parameters of
the newly synthesized Schiff Base ligand (LH) and metal complexes (CoL2, Cul.2,
NilL2 and ZnL2) as an alternative to the drug tacrine used in the treatment of
Alzheimer's disease, on the activities of AChE and BChE enzymes.

Material and Method: AChE and BChE activities of the compounds were
determined spectrophotometrically by the Ellman method. Inhibition types were
determined by calculating the IC50 values and Ki constants of the newly synthesized
Schiff Base ligand (LH) and metal complexes (ColL2, CulL2, NiL.2 and ZnL.2), which
showed in vitro inhibition effects for AChE and BChE.

Result: While the KI values of Schiff Base ligand (LH) and metal complexes
(CoL2, CuL2, NiL2 and ZnL2) for AChE vary between 26.94 + 2.14 and 65.85 +
5.34, for BChE it 1s 345.10 £ 30. It was determined to be between 31 and 1187.00 £
62.23.

Conclusion: Schiff It has been determined that some metal complexes significantly
inhibit AChE and BChE enzymes.

2024, 66 Pages

Keywords: AChE, BChE, Schiff Base Metal Complexes.
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1. GIRIS

Biyokimya yasamin altinda yatan biyokimyasal siirecleri arastiran bilim
dalidir. Biyokimyacilar tarafindan yiiriitiilen kapsamli arastirmalar, canlilarin su, ates ve
toprak gibi cansiz varliklarla ayni bilesenlerden olustugunu gostermistir. Bu temel
bilesenler karbon, oksijen, azot ve hidrojenden olusur. Sonug olarak bitkiler, hayvanlar
ve insanlar tarafindan sergilenen ayirt edici Ozellikler, hiicresel yapilarinda meydana
gelen spesifik kimyasal reaksiyonlarin sonucudur. Kas kasilmasi ve gevsemesinden
besinlerin enerjiye doniistiiriilmesine ve ayrica bir bitkinin bir tohumdan biiyiimesi ve
kalitsal 6zelliklerin yeni bir organizmaya aktarilmasina kadar uzanan tiim temel siirecler
biyokimyasal reaksiyonlara dayanir ayrica bu tepkiler temel yasalara baglidir. Canli
organizmalar, tlirlesme agisindan cansiz varliklardan farklidir ve bu nedenle canli bir
hiicre icindeki biyokimyasal reaksiyonlar, cansiz bir ortamdaki kimyasal
reaksiyonlardan onemli Slglide farklidir. Bir hiicrenin karmasik i¢ yapisi ¢ok sayida
molekiilden olusurken, cansiz madde basit kimyasal bilesiklerin karisimlarindan
olusur. Bu fark esas olarak enzim adi verilen biyokimyasal maddelerin varligindan

kaynaklanmaktadir.

Insan organizmasinda iki tip kolinesteraz tamimlanabilir. Bunlar asetilkolinesteraz
(AChE; EC 3.1.1.7) ve hbiitirilkolinesteraz (BChE; EC 3.1.1.8)’dir. Farkhi
kromozomlarda kodlanan bu iki enzimin aminoasit dizilimleri %65 oraninda birbirlerine
benzer olsa da erigkin normal bir insanin beyninde AChE daha yaygin olarak
bulunmaktadir. AChE'nin beyindeki kolinesteraz aktivitesinin yaklasik %20’ sini
olusturdugu ve geri kalan %80’inin BChE'a atfedildigi tahmin edilmektedir (Greik ve
ark., 2001).

Alzheimer hastaliginda, cesitli norotransmiter sistemlerinde (kolinerjik, kolinerjik
olmayan, serotonerjik, dopaminerjik, aminoasiterjik ve noropeptiderjik) degisiklikler
belirgindir ve en 6nemli degisiklikler kolinerjik sistemde meydana gelir. Kolinerjik
hipotez, Alzheimer hastaliginin asetilkolin ve kolin asetil transferaz gibi kolinerjik

belirteclerde bir azalma ile baglantili oldugunu gostermektedir.



Asetilkolinesteraz inhibitorlerinin kullanimi, asetilkolinin pargalanmasindan sorumlu

enzimin inhibisyonuyla sonuglanir, boylece sinapsta yiiksek diizeyde norotransmiterler



korunur. Asetilkolin seviyelerini arttirmak i¢in uygulanan bir strateji, asetilkolinesteraz
(AChE) ve butirilkolinesteraz (BChE) aktivitesinin baskilanmasini igerir. AChE'nin
kolinerjik sinyallesmedeki islevi iyi kurulmus olsa da, BChE'in kesin rolii belirsizligini
koruyor. Saglikli beyin hiicrelerinde sinaptik asetilkolin hidrolizi esas olarak AChE
tarafindan gergeklestirilirken, BChE'nin bu siirece katilimi minimumdur, ancak her iki
enzim de ndron gelisimine ve kolinerjik sinyallesmeye aktif katilimlar1 ile taninir. Bu
bulgular, Alzheimer hastalifinin erken evrelerinde bilissel eksiklikleri iyilestirme

potansiyelini gostermektedir (Camps ve ark., 2008).

Bu tezde yeni sentezlenen schiff bazi metal komplekslerinin kolinesteraz enzimleri

aktivitesi iizerine etkilerinin in vitro ve in silico metotlarla incelenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Enzimler

Enzimler, canli organizmalarda yan iriin olusturmadan ve kendileri degismeden
kimyasal reaksiyonlar1 hizini artiran ve % 100 {iriin verimiyle ger¢eklesmesini saglayan
biyolojik katalizorlerdir (Keha ve Kiifrevioglu, 2015). Ribozim olarak bilinen katalitik
aktiviteye sahip RNA’lar disindaki tiim enzimler, protein yapisindadir. Enzimler,
proteinlerin en kapsamli ve son derece uzmanlasmis kategorisini olusturur. Bu
molekiiller, tek bir dakika i¢cinde 36 milyon molekiilii degistirebilen olagantistii katalitik
aktivite sergiler. Kinetik bir perspektiften bakildiginda, canli organizmalari olusturan
biyomolekiiller kayda deger bir stabiliteye sahiptir ve bu da kendiliginden reaksiyonlara
yanit vermemelerini saglar. Bununla birlikte, enzimatik katalizorler, bir hiicre i¢indeki
tim kimyasal olusumlar1 kolaylastirmada ¢ok dnemli bir rol oynar. Enzimler, yiiksek
derecede segiciligi korurken reaksiyonlarin belirli kosullar altinda gergeklesmesini
saglar. Ayrica, yalnizca tekil bir substrat veya Ozdes fonksiyonel gruplara sahip
substratlarla reaksiyona giren enzimlerin yani sira, belirli bir maddenin izomerlerinden
biriyle yalnizca etkilesime girebilen segici 6zelliklere sahip enzimler de vardir. Sonug
olarak, en basit hiicre bile, bu 6zellikler sayesinde ayn1 anda ¢ok sayida biyokimyasal
reaksiyonu barindirabilir. Enzimlerin protein yapilarindan olustugu ve kromozomal
DNA tarafindan kodlandig1 g6z 6niine alindiginda, tiim hiicresel olaylarin diizenlenmesi

ve kontrolii DNA diizeyinde gergeklesir (Nelson ve Cox, 2005).
2.2. Enzimlerin Siniflandirilmasi

Enzimler, katalizledikleri reaksiyon tiiriinlin ya da substratin sonuna —az eki
getirilmesiyle adlandirilirlar. Enzimler isimlendirilirken giinliikk kullanim i¢in kisa bir
isim ve detayli olarak tanimlanmasi i¢in sistematik bir isim verilmistir. Glinliik kulanim
icin enzim isimlerinde reaksiyonun substratina ve yapilan igin tanimina gore laktat
dehidrogenaz, piirivat dekarboksilaz gibi isimler kullanilirken; tripsin, pepsin gibi

giinliik



kullanim i¢in higbir ipucu vermeyen isimler de kullanilmigtir. Sistematik

3

isimlendirmede “-az” eki gliseraldehit 3-fosfatdehidrogenaz enzimi gibi katalizlenen

kimyasal reaksiyonun detayli kismina eklenerek kullanilmistir.

Bir¢ok enzimin kesfedilmesiyle ITUBMB (Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler
Biyoloji = International Union of Biochemistry and Molecular Biology) tarafindan
enzimlerin smiflandirilmasinda yeni bir sistem gelistirilmistir. Gelistirilen bu yeni
sisteme gore Her enzyme ait bir kod numarasi1 vardir. Ornegin, E.C. 3.1.1.7 ile ifade
edilen enzim i¢in E.C. 6n eki, “Enzim kod numarasini” tanimlar. Birinci rakam enzimin
bagl oldugu grubu gosterirken, Ikinci rakam alt smifi, {igiincii rakam grubu, dérdiincii
rakam da her enzimin kendine 6zgii olan seri numarasini vermektedir. Burada 3
hidrolazlar grubundan oldugunu, 3.1. ester baglarina etki ettigini, 3.1.1. karboksilik
ester hidrolaz1 oldugunu, 3.1.1.7. ise seri numarasini gosterir. Katalizledikleri reaksiyon
tiriine gore Enzimler sirasiyla oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar,

izomerazlar ve ligazlardir olarak siniflandirilmis (Tablo 2.1) (Orak, 2011).

# Oksidorediiktazlar; Indirgenme ve yiikseltgenme olaylarmi katalizlerler. Solunum
olayinda rol alan piriivat dehidrojenaz ve fermentasyon olayinda rol alan laktat
dehidrojenaz gibi enzimler oksidorediiktaz sinifi enzimlerdir.

# Transferazlar smifindaki enzimler molekiil transferinin gergeklestigi tepkimeleri
katalizlerler. Aldehit, keton, fosfat ve kiikiirt iceren gruplar gibi farkli alt siniflara
ayrilirlar. Kreatin kinaz, aspartat transaminaz bu gruptadirlar.

# Hidrolazlar; reaksiyonlar1 H + ve OH— iyonlar1 yardimiyla molekiillerin yikilmasini
katalizleyen enzimlerdir. Lipaz, asetilkolinesteraz, fosfataz bu enzimlere 6rnektir.

# Liyazlar; bir organik molekiildeki gruplarin substratlarindan grup uzaklastirip ¢ift
baglarin olusumunu katalizler. Piruvat dekarboksilaz 6rnek verilebilir.

# Izomerazlar; geometrik, optik veya yapisal izomerlerin birbirine déniisiimlerinde
gorev alir. Ornegin; glukoz-6-fosfat izomeraz.

# Ligazlar; Baglanma i¢in gerekli enerji ATP, ADP gibi yiiksek enerjili fosfat
bilesiklerinden saglanarak ki molekiiliin baglanmasim kataliz ederler. Ornegin;

piruvat karboksilaz, asetil CoA karboksilaz (Keha ve Kiifrevioglu, 2015).



Tablo 2.1. Enzimlerin Uluslararas1 Siniflandirmasi

Simif Katalizlenen Tepkime Tipi

Oksidorediiktazlar Elektronlarin transferi (hidrit iyonlar1 ve H atomlar1)
Transferazlar Grup transfer tepkimeleri

Hidrolazlar Hidroliz tepkimeleri (islevsel gruplarin suya transferi)
Liyazlar Cift baglara gruplarin ilavesi ve gruplarin yer

degistirilmesiyle ¢ift baglarin olusmasi

[zomerazlar Izomerik formlar1 oluturmak iizere molekiiler icinde

grularin transferi

Ligazlar ATP’ nin ayrilmasiyla eslesmis C-C, C-S, C-O ve C-N

baglarin olusmasi

Biyokimya  alanindaki  arastirmalarin  ¢ogu  tarth  boyunca  enzimlere
odaklanmistir. Bugiine kadar yaklasik 2.000 enzim tanimlanmistir. Bu enzimlerin
6nemli bir kismi, kinetik 6zelliklerinin incelenmesine izin vererek saf formlarinda izole
edilmistir. Ayrica, 200'den fazla enzim basariyla kristallestirilmistir. Bununla birlikte,
genetik arastirmalar heniiz kesfedilmemis ¢ok sayida enzimin varligini ortaya
cikarmigtir. Enzimler, proteinler gibi, 12.000 Da'dan 1.000.000 Da'ya kadar uzanan ¢ok
cesitli molekiiler kiitleler sergiler. Enzimlerin katalitik aktiviteleri, dogal protein
konformasyonlarinin korunmasima baglidir. Bir enzim denatiire edildiginde veya alt
birimlerine ayristirildiginda, katalitik aktivitesi tipik olarak kaybolur. Ek olarak, bir
enzim amino asit bilesenlerine pargalanirsa, katalitik aktivitesi geri doniisli olmayan bir
sekilde yok edilir. Enzim proteinlerinin birincil, ikincil, li¢iinciil ve kuaterner yapilari,

katalitik islevlerinin ayrilmaz bir pargasidir.
2.3. Aktif Bolge

Enzim molekiilleri, aktif bolge olarak adlandirilan 6zel bir cep veya acikliga
sahiptir. Bu aktif bolge, substratin hayati elementlerini olusturan ii¢ boyutlu bir yiizeyi
birlestiren amino asit yan zincirlerini kapsar. Aktif bolge, substratin baglanmasini

kolaylastirir ve bir enzim-substrat “ES” kompleksinin olusumuyla sonuglanir.



S6z konusu kompleks daha sonra enzim ve iiriiniin varlig1 ile karakterize edilen bir
“EP” durumuna doniisiir. Enzim ve substrat arasindaki etkilesim, kovalent olmayan

zayif baglar, yani hidrojen, elektrostatik ve Van der Waals kuvvetleri yoluyla kurulur.
2.4. Katalitik Etkinlik ve Spesifiklik

Enzimler benzer yapilar arasindaki substratlar arasinda ayirim yapabilen bir veya birkag
belirli substratlarla etkileserek ve sadece tek tip kimasal reaksiyon katalizleyerek
oldukca 0zgiil yapilardir. Enzimle katalizlenen reaksiyonlarin ¢ogu katalizlenemeyen

reaksiyonlara gore 10°ila 10" araliginda hiz artis1 olur (Tablo 2.2) (Lehninger, 2005).

Tablo 2.2. Enzimler Tarafindan Olusturulan Bazi1 Hiz Artislar

Siklofilin 10°
Karbonik anhidraz 10
Triozfosfat izomeraz 10°
Karboksipeptitaz A 10"
Fosfoglukomutaz 10"
Stisinil CoA transferaz 10"
Ureaz 10"
Orotidin monofosfat dekarboksilaz 10"

Boylesine yiiksek secicilik ve hiz artiglarinda ativasyon enerjisinin diisiisiine neden olan

enerji kaynagi 2 sekilde aciklanabilir.

Enzim kataliz reaksiyonlarinin ilerlemesi sirasinda, ilk islem kovalent baglarin yeniden
diizenlenmesini igerir. Substratlar ile enzimin spesifik amino asit yan zincirleri, metal
iyonlar1 ve koenzimler gibi fonksiyonel gruplar1 arasindaki etkilesim, ¢ogu kimyasal
reaksiyonun meydana geldigi yerdir. Bu etkilesim, enzim ve substrat iizerindeki
katalitik fonksiyonel gruplar arasinda kovalent baglarin olusumuna neden olabilir ve
bunlar reaksiyon icin etkili bir sekilde aktive edebilir. Ek olarak, substrat lizerindeki

belirli gruplar gecici olarak enzimin fonksiyonel grubuna aktarilabilir.



Bu reaksiyonlarin yalnizca enzimin aktif bolgesinde meydana geldigine dikkat etmek
onemlidir. Enzimler, reaksiyon i¢in alternatif bir yol sunarak aktivasyon enerjisini etkili

bir sekilde azaltir, boylece hizini hizlandirir.

Ikincisi, enzim ve substrat arasinda meydana gelen kovalent olmayan etkilesimleri ifade
eder. Aktivasyon enerjisini azaltmak i¢in gereken enerjinin ¢ogu, substrat ve enzim
arasindaki zayif kovalent olmayan etkilesimlerden gelir. Enzimleri enzimatik olmayan
katalizérlerin ¢ogundan gercekten ayiran sey belirli bir ES kompleksinin
olusturulmasidir. Bu kompleks i¢inde, hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimler ve
iyonik etkilesimler gibi cesitli kuvvetler, enzim ve substrat arasindaki protein yapisini
stabilize etmek icin birlikte ¢alisir. ES komplekslerinde her zayif etkilesimin
olugmasiyla, etkilesimdeki stabilite seviyesini saglayan bir serbest enerji salinimi
vardir. Enzim ve substrat arasindaki etkilesimden kaynaklanan baglanma enerjisi AGg
olarak bilinir. Baglanma enerjisi, reaksiyonlarin aktivasyon enerjisini azaltmak ig¢in
enzimler tarafindan kullanilan birincil serbest enerji kaynagi olarak hizmet ettiginden,
bu sadece enzim-substrat etkilesimini stabilize etmenin Gtesine gecer. Bu iki temel ve
birbirine bagl ilke, enzimlerin kovalent olmayan baglanma enerjisini nasil kullandigina

dair kapsamli bir agiklama sunar.

1. Enzimlerin sahip oldugu katalitik giiclin birincil kaynagi, ¢cok sayida hassas bagin
kurulmasindan kaynaklanan 6nemli miktarda serbest enerjinin serbest birakilmasiyla
birlikte, enzimin kendisi ile substrat1 arasindaki karmasik etkilesimden

kaynaklanmaktadir. Baglanma i¢in bu dikkate deger afinite hem ozgiilliigiin hem de

katalitik aktivitenin gelisimini tesvik eder.

2. Zayif etkilesimler, reaksiyonun ge¢is durumu i¢inde titizlikle ince ayarlanir, boylece
enzimin aktif bolgeleri sadece substrat ile uyumlu degil, ayn1 zamanda enzimatik
reaksiyonlar sirasinda substratlarin iirlinlere doniistiiriilmesini kolaylastiran gegis

durumlariyla da uyumludur (Nelson ve Cox, 2005).

2.5. Kofaktorler ve Koenzimler

Bazi enzimler katalitik gorevlerini yalmiz protein yapilariyla yerine getirebilirken,

bazilar1 da protein yapisinda olmayan kofaktdr adi verilen gruplara ihtiya¢ duyarlar.



Kofaktor, bir metal iyonu veya koenzim adi verilen karmasik, 1siya dayanikli organik
bir bilesik olabilir. Katalitik olarak aktif enzim—kofaktér kompleksine holoenzim adi
verilir. Kofaktorsiiz proteine apoprotein; enzime ise apoenzim denir. Apoenzim
biyolojik aktivite gostermez. Bu kofaktorler cok defa enzim—kofaktér kompleksinden
diyalizle uzaklastirilabilir. Baz1 enzim—kofaktdr kompleksleri kovalent olarak baglidir
ve diyalizle uzaklastirllamayacak kadar giigliidiir. Boyle kofaktorlere prostetik grup
denir (Tablo 2.3).

Tablo 2.3. Enzimler i¢in Kofaktér Olarak Gérev Yapan Bazi Inorganik Elementler

Enzimin metal icerigi Ornek
Zn+2 igeren Alkol dehidrojenaz, Karbonik anhidraz,
Karboksipeptidaz
Fe+2 ve Fe+3 igeren Sitokromlar, Peroksidaz, Katalaz, Ferredoksin
Mg+2 igeren Fosfohidrolazlar, Fosfotransferazlar
Cu+2 ve Cut iceren Tirozinaz, Sitokrom oksidaz
Mn+2 iceren Arginaz, Fosfotransferazlar
. K+ Iceren Piruvat kinaz
Ni+2 Ureaz
Se Glutatyon peroksidaz

Koenzimler genellikle elektronlarin, atomlarin veya fonksiyonel gruplarin transferini
gerceklestirir.  Siklikla  karsilasilan  kozenzimler vitamin tiirevi olan organik
molekiillerdir. Ornegin NAD" koenzimi niyasin FAD* koenzimi riboflavin ve Koenzim

A pantothenic asit icerir (Tablo 2.4) (Nelson ve Cox, 2005).

Tablo 2.4. Ozgiil Atomlarin ve Islevsel Gruplarin Gegici Tastyicilar1 Olarak Gorev
Yapan Bazi1 Koenzimler

KOENZIM TASINILAN BiRiM Memelilerde
Besinsel Onciil

NAD" Hidrojen atomlar1 (elektronlar) Nikotinik asit
(Niyasin)

FAD’ Hidrojen atomlar1 (elektronlar) Riboflavin(B12)

Tiyamin pirofosfat Aldehitler Tiyamin(B1)

Koenzim A Acil gruplart Pantotenik asit

Biyositin CO, Biyotin



Piridoksal fosfat Amino gruplari Pridoksin(B6)

2.6. Diizenleme

Enzimler, metabolizma igerisinde yer alan birgok metabolik yolun diizenlenmesinde
kontrol gorevini iistlenen en onemli faktorlerden biridir. Enzimlerin aktiviteleri bazi
bilesikler tarafindan artirilarak, azaltilarak ya da yok edilerek metabolik yolun hizi
ayarlanmis olur. Enzimlerin aktivitelerini etkileyen bu bilesiklere modiilatrler
denilmektedir. Modiilatorler, aktiviteyi artirict yonde olanlara aktivatorler denilirken,

azaltic1 yonde olanlara inhibitor denilmektedir.

2.7. Enzimler Nasil Cahlisir?

Enzimatik katalizorler biyolojik sistemlerde ¢ok ©Onemli bir rol oynar. Katalize
edilemeyen reaksiyonlar biyolojik olarak elverisli kosullar altinda kademeli olarak
meydana gelme egilimindedir. Notr pH, orta sicaklik ve hiicre i¢i s1vi ortaminda, birgok
biyolojik molekiil yiiksek diizeyde Ongoriilemezlik sergiler. Ayrica, hiicre ortami
genellikle spesifik yiiklii aracilarin gecici olusumu veya reaksiyon i¢in gerekli
oryantasyon gibi yaygin biyokimyasal reaksiyonlar i¢in gerekli kosullardan
yoksundur. Kataliz olmadan, gida sindirimi, sinir uyarilar1 ve kas kasilmasi gibi temel
islevler verimli bir oranda ilerlemez. Enzimler, belirli bir reaksiyonu enerjik olarak
destekleyen belirli bir ortam yaratarak bu zorluklar1 ele alir. Enzim katalizli bir
reaksiyonun ayirt edici 6zelligi, aktif bolge olarak bilinen enzim iizerinde sinirli bir
bolgenin varligidir. Aktif bolgeye baglanan ve enzimin aktivitesi nedeniyle kimyasal bir
doniistime ugrayan molekiil olan substrat hayati bir rol oynar. Aktif bdlge yiizeyi, yan
gruplar1 substrata baglanan ve kimyasal donilisiimiinii kolaylastiran amino asit

kalintilarindan olusur (Nelson ve Cox, 2005).

Biyokimyasal bir reaksiyonda, substrattan {irlinlerin olusumu enzim katalizi iglemi
yoluyla gerceklesir. Bu islem, substrat ve iirlinler arasinda kararsiz bir ara madde gorevi
goren ES kompleksinin olusumuna yol agar. Gegis kompleksi olarak adlandirilan ES
kompleksi, kararli bazik bilesiklere kiyasla daha fazla miktarda serbest enerjiye
sahiptir. Sonug olarak, daha kararli bir bilesige doniismek icin parcalanmaya ugrar. Bir
mol substrat i¢indeki tiim molekiillerin gecici hale gelmesi i¢in gereken enerji olan

aktivasyon enerjisi bu siireci yonetir. de, serbest enerji diyagrami araciligiyla hem
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enzim Kkatalizli hem de katalize edilmemis reaksiyonlarda enerji aligverisini
gostermektedir (Damodaran ve ark., 2007). Enzimle ile katalizlenen ve katalizlenmeyen
iki reaksiyonun enerji degisimi serbest enerji diyagrami Sekil 2.1°de verilmistir (Cat,

2019).

e e e P S R Gegis Hali (katalizsiz)

____________ Gegis Hali (katalizli)

Reaktantlar

Serbest Enerii, G

Uriinler

Reaksiyon YO6nii + —>

Sekil 2.1. Enzimle ile Katalizlenen ve Katalizlenmeyen ki Reaksiyonun Enerji
Degisimi Serbest Enerji Diyagrami

2.8. Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Enzimler hiicrelerden izole edilerek test tiipii icinde yani in vitro sekilde ozellikleri
incelenebilir. Enzim aktivitesini etkileyen faktorler enzim konsantrasyonu, substrat
konsantrasyonu, sicaklik, reaksiyon ortaminin pH’1, aktivatérler ve inhibitorlerdir

(Mohan ve ark., 2014).

Sicaklik: Reaksiyonun hizi, sicaklik zirveye ulasana kadar yiikseldikge artar. Bu artis,
enerji bariyerini agmak ve reaksiyonun {irlinlerini iiretmek icin yeterli enerjiye sahip
molekiillerin miktarindaki bir artiga baglidir. Sicaklikta daha fazla yilikselme, enzimin
tic boyutlu konfigiirasyonunun bozulmasina yol acar, onu denatiire eder ve bodylece
reaksiyon hizinda bir diisiise neden olur. Sicakliktaki bir artisa bagli enzim

aktivitesindeki azalmaya termal denatiirasyon denir.

pH: H* konsantrasyonu reaksiyon hizini cesitli yonlerden etkiler. Ik olarak, katalitik
islemde, enzim ve substratin belirli gruplarinin bir reaksiyona girmesi i¢in iyonize veya

iyonize olmayan bir durumda var olmalari tipik olarak gereklidir. Ornegin, katalitik
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olarak aktif olmak i¢in, enzimin bir amino grubu protonasyon gerektirebilir [NH3+],
boylece protonlanmig bir durum varsayilabilir. Alkali bir pH'da, bu o6zel grup
denatiirasyona ugrar ve bu da reaksiyon hizinda bir azalmaya neden olur. Katalitik
olarak aktif bir protein molekiiliiniin yapisi, amino asit yan zincirlerinin 6zelliklerine
baghidir ve asir1 pH degerleri enzimin denatiirasyonuna yol agar. Maksimum pH degeri
her enzim i¢in degisir. Enzimin maksimum aktivite seviyesini sergiledigi pH, optimum
pH olarak adlandirilir. Ornegin, midede bulunan bir sindirim enzimi olan pepsin, en
yiiksek aktivitesini 2'lik bir pH'da gosterirken, 6zellikle noétr pH ortaminda c¢aligmak

tizere tasarlanmis diger enzimler, boyle asidik bir ortamda denatiirasyona ugrar.

Enzim Konsantrasyonu: Reaksiyon hizi, reaksiyon ortaminda yeterli bir substrat
konsantrasyonu olmasi kosuluyla, Michaelis-Menten kinetiginin prensiplerine gore
artan enzim konsantrasyonu ile artar. Bununla birlikte, enzim konsantrasyonu yiiksek
seviyelere ulastikca, substrat mevcudiyetindeki sinirlamalar nedeniyle reaksiyon hizi

yavaglar ve sonugcta sabit bir degere yaklagir.

Substrat Konsantrasyonu: Bir reaksiyonun hizi, belirli bir siire i¢inde iiriine
dontistiirilen substrat molekiillerinin sayisin1 ifade eder. Substrat konsantrasyonu
arttik¢a, enzim katalizli bir reaksiyonun hizi da maksimum hiza ulasana kadar artar. Bu
noktada, reaksiyon hizi dengeye ulasir, bu da enzimin tiim uygun bolgelerinin substrat
ile doymus oldugunu gosterir. Enzimlerin ¢cogu Michaelis-Menten kinetigini takip eder
ve substrat konsantrasyonuna [S] kars1 reaksiyon hizini (VO0) ¢izerken hiperbolik bir egri

ile sonuglanir.

2.9. Michaelis-Menten Denklemi

Michaelis-Menten denklemi, Michaelis ve Menten tarafindan enzim Kkatalizli
reaksiyonlarin temel yonlerini kapsayan basit bir model olarak 6nerildi. Bu modelde,
substrat enzime geri donilisiimlii olarak baglanir ve sonunda iiriine parcalanmadan 6nce
ES kompleksini olusturur. Asagidaki diyagram, bir substrat molekiiliinli igeren modeli

gostermektedir.

K, k,
E+S-—k—‘ES — E+P
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Burada S; Substrat’l, E; Enzim’i ES; Enzim-Substrat Kompleksini ve K; K, K3: Hiz

sabitleri’ni gosterir.

Vinax!S]

Vo= ———n
" K+ [S]

Vo; ilk hizi, Vpax: maksimum hizi, K,,; Micheales sabitini= (k;.k;)/ k; ve [S] Substrat

konsantrasyonu gosterir.

Michaelis-Menten Denklemi, reaksiyon hizi ile substratin konsantrasyonu arasindaki
korelasyonu gosterir. Michaeles-Menten sabiti olarak bilinen Km, bir enzimin belirli bir
substrata kars1 0zgiilliigiinii ifade eder. Enzimin s6z konusu substrata olan afinitesini
temsil eder. Km, reaksiyon hizinin /2 Vmax'a esit oldugu substrat konsantrasyonunun
ifadesidir. Km degeri enzim konsantrasyonundan bagimsiz olarak sabit kalir. Diisiik bir
Km degeri, enzimi yar1 yartya doyurmak ve Vmax oranini elde etmek i¢in kiigiik bir
substrat konsantrasyonu yeterli oldugundan, enzimin substrata kars1 yiiksek afinitesini
gosterir. Tersine, yiiksek bir Km degeri, enzimin yar1 doygunlugunu saglamak icin daha
yiiksek bir substrat konsantrasyonuna ihtiya¢ duyuldugundan, enzimin substrata karsi

daha diistik bir ilgisini gosterir.

Reaksiyon hizi ve konsantrasyon arasindaki iliski, hizin tiim substrat
konsantrasyonlarinda  enzim  konsantrasyonu ile dogru  orantili  oldugu
sekildedir. Ornegin, enzim konsantrasyonunun yari yariya diisiiriilmesi, reaksiyon

hizinda baslangi¢ hizinin yarist olan Vy’a karsilik gelen bir diisiisle sonuglanir.

Reaksiyon Basamagi; [S], K, ‘den c¢ok kiiglikse, reaksiyonun hizi substrat
konsantrasyonlarinda reaksiyonun hizi substratla kabaca orantilidir. Bu durumda

reaksiyon hizini substata gore birinci basamak oldugu sdylenir.
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[S], K ‘den ¢ok biiyiikse hiz sabiti Vy,y’a. esittir. Bu durumda reaksiyon hizi substrat

konsantrasyonundan bagimsizdir ve substarata gore sifirinct basamak oldugu sdylenir

(Sekil 2.2).

Yiiksek substrat konsantrasyonlrinda
([5] »Kuw) reaksiyon hiz sifirinci basamaktir.
Yani, substrat konsantrasyonundan bagimsiz ve
sabittir.

vl'!-d:t ----------------------------------------

\ [S]

Diigiik substrat konsantrsyonu ([S] <«
Km) reaksiyon hizi birinci basamaktir
yani  substrat konsantrasyonuyla
orantihdir

Sekil 2.2. Enzim Katalizli Bir Reaksiyonun Hizina Substrat Konsantrasyonu Etkisi

2.10. Lineweawer-Burke Grafigi

Reaksiyon hizi Vj, substrat konsantrasyonu [S]’ye karsi ¢izilecek olursa hiperbolik
egrinin yiiksek substrat konsantrasyonlarinda yukari egrinin yiiksek substrat
konsantrasyonlarinda yukar1 dogru hafif egimi nedeniyle, Vinax’a ne zaman ulastigini
belirlemek her zaman miimkiin olmayabilir. Ancak, eger 1/V,, 1/[S]’ye kars1 ¢izilecek
olursa diiz bir ¢izgi elde edilir. Bu grafige Linewear- Burke grafigi denir. K, ve Vpax
hesaplanarak enzim nhibitorlerinin etki mekanizmalarinin belirlenmesinde kullanilir. X
ekseniniyle kesisimi -1/K;,’e, y eksenindeki kesisimi 1/Vy,x degerini verir (Colak,

2014). Sekil 2.3.°de Lineweaver-Burk

grafigl verilmistir.
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Sekil 2.3. Lineweaver-Burk Grafigi

2.11. Enzim Aktivitesinin Inhibisyonu

Bir inhibitor, bir enzim tarafindan katalize edilen bir reaksiyonun hizin1 azaltan
herhangi bir madde olarak tanimlanir. Tersine cevrilebilir inhibitorler s6z konusu
oldugunda, hidrojen baglari, iyonik baglar ve hidrofobik etkilesimler gibi kovalent
olmayan etkilesimler yoluyla enzimlerle baglar olustururlar. Tersine c¢evrilebilir
baglanma inhibitdriinlin ¢dziinmesi ve enzim aktivitesinin restorasyonu, enzim-inhibitor
kompleksinin seyreltilmesi iizerine meydana gelir. Geri doniisiimsiiz inhibisyon ise
enzim aktivitesini geri kazanamadiginda ve inhibitore kovalent olarak baglandiginda
veya bir kompleks olusturdugunda ortaya ¢ikar. Bu durumda, enzimin bir veya daha
fazla fonksiyonel grubu etkilenir. Gozlenebilen iki tiir inhibisyon, yarigsmali inhibisyon

ve yarigmasiz inhibisyondur (Champe ve ark., 2007).

Tersinir inhibitorlerde enzim ile inhibitor arasinda bir dengeye ulasilir. Enzim-inhibitor
kompleksinin (EI) Ki sabiti ayn1 zamanda inhibitor sabitidir" ve enzimin inhibitorlere

olan afinitesini ifade eder.
2.11.1. Yarismah (Kompetetif) Inhibisyon

Bu inhibisyon formunda, substrat ile yapisal benzerlige sahip olan inhibitdr, substratin
normalde baglanacagi ayni yere geri doniistimlii bir sekilde baglanir, boylece o spesifik
bolge i¢in bir rekabete girer. Bir inhibitor aktif bolge icin bir afinite gosterirse, substrata
kiyasla daha biiylik afinite ile baglanirsa giiclii bir rekabetci inhibitoér olarak kabul

edilirken daha az giicle baglanirsa zayif bir inhibitor olarak kabul edilir.

Yarigmali inhibisyon durumlarinda, inhibitér enzim-substrat kompleksine degil,
yalnizca serbest enzime baglanabilir. Sonug olarak, inhibitor etki, substratin ¢evreleyen

ortamdaki konsantrasyonu artirilarak azaltilabilir (Mohan ve ark., 2014).
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Yarigmalr bir inhibitoriin etkisi [S] artirilarak ortadan kaldirilabilir. Yeterli bir inhibitor
olmadan gozlenen V.« degerine ulasir bdylece V. degismemis olur (Champe ve ark.,

2007).

K, lizerine etkisi; yarismali inhibisyon inhibe olan ve olmayan reaksiyon grafiklerinin y

ekseninde Y2 Vi erismek i¢in daha fazla substrat gerekecegi anlamina gelir.

Linewear-Burke grafigi iizerine etkisi: Yarigmali inhibisyon inhibe olan ve olmayan
reaksiyon grafiklerinin y ekseninde 1/Vy,.’ da kesistigi tipik bir Linewear — Burke
grafigi gosterir, Vmax degismez. Inhibe olan ve olmayan reaksiyonlar farkli x kseni
kesigsmeleri gostererek yarigmali inhibitdr varliginda K,,’in arttigina isaret ederler.
Yarismali Bir Inhibitériin varliginda ve yoklugunda enzimatik reaksiyon hizinin

Lineweaver-Burke grafigi Sekil 2.4.”de verilmistir.

[X

*~

v

‘( Yarigmali Inhibitor

inhibitorsiiz (" Substrat
\/ Atif Bélge s, '\W

Enzim __, =

1/[8S]
Sekil 2. 4. Yarismali Bir Inhibitoriin Varliginda ve Yoklugunda Enzimatik Reaksiyon
Hizinin Lineweaver-Burke Grafigi
2.11.2. Yarismah Olmayan Inhibisyon (Non — Kompetetif)
Bu inhibisyon tipi Vp.x tizerindeki tipik etkisiyle dikkat ¢eker. Inhibitdr ve substrat
enzimin farkli bolgelerine baglananinca yarigmasiz inhibisyon meydana gelir.

Yarigsmasiz inhibisyon substrat konsantrasyonu artirilarak enegelenemez. Bu yiizden,

yarigmasiz inhibitorler reaksiyonun V. 1n1 azaltirlar.

Yarismasiz inhibitorler substratin enzime baglanamasini etkilemez. Bu yiizden, enzim

yarismasiz inhibitor varliginda veya yoklugunda ayn1 Km’i gosterir. 1/[S]’ye karst 1/Vy

16



rafigi cizilerek Vpa'in yarigmasiz inhibitér varliginda azaldigi, buna karsilik K,,’in
degismedigi gostrilerek, yarismasiz inhibisyon ile yarigmali inhibisyon birbirinden
kolaylikla ayirt edilebilir (Champe ve ark., 2007). Yarismasiz bir inhibitoriin varliginda
ve yoklugunda enzimatik reaksiyon hizinin Lineweaver-Burke grafigl Sekil 2.5.’te

verilmisgtir.

1

\\ > inhibitdrsiiz

‘ Scberat '
’. ' ;
«

-
v
Yarnmana mhdtsr

2 Boge
Eam -

(8]

Sekil 2.5. Yarismasiz Bir Inhibitoriin Varliginda ve Yoklugunda Enzimatik Reaksiyon
Hizinin Lineweaver-Burke Grafigi

2.11.3. Yar1 Yarismah (Uncompetitive) Inhibisyon

Yar1 yarigmali inhibitdrler, yalnizca enzim ve substrat tarafindan olusturulan komplekse
baglanir. Enzimin aktif bolgesi, bu tip inhibitorler i¢in baglanma bolgesi degildir ve
inhibitdriin mutlaka substrata benzemesi gerekmez. Inhibitdriin enzim-substrat
kompleksi ile etkilesimi, aktive edilmis kompleksin kullanimiyla sonuglanir. Inhibitériin
konsantrasyonu, ESI kompleksinin miktarin1 belirler. Ayrica, ES kompleksinin
kullanim1 Km diisiisiine yol agar. Yar1 yarismali inhibisyonda hem Km hem de Vmax
ayni oranda bir diisiis yasar. Farkli bir deyisle, Vmax'in Km'ye oranmi degismeden
kalir. Yar1 yarigsmali inhibisyon, 1/Vmax ve 1/Km'de bir artisa neden olur. Sonug olarak,
yart rekabet¢i inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk grafigindeki inhibitor ve inhibitor
olmayan ¢izgiler paraleldir. Yar1 yarigsmali bir inhibitdriin varliginda ve yoklugunda

enzimatik reaksiyon hizinin Lineweaver-Burke grafigi Sekil 2.6.’da verilmistir.
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Sekil 2.6. Yar1 Yarismali Bir inhibitériin Varliginda ve Yoklugunda Enzimatik
Reaksiyon Hizinin Lineweaver-Burke Grafigi

Yar1 yarismali inhibisyon nadirdir ancak multimerik enzim sistemlerinde ortaya
cikabilir. Yarigmali inhibisyon kiyasla, bir metabolik yol icindeki metabolik ara
tirtinlerin konsantrasyonlari tizerinde daha belirgin bir etki gosterme potansiyeline sahip

oldugu i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir. Aslinda, toksisitede bir artisa bile neden olabilir.
2.11.4. Kansik Tip (mix) inhibisyon

Bazi durumlarda, bir inhibitér hem serbest enzime (ayrisma sabiti Ki ile) hem de enzim-
substrat [ES] kompleksine (ayrisma sabit K'i ile) baglanabilir. Ancak afiniteleri
birbirinden farklidir, dolayisiyla Ki=/ K'i'dir. Burada, inhibitér baglanmasi1 daha fazla
substrat eklenerek azaltilabilir, ancak yarigmali inhibisyonda oldugu gibi tamamen
onlenemez. Karigik tip inhibitorler baglanmay1 etkiler ve turnover(aktiviteyi) etkinligini
azaltir. Bu tip inhibisyon c¢ogunlukla alosterik niteliktedir. Burada inhibitdr, enzim
yapisinda konformasyonel bir degisiklige neden olmak i¢in aktif bolgeden baska bir
bolgeye baglanir ve aktif bolgeye substratin afinitesini azaltir. Dolayisiyla, Vmax
azalirken Km artar. Karistk Tip Inhibitériin varhginda ve yoklugunda enzimatik

reaksiyon hizinin Lineweaver-Burke grafikleri Sekil 2.7°de verilmistir.
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Sekil 2.7. Karisik Tip Inhibitoriin Varliginda ve Yoklugunda Enzimatik Reaksiyon
Hizinin Lineweaver-Burke Grafikleri

2.12. Kolinesteraz (ChE)

Esteraz/lipaz protein sinifinin  o/B-hidrolaz siiper ailesinin bir pargasit olan
kolinesterazlar serin hidrolazlardir (Cygler ve ark., 1993). Kolinesteraz (ChE) terimi,
optimal kosullar g6z oniine alindiginda, kolin esterleri icin diger esterlere kiyasla daha
hizli bir hidroliz hiz1 sergileyen bir grup enzimi kapsar. Bu enzimler, yliksek
Okaryotlarda esteraz ailesi i¢inde siniflandirilir ve cesitli karboksilik esterler iizerinde

etki ederler (Isik, 2015).

Kolinesterazlarin varligi baslangicta 1914'te Henry Dale tarafindan varsayilmistir (Dale,
1914). Daha sonra, Marnay ve Nachmansohn 1937'de noromiiskiiler kavsak icindeki
Torpedo ve Electrophorus'un elektrik organindaki yiliksek asetilkolinesteraz

konsantrasyonunu dogruladi (Trevor ve ark., 1978). Insan viicudunda, farkl
varyasyonlara ve kafa karistiric1 isimlere sahip iki tiir ChE vardir. Bunlardan biri,
dogru, spesifik, dogru veya tipl ChE (veya asetilkolin asetil-hidrolaz, EC 3.1.1.7)
olarak da adlandirilan AChE’dir. Bu enzim eritrositlerde, sinir ug¢larinda, akcigerlerde,
dalakta ve beynin ¢esitli bolgelerinde bulunur. Birden fazla molekiiler form sergileyen
zara bagl bir glikoproteindir. BuChE (veya asilkolin asil-hidrolaz, EC 3.1.1.8) olarak
bilinen diger alt grup, spesifik olmayan veya tipll ChE olarak siniflandirilir. BuChE
plazmada bulunur ve birden fazla izoenzim varyantina sahiptir. Ek olarak, karaciger,

diiz kas, bagirsaklar, serum, pankreas, kalp ve beynin beyaz maddesinde bulunur

(Patocka, 2004).
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AChE, asetilkolini diger kolinesterlerden daha hizli hidrolize ederken BChE, substrat
olarak asetilkolin yerine biitirilkolini tercih eder. AChE ve BChE'yi birbirinden farkli
olan bir diger 0Ozelligi ise yiiksek substrat konsantrasyon varliginda AChE'n

inhibe olurken ve BChE'in aktive olmasidir (Massolulie ve ark., 1993).

ACHEin birincil rolii kolinerjik norotransmisyonu sonlandirmaktir. Bununla birlikte,

asetilkolin ve diger kolin esterlerini hidrolize eden BUCHEin tam fizyolojik islevi

bilinmemektedir (David ve ark., 2004).
2.13. Asetilkolinesteraz Enzimi (AChE)

Asetilkolinesteraz, kolinerjik beyin sinapslarinda ve néromiiskiiler baglantilarda hayati
bir rol oynar. Bu enzimin birincil biyolojik islevi, katyonik ndrotransmiter asetilkolini
(ACh) hizla hidrolize ederek impuls iletimini sonlandirmaktir. Hidrolazlar, bir su
molekiilii ekleyerek veya bir su molekiilii araciligiyla molekiilleri parcalayan bir enzim

tirtdir.

Ester, eter, peptit, asetanhidrit ve glikosil baglar1 gibi ¢esitli bag tiirleri iizerinde etki
ederler. Her enzime belirli bir kod numarasi verilir. AChE’in kod numarasi 3.1.1.7.dir.
Birinci rakam enzimin bagl oldugu grubu gosterirken, ikincisi alt grubu, ti¢linciisii alt
alt grubu gosterir. Burada 3 hidrolazlar grubundan oldugunu, 3.1. ester baglarina etki
ettigini, 3.1.1. karboksilik ester hidrolazi oldugunu, 3.1.1.7. ise AChE oldugunu ifade
eder. Hidrolazlar, bir molekiil su katmak suretiyle ya da su molekiilii araciligiyla
molekiillerin yikilmasini saglayan enzimlerdir. Ester, eter, peptit, asetanhidrit ve
glikozil baglarina etki etmektedirler. Her enzime bir kod numarasi verilmistirter
AChE’mm kod numarast 3.1.1.7.°dir. Birinci rakam enzimin bagl oldugu grubu
gosterirken, ikincisi alt grubu, li¢linciisii alt alt grubu gdsterir. Burada 3 hidrolazlar
grubundan oldugunu, 3.1. ester baglarina etki ettigini, 3.1.1. karboksilik ester hidrolazi

oldugunu, 3.1.1.7. ise AChE oldugunu ifade eder (Orak, 2011).

AChE, insan kromozomunda tek bir gen tarafindan kodlanan, eritrositlerin
membraninda, akcigerlerde, kasta, dalakta, néromuskuler baglantilarda ve gri maddede
bulunan enzimdir. Enzim 575 amino asitten ibaret bir polipeptid zincirinden olugsmus

olup monomer formu 65.612 kDa molekiil agirligindadir. AChE i¢in optimum pH = 7.0
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ve izoelektrik noktast pH 5.35’tir. Spesifitesi 1x10-3 M konsantrasyonundaki
substrattir. Geleneksel adi, asetilkolinesteraz, sistematik adi asetilkolin asetil-
hidrolazdir. AChE'min arastirmacilarin bu kadar ilgisini ¢ekmesinin tek nedeni
norotransmisyondaki merkezi rol degildir. Enzim, ACh'yi c¢ok yiiksek bir hizda
hidrolize eder ve substratin difiizyonu ve serin enzimlerinin katalitik mekanizmasinin
izin verdigi Ust sinira yaklasir. AChE evrimsel miikemmel bir enzim olarak kabul edilir,
¢linkii substrat dontistimiindeki tiim adimlar: substrat birlesimi, kimyasal dontistimler ve
iriin ayrismast benzer hizlarda ilerler. Etkileyici katalitik giici nedeniyle enzim,
AChE’in yapisinin ¢oziilmesi ve kapsamli sahaya yonelik mutagenez ¢aligmalar1 gibi

bir¢ok Oncii ¢alismaya konu olmustur (Tougu, 2001).

AChE'nin 3 boyutlu yapisinin bilgisi bu nedenle olaganiistii katalitik etkinligini
anlamak, rasyonel ila¢ tasarimi ve organofosfat intoksikasyonuna yonelik terapotik

yaklagimlar gelistirmek i¢in gereklidir.

Ayrica AChE'nin ACh baglanma bolgesi hakkindaki yapisal bilgi, ACh'nin muskarinik
ve nikotintk ACh reseptorleri gibi diger ACh baglayici proteinler tarafindan

taninmasinin molekiiler temelini anlamamiza yardimei olabilir (Dvir ve ark., 2010).
2.13.1. AChE’1n Aktif Merkezi

AChE’ 1n substrat ile etkilesimini ve hidroliz reaksiyonunu anlayabilmek i¢in enzimin
aktif merkezinden bahsetmek gerekir. AChE’1in aktif merkezi iki baglanma bolgesine

sahiptir. Bunlar periferik bolge ve aktif bolgedir.

Periferik bolge, Periferik anyonik bolge olarak bilinir ve aktif ¢ukurun agiz kisminda
bulunmaktadir. Esas olarak Tyr 70, Asp 72, Tyr 121, Trp 279 ve Tyr 334 aminoasit
arti@1 bulundurur. Bu bolge pek ¢ok toksin ve ilaglar icin hedeftir. Ciinkii katalitik
etkinligin diizenlenmesini ve AChE’ 1n bir ¢ok inhibitdr ile etkilesimini saglar. AH’da

bu bolge biiyiik 6neme sahiptir (Hou, 2012).

Periferal anyonik bolge, AChE’in B amiloid yumak olusumuna yol acan katalitik
olmayan roliinlin gerceklesmesinde 6nemlidir. Aktif bolgenin {i¢ alt baglanma bolgesi
bulunur. Bunlar esteratik, anyonik ve aromatik bolgelerdir. Esteratik bolgeye katalitik

ticlii de denilir. Bu ti¢li Ser 200, His 440 ve Glu 327 aminoasitleridir. Bu bolgede
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bulunan serin ve histidin, substratin yani ACh’ nin acil grubuna gegici olarak baglanir

(Delfino, 2009). Sekil 2.8’de AChE’nin Aktif Merkezi gosterilmistir (Isik, 2015).

nmrALn
UcLo AKTIF
BOLGE

BOGAZI

#  PERIFERAI
AKTIF BAGLANM/
BOLGESI

KOLIN
JAGLANMA
BOLGESI

Sekil 2.8. AChE’nin Aktif Merkezinin Genel Gosterimi

2.13.2. AChE ‘in Hidroliz Fonksiyonu

ACh hiicreye geri tasinmaz kullanilir, pargalanarak geri dontistiiriilir. AChE saniyede
yaklagik 25000 ACh molekiiliinii hidroliz ederek eksitasyonu diizenler (Orak, 2011).
ACh’nin enzimatik hidrolizi niikleofilik katilmalar ile asit-baz tepkimelerinden olusur

ve esteratik bolgedeki aminoasit kalintilarinin temelinde meydana gelir.

AChHE tarafindan katalizlenen tepkime enzimatik olarak iki basamakta gergeklesir. ilk
basamakta enzim giiclii bir niikleofil olarak gorev alirken, ikinci basamakta enzim 6zgiil
bir serin kalintisinin niikleofilik hidroksil grubu aracilig ile miikemmel bir parcalayici

grup gorevi goriir (Demir ve Turkoglu, 2005).

ACh molekiiliiniin milisaniyeler i¢inde hidolize ugramasi kolinerjik sinapslarda impuls
iletimini sonlandirir. Sinaptik bosluga biriken kolin, ACh sentezi i¢in presinaptik
norona tekrar alinir. Sekil 2.9'da AChE enziminin biiyiik bir alani, serin (ser), histidin
(hist) ve glutamattan (glu) olusan bir amino asit ti¢liisii igerir. (-), enzimin anyonik
bolgesini belirtir ve ser-OH, katalitik bolgeyi temsil eder. (A) ACh molekiiliiniin kolin
kismimin dortli (+) nitrojeni, ACh'nin ester kismuni katalitik bdlgenin yakinina
konumlandiran anyonik bolgeye ¢ekilir; (B) ACh iizerindeki ester bagi yarilir, enzim
asetillenir ve kolin salinir; (C) asetillenmis enzimin hidrolizi asetati hizli serbest birakir

ve serbest enzim baska bir ACh molekiiliinii hidrolize edebilir (In Wecker, 2010).
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Sekil 2.9. Asetilkolinin, Asetilkolinesteraz ile Hidrolizi
2.13.3. AChE’ 1n Adezyon Proteini Olma Fonksiyonu

AChE enziminin en ¢ok bilinen hidroliz fonsiyonundan farkli olarak bir¢ok onemli
fonksiyonu kesfedilmistir. AChE’in adezyon proteini 6zelligi bulunmaktadir. Bu 6zellik
adezyon proteinlerinin bulunmasindan sonra anlasilmistir. Ozellikle néronal hiicrelerde,
fibroblastlarda morfolojik diizenleyici olarak rol oynar ve hiicre matriks bilgi akisinda

rolii vardir (Koganci ve Aslim, 2016).
2.13.4. AChE’ 1in Apopitozla iliskisi

Son zamanlarda yapilan birka¢ caligma, asetilkolinesterazin potansiyel olarak bir
apoptoz belirteci ve diizenleyicisi oldugunu gostermistir. Apoptoz, gelisimde,
dejeneratif hastaliklarin ilerlemesinde 6nemli bir rol oynar. Yapilan calismalar, AChE
gen ekspresyonunun tiimdr dokularinda siirekli azaldigint ve AChE'nin, kanser teshis
potansiyel bir tani1 olarak AChE'ye izin veren hiicre proliferasyonunda ve hiicre
Olimiinde yeni bir diizenleyici oldugunu ortaya koymustur. Gelecekte bir AChE

giiclendiricisinin tek basina veya geleneksel sitotoksik ilaclar ile kombine halde
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uygulanmasi, antikanser terapotiklerinde timit verici bir etkinlik saglayacaktir (Xi ve

ark., 2015).
2.13.5. AChE’ 1n Sinir Ag1 ve Norit Biiyiimesindeki Rolii

Hiicre kiiltiirlerindeki gézlem sonuglari, AChE’1n sinir hiicrelerinde akson olusumu ve
biiyiimesini tesvik ettigi goriilmiistiir. AChE’nin herhangi bir transmembran ve hiicre i¢i
etki alam1 igermeksizin, enzimatik olmayan bir sekilde ndorit gelisimini

diizenleyebilecegini farkli calismalarda gézlemlenmistir.
2.13.6. AChE Koroner Hastahg Uzerine Etkisi

Kolinerjik belirleyici olan AChE kan damarlar1 icinde esnekligi saglayan asetilkolini
hidroliz ettigi icin koroner arter hastaligi lizerinde de bir etkiye sahiptir. AH ig¢in
kullanilan bazi AChE inhibitorlerinin, kardiyovaskiiler hastalarda anjiyogenezin (yeni

damarlarin olusmasi) artmasinda rolii oldugu bulunmustur (Isik, 2015).
2.13.7. AChE Katalitik Olmayan Fonksiyonlar:

Son yirmi yildaki arastirmalar, AChE'nin katalitik aktivitesi ve kolinerjik sinapslarda
norotransmisyonu sonlandirmadaki roliiniin yan1 sira ek islevlerini de gostermektedir.
Farkli AChE izoformlarmin hiicre proliferasyonunu, farklilasmasin1 ve ¢esitli streslere
tepkileri etkiledigi gosterilmistir. AChE'min aksonal biiylimede, sinaptogenezde, hiicre
adezyonunda, néronal gocte, hemopoietik stres yanitlarinda ve apoptozda 6nemli bir rol

oynadig1 goriilmektedir (Lionetto ve ark., 2013).
2.13.8. AChE izoformlar

AChE molekiilii iki farkli protein alanindan olusur: AChE, farkli dokularda farkli
ekleme formlarinda eksprese edilen tek bir genin {riiniidiir. AChE pre-mRNA'nin
terminalinde alternatif ekleme ii¢ varyant iretir: birincil, "sinaptik" AChE-S, stres
kaynakli, ¢oziiniir read through form (okuma) AChE-R varyanti ve eritroid dokularda
ifade edilen AChE-E. Bu izoformlar ayni enzimatik aktiviteye sahip fakat C-terminal
bolgelerinde farklilik gosterirler, bu da molekiiler formlarmi ve lokalizasyonlarini
etkiler ve spesifik 6zellikler olur. "Sinaptik" AChE-S, beyin ve kasta temel multimerik

enzimi olusturur. Tipik olarak tetrameriktir ve sinapsta membrana baglidir. Coziiniir,
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monomerik “gecisli” AChE-R, Uciincii tip simdiye kadar yalmzca Torpido sp. ve
fareler, diger tilirlerde varsayilmistir ve fiziksel, kimyasal stres altinda
indiiklenir; eritrositik AChE-E, eritrosit ve lenfositlerin plazma membranini hedefleyen
glikofosfatidilinositol- (GPI-) iligkili bir dimerdir (Lionetto ve ark., 2013). AChE enzim
inhibitorlerinin Alzheimer tedavisinde kullanilmasi, AChE-R izoformunun salinmasini

saglar. Bu durumda bilissel fonksiyonlarin artmasini saglamaktadir.

AH'da AChE molekiiler formlarinin kaybi ve beyin i¢in sonuglari birgok caligma, 6liim
sonrasi AH hastalarindan alinan ¢esitli kortikal ve subkortikal beyin boélgelerinde
enzimatik olarak aktif G4 kiiresel formunun secgici bir sekilde kayboldugunu
gostermistir. Bu calismalarin sonuglari, AH'li beynin se¢ilmis bolgelerinde AChE'nin
G4/G1 molekiiler formlarinin oraninda bir azalma oldugunu gosterdi. G4/GI oranindaki
diisiis, AChE'nin membrana bagli G4 formunun seg¢ici kaybindan kaynaklanmaktadir.
Bu defisitlerin bolgesel dagilimi hastaligin histopatolojik 6zellikleriyle dnemli dlciide

iligkilidir (Fishman ve ark., 1986, Younkin ve ark., 1986, Siek ve ark., 1990).

AChE'nin membrana bagli G4 formu tercihen kolinerjik sinapslarda eksprese edilir ve
G4/G1 oranm1 bu bolgeler icin bir isarettir (Siek ve ark., 1990). G4/G1 oraninin, normal
insan beynindeki presinaptik kolinerjik isaretleyici ChAT'nin aktivite diizeyi ile yiiksek
diizeyde iligkili oldugu daha once belirtilmisti (Fishman ve ark., 1986). AChE'nin G4
formu, aksonlarda taginan toplam AChE aktivitesinin %80'ini temsil eder. Kaybi, néron
dis1 olarak amiloid proteininin birikmesi ve bunun sonucunda plak olusumu ile ve
intrandronal olarak norofibriler yumaklarin gelisimi ile iliskilidir. Bu 6zellikler AD'nin
histopatolojik belirtecleri olarak kabul edilmektedir. Yukaridaki iki patolojik 6zelligin

ayn1 yerde lokalize oldugu 6ne stirtilmiistiir.
2.14. Biitiirilkolinesteraz

Biitirilkolinesteraz (BChE) yaklasik agirhigi 342 000 Da olan tetramerik bir
glikoproteindir (Barta ve ark., 2001). Cogunlukla plazma, karaciger ve kas dokularinda
bulunan bir enzimdir. AChE kolinerjik sinapslarda asetilkolini hidrolize ederken, BChE
sinaptik aralikta bulunmaz. Arastirmalar BChE’in kesin bir farmkolojik roliinii
tanimlayamasalar da, BChE’in dejeneratif degisiklikler ile beyindeki Ach hidrolizi
sirasinda dengeleyici bir rolii oldugu bildirilmistir (Mack ve Robitzki, 2000).
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AChE’a benzer bigcimde BuChE’in yapisinda esteraz, aril agilamidaz ve peptidaz
(proteaz) olmak {tizere ii¢ farkli enzimatik aktivite bulundurur. Her iki enzim de farkli
doku dagilimlar1 gosteren molekiiler formlara sahiptir. BuChE'nin esteraz aktivitesi,
organofosfat ve karbamat inhibitorlerini AChE'ye ulasmadan dolasimdan uzaklastirir,
boylece AChE eksikliginde kolinerjik ndrotransmisyonun diizenlenmesine ve kokain,
aspirin, amitriptilin gibi baz1 ilaglarin inaktivasyonuna, bambuterol ve heroin gibi bazi

ilaglarin aktivasyonuna katki saglar.

Enzimin aril acilamidaz aktivitesinin ise seratonerjik ve kolinerjik sinir iletim sistemleri
arasinda iletisim saglama oldugu ileri siiriilmektedir. Ek olarak, enzimin peptidaz veya
proteaz aktivitesinin Alzheimer hastaliginin gelismesi ve ilerlemesinde islevi vardir.
BChE bu hastalikta amiloid proteinin proteinin {iretimine ve proteinin B-amiloid
plaklara difiize olmasina neden olmaktadir. BuChE; substratin baglanmasinda ve
katalizinde rol oynayan; PAS (periferal anyonik bolge), omega cep, oksainyon ¢ukur,

acil baglama bolgesi ve katalitik ti¢lii (Ser198, His438, Glu325) kisimlarini igerir.

Son arastirma bulgulari, Alzheimer hastaligi, diabetes mellitus, hipertansiyon, insiilin
direnci ve hiperlipidemiden muzdarip hastalarin plazmalarinda (serum), kirmizi kan
hiicrelerinde ve lokositlerinde yiiksek seviyelerde BChE ve AChE enzim aktiviteleri
sergiledigini ortaya koymustur. BChE aktivitesinin yasla ters orantili oldugu, serum
alblimin, kolesterol, trigliserit seviyeleri ve ayrica asir1 kilo, obezite ve viicut yag
dagilimi gostergeleri ile pozitif korelasyon gostergeleri ile pozitif korelasyon
gostergeleri oldugu gozlemlendi. Alzheimer hastaligi, diabetes mellitus, hipertansiyon,
instilin direnci ve hiperlipidemi durumunda, butirilkolinesterazin aktivitesi hastaligin
ileri evrelerinde veya bu durumlar ilerlediginde ve tedaviye yanit vermediginde diisiik
olma egilimindedir. Bu kosullar, bu enzimlerin hastalik siireclerinde biyobelirte¢ gorevi

gorebilecegini ima eder.
2.15. Alzheimer Hastahg:

Ilk olarak 1906 yilinda Dr. Alois Alzheimer tarafindan belgelenen nérolojik veya
norodejeneratif bir hastaliktir ve gilinlik yasamda hem etkilenen bireylere hem de
ailelerine 6nemli yiikler getiren hafiza kaybi, dil bozuklugu ve ciddi biligsel bozukluklar

ile karakterize edilir. Tipik olarak, 65 yasin {lzerindeki bireyler bu durumdan
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etkilenir. Bu demografide depresyon, haliisinasyonlar ve ilgisizlik gibi ndropsikiyatrik
semptomlar1 goézlemlemek olduk¢a yaygindir (Fakhoury, 2018). Alzheimer hastaligi
(AH) demansin en yaygin nedeni olarak hizmet eder. Demans vakalariin yaklasik
yiizde 50 ila 70'1 AH ile baglantilidir. Su anda, diinya ¢apinda demanstan etkilenen 36.5
milyondan fazla kisi var ve AH bu vakalarin biiyiik ¢ogunlugunu olusturuyor (Robinson

ve ark., 2017).

2.15.1. Alzheimer Hastalig1 Risk Faktorleri

AH’ nda en biiyiik risk faktorii yas faktorii olarak bilinse de ApoE4 genotipi, diyabet,
obezite, kalp krizi, hipertansiyon, hiperkolesterolemi, travmatik beyin hasar1 ve diigiik
egitim gibi diger faktorler de AH'min 6nemli risk faktorleridir. Ek olarak, ailesel AH
tipik olarak 30-40 yas arasi bireylerde kendini gosterir. Erken baslangicli AH'min
gelisimi, amiloid plaklarin olusumuna yol acan PSEN1, PSEN2 ve APP genlerindeki

mutasyonlara atfedilir (Campion ve ark., 1999).
2.15.2. Alzheimer Hastaliginin Patogenezi

AH'da kesfedilen ilk histopatolojik 6zellikler, hiicrelerin disinda amiloid plaklarin ve
hiicrelerin igindeki norofibrillerin varhigiyd: (Sekil 2.10). Daha yakin zamanlarda,
sinaptik dejenerasyon, hipokampal noronlarin kaybi ve andploidi gibi histopatolojik
ozellikler tanimlanmistir. AH tanist i¢in hastanin beynini inceleyen patologlar, tani

standartlarina uyan yeterli plaklar ve diigtimleri gézlemler (Swerdlow, 2007).

Normal Alzheimerh

‘Norofibriler
S Yaumaklar

Amiloyid;*-

Plgklal

- l{omu

Sekil 2.10. Beyinde Norofibriler Yumaklar ve Amiloid Plaklarin Gosterimi

AH’da rol oynayan cesitli faktorlere dayanilarak ¢esitli hipotezler ortaya konulmustur.

Bunlar amiloid, tau, izoprenoid, kalsiyum ve kolinerjik hipotezlerdir.
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2.16. Amiloid Kaskad Hipotezi

Yapist 1991 yilinda agiklanan amiloid beta proteini, hastalarin beyinlerinin histolojik
caligmalariyla Alzheimer hastaligimin ana nedeni olarak ortaya c¢ikti. Bu proteinin
Alzheimer hastalarinin beyinlerinde biriken plaklarin temel bileseni olarak hizmet ettigi
One siiriilmiistiir (Singh ve ark., 2013). Toksik plaklarin varligi hastaligin en erken

gostergesidir (Weller ve Budson, 2018).
2.17. Tau Hipotezi

Tau, hiicre hiicre iskeletindeki mikrotiibiilleri stabilize etmede rol oynayan bir
proteindir. Hiperfosforilasyon, sinir hiicresi gévdelerinde bu norofibriller karisikliklarin
birikmesine yol acar. Bu karisikliklar daha sonra hiicresel proteinlerle anormal sekilde

etkilesime girerek normal islevlerini bozar (Briggs ve ark., 2016).
2.18. izoprenoid Degisim

Alzheimer hastaliginda gozlenen izoprenoid degisiklikler yaslanmanin bir sonucu
olarak meydana gelenlerden farklidir. Normal yaslanma siirecinde, insan beyninde bir
izoprenoid olan dolicol seviyesinde 6nemli bir artis olurken, Alzheimer hastaliginda bir
azalma gozlenir. Tersine, Alzheimer hastaliginda 6nemli bir terpen olan ubikinon
seviyesinde bir artis olurken, yaslanma ubikinon seviyelerinde bir azalma ile

iligkilidir (Singh ve ark., 2013).
2.19. Kalsiyum Hipotezi

Kalsiyum diizensizliginin AH’ nin patogenezine kesin katkisi1 belirsizken, hastalikta
gozlenen beyin patolojisine sistemik kalsiyum degisikliklerinin eslik ettigi
bilinmektedir. Kalsiyum diizensizligi, hastaligin patogenezine katilimi nedeniyle AH’
nin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in potansiyel bir hedef olarak kabul edilir (Yu Jin ve ark.,

2009).
2.20. Kolinerjik Hipotez

Bilinen en eski hipotez olan kolinerjik hipotez, giiniimiizde Alzheimer hastaliginin

tedavisinde kullanilan ilaglarin ¢ogunun temelini olusturmaktadir. Bu hipoteze gore,

28



Alzheimer hastaliginda demans semptomlari ve &grenme giicliikleri, azalmis ACh
sentezine veya artan asetilkolin esteraz aktivitesine atfedilebilen ndrotransmiter ACh
eksikliginden kaynaklanir (Singh ve ark., 2013). Bu hipotez, AH hastalarinda kolinerjik
iletimi iyilestirmek amaciyla yeni terapotik yaklasimlara ve kapsamli arastirmalara kapi
acmustir. Bu farkli yaklagimlar alt1 stratejiye yogunlagsmistir. Bunlar ACh 6nciilleri, ACh
salimi, M1, M3 veya M4 reseptor agonistleri, M2 reseptor antagonistleri, nikotinik

agonistleri ve AChED’dir (Lemiére ve ark., 1999).
2.21. AH Tedavi

Su anda, AH'nin ilerlemesini dnlemek ve yavaslatmak i¢in mevcut tedaviler yetersizdir,
bu nedenle etkili tedavi yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Son otuz yilda, AH
mekanizmasi i¢cin molekiiler terapiler, yasam tarzi terapileri, klinik 6ncesi denemelerden

klinik arastirmalara kadar ¢ok sayida tedavi stratejisi sunulmustur (Hane ve ark., 2017).

Arastirmalar, AH'nin ilerlemesi ile ACh norotransmiterinin yetersiz iiretimi veya asiri
glutamat salinnmindan kaynaklanan sinir hasar1 arasinda bir iliski oldugunu
gostermistir. Sonug olarak, Alzheimer hastaliginda kullanilan iki 6nemli tedavi secenegi
kolinesteraz inhibitorleri ve N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor antagonistleridir. Bu
secenekler arasinda, ACHEI'lerin belirti ve semptomlar1 hafiflettigi ve hastalarin genel

refahini arttirdig1 icin AH igin en etkili tedavi yaklasimi oldugu kanitlanmistir.
2.22. AH Tedavisinde Kullanilan Geri Doniisiimlii AChEI’ leri

AH tedavisinde kullanilan ilaglarin ¢ogu, beynin sinapslarindaki asetilkolin seviyelerini
artirma islevi géren AChEI olarak bilinen ila¢ sinifina aittir. Bu ilaglar, hafif ila orta
derecede AH'li hastalarda semptomatik rahatlama i¢in yaygin olarak kullanilir (Gualteri,
2000). AH tedavisinde kullanilan kolinesteraz inhibitorii ilaglar arasinda takrin,

donepezil, rivastigmin ve galantamin bulunur (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11. AH Tedavisinde Kullanilan AChE

Tacrin: AH tedavisi i¢in onay alan ilk kolinesteraz inhibitorii 1993'te “Tacrin™’dir.
Hastalarda olumlu etkiler sergilese de, bir¢ok kisi ilacin geri ¢ekilmesine sebep olan

karaciger anormallikleri yasadi (Romero ve Marco-Contelles, 2017).

Donepezil: Klinik calismalardan elde edilen kanitlar, geri doniisiimlii ve spesifik bir
asetilkolinesteraz inhibitorii olan “Donepezil"in, amiloid plaklarin birikimini geciktirme
ve biligsel performansi iyilestirme ve hastalarda fonksiyonel yetenekleri stabilize etme
kabiliyeti nedeniyle hafif ila orta dereceli AH i¢in en sik recete edilen ila¢ oldugunu

gostermistir (Benjamin ve Burns, 2007).

Donepezil {izerine yapilan ¢alismalar 1980'lerde basladi ve su anda en yaygin kullanilan
inhibitdr olarak duruyor. llacin dikkate deger bir avantaji, merkezi sinir sistemindeki
asetilkolin esterazlara karsi yliksek Ozgiilliigiinde yatmaktadir. Butirilkolinesteraz

uzerindeki etkisi daha azdir.

Rivastigmin: AChE olarak bilinen asetilkolinin bozulmasindan sorumlu enzimin
etkisini inhibe ederek beyindeki kolinerjik nérotransmisyonu arttirir (Birks ve Harvey,
2018). Bu giiclii ve yavag geri doniisiimlii karbamat inhibitérii, enzimin aktif bolgesinin
esteratik bolgesine baglanarak kolinesteraz aktivitesini bloke eder. Rivastigmin hem
BuChE’1 hem de AChE’1 inhibe eder. Hafif ile orta dereceli AH tedavisi i¢in onaylanan

Rivastigmine, semptomatik rahatlama i¢in regete edilir.

Medial septumdaki kortikal AChE'yi secici olarak inhibe eder ve biligsel islevlerde

olumlu sonuglar gosterir. Bununla birlikte, yiliksek dozlarda Rivastigmin alan hastalar,
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plasebo alanlara kiyasla bulanti, ishal ve kusma gibi gastrointestinal yan etkilerin daha

yiiksek insidansi bildirmistir.

Bunun medial septumdaki asetilkolin seviyelerindeki hizli artisin bir sonucu olduguna
inanilmaktadir. Bu tiir yan etkileri azaltmak icin, Rivastigmin'in bir transdermal yama
formiilasyonu gelistirilmistir. Bu yama, ilacin cilt yoluyla kan dolasimina kontrollii bir
sekilde salinmasini saglar, oral uygulama ile iliskili plazma konsantrasyonundaki
dalgalanmalar1 azaltir ve potansiyel olarak hasta toleransini iyilestirir (Szetto ve Lewis,

2016).

Galantamin: Bir alkaloid olup Galanthus woronowii bitkisinden izole edilmistir. Hafif
ila orta derecede Alzheimer hastaligini tedavi etmek amaciyla 2001 yilinda FDA'dan
onay aldi. Hizla geri doniisiimlii bir asetilkolinesteraz inhibit6rii olarak hareket eden
Galantamin, hem aromatik kanal hem de anyonik alt bdolge ile etkilesime
girer. Galantamin, postsinaptik yariklarda asetilkolin metabolizmasini engelleyerek,
kolinerjik norotransmisyonu etkili bir sekilde arttirir. Galantaminin merkezi sinir
sisteminde asetilkolinesteraz i¢in segicilik sergiledigi ve periferik dokulardaki enzim

lizerinde minimum etkiye sahiptir.

Huperzin A: Huperzia serrata bitkisinin dogal Oziinden tiiretilen bir alkaloidtir.
Alzheimer hastaliginin tedavisinde siklikla kullanilir. Bu bitki yaygin olarak Cin
tibbinda yagin olarak kullanilir. Huperzin A, dogal kokeni ve diger tiirevlere kiyasla

azaltilmis toksisitesi nedeniyle tercih edilir.

Fizostigmin: Tersiyer amin yapisinda bulunan bir alkoloittir (bitkilerde bulunan azottan
zengin bir bilesik). AChE’m bir substrati olan bir karbamik asit esteridir. Olusturdugu
kararli karbomillenmis enzim-substrat bilesigi AChE’1 gecici olarak inhibe eder.

Boylelikle tiim viicutta kolinerjik aktivitenin arttig1 gézlenir.
2.23. Myastenia Graviste Kullanilan AChEI

Otoimmiin bir durum olan myastenia gravis, viicudun iskelet kaslarinin zayiflig1 ve
yorgunlugu ile karakterizedir. Viicudun antijenlere kars1 tiretilmesi gereken antikorlarin
AChHR ‘e zarar vermesi sonucu meydana gelir. Bu hastaliktan en ¢ok etkilenen organlar

ve islevler arasinda gozler, géz kapaklari, yliz ifadeleri, konusma yutma, ¢igneme,
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boyun ve solunum kaslaridir. Miyastenia gravis i¢in tani testleri ve semptomatik tedavi,
periferik etkili AChE inhibitorlerinin kullanimi yoluyla ndromiiskiiler kavsakta
kolinerjik iletimi diizeltmeyi amaglamaktadir. Bu inhibitdrler, sinapstaki nérotransmiter

asetilkolinin hidrolizinden sorumlu enzimi hedefler.

Asetilkolinin bozulmasini engelleyerek nodrotransmitter, nihayetinde noéromiiskiiler
iletimi iyilestiren ve kas zayifligini azaltan nikotinik AChR'yi uyarmak i¢in daha uygun
hale gelir. Miyastenia gravis tanisi i¢in, uygulamadan hemen sonra zayif kas gruplarinin
isleyisinde 6nemli bir iyilesmeye yol actig1 i¢in kisa etkili AChEI edrofonyum kloriir
(Enlon®, Tensilon®) kullanilir. Erken ve hafif miyastenia gravisin semptomatik
tedavisinde piridostigmin bromiir (Mestinon), neostigmin bromiir (Prostigmin®) ve
ambenonyum dikloriir (Mytelase®) gibi ilaclar kullanilir. Hastalar semptomatik
tedaviye yeterince yanit vermezse, altta yatan patolojik immiin yaniti hedefleyen

immiinosupresif ilaglar ile tedavi edilmelidir (Galdeano ve ark., 2018).

| I
OH 0N 0N
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©) 0 0 N~ H\/\@
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cI” \@ Br | Br O 84 6 H g —
//\/ 2PN Cl

edrophonium pyridostigmine neostigmine ambenonium

V4

Sekil 2.12. MG’in Tan1 ve Semptomatik Tedavisinde Kullanilan AChEI’leri

MG’in tan1 ve semptomatik tedavisinde kullanilan AChEDl'leri Sekil 2.12°de

gosterilmistir.

Neostigmin, ACHE'yi geri doniistimlii olarak inhibe eden sentetik bir bilesiktir ve kanin
beyin bariyerini gegmesine izin vermez. Fizostigmin gibi karbamik bir esterdir, ancak
kuaterner nitrojen varligi nedeniyle daha polar bir yapiya sahiptir. Neostigmin, kas
gevseticileri igceren ameliyatlar sirasinda anti-kas gevsetici olarak kullanilir. Ayrica,
MG'nin semptomatik tedavisinde kullanilir ve mesane ve GIS icin bir uyarici gorevi
gorlir. Neostigmin ayrica tebucurarin ve diger yetkin noromiiskiiler baglantilar1 bloke

eden ilaclara panzehir gorevi gortir.

32



Edrofonyum bir kuaterner amin olup myastenia gravisin tanisinda kullanilmaktadir.
Edrofonyumun etkileri neostigminle benzerdir. Asir1 dozu kolinerjik krize neden
olabileceginden dikkatli olunmalidir. Antidotu atropindir. MG’in tedavisinde

Pridostigmin ve ambenonyum da kullanilir.

Piridostigmin sentetik bir AChE inhibitoriidiir., sinaptik yarikta asetilkolin
ndrotransmiterinin hidrolizini inhibe eder. Bu ajan, néromiiskiiler kavsakta asetilkolin

ile asetilkolin reseptorii arasindaki etkilesimlerin sayisini arttirarak etki gosterir.

Piridostigmin kan-beyin bariyerini gecemez, dolayisiyla MSS toksisitesini sinirlar ve

okiiler ve genellestirilmis MG'de hafif derecede etkili olabilir.
2.24. Geri Doniisiimsiiz AChEDleri

AChE, kovalent baglar olusturan sentetik organofosfat bilesiklerinin bir koleksiyonunu
icerir. Bu bilesikler, ACh'nin {retildigi tiim dokularda ACh ndrotransmiterinin
konsantrasyonunda siirekli bir artisa neden olur. Bunlarin ¢ogu, yiiksek toksik etkileri
nedeniyle kimyasal silah olarak kullanilmaktadir. Bu bilesiklerin prototipi, kapsamli bir

sekilde incelenmis olan izoflurofattir.

Izoflurofat (diizopropilfluorofosfat, DFP) bir organofosfat olup AChE’m aktif
bolgesindeki bir serin —OH’e kovalent olarak baglanir. Bunun sonucunda enzim
sentezlenmesi gerekir. Kovalent modifikasyonundan sonra fosforillenen AChE yavas
yavas izopropil gruplarindan birini birakir. Yaslanmak olarak adlandirilan, alkil
gruplarinin kaybi pralidoksim gibi ilaglarin enzim ile geriye kalan ilag arasindaki bagi
koparmasini imkansiz kilar. DFP 6-8 saat icinde yaslanirken, kimyasal silahlar

dakikalar hatta saniyeler i¢inde yaslanir.
2.25. Schiff Bazlarinin Metal Kompleksleri

Schiff bazlar ilk kez 1864 yilinda Alman kimyac1 H. Schiff tarafindan elde edilmistir.
Karbonil bilesikleri amino gruplar1 ile kondenzasyon reaksiyonlar1 verir ve karbon ile
azot arasinda bir ¢ift bag meydana gelir. Bu tiir bilesiklere Schiff bazlar1 (imin) adi

verilir. Bu baga da azometin bag1 denir. Bu bilesikler ¢cok zayif bazik 6zellik gosterirler.

Schiff bazlari R-CH=NR' genel formiiliiyle de gosterilebilir. Bu formiilde R, R'alkil veya
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alkil siibstitlientleridir. C=N grubunun en karakteristik 6zelliklerinden birisi metallerle
kompleks teskil etmesidir. Bu grubun bir diger 6zelligi de metal iyonlariyla kararl
kompleks teskil edecek kadar yeterli bazliga sahip olmamasindan dolayidir. Bu nedenle
kararli kompleksler teskil edebilmek i¢cin molekiilde kolayca hidrojen atomu verebilecek
bir ilave grubun bulunmasina ihtiya¢ vardir. Bu tercihen bir hidroksil grubu olmalidir,
Oyle ki metal atomu ile bes veya altili selat halkas1t meydana getirsin. Metal iyonlari
karbonil bilesiginin primer aminlerle kondense olarak yaptigi bilesiklerle etkileserek

reaktantlar1 bir kompleks teskil edecek sekilde bir araya getirirler.

Koordinasyon bilesikleri sentezinde ligand olarak kullanilan Schiff bazlar1 konusuyla
bir¢ok bilim adami ilgilenmis ve ¢esitli kompleksler elde etmislerdir. Schiff bazlarinin
yapilarinda oksokrom gruplar bulundugu takdirde, bunlardan elde edilen metal
kompleksleri renkli maddeler olduklarindan boya endiistrisinde 06zellikle tekstil
boyaciliginda pigment boyar maddesi olarak kullanilmaktadir ayrica polimer
teknolojisinde, ila¢ sanayinde, tipta, tarim alaninda, roket yakiti hazirlanmasinda,
biyolojik olaylarin agiklanmasinda ve daha bir ¢ok alanda bu bilesiklerden biiyiik
Olclide yararlanilmakta ve yeni sentezlerin yapilmasi yoniindeki c¢alismalar yogun bir

sekilde devam etmektedir (Degirmencioglu, 2010).
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3. MATERYAL VE METOT

Ellman yontemine gore AChE/BChE inhibitér etkisi Olgiilmesi AChE ve BChE
enzimleri spektrofotometrik olarak Ellman yontemine gore 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 a¢iga ¢ikan tiyokolin,
Ellman reaktifi olan DTNB [5,5’-ditiyo-bis-(2-mtrobenzoik asit)] ile reaksiyona girer.
Reaksiyon sonucunda sari renkli kromofor TNB (5-tiyo-2- nitrobenzoik asit) olusur.
Reaksiyon sonunda olusan bu sar1 renkli bilesigin olusum hizi (rengin siddeti), 412 nm
de absorbans ol¢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;

EU/ml:¥><E !

VE 13,6

EU / ml: 1 ml ¢6zeltide bulunan enzim {initesi degeri
AOD: Zamana gore absorbans farki degisimi

T: Zaman (Dk)

13,6: DTNB i¢in ekstinksiyon katsayisi

VT: Toplam hacim (ml)

VE: Kiivete katilan enzim miktar1 (ml)
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3.1. LH Ligandinin Sentezi

5-Brom-2-hidroksi-3-nitrobenzaldehit (2.46 g, 10 mmol), 20 mL. mutlak etil alkolde ¢oziilerek
paralel sentez cihazindaki 100 mL’lik bir balona ilave edildi. Daha sonra 20 mL mutlak etil
alkol igerisinde ¢ozlinmiis olan 2-aminofenol (1.09 g, 10 mmol) ve (0.01 g) p-toluen siilfonik
asit yavas yavas bu ¢6zeltiye damlatildi. Reaksiyon 60 °C’de yaklasik 4 saatte gerceklestirildi.
Reaksiyonun tamamlanip tamamlanmadigi FT-IR spektrometresinde karbonil piki ile takip
edildi. Sentezlenen iiriin bir miiddet bekletildikten sonra sicak saf su, etil alkol ve dietil eter ile
yikandi. Daha sonra vakum altinda kurutuldu (Canpolat, 2003; Tuna, 2010). LH ligandinin

sentez mekanizmasi Sekil 3.1°de verilmistir.

HO
Br

T o, = o™
+ N
OH

NO, NH \Qi)\H

NO,
LH

Sekil 3.1. LH ligandinin Sentez Mekanizmasi
3.2. Metal Komplekslerinin Sentezi

Sentezlenen LH ligand1 (0.594 g, 1,00 mmol), 10 mL mutlak etil alkolde ¢6ziilerek
paralel sentez cihazindaki 50 mL’lik bir balona birakildi ve bu ¢ézeltiye 10 mL mutlak
etil alkolde coziilen metal asetatlar1 (0.125 g, 0,50 mmol kobalt (II) asetattetrahidrat,
0.10 g, 0,50 mmol bakir (II) asetatmonohidrat, 0.124 g, 0,50 mmol nikel (II)
asetattetrahidrat ve 0.110 g, 0.50 mmol c¢inko (II) asetatdihidrat) damlatma hunisi
vasitasiyla damlatilarak karistirildi. Reaksiyon 50-60 °C’de yaklagik 2-4 saatte
gerceklestirildi. Sentezlenen iirlinler bir miiddet bekletildikten sonra sicak saf su, etil
alkol ve dietil eter ile yikandi. Daha sonra vakum altinda kurutuldu (Canpolat, 2003;
Tuna, 2010). Metal komplekslerinin (CoL,, CuL,, NiL, ve ZnL,) sentez mekanizmasi
Sekil 3.2°de ve yeni sentezlenen Schiff Baz1 Ligand1 (LH) ve metal kompleksleri (CoL,,
Cul,, NiL, ve ZnL;)’nin kimyasal yapilar1 Sekil 3.3’te verilmistir.
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Sekil 3.2. Metal komplekslerinin (CoL,, CuL,, NiL, ve ZnL,) Sentez Mekanizmas1

HO Br HOQ
0

NO,

Sekil 3.3. Yeni Sentezlenen Schiff Baz1 Ligandi (LH) ve Metal Kompleksleri (CoL,, Cul,,
NiL, ve ZnL,)’nin Kimyasal Yapilar



3.3. Molekiiler Kenetlenme Calismalar:

Molekiiler yerlestirme simiilasyonlarinda kullanilan AChE ve BChE enzimlerinin ii¢
boyutlu yapilar1 (PDB ID: 7XN1 ve 4BDS), “RCSB Protein Data Bank™ web sitesinden
(https://www.rcsb.org) elde edilerek “Schrodinger Small-Molecule Drug Discovery
Suite 2024-2” yazilimmin “Protein Preparation Wizard” modiilii ile hazirlanmigtir
(Dileep, 2022; Nachon, 2013). Protein hazirlama siirecinde, yalnizca enzimlerin aktif
bolgelerindeki su molekiilleri korunmus ve ligandlardan 5 A'den daha uzakta olan su
molekiilleri “OPLS4” kuvvet alan1 kullanilarak yeniden optimize edilmistir. Her iki
proteinin yapisinda kristalize olan takrin molekiilii, baglanma bolgelerinde tutulmustur.
Eksik hidrojen atomlarinin tamamlanmasi i¢in ayni yazilimin “Prime” modiilii, amino
asit kalintilarinin iyonizasyon ve tautomerik durumlarini belirlemek i¢in ise “Epik”
modili kullanilmistir. “LigPrep” modiili yardimiyla pH 7.0 + 2.0’deki olasi
iyonizasyon durumlari, tautomerler ve enantiyomerler belirlenmistir. Ligandlarin
minimizasyonu i¢in “OPLS4” kuvvet alan1 parametreleri uygulanmistir. Sentezlenen
bilesiklerin iki boyutlu yapilar1 “ChemDraw 217 yazilimi kullanilarak ¢izilmistir.
Kenetlenme 6ncesinde, “Receptor Grid Generation” modiilii ile baglanma boélgelerinin
haritalar1 ¢ikarilmis ve ayni yazilimin “Glide XP” algoritmasi kullanilarak 6nce takrin,
ardindan in vitro kosullarda en yiiksek inhibisyon etkinligi gosteren CoL, ve Cul,

bilesikleri proteinlere kenetlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. AChE ve BChE Enzimlerinin Aktivitesi Uzerine Yeni Sentezlenen Schiff Baz1

Tiirevlerinin Etkilerinin Incelenmesinin Sonuclari

AChE ve BChE enzimlerinin aktivitesi iizerine yeni sentezlenen Schiff Bazi ligandi
(LH) ve metal kompleksleri (CoL,, Cul,, NilL, ve ZnL,)’nin etkilerini belirlemek
amaciyla bu bilesiklerin stok c¢ozeltileri hazirlandi. Yapilan ¢alismalar sonucunda elde

edilen bilgiler 15181nda [Konsantrasyon]-Aktivite % grafikleri ¢izildi.

Tablo 4.1. AChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Yeni Sentezlenen Schiff Baz1 Ligandi LH
Bilesiginin ICso Degerinin Belirlenmesi i¢in Kullanilan Madde Konsantrasyonlar1

Konsantrasyon Aktivite

(nM) (%)

0 100
44.49 71.43
62.29 56.59
80.09 49.45
97.89 39.56
115.68 30.22

Tablo 4.2. AChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Metal
Kompleksi Col, Bilesiginin ICso Degerinin Belirlenmesi Igin Kullanilan Madde
Konsantrasyonlari

Konsantrasyon Aktivite

(nM) (%)

0 100
19.25 72.53
27.28 59.89
35.30 49.45
43.32 38.46
51.34 30.77
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Tablo 4.3. AChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Metal

Kompleksi CuLl, Bilesiginin IC50 Degerinin
Konsantrasyonlari

Belirlenmesi Icin Kullanilan Madde

Konsantrasyon Aktivite

(nM) (%)

0 100
39.82 71.43
47.78 60.44
55.74 51.10
63.71 40.11
71.67 30.22

Tablo 4.4. AChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Metal

Kompleksi Nil, Bilesiginin /C50 Degerinin
Konsantrasyonlari

Belirlenmesi I¢in Kullanilan Madde

Konsantrasyon Aktivite

(nM) (%)

0 100
24.08 67.03
35.31 54.95
46.55 49.45
57.78 32.97
69.02 24.73

Tablo 4.5. AChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Metal

Kompleksi ZnL, Bilesiginin /C50 Degerinin
Konsantrasyonlari

Belirlenmesi I¢in Kullanilan Madde

Konsantrasyon Aktivite

(nM) (%)

0 100
31.76 63.45
39.70 57.36
47.64 49.24
55.58 32.49
63.52 26.40
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Tablo 4.6. AChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Referans Ilag Takrin’in ICso Degerinin
Belirlenmesi I¢in Kullanilan Madde Konsantrasyonlar1

Konsantrasyon Aktivite
(nM) (%)
0 100
51.125 74.85
72.427 60.48
93.729 52.69
115.031 42.51
136.333 33.53

Tablo 4.7. BChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Ligandi LH
Bilesiginin /C50 Degerinin Belirlenmesi I¢in Kullanilan Madde Konsantrasyonlari

Konsantrasyon Aktivite
(nM) (%)
0 100
444.93 78.43
667.40 64.71
889.86 52.94
1112.33 39.22
1334.80 31.37

Tablo 4.8. BChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Metal
Kompleksi CoL, Bilesiginin I/C50 Degerinin Belirlenmesi I¢in Kullanilan Madde
Konsantrasyonlari

Konsantrasyon Aktivite
(nM) (%)
0 100
240.66 84.31
360.99 68.63
481.33 52.94
601.66 47.06
721.99 39.22

41



Tablo 4.9. BChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Metal

Kompleksi Cul, Bilesiginin I/Cso Degerinin
Konsantrasyonlari

Belirlenmesi I¢in Kullanilan Madde

Konsantrasyon Aktivite
(nM) (%)
0 100
238.90 72.55
342.42 58.82
445.94 50.98
549.46 37.25
652.98 29.41

Tablo 4.10. BChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Metal
Kompleksi NiL, Bilesiginin ICso Degerinin Belirlenmesi I¢in Kullanilan Madde

Konsantrasyonlari
Konsantrasyon Aktivite

(nM) (%)

0 100
288.91 76.47
417.31 62.75
545.71 52.94
674.11 45.10
802.52 33.33

Tablo 4.11. BChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Yeni Sentezlenen Schiff Baz1 Metal
Kompleksi ZnL, Bilesiginin ICso Degerinin Belirlenmesi Igin Kullanilan Madde

Konsantrasyonlari
Konsantrasyon Aktivite

(nM) (%)

0 100
285.84 77.97
412.88 61.02
539.92 50.85
666.96 37.29
794.01 27.12
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Tablo 4.12. BChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Referans Ila¢ Takrin’in /C50 Degerinin
Belirlenmesi I¢in Kullanilan Madde Konsantrasyonlari

Konsantrasyon Aktivite
(nM) (%)
0 100
85.21 73.21
119.29 62.50
153.37 50.00
187.46 41.07
221.54 32.14
120+
100+
7
=
= 80+
By
< -
w 60
5 .
< 40+
20+
0 L} L | L
0 50 100 150
[LH] nM

Sekil 4.3. AChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Yeni Sentezlenen Schiff Baz1 Ligandi LH
Bilesiginin Etkisini Gosteren ve ICso Degerinin Belirlenmesi i¢in Kullanilan
[Konsantrasyon]-Aktivite % Grafigi
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Sekil 4.4. AChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Yeni Sentezlenen Schiff Baz1 Metal
Kompleksi Col, Bilesiginin Etkisini Gosteren ve ICsy Degerinin Belirlenmesi igin
Kullanilan [Konsantrasyon] - Aktivite % Grafigi

120+
1004

80+

AChE Aktivitesi
(%)

40+

201

0 L] ] L] 1
0 20 40 60 80

[CuL,] nM
Sekil 4.5. AChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Yeni Sentezlenen Schiff Baz1 Metal

Kompleksi Cul; Bilesiginin Etkisini Gosteren ve ICsy Degerinin Belirlenmesi I¢in
Kullanilan [Konsantrasyon] - Aktivite % Grafigi
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Sekil 4.6. AChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Metal

Kompleksi NiL,; Bilesiginin Etkisini Gosteren ve ICsy Degerinin Belirlenmesi igin
Kullanilan [Konsantrasyon] - Aktivite % Grafigi

1201

AChE Aktivitesi

0 L) L] L L)
0 20 40 60 80
[ZnL,] nM

Sekil 4.7. AChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Metal
Kompleksi ZnL, Bilesiginin Etkisini Gdsteren ve ICsy Degerinin Belirlenmesi igin
Kullanilan [Konsantrasyon] - Aktivite % Grafigi
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Sekil 4.8. AChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Referans ilag Takrin’in Etkisini
Gosteren ve Icso Degerinin Belirlenmesi ig¢in Kullanilan [Konsantrasyon] - Aktivite
% Grafigi
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Sekil 4.9. BChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Yeni Sentezlenen Schiff Baz1 Ligandi LH
Bilesiginin Etkisini Gosteren ve ICsy Degerinin Belirlenmesi i¢in Kullanilan
[Konsantrasyon] - Aktivite % Grafigi
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Sekil 4.10. BChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Yeni Sentezlenen Schiff Baz1 Metal
Kompleksi Col, Bilesiginin Etkisini Gosteren ve ICsy Degerinin Belirlenmesi igin
Kullanilan [Konsantrasyon] - Aktivite % Grafigi

BChE Aktivitesi
(%)
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[CuL,] nM
Sekil 4.11. BChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Metal

Kompleksi Cul,, Bilesiginin Etkisini GOsteren ve Icsy Degerinin Belirlenmesi i¢in
Kullanilan [Konsantrasyon] - Aktivite % Grafigi
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Sekil 4.12. BChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Yeni Sentezlenen Schiff Bazi

Metal Kompleksi NiL, Bilesiginin Etkisini Gosteren ve ICsy Degerinin
Belirlenmesi i¢in Kullanilan [Konsantrasyon] - Aktivite % Grafigi
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Sekil 4.13. BChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Metal

Kompleksi ZnL, Bilesiginin Etkisini Gosteren ve ICsy Degerinin Belirlenmesi i¢in
Kullanilan [Konsantrasyon] - Aktivite % Grafigi
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Sekil 4.14. BChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Referans Ila¢ Takrin’in Etkisini
Gosteren ve ICsy Degerinin Belirlenmesi i¢in Kullanilan [Konsantrasyon] - Aktivite
% Grafigi

4.2. AChE ve BChE Enzimlerinin Aktivitesi Uzerine Inhibitor Etkisi Gosteren
Yeni Sentezlenen Schiff Baz1 Tiirevleri icin K; Sabitlerinin Belirlenmesine Ait

Calhismalarin Sonuclari

AChE ve BChE enzimlerinin aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi gosteren yeni
sentezlenen Schiff Bazi ligand1 (LH) ve metal kompleksleri (Col,. Cul,. NiL, ve
ZnL,)’nin K sabitlerini tespit etmek amaciyla sabit {i¢ uygun madde konsantrasyonu ve
bes substrat konsantrasyonu belirlenerek aktiviteleri 6lgiildii. Bu degerler yardimiyla

Lineweaver-Burk grafikleri cizilerek Kjsabitleri hesaplandi (Lineweaver ve Burk 1934).

Tablo 4.13. AChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Yeni Sentezlenen Schiff Baz1 Ligandi LH
Bilesiginin K; Sabitinin Belirlenmesi i¢in Kullanilan Substrat ve Madde
Konsantrasyonlar1 ile Aktivite Degerleri

Substrat inhibitor
(mM)
0 47.46 nM 71.19 nM 106.78 nM

0.08 0.223 0.151 0.135 0.119
0.12 0.305 0.193 0.170 0.159
0.16 0.403 0.239 0.218 0.183
0.20 0.489 0.299 0.263 0.224
0.24 0.520 0.354 0.318 0.242
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Tablo 4.14. AChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Metal
Kompleksi Col, Bilesiginin K; Sabitinin Belirlenmesi i¢in Kullanilan Substrat ve
Madde Konsantrasyonlar1 ile Aktivite Degerleri

Substrat inhibitor
(mM)
0 22.46 nM 33.69 nM 51.34 nM
0.08 0.242 0.134 0.119 0.107
0.12 0.324 0.197 0.161 0.153
0.16 0.411 0.245 0.210 0.190
0.20 0.484 0.292 0.244 0.224
0.24 0.515 0.336 0.319 0.257

Tablo 4.15. AChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Metal
Kompleksi Cul, Bilesiginin Ky Sabitinin Belirlenmesi i¢in Kullanilan Substrat ve Madde
Konsantrasyonlari ile Aktivite Degerleri

Substrat Inhibitor
(mM)
0 20.70 nM 31.85 nM 47.78 nM
0.08 0.215 0.154 0.140 0.129
0.12 0.306 0.213 0.195 0.185
0.16 0.407 0.278 0.259 0.232
0.20 0.500 0.341 0.318 0.277
0.24 0.557 0.386 0.348 0.315

Tablo 4.16. AChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Metal
Kompleksi Nil, Bilesiginin K; Sabitinin Belirlenmesi i¢in Kullanilan Substrat ve
Madde Konsantrasyonlari ile Aktivite Degerleri

Substrat inhibitor
(mM)
0 24.08 nM 35.31 nM 52.97 nM

0.08 0.242 0.144 0.125 0.102
0.12 0.325 0.192 0.175 0.151
0.16 0.411 0.232 0.235 0.199
0.20 0.483 0.295 0.288 0.233
0.24 0.517 0.350 0.307 0.261
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Tablo 4.17. AChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Metal
Kompleksi ZnL, Bilesiginin K; Sabitinin Belirlenmesi i¢in Kullanilan Substrat ve
Madde Konsantrasyonlar1 ile Aktivite Degerleri

Substrat inhibitor
(mM)
0 25.41 nM 38.11 nM 57.17 nM

0.08 0.238 0.120 0.110 0.093
0.12 0.333 0.181 0.167 0.136
0.16 0.427 0.229 0.212 0.171
0.20 0.506 0.268 0.251 0.195
0.24 0.540 0.299 0.246 0.218

Tablo 4.18. AChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Referans Ila¢ Takrin’in K; Sabitinin
Belirlenmesi i¢in Kullanilan Substrat ve Madde Konsantrasyonlar1 ile Aktivite
Degerleri

Substrat inhibitor
(mM)
0 42.60 nM 63.91 nM 97.99 nM
0.08 0.223 0.123 0.116 0.102
0.12 0.289 0.206 0.179 0.161
0.16 0.365 0.268 0.240 0.212
0.20 0.443 0.318 0.284 0.239
0.24 0.458 0.363 0.316 0.260

Tablo 4.19. BChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Ligandi1 LH
Bilesiginin K; Sabitinin Belirlenmesi i¢in Kullanilan Substrat ve Madde
Konsantrasyonlar ile Aktivite Degerleri

Substrat inhibitor
(mM)
0 533.92nM  800.88nM  1201.32 nM

0.05 0.020 0.012 0.012 0.009
0.10 0.031 0.021 0.019 0.019
0.15 0.039 0.028 0.026 0.025
0.20 0.045 0.033 0.032 0.027
0.25 0.047 0.037 0.034 0.030
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Tablo 4.20. BChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Metal
Kompleksi Col, Bilesiginin K; Sabitinin Belirlenmesi i¢in Kullanilan Substrat ve
Madde Konsantrasyonlar1 ile Aktivite Degerleri

Substrat inhibitor
(mM)
0 309.65nM 46528 1M 697.92 nM

0.05 0.019 0.011 0.011 0.010
0.10 0.031 0.021 0.020 0.017
0.15 0.038 0.026 0.026 0.021
0.20 0.045 0.031 0.030 0.026
0.25 0.046 0.036 0.032 0.030

Tablo 4.21. BChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Yeni Sentezlenen Schiff Baz1 Metal
Kompleksi Cul, Bilesiginin Kj Sabitinin Belirlenmesi i¢in Kullanilan Substrat ve
Madde Konsantrasyonlar1 ile Aktivite Degerleri

Substrat Inhibitor
(mM)
0 265.97 nM 398.16 nM 597.24 nM
0.05 0.020 0.012 0.011 0.008
0.10 0.031 0.020 0.020 0.017
0.15 0.039 0.027 0.026 0.023
0.20 0.046 0.032 0.031 0.027
0.25 0.048 0.036 0.033 0.030

Tablo 4.22. BChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Metal
Kompleksi Nil, Bilesiginin K; Sabitinin Belirlenmesi i¢in Kullanilan Substrat ve
Madde Konsantrasyonlari ile Aktivite Degerleri

Substrat inhibitor
(mM)
0 321.01nM 48151 nM 72227 nM

0.05 0.019 0.015 0.015 0.013
0.10 0.030 0.023 0.021 0.020
0.15 0.038 0.030 0.027 0.024
0.20 0.045 0.034 0.031 0.026
0.25 0.045 0.035 0.032 0.029
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Tablo 4.23. BChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Metal
Kompleksi ZnL, Bilesiginin K; Sabitinin Belirlenmesi i¢in Kullanilan Substrat ve
Madde Konsantrasyonlar1 ile Aktivite Degerleri

Substrat inhibitor
(mM)
0 317.60nM ~ 476.40nM  714.60 nM
0.05 0.020 0.012 0.009 0.008
0.10 0.032 0.022 0.020 0.016
0.15 0.040 0.029 0.027 0.022
0.20 0.044 0.034 0.032 0.028
0.25 0.047 0.035 0.033 0.029

Tablo 4.24. BChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Referans Ila¢ Takrin’in K; Sabitinin
Belirlenmesi i¢in Kullanilan Substrat ve Madde Konsantrasyonlar1 ile Aktivite
Degerleri

Substrat inhibitor
(mM)
0 76.69 nM 127.81 nM 191.72 nM

0.05 0.018 0.012 0.012 0.009
0.10 0.031 0.023 0.019 0.017
0.15 0.037 0.029 0.025 0.024
0.20 0.041 0.031 0.029 0.026
0.25 0.043 0.036 0.033 0.031
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Sekil 4.15. Yeni sentezlenen Schiff Baz1 Ligandi LH Bilesiginin AChE Enzimi
Aktivitesi Uzerine Etkisini Gosteren ve K Sabitinin Belirlenmesi i¢in Kullanilan
Lineweaver-Burk Grafigi
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Sekil 4.16. Yeni Sentezlenen Schiff Baz1 Metal Kompleksi CoL, Bilesiginin AChE
Enzimi Aktivitesi Uzerine Etkisini Gdsteren ve K| Sabitinin Belirlenmesi i¢in
Kullanilan Lineweaver-Burk Grafigi
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Sekil 4.17. Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Metal Kompleksi Cul, Bilesiginin AChE
Enzimi Aktivitesi Uzerine Etkisini Gosteren ve K; Sabitinin Belirlenmesi icin
Kullanilan Lineweaver-Burk Grafigi
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Sekil 4.18. Yeni Sentezlenen Schiff Baz1 Metal Kompleksi NiL, Bilesiginin AChE
Enzimi Aktivitesi Uzerine Etkisini Gosteren ve K; Sabitinin Belirlenmesi icin
Kullanilan Lineweaver-Burk Grafigi
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Sekil 4.19. Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Metal Kompleksi ZnL, Bilesiginin AChE
Enzimi Aktivitesi Uzerine Etkisini Gosteren ve Ky Sabitinin Belirlenmesi i¢in
Kullanilan Lineweaver-Burk Grafigi

101
V4 —e— [Kontrol]
- 84 / —+ 42.60nM
[7]
P —+— £3.91nM
2 E 6
g 5 —— 97.99nM
w s
5 — 4+
< /
2-

-12 -8 -4 0 4 8 12 16

1/[Substrate] mM™!
Takrin

Sekil 4.20. Referans Ila¢ Takrin’in AChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Etkisini Gdsteren
ve Kj Sabitinin Belirlenmesi i¢in Kullanilan Lineweaver-Burk Grafigi

56



1501

1004 /

501

[Kontrol]
533.92 nM
800.88 nM
1201.32 nM

t ittt

BChE Aktivitesi
(1/EU/ml)

1/[Substrate] mM™!
LH

Sekil 4.21. Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Ligand1 LH bilesiginin BChE Enzimi
Aktivitesi Uzerine Etkisini Gosteren ve Ky Sabitinin Belirlenmesi icin Kullanilan
Lineweaver-Burk Grafigi
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Sekil 4.22. Yeni Sentezlenen Schiff Baz1 Metal Kompleksi CoL, Bilesiginin BChE
Enzimi Aktivitesi Uzerine Etkisini Gosteren ve K; Sabitinin Belirlenmesi icin
Kullanilan Lineweaver-Burk Grafigi
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Sekil 4.23. Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Metal Kompleksi CuL,, Bilesiginin BChE
Enzimi Aktivitesi Uzerine Etkisini Gosteren ve K Sabitinin Belirlenmesi icin
Kullanilan Lineweaver-Burk Grafigi
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Sekil 4.24. Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Metal Kompleksi NiL, Bilesiginin BChE
Enzimi Aktivitesi Uzerine Etkisini Gosteren ve K| Sabitinin Belirlenmesi i¢in
Kullanilan Lineweaver-Burk Grafigi
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Sekil 4.25. Yeni Sentezlenen Schiff Bazi1 Metal Kompleksi ZnL, Bilesiginin BChE
Enzimi Aktivitesi Uzerine Etkisini Gosteren ve Ky Sabitinin Belirlenmesi icin
Kullanilan Lineweaver-Burk Grafigi
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Sekil 4.26. Referans Ila¢ Takrin’in BChE Enzimi Aktivitesi Uzerine Etkisini Gosteren
ve Kj Sabitinin Belirlenmesi i¢in Kullanilan Lineweaver-Burk Grafigi
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4.3. AChE ve BChE Enzimlerinin Aktivitesi Uzerine Inhibitor Etkisi Gosteren
Yeni Sentezlenen Schiff Bazi1 Tiirevleri Molekiiler Kenetlenme Calismalarinin

Sonuclari

Molekiiler yerlestirme caligmalari, proteinlerin ve ligandlarin baglanma bolgelerini
tespit ederek stabil kompleksler olusturmayr miimkiin kilmaktadir. Ayrica, bu
caligmalar, potansiyel yapi-aktivite iliskilerinin yanm1 sira ligandlarin proteinlere
baglanirken benimsedigi konformasyon ve yonelimlerin 6ngoriilmesine olanak tanir. Bu
tezde, in vitro olarak inhibitor 6zellikleri incelenmis olan yeni sentezlenen Schiff bazi
tirevlerinin AChE ve BChE enzimlerine karsi etkilesimlerini agiklia kavusturmak

amactiyla molekiiler kenetlenme ¢alismalar1 yapilmistir.

Sekil 4.27. Molekiiler Kenetlenme Sonucunda Elde Edilen CoL,-AChE (PDB ID:
7XN1) Kompleksinin Etkilesim Diyagrami

Sekil 4.28. Molekiiler Kenetlenme Sonucunda Elde Edilen Cul,-BChE (PDB ID: 4BDS)
Kompleksinin Etkilesim Diyagrami
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5.TARTISMA

Enzimin katalitik aktivitesi, canli organizmalar ig¢indeki ¢esitli biyokimyasal
reaksiyonlar1 yonlendirmede c¢ok onemli bir rol oynar ve bdylece biyokimyacilarin
dikkatini c¢eker. Arastirmacilar tarafindan, hastaliklarin etiyolojisini daha iyi anlamayi
amaclayan enzimler alanini arastirmak i¢in ¢ok sayida calisma yapilmistir. Enzimlerin
arastiritlmasi, saglik hizmetlerinden endiistriyel sektorlere kadar ¢ok c¢esitli pratik

uygulama alanlar1 bulmustur.

Asetilkolinesteraz inhibitorleri, Myastenia Gravis, glokom ve Alzheimer hastaligi gibi
durumlarin tedavisinde kullanilir. Klinik arastirmalarda, bu ilaglarin bilissel islevler
tizerinde kismen terapdtik bir etki yarattigi veya Alzheimer'in ilk ve orta asamalarindaki
bireylerde biligsel gerilemeyi engelledigi belgelenmis durumlar olmustur. Bununla
birlikte, bu umut verici sonuglar tiim Alzheimer hastalarinin% 30-40'inda ortaya ciksa

da, diger hastalarda etkisiz kalmistir.

Bir demans sekli olan Alzheimer hastaligi, son zamanlarda giderek daha yaygin hale geldi ve

kesin bir tedavisi yok. Bu hastalikta rol oynayan birincil nérotransmiter, beyinde

ndrotransmisyonun azalmasina yol agan 6nemli bir azalig gosteren asetilkolindir. Bu durumu ele

almak igin, yalnizca asetilkolin parcalanmasindan sorumlu enzim olan asetilkolinesterazin

(AChE) inhibisyonu yoluyla elde edilebilecek bir basari olan asetilkolinin bozulmasini azaltmak
zorunludur. Butirilkolinesterazin (BChE) kesin farmakolojik islevi heniiz bilimsel arastirma

yoluyla kesin olarak tespit edilmemis olsa da, calismalar serebral dejenerasyonun ortasinda

asetilkolin hidrolizi sirasinda bu enzimin potansiyel bir stabilize edici rolii oldugunu
gostermektedir. Yaslanan bir kiiresel popiilasyonda kritik bir halk sagligi sorunu olarak artan
Alzheimer hastaliginin yaygiligi goéz oniine alindiginda, bu durumla ilgili arastirma ¢abalar
son yirmi yilda énemli 6lgiide yogunlagmustir. Su anda, kesin bir tedavi yonteminin yoklugu,
mevcut ilaglarin hastaligin ilerlemesini durdurma ve yalnizca semptomatik rahatlama sunma

konusundaki smurli kapasitesi ile birlestiginde, arastirmacilart Alzheimer hastaligina karst

potansiyel etkinlige sahip yeni ve etkili terapdtik ajanlari kesfetmeye tesvik etmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tablo 5.1. Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Tirevlerinin ve Referans Ilag Takrin’in ICsq
Degerleri ve K Sabitleri

AChE BChE
inhibitor . .
1Cs e K g2 inhibisyon 1Cs ) K ,  Inhibisyon
tipi R R tipi
(nM) (nM) p (nM) (nM) p

LH 7517140 09964 6585+534 0.9872 Yarismahh 905.60=+13.27 0.9976 762.00+71.18 0.9872 Yarismal
CoL, 33.71+0.38 09986 26.94+2.14 0.9887 Yarismali 552.30+ 13.55 0.9933 402.80+37.62 0.9869 Yarismali

CuL, 5525+047 09979 4555+3.62 0.9872 Yarismah 421.10+9.62 0.9945 345.10+30.31 0.9885 Yarismal

NiL, 39.50+1.86 0.9831 3038+235 09891 Yansmali 572.30+11.02 0.9959 llé;;g;)i 0.9894 Yarismasiz

ZnL, 43.06+1.42 0.825 3438+1.51 0.9893 Yarismasiz 521.40+8.62 0.9966 395.60 +37.12 0.9876 Yarigsmal

Takrin  9541+1.48 0.9973 79.99+6.40 0.9880 Yarismali 152.40+1.89 0.9982 129.00+11.98 0.9879 Yarigmal

Bu tez kapsaminda kullanilan, yeni sentezlenen Schiff Bazi ligand1 (LH) ve metal
kompleksleri (CoL,, Cul,, NiL, ve Znl,)’i Dr. Ogr. Uyesi Stimeyra Tuna YILDIRIM

tarafindan sentezlenmistir.

Sentezlenen Schiff Bazi metal kompleksleri AChE ve BChE enzimleri ilizerindeki
inhibisyon etkileri spektrofotometrik olarak Ellman yontemi ile belirlendi. Sentezlenen
tim Schiff Bazi metal kompleksleri AChE ve BChE enzimlerini inhibe ettigi gortildii.
Sentezlenen Schiff Bazi ligand1 (LH) ve metal kompleksleri (CoL,, Cul,, NiL, ve
ZnL,)’nin K sabitlerini tespit etmek amaciyla sabit {i¢ uygun madde konsantrasyonu ve
bes substrat konsantrasyonu belirlenerek aktiviteleri o6lgiildii. Bu degerler yardimiyla
Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek K;j sabitleri hesaplandi (Lineweaver and Burk
1934). K| sabiti diisiik olan inhibitoriin enzime ilgisi biiylik oldugundan, enzimin
katalitik aktivitesi iizerine inhibisyon etkisinin biiyiik olacagi bilinmektedir. AChE ve
BChE enzimlerinin aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi gosteren yeni sentezlenen Schiff

Bazi ligandi (LH) ve metal kompleksleri (ColL,, Cul,, NilL, ve ZnlL,)’nin IC5(

degerleri ve Kj sabitleri hesaplanarak inhibisyon tipleri belirlendi.
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Sentezlenen Schiff Bazi ligandi (LH) ve metal kompleksleri (CoL,, Cul,, Nil, ve
Znl,)’nin ve eferans ilag olarak kullanilan Tacrin’in AChE i¢in ICsy degerleri
karsilastirildiginda ColL, <Nil, <Znl, <Cul, <LH <Takrin oldugu goriildi.
Inhibisyon etkisin artis siras1 ColL, >NiL, >Znl, >Cul, >LH >Takrin olarak belirlendi.

AChE i¢cin bu siralama goz Oniine alindiginda sentezlenen Schiff Bazi metal

komplekslerinden en iyi inhibitoriin CoL, oldugu belirlendi.

Sentezlenen Schiff Bazi ligand1 (LH) ve metal kompleksleri (CoL,, Cul,, NiL, ve
Znl,)’nin ve referans ila¢ olarak kullanilan Tacrin’in BChE icin ICsy degerleri
karsilastirildiginda Tacrin < Cul,< ZnlL, < Col, <LH < Nil, oldugu goriildii.
Inhibisyon etkisinin artis siras1 Tacrin > Cul, > ZnlL, > CoL, >LH > NiL, olarak
belirlendi. BChE i¢in bu siralama g6z ontine alindiginda sentezlenen Schiff Bazi metal

komplekslerinden en iyi inhibitoriin Cul, oldugu sonucuna varildi.

Schiff Bazi metal komplekslerinin kolinesteraz inhibitorii olarak gelistirilmesi,
Alzheimer, Myastenia gravis gibi hastaliklarin tan1 ve tedavisi i¢in biiylikk 6nem

tagimaktadir.
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