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OZET

Atay, M. Insan Serum Biitirilkolinesterazi ve Eritrosit Asetilkolinesterazinin
Statin Tiirevleri ile Etkilesiminin incelenmesi. Hacettepe Universitesi, Saghk
Bilimleri Enstitiisii, Biyokimya Program, Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2014.
Statinlerin Kolinesterazlarla etkilesimlerini arastirmak amaciyla, Butirilkolinesteraz
(BKE; E.C.3.1.1.8) insan serumundan asitli diyaliz, DEAE Trisakril M ve
Prokainamid Sefaroz 4B kromatografisi basamaklarinin ardindan 867.93 kez saf elde
edildi. Saflagtirilan insan serum BKE’sinin asetiltiyokolin (ATK), bitiriltiyokolin
(BTK), propiyoniltiyokolin (PTK) ve benzoyilkolin (BZK) substratlari ile substrat
seciciligi, atorvastatin, lovastatin, rosuvastatin ve simvastatin adli statin tiirevleri ile
inhibisyon kinetigi calisildi. Insan eritrosit AKE’nin (AKE; E.C.3.1.1.7) ATK ve
yukarida belirtilen statinlerle kinetigi calisildi. “Systat 12 non-lineer” regresyon
analizi ile insan serum BKE’nin ATK, BTK, PTK ve BZK i¢in Ky degerleri uM
cinsinden 216 + 74, 62 + 37, 155 = 40 ve 24 + 8 uM,; eritrosit AKE nin ATK i¢in K
degeri 65 + 16 uM olarak bulundu. BKE’ nin ATK, BTK, ve PTK i¢in Kss degerleri;
2.38 + 0.39, 1.06 £ 0.47 ve, 4.53 + 0.45 mM olarak; BKE’nin Kca degerleri ise
sirasiyla; 9.92 + 0.71, 26.56 + 8.18, 8.18, 10.56 + 1.78 x 10° dak™ olarak hesaplandi.
BKE’nin ATK, BTK, PTK ve BZK i¢in b degerleri 2.12 + 0.30, 1.02, 7.49 £ 0.26 ve
10.780+ 1.80 olarak. BKE’nin ATK, BTK, PTK ve BZK i¢in bkcst degerleri sirasiyla;
21.06, 27.10, 61.23 ve 113.85 x 10% dak™ olarak; Kcat/km degerleri sirasiyla ise; 45.94,
428.50, 52.74 ve 0.43 x 10°‘mM™dak? olarak hesaplandi. Vi degerleri ise sirasiyla;
26.34 + 2.22, 27.85 + 2.84, 46.08 + 3.55, 118.73 * 19.84 umol.dak.mg.prot olarak
hesaplandi. insan serum BKE’nin atorvastatin, lovastatin, rosuvastatin ve simvastatin
icin 1Cso degerleri; 7.24 + 0.27, 14.20 + 0.30, 1.03 + 0.19 ve 17.60 + 0.09 uM; K;
degerleri ise 492.54 + 55.12, 198.65 * 27.18, 194.68 £ 55.24ve 228.91 + 43.78 uM;
olarak saptandi. Sonug olarak statinlerin Kolinesterazlarla olusturdugu inhibisyonun
tipi ilk defa bu galisma ile ortaya ¢ikarildi. Kullanilan statinlerin tUmi insan serum
BKE’nin non-kompetetif inhibitori olarak bulundu. Eritrosit AKE igin, lovastatin

harig diger statinlerde inhibisyon gozlenmedi.

Anahtar Kelimeler: Kolinesterazlar, Atorvastatin, Lovastatin, Rosuvastatin,

Simvastatin.
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ABSTRACT

Atay, M. Effects of Statins on Human Serum Butyrylcholinesterase and
Erythrocyte Acetylcholinesterase. Hacettepe University, Institute of Health
Sciences, Biochemistry Program, Master’s Thesis, Ankara, 2014. To
investigate effects of statins on cholinesterases, Butyrylcholinesterase (BChE;
E.C.3.1.1.8 ) was purified from human plasma through acid dialysis, DEAE-Tris
Acryl M ion exchange and Procainamide-Sepharose 4B chromatography steps. The
fold of the process was 867.93. Substrate selectivity of the purified human serum
BChE was determined with acetylthiocholine (ATCh), butyrlythiocholine (BTCh),
propionylthiocholine (PTCh) and benzoylcholine (BZCh). Inhibition kinetics of
statins, atorvastatin, lovastatin, rosuvastatin and simvastatin, with human serum BChE
were studied. The ATCh substrate kinetics and inhibition kinetics of the statins, were
also analysed with human erythrocyte acetylcholinestrease (AChE; E.C.3.1.1.7). Via
Systat 12.0 nonlinear regression analysis, the Ky values of purified human serum
BChE for the substrates ATCh, BTCh, PTCh and BZCh were found as 216 + 74, 62 +
37, 155 * 40 and, 24 + 8 uM. Kn value of human erythrocyte AChE for ATCh was
found as 65 + 16 uM. BChE Kss values for ATCh, BTCh, and PTCh were found as
2.38 £ 0.39, 1.06 = 0.47, 4.53 + 0.45 mM. and the Kca values of BChE for ATCh,
BTCh, PTCh and BZCh were found as; 9.92 + 0.71, 26.56 + 8.18, 8.175, 10.56 + 1.78
x 10° mint. And their corresponding b values were found as 2.12 + 0.3, 1.02, 7.49 +
0.26, 10.78 + 1.80. The calculated bkcat values of BChE for the ATCh, BTCh, PTCh,
BZCh were 21.06, 27.10, 61.23:113.86 x 10° min™ whereas Kca/km values were found
as 45.94, 428.50, 52.74, 0.434 x 10°‘mM™ min. Vi, values of BChE for ATCh, BTCh,
PTCh and, BZCh; 27.85 + 2.84, 46.08 + 3.55, 26.34 + 2.22,118.73 = 19.84 pumol”
Ymin.mg.prot, respectively. The 1Cso values were of BChE for atorvastatin, lovastatin,
rosuvastatin and simvastatin found as 7.24 + 0.27, 14.20 + 0.30, 1.03 £ 0.19,17.60 +
0.09 uM whereas their K;jvalues were 492.54 +55.12, 198.65 + 27.18, 194.68 £ 55.24
and, 228.91 +43.78 uM. Inhibition types of statins on cholinesterses were defined for
the first time. Hence, the statins used in this research, were determined as non-
competetive inhibitors of human serum BChE. For erythrocyte AChE not all the statins

but only Lovastatin was found as an inhibitor.

Key words: Cholinesterases, Atorvastatin, Lovastatin, Rosuvastatin, Simvastatin
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1.GIRIS VE AMAC

Kolinesterazlar, pek cok dokuda, plazma ve viicut sivilarinda bulunan
enzimlerdir. Substrat 6zgiilliigii ve inhibitor hassasiyetlerine gore asetilkolinesteraz ve
biitirilkolinesteraz olmak iizere ikiye ayrilmaktadirlar (1-3). Asetilkolinesteraz (AKE,
E.C. 3.1.1.7) beyin, kas ve eritrosit zarinda bulunan asil kolinesterazdir (4).
Asetilkolinin  Kkolinerjik sinapstan salimindan sonra kolinesterazlar araciliiyla
parcalanmasi sonucu sinir iletimi sonlanmaktadir (5). Butirilkolinesteraz ise (BKE,
E.C. 3.1.1.8 ) kolin esterlerini ve bu bilesiklerin tiyol analoglarini, ksenobiyotikleri,
nitroasetanilidleri, aspirin, amitriptilin, benaktizin, drofenin gibi ilaglari;
siiksinildikolin, pestisitler, insektisitler gibi karbamat esterlerini ve ¢esitli
organofosfatlari yikabilen, serumdaki ana detoksifiye edici enzimlerdendir (1-7). Pek
cok farkli bilesigi hidroliz edebilmesine ragmen, BKE’nin dogal substrati
bilinmemektedir (7). Ancak, en uygun substrati biitirilkolindir (8). Biitirilkolin, sigir
kornea epitelinde ve beyninde bulunmaktadir, islevi bilinmemekle birlikte,

ndrotransmitter dzellikte bir madde oldugu diistiniilmektedir (9).

BKE karacigerde sentezlenip plazmaya verilmekte ve insanda serum
proteinlerinin yaklasik % 0.01’ini olusturmaktadir (10). Ayrica toksik bilesiklerin
AKE’ye ulagsmadan detoksifiye edilmesi BKE nin 6nemli bir 6zelligidir (11,12). BKE
beyin, kalp, akciger, damar, kas, plazma, dalak, karaciger, ince barsak, tiikiiriik ve deri

olmak iizere pek ¢ok farkli dokuda yer almaktadir (11).

AKE ve BKE’nin kollajen benzeri kuyrugu olan asimetrik A4, As, Ai2
molekiiler yapilar1, G4 tetramer globiiler yapisi, amfifilik veya non-amfifilik 6zellikte
olabilen G1, G2 monomer ve dimer yapilar1 bilinmektedir(10). insan viicut sivilarinda

BKE, Gstetramer halde bulunmaktadir (13).

AKE’nin aktif bélgesinde bulunan ondért aromatik amino asitten altist BKE’de
alifatik amino asittir (14). Boylece BKE, bdtirilkolin gibi blyuk acil grubu iceren
substratlar1 katalizleyebilmektedir (15). Bu durum, BKE’nin aktif bdlgesinin
AKE’den daha genis olmasini saglarken, her iki enzimin inhibitorleri arasinda
farkliliklara yol ag¢maktadir. 1,5-bis (4-allildimetilamonyumfenil) pentan-3-bir

dibromiir (BW284C51) 06zgiil olarak AKE’yi inhibe ederken; tetraizopropilpiro-



fosforamid (iso-OMPA), ethopropazin ve bambuterol, BKE’yi inhibe etmektedir (8-
17).

Atorvastatin, simvastatin, lovastatin, fluvastatin, pravastatin, pitavastatin ve
rosuvastatin funguslardan elde edilen veya sentetik olarak {iretilen baslica statinlerdir.
Statin tarevi ilaglar, HMG-KoA rediiktaz (3-hidroksi-3-metil-glutaril-CoA redlktaz,
E.C. 1.1.1.34) enzimini kompetetif olarak inhibe edererek kan kolesterol diizeyini

normal seviyelere diistirmektedir (12-15).

Biitirilkolinesteraz, dogrudan kolesterol veya kolesterol esterlerinin karsilikli
etkilesimi ile lipid metabolizmasinda etkili olabilmektedir (15). Kolinesteraz aktivitesi
ile triacilgliserol duzeyleri, obezite, koroner arter hastaliklari, tip 2 diyabetes mellitus
ve karaciger yaglanmasi arasinda iliski oldugunu ortaya c¢ikaran c¢alismalar
yapilmaktadir (13). Ek olarak biitirilkolinesteraz geni olmayan farelerde yiiksek yag
icerikli diyetin, obeziteye yol a¢tig1 diisintilmektedir (16).

HMG-KoA reduktaz inhibitérlerinin ve statinlerin, kolinesterazlar tizerinde
inhibe edici Ozelliklerinin oldugu diisiiniilmektedir. Statin ve benzeri lipid azaltict
ajanlarin, yalnizca kolesterol seviyesini azaltmakla kalmadiklar1t ayn1 zamanda
Alzheimer hastaligina kars1 koruyucu olarak da etkinliklerinin oldugu bilinmektedir
ayrica lipid metabolizmasi, kardiyovaskiiler rahatsizliklar ve inme gibi rahatsizliklar

icin de koruyucu- 6nleyici ajan olabilecekleri yeni arastirmalarin konusudur.

Bu calismanin amaci statinlerden atorvastatin, lovastatin, simvastatin, ve
rosuvastatin’in insan serumundan saflastirilan BKE ve insan eritrosit AKE’si ile
kinetik etkilesimlerini incelemek ve kolinesterazlarin lipid metabolizmasi ile iliskisine

151k tutmaktir.



2.GENEL BiLGILER

2.1. Kolinesterazlarin Tarihcesi ve Ozellikleri

Kolinesterazlar, kolin esterlerinin hidrolizini gerceklestirebilme 6zelligine
sahip enzimler olarak tanimlanmiglardir (17). Asetilkolinesteraz, ilk olarak kurbaga
vagus sinirinde asetilkolini ortadan kaldiran enzim olarak bulunmus, at serumundan
saflagtirilarak tanimlandiktan sonra kolin-esteraz adin1 almistir (5,17). Farkli substrat
derisimleri ile yapilan calismalar sonucunda kinetik 6zellikleri farkli, iki gesit
kolinesteraz oldugu disiinilmistir (17). Bunlardan birincisi, disiik substrat
konsantrasyonlarinda en 1yi aktivite gosteren ve yliksek substrat derisimlerinde inhibe
olan insan eritrositlerinde bulunan kolinesterazdir, ikincisi substrat derisimi arttik¢a
aktivitesi artan ve insan serumunda bulunan kolinesterazdir (5,17,18). Daha sonra
yapilan ¢alismalar, eritrosit enziminin yalnizca kolin esterlerini substrat olarak
kullanabildigini gosterdiginden bu enzim “gercek kolinesteraz”, serum enzimi ise
kolin olmayan esterleri de hidroliz edebildiginden “psddo kolinesteraz” olarak
adlandirilmiglardir, ancak bu adlandirma enzimler igin yeterince 6zgiil degildir (19).
Calismalarda bu belirsiz adlandirilmadan dolayr olusabilecek kargasayr onlemek
gerekmektedir (17). Bu amagla, Uygulamali ve Teorik Kimya Birliginin Uluslararasi
Biyokimyasal Isimlendirme Komitesi (IUPAC) ve Uluslararasi Biyokimya Birligi
(IUBMB), eritrosit enzimini “asetilkolinesteraz” (ger¢ek kolinesteraz, eritrosit
kolinesterazi, asetilkolin asetilhidrolaz AKE, E.C. 3.1.1.7) serum enzimini ise
“Biitirilkolinesteraz” (psddokolinesteraz, serum kolinesterazi agilkolin agilhidrolaz,

kolinesteraz, BKE, E.C.3.1.1.8) olarak simiflandirmistir (17, 20).

Kolinesterazlar, asetilkolinin kolinerjik sinapslardan salinir salinmaz hizla

yikimi ve kolinerjik sistemin kontroliinii saglayan enzimlerdir (5, 17).

Ayrica Kolinesterazlar, kolin esterlerini diger substratlara oranla daha hizli bir
sekilde hidroliz etme veya fizyostigmin (eserin) adi verilen bir dogal karbamat
alkoloidi tarafindan inhibe edilme Ozellikleri ile taninirlar (2). Asetilkolinesterazin
(AKE) asetilkolini hidroliz hiz1 substratlarin molekiiler difiizyonunun teorik limitinin
en yliksek degerine ulasmaktadir (5,21). Bu durum kolinesterazlarin bilinen en hizli
enzimler oldugunu gostermektedir (2). Biitirilkolinesteraz (BKE) biitirilkolini hizl1 bir
sekilde hidroliz eder, ayrica asetilkolini de hidroliz edebilmektedir (5,22).



Kolinesterazlar en 1iyi fizyolojik pH’da diger bir deyisle pH 7.4’de aktivite
gostermektedir ve tepkime mekanizmalan aktif bolgedeki serin rezidiisu araciligiyla
ger¢eklesmektedir (5,22). Diisopropilflorofosfat (DFP) kolinesterazlarin — aktif
merkezinde bulunan serin rezidiisinu alkilleyerek kolinesterazlari geri doniigiimsiiz
olarak inhibe etmektedir (5,20). Tripsin, kimotripsin ve kan pihtilastirma faktorleri de

DFP ile inhibe edilen diger serin proteazlardir (20).

Insektisitler ve sinir gazlar1 gibi organofosfatlar, fenotiyazin tiirevleri,
kolinesterazlarin 6zgiil inhibitorleridir (17,23). Kolinesterazlarin inhibitorleri ile
etkilesimleri de farklidir; AKE nin se¢ici inhibitorii 1,5 bis-(4-allildimetilaminopropil)
pentan-3-on-dibromiir (BW284C51) iken BKE’nin 6zgll inhibitort (RS)-5-[2-(ter-
butilamino)-1-hidroksietil]Jbenzen-1,3-di bis(dimetil karbamat) (bambuterol) ve N’N’-
di-isopropilfosforodiamidik anhidrit (tetraizopropilpirofosforamid, -iso-OMPA)’dir
(5,16). AKE ve BKE ¢esitli dokularda farkli seviyelerde bulunmaktadir (5). Yetigkin
insanlarda serum AKE seviyesi 8 ng/ml iken, BKE seviyesi 3300 ng/ml olarak
tanimlanmustir (16). AKE sinir sistemi ve kas dokusunda yiiksek miktarda vardir,
gelisimin ilk donemlerinde BKE’de diistik seviyede bu dokularda bulunmaktadir (5).
AKE basta merkezi sinir sistemi, kas sinir kavsagi ve sempatik sinirler ve ter bezleri
olmak uzere tim kolinerjik sistemde BKE’ye oranla daha fazla miktarda bulunan
enzimdir (21).

Serum BKE’si karacigerde sentezlendikten sonra dolasima salinmaktadir
(5,17). Karacigerde sentezlenme o6zelliginden dolayr BKE, klinik arastirmalarda
karaciger fonksiyonu belirteci olarak kullanilmaktadir (17). Akut hepatit, akut siroz ve
karaciger metastazlarinda serum kolinesteraz aktivitesi diismektedir bu durum hepatik
protein sentezinin bozuldugunun bir isaretidir (10,17). Norinoma, meningioma ve
gliomalar gibi beyin tiimdrleri, I6semiler ve ovaryum karsinomlarinda da BKE
seviyesi ve aktivitesinde artis gozlendigi belirtilmistir, bu durum BKE’nin enzimatik

katalizden farkli islevleri olabilecegini diisiindiirmektedir (24).

AKE’nin kolinerjik iletimdeki etkileri agik bir sekilde aydinlatilmistir ancak
BKE’nin fizyolojideki yeri ve 6nemi yeterince agik olmamakla birlikte anestetik bir
etken madde olan siiksinilkolinin yikilmasi, eroin, aspirin (25) ve fizyostigmin

hidrolizi, bambuteroliin aktiflestirilmesi gibi tepkimeleri katalizledigi bulunmustur



(5,23). Bu 6zelliklerinden dolay1 BKE pek ¢ok bilesigi geri donistiiriicii ve detoksifiye
edici bir enzim olarak tanimlanmaktadir (5). insanlarda kas gevsetici siiksinilkolinin
hidroliz edilememesinden kaynakli anestezide gegirilen uykuda kalma siiresindeki
artis BKE aktivitesinin diisiik olmasi ile iliskilidir (5,17). Suksinilkolin kas-sinir
kavsagindaki reseptdrlere baglanmak icin asetilkolin ile yarisir, her ikisi de kas
liflerinde depolarizasyona yol acar ancak asetilkolinin AKE tarafindan hizla hidrolizi
ile uyarilar iletilebilmektedir (16,17). Siksinilkolin ise AKE tarafindan hidroliz
edilemediginden dolayi, sinir iletimi yavaslamaktadir, verilen dozun biiyiik bir boliimii
serumda bulunan BKE araciligiyla hidroliz edilene kadar, kas gevsetici etki devam
etmektedir (17).

2.2. Kolinesterazlarin Genetik Ozellikleri

Omurgal1 canlilarda AKE ve BKE’yi kodlayan iki farkli kolinesteraz geni
bulunmaktadir (10). Kolinesterazlar birden fazla transkripsiyon baslatma bdolgesi
iceren, alternatif gen dizilimlerine izin verebilen 6zellikte bir gen bolgesi tarafindan
kodlanmaktadir (26). Sentezlenen kolinesterazlarin katalitik bolgeleri ve amino asit

sayilar1 ayn1 olmakla birlikte, farkli karboksil ug peptit dizilimlerine sahiptirler (10).

Intron elemanlar1 arasindaki baslama noktalarmmn cesitliliginden kaynakli
farklt gen bolgelerinin birlestirilmesi sonucu kolinesterazlarda gesitli 6zelliklerde

molekiiler formlar olusmaktadir (10,26).

AKE geni, insanda 7. kromozomun uzun kolunun 22. bélgesinde yer alan, alt1
ekson igeren ve 7 kilobaz uzunlugunda bir gendir (27,28). AKE’nin kolinerjik sinir
iletiminin diizenlenmesi ile yakindan iligkili oldugu bilinmektedir (27). AKE gen
lokusunda olusan ve protein ekspresyonunu etkileyen mutasyonlar ¢esitli patolojik

kosullara sebep olmaktadir (28).
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Sekil 2.1. AKE geni semast (10).




Insan BKE geni 3. kromozomun kisa kolunun 26. bdlgesinde yer alan dort
ekson ve {i¢ introndan olusan 70 kilobazlik bir bolgedir (29, 30). BKE’nin 60’dan fazla
mutasyonu tanimlanmustir, bu mutasyonlardan yalnizca bazilart tlimiyle

aydinlatilabilmistir (13).
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Sekil 2.2. BKE geni semasi (30) .

AKE sinir iletiminin durdurulmasinda yasamsal bir 6neme sahip oldugundan
AKE geni canlilarda evrimsel olarak korunmustur, bunun bir sonucu olarak AKE’nin
genetik olarak gesitlilik gostermedigi 6ne siiriilmistiir (28). Ancak daha sonra yapilan
calismalarda AKE 6ncil mRNA’sinda alternatif kirpilma islemi sonrasi farkli protein
tirtinlerinin olustugu saptanmistir (14). Bu farkli AKE varyantlarinin karboksi ug
kismindaki dizileri farklililk gostermektedir, buna gore sinaptik AKE (AKE-S),
eritrosit AKE’si (AKE-E) ve tiimiiyle transkribe edilen AKE varyanti (read-through)
(AKE-R) olarak siniflandiriimaktadirlar (11). Sinaptik AKE varyanti, karboksi ug
kisminda sistein rezidusl igermektedir, bu sisteinler disiilfit kopriisii olusturarak
dimerizasyon ger¢eklesmesini kolaylastirmaktadir (11,31). Eritrosit AKE’sinin
karboksil u¢ kisminda bulunan glisin transamidasyona ugrayarak GPI ¢ipast ile birlesir
ve olgun eritrosit ylizey AKE’sinin ii¢ boyutlu yapisi tamamlanmis olur (11). AKE-R

varyanti ise monomer bir yapidir (31).
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Sekil 2.3. AKE’nin molekiiler yapis1 (11) .

Bu farkli AKE varyantlarindan AKE-S hiicre ¢ogalmasinin ve apopitozun
kontroliinli saglamaktadir, ayrica AKE-R ile birlikte AKE-S varyantlart Alzheimer
hastaligi ile yakindan iligkilidir (32).

Alternatif kirpilma (splicing) varyantlarina ek olarak, eritrosit AKE nin genetik
varyant1 saptanmustir (4,33). Eritrosit AKE’si ayn1 zamanda YT kan grubu antijeni
olarak da adlandirilmaktadir (33) . YT1 kan grubunda AKE dizisinde His332 (CAC)
bulunurken YT2 kan grubunda Asn332 (AAC) yer almaktadir (34) . AKE genindeki
polimorfizmler AKE’nin amino asit dizilisini, elektroforetik ve kinetik 6zelliklerini
etkilememektedir, buna ragmen uyumsuz YT kan transflizyonlarinda farkli antijene

kars1 antikor gelismektedir (33,34).

BKE’nin klinik olarak kullanilan kas gevseticilerden olan siiksinilkolini
hidroliz etme oOzelliginde gozlenen farkliliklar sonucu atipik BKE varyanti
kesfedilmistir (30,35). Atipik varyant tasiyan hasta, standart miktarda siiksinilkolin
enjeksiyonu yapildiginda bile ge¢ uyanmaktadir, soluk alip verme ile ilgili tiim kaslar
paraliz oldugundan yapay solunum cihazina baglanarak solunumun devam ettirilmesi
gereksinimini duymaktadir, aksi halde hastanin yasami tehlikeye girmektedir (35).
Atipik varyant, hastalardan alinan serum oOrneginin dibukain inhibisyon testi ile
tanimlanabilmektedir (36,37). Serum BKE’nin dibukain inhibisyon miktarina gore
hastaya verilecek siiksinilkolin dozu ayarlanabilmekte ve olusabilecek

komplikasyonlarin 6nlenmesi saglanmaktadir (30,35).



Serum BKE aktivitelerinin 6lgimi; dibukain ile florlr inhibisyon dizeylerinin
degerlendirilmesiyle, siiksinilkolin hassasiyetine yol acan BKE fenotipleri ile iligskin
bilgiler elde edilmistir (30,38). Zamanla, enzimin aktivite degisimine karsi olusan
yanita dayanan fenotipleme tekniklerinin giivenilirligi azalmis, modern DNA analizi

teknikleri ile DNA diizeyinde analitik varyant analizleri yaygilasmistir (30,39).

Tablo 2.1. insan BKE’nin fenotipleri (30) .

Insan Serum BKE ’nin Genetik Varyantlart

Adi1 ve Ozelligi Gen Sikhg1
Normal BKE 0.870

K varyant1 (Normale gore 1/3’1i diizeyinde) 0.113
Sessiz BKE Varyanti (¢gesitli tiplerde) 1/100000
Floriire Kars1 Direngli Varyant 1/150000
J Varyant1 (Normale gore 2/31 diizeyinde) Nadir

H Varyant1 (Normale gore aktivitesi % 90 az) Nadir
Newfoundland Varyanti Nadir
Cynthiana Varyant1 (normale gore yiiksek aktivite) 4 aile
Alman Yiiksek Aktiviteli BKE Varyanti 2 aile
Giiney Afrika Varyanti 1 aile

BKE geninde farkli mutasyonlar sonucu olusan ve ozellikleri aydinlatilmig
olan BKE varyantlari; atipik BKE ve floriire direngli BKE’dir (17,35). Bu varyantlar,
normal genetik 6zellikteki BKE’ye oranla, dibukain ve sodyum floriire kars1 daha az
inhibisyon gostermeleri 6zelligiyle taninirlar (29). Atipik BKE alleli Asp70 yerine
glisin gegmesi sonucu olusurken, floriire karsi direngli BKE varyant1 Thr243’{in yerine
metiyonin ge¢mesi veya Gly390’in yerine valin gegmesi gibi ¢esitli heterojen
mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikmaktadir (29,30).

Atipik BKE, 574 amino asit kodlayan BKE geninin 1722 niikleotitten olusan

baz dizisindeki nokta mutasyonu sonucunda olusmaktadir (30,40). Bu mutasyon

209(GAT->GGT) 70. aspartat amino asitinin yerine glisin kodlanmasina sebep



olmaktadir (30). Asidik bir amino asit rezidisuntin eksilmesi sonucu anyonik bolgenin
aktifligi azalmakta; boylece enzimin kolin esterlerine olan afinitesi diismektedir
(30,41).

2.3. Kolinesterazlarin Molekiiler ve Protein Yapilar

Kolinesterazlar farkli molekiiler formlarma, c¢o6zlnurluk o6zelliklerine,
kuarterner yapilarina ve alt birim sayilarina gore siniflandirilmaktadirlar (5,26). Tip |
G2 yapisindaki AKE glikofosfatidilinositol ¢ipast icermektedir (5). Tip Il G1 ve G
yapisindaki AKE ve BKE ise hidrofobik bir ¢ipa ile zara tutunmaktadir (5,10). A1
asimetrik yapisinda disiilfit bagi i¢eren ii¢ katalitik alt birim birbirine, kollajen yapida

Ucll heliks kuyruk ile tutunmaktadir (5).

Insan ve biiyilk bas hayvanlarin beynindeki kaudat cekirdek AKE’si Gg
tetramerleridir, ayrica asimetrik kollajen kuyruklu AKE memeli kas dokusunda
bulunmaktadir, (Sekil 2.4) (16,43).

GPI-G2a dimeri]
(Tip 1)

Asimetrik
kollajen kuyru
yapilar

Genom Yapisi R H T S

[ 2 1 [3] [ ] [F] ] ] N ]
N N
Kodlanan Sekanslar
AChEy PRIMA
| —— L1 S @O . & %E@@
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T| 3 EXEG Gy - g.ka d e Membran
Inpcyaprar capah G4na

S| 2 [3[4F) (Tip ID tetrameri
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Sekil 2.4.Kolinesterazlarin Molekiiler Bigimleri (16).




10

Insan serum BKE’si ise Sekil 2.5°de sematize edildigi gibi, iki disiilfit bag ile
birbirine baglanmis dimerlerden olusan G4 tetrameri halinde bulunmaktadir (16,42) .
Amfifilik globiiler yapidaki kolinesterazlar (G?), hidrofobik bir bolge icermeleri ile
amfifilik olmayan globiiler yapilardan (G") ayirt edilmektedirler (5,10).

Kolinesterazlar, glikoprotein yapida olan monomer veya oligomerlerdir (5).
Insan serumunda BKE’nin biiyiik bir kismi ¢dziinebilir halde olan G formunda
bulunmaktadir, ne bir glikolipid ¢ipa ne de kollajen kuyrugu vardir, yapisi birbirine es
dort alt birimin olusturdugu tetramerdir (7). Bu tetramerin molekiiler agirligi ise
342.136 kDa’dir (20,43). BKE’nin bir monomerinin molekiiler agirligi yaklasik olarak
90 kDA, bir dimeri ise yaklasik 180 kDa’dir (20). Bu veriler jel filtrasyonu, DFP veya

paraoxon titrasyonu, ultrasantrifiigasyon gibi teknikler ile de dogrulanmistir (16,20).

Sekil 2.5. BKE tetramerinin globiiler yapisi ve Cys 571 disiilfit baglari (42).

Glikofosfolipid ¢ipasi igeren dimerlerden tip I (G2? Tip 1) amfifilik 6zellikteki
diger yiizey proteinleri gibi hiicre yiizeyinde bulunmaktadir (5). Diger pek ¢ok
omurgalinin hemotopoetik hiicresinde bulunan AKE ile benzer yapiya sahip, insan
eritrosit AKE’si de G2 Tip I, katalitik alt birimindeki amino asit dizisinin C ucuna
amid bagi ile bagl etanolamin-glikan-fosfatidilinositol ¢ipasi (GPI) icermektedir
(5,12).

G2* Tip I, ¢ozlinebilir dzellikte glikolipid ¢ipa icermeyen ve deterjanlarla
etkilestiginde agregat olusturmayan bir dimerdir (5,44). Dordiinciil yapilari ¢ok benzer
olan amfifilik 6zellikteki G; monomerleri ve G, dimerleri 6zellikle kas ve beyin olmak
izere pek ¢ok farkli dokuda bulunmaktadir, fare ince bagirsak mukozasi BKE’si bu

yapiya ornektir (5).
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Asimetrik kolinesterazlar tiglii heliks yapida, Q adi verilen ¢ adet kollajen
benzeri kuyruk igermesi 6zellikleriyle tanmirlar (10,26). Her bir kollajen Q birimi bir
katalitik tetramere baglidir, buna gore bir katalitik tetramer igeren molekiil Aas, iki
katalitik tetrameri olan asimetrik yap1 Ag ve ii¢ katalitik tetramer igeren molekiiler yap1
iIse Az adimi alir, kollajen kuyruklu Aio katalitik yapist Sekil 2.5’te gosterilmistir
(5,10).

Asimetrik yapidaki kolinesterazlarin iyonik etkilesimleri, ¢oziinebilirlikleri
farklidir, Ornegin bazal laminada bulunan G formundaki kolinesterazlar A
yapisindakilere  oranla  glikozaminoglikanlar ve heparin ile daha az

etkilesebilmektedirler (5,13).

2.4. Kolinesterazlarin Glikozillenmesi

Kolinesterazlarin amino asit sekanslari, Edman degredasyonu ve cDNA
klonlamasi ile elde edilmistir(17), AKE ve BKE’nin her ikisi de glikoprotein
Ozelliktedir (16). Sekil 2.4’de BKE disiilfit bagiyla bagl iki alt birimden olusmus
sekilde sematize edilmistir, agirhigi yaklasik 65.092 kDa kadar olan BKE nin (2,3) her
bir alt biriminde 574 amino asit bulunmaktadir (4). AKE’nin dért adet karbohidrat
grubu bulunmaktadir ve bunlar asparajin rezidllerine baghdir (16). BKE Uzerine
eklenen karbohidrat zincirleri monomerin agirhigiin % 23,9’unu olusturmaktadir ve
glikozillenmis bir monomerin agirligi yaklasik 85.534 Da’ya ¢ikmaktadir (5,10).
AKE’nin ise yaklasik % 10 -15’1 karbohidratlardan olusmus haldedir (5,18).

Insan AKE yiizeyinde ii¢ adet, BKE yiizeyinde 4-9 adet N-glikozillenme
bolgesi bulunmaktadir (5). Gelisim sirasinda tunikamisin ile N-glikozillenmenin

baskilanmasi olgun AKE olusumunu engellemektedir (5,16).

Kolinesterazlarin glikan zincirleri dokulara gore farklilik gostermektedir,
Ornegin G, molekiiler yapisindaki insan ve dana eritrosit AKE’si, beyinde bulunan G
AKE’ye oranla daha fazla karbohidrat zinciri icermektedir, bu durum BKE’de de
benzerdir (5). Kolinesterazlarin yiizeylerindeki glikan zinciri miktari, onlarin
substratlarina olan ilgisini de degistirmektedir, ¢linkii bu tip yapilar enzimin
yuzeyindeki yukin farklilasmasina sebep olmaktadir, boylece bolgesel elektrostatik
etkilesimler degismektedir (5,10).
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2.5. Kolinesterazlarin Alt Birimlerindeki Disiilfit Baglar1 ve Sisteinler

Disiilfit baglarinin pozisyonu ve aktif merkezin amino asit dizilimi agisindan
kolinesterazlarin serin proteazlar ailesi ile ortak 6zelligi bulunmamaktadir (45,46).
Katalitik mekanizmalari, aktif merkezde bulunan serin amino asidi rezidilerinin
konumu, tripsin ve histidin gruplarinin siralanmasi ve amino asit dizilimleri agisindan
BKE ve AKE, tripsin benzeri serin proteazlar ile homolog yapidadir (45). Ornegin,
kolinesterazlarda aktif merkezdeki serin rezidusil etrafinda yer alan GESAG (Glisin-
Glutamin-Serin-Alanin-Glisin) dizisi pek ¢ok canlida korunmus durumdadir (16,45).
Kolinesterazlarin substrat 0zgiilliglinlii saglayan anyonik bolgelerin varligi ve bu
bolgelerin aktif merkezindeki amino asit sekanslari tiirler arasinda; AKE ve BKE’de,

ayrica cesitli BKE varyantlarinda farklilik gostermektedir (16,43).
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Sekil 2.6. BKE’nin disiilfit baglar1 semasi (20).

Gsyapisinda bulunan kolinesterazlarin her bir alt biriminde 8 adet sistein amino
asiti bulunur (2). Bu sisteinlerden 6 tanesi Cys 65-92, 252-263 ve 400-519 olmak (izere
molekul igindeki Ug¢ disulfit koprisini olustururlar (Sekil 2.1.7) (2,7). Bu molekiil ici
disiilfit baglari, kolinesterazlarin sekonder yapisini olusturmaktadir (45). Karboksi
ucunun yakinindaki Cys 571, es alt birimde bulunan Cys 571 ile zincirler aras1 bir
disiilfit bagi kurmaktadir (20) ve ii¢ boyutlu kararli bir yap1 kazanmaktadir (45),
boylece kolinesteraz alt birimleri dimerler dimeri seklinde, G4 molekuler formunda bir
arada tutulabilmektedir (2,7).
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2.6. Kolinesterazlarin Aktif Merkezi

Protein ailesi analizi ¢aligmalarinda, AKE ile homolog yapida bir serin proteaz
ailesi proteinine rastlanmamis olmasi kolinesterazlarin serin proteazlardan farkli
amino asit dizilimlerine sahip olduklarimi kanitlamigtir (13). Kolinesterazlarin C ug
kismindaki amino asitler ¢esitlilik gostermekle birlikte korunmus durumdadir ve bu

amino asitler katalitik {i¢lii ad1 verilen enzimin aktif merkezini olusturmaktadir (16).

Val279

N, Lewns
£Th:284
Butyrylcholine!
Te356
Lys355
Gly333 AspT
Tyr332

Glu352 m

Sekil 2.7. BKE aktif merkez girintisinin amino asit diziliminin gosterimi (41).

Her asetilkolinesteraz molekilinin alt birimi basina bir adet aktif merkezi
bulunmaktadir, perifer anyonik bolge ve merkezdeki esteratik bolge aktif merkezin
ana bilesenleridir (47,48). Anyonik bdlgede glutamat rezidus, esteratik bolgede serin
amino asidine ait -OH grubu ve imidazol halkas1 mevcuttur (47,49). Esteratik bolgeye
ek olarak aktif merkezde agil bolgesi ve kolin baglama alt bolgesi bulunmaktadir (47).
Insan serum BKE’sindeki 423. ve 438. histidin rezidiileri, tavsan karaciger mikrozom
esterazi ve Drosophila esteraz 6 olmak tizere pek ¢ok canlida korunmustur (16). Serin
proteazlarin genel 6zelligi olan katalitik Asp-His-Ser katalitik ti¢liisiiniin BKE’nin
aktif merkezinde de bulundugu bilinmektedir (20). Asp 91 ise tim kolinesterazlarda
katalitik bolgenin Gglincu amino asididir (16). AKE’nin her bir katalitik merkezi
reaktif bir serin amino asiti rezidiisu icermektedir (45). BKE, DFP ile etkilesim
sonucunda aktivitesini kaybetmekte ve aktif merkezde yer alan N terminal ucundan
sayildiginda 198. siradaki serin amino asiti alkillenmektedir, bununla birlikte esteratik

bdlgede bulunan histidin fosforillenmektedir (5,17,50).
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20 A

\ 4

Sekil 2.8. BKE’ nin aktif merkezi yapisi; BKE nin aktif bolgesinde bulunan ve
temel aktivitesini saglayan katalitik ti¢lii serin (S), histidin (H) ve glutamik asitten (E)

olugsmaktadir (13).

Sekilde asetilkolin 6rnegi olarak gdsterilen substratin acil grubu agcil cebi ile
uyumludur (51). Substratta bulunan kuarterner azot triptofan (W) amino asiti
tarafindan olusturulan anyonik bolge ile etkilesime geger ve aktif merkezin girisinde
bulunan aspartik asit (A) ve tirozin (Y) araciligiyla substratlar aktif merkezle

etkilesime ge¢cmesi i¢in yonlendirilir (13,41).
2.7.Kolinesterazlarin Reaksiyon Mekanizmasi

2.7.1. Kolinesterazlar ve Substratlarinin Reaksiyon Mekanizmasi

Kolinesterazlarin substrat segicilikleri farklilik gostermektedir, AKE dogal bir
ndrotransmitter olan asetilkolini diger biiyiik a¢il kuyruklu kolin esterlerine oranla
hizla hidroliz edebilmekte iken BKE ise biitirilkolin basta olmak iizere sentetik

substratlari hizla hidroliz edebilmektedir (16).

Kolinesterazlarin aktif merkezleri esteratik ve anyonik olmak tiizere iki ana alt
birimden olusmaktadir, bu bolgede kolin baglayici alt birim katyonik ligandlara daha
kolay baglanabilmektedir, anyonik bolgelere baglanmay1 saglayan kisim ise periferal
anyonik bolge olarak adlandirilmaktadir (52). Periferal anyonik bélgenin aktivasyonu
veya inaktivasyonu enzimlerin substrat derisimlerine gosterdigi seciciligi kontrol

etmektedir (53).
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Yiiksek substrat konsantrasyonlarinda AKE inhibe olurken BKE aktive
olmaktadir, BKE nin periferal anyonik merkezinde yer alan Ala328, Asp70 ve Trp82
amino asitleri substrat aktivasyonu durumundan sorumludurlar (54). BKE’de periferal
anyonik bolge ve aktif merkez arasinda allosterik etkilesimleri ve BKE nin substrat

aktarimini1 kontrol eden bir omega “Q” ilmegi bolgesi bulunmaktadir (55).

Diistik biitirilkolinesteraz konsantrasyonlarinda, BKE’nin reaksiyon semast

asagidaki gibidir (56).

3 L0

‘o 1) H
E+S 277 ES T’ A _\_ L, E+P,
k 1 k.!
Py
Sekil 2.9. BKE’nin reaksiyon modeli (56).

Asetilkolinesterazin aktif merkezinde yer alan anyonik bolge asetilkoline
baglandiginda asetilkolinin yapisinda bulunan ester bagi enzimin esteratik bolgesine

yakinlasir ve hidroliz sirasinda asetil grubunun esteratik bolgedeki serin rezidusiine

baglanmasi miimkiin olmaktadir (47).

E + S = ES - EB@sin +P - E + P
ik Sulatrat Enzim-Substrat  Ara iiriin ilk iiriin Enzim ikinci iiriin
) ) Kompleksi
- - asetillenen Koli Kolinesteraz Asetik asit
Kolinesteraz Asetilkolin A\hchnehs-.Memen enzim o
Kompleksi
Gily,  OHy e O, o
\ & A
@N 0—C
/ 2 . V)
\ CH,
CHy Oy

Sekil 2.10. Kolinesterazlarin substrat hidrolizi (47).

o
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Kolinesterazlarda substrat inhibisyonu ve aktivasyonu goriildiigiinden,
reaksiyon mekanizmasi klasik Michaelis-Menten kinetigine uymaz (2). AKE’nin ATK
ile etkilesiminde substrata olan ilgi Haldane kinetigi ile acgiklanirken, BKE’nin
substratlari ile etkilesimi ise Aldrige-Reiner’in agikladigr sekildedir (105,109) (Sekil
2.11).

Km K cat
s+EY > ES —»E +P
+ +
S S

bk cat

S+SE g —» SES —__p SE+ P

Vs (1 + BISVK,

1+ K S\ 1+ [SIK,

v

Sekil 2.11. Kolinesterazlarin reaksiyon mekanizmast (56).

Sekil 2.11.’de agiklanan modelde, substrat iki farkli bolgeye baglanir ve enzim
allosterik davranig gosterir. Sekilde gosterilen S, substrati;E, kolinesterazlari; SE,
enzim substrat kompleksini; SES, tgli kompleksi; Kss SE ve SES komplekslerinin
disosiyasyon katsayisini, yliksek substrat derisiminde b ise U¢li kompleksin Griine
dontigebilme verimini, Keat ise enzimin turnover sayisini belirtir. S’nin E’ye ve ES’ye
baglanabildigi durumda b degeri O ile 1 arasindaysa substrat inhibisyonundan, b degeri
1’e esitse Michaelis-Menten davranisindan; b degeri 1’den biiyiik ise substrat
aktivasyonundan s6z edilir (54,56).

Genellikle yiuksek substrat derisimlerinde kolinesterazlar substrat inhibisyonu
ve aktivasyonuna yatkin oldugundan, ii¢ fazli kinetik davranig gosterdikleri
bilinmektedir (56). Substratlar1 ile etkilesimleri incelendiginde AKE’de substrat
aktivasyonu gozlenirken, BKE’de substrat inhibisyonu davranist gozlenirlen , diger
bir deyisle negatif kooperativite davranisina raslanmaktadir (105). Negatif
kooperativite, bir aktif merkeze substrat baglanmasinin enzimde meydana getirdigi
konformasyonel degisim sonucunda ikinci substrat molekiiliine karsi ikinci aktif

merkezin afinitesinin azalmasi olarak agiklanir (54). Ayrica Hill grafigi ile de bu
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negatif kooperativite davranisi gosterilebilmektedir. Kolinesterazlarin periferal
anyonik bolgesi ve aktif merkez girintisinde yer alan amino asit rezidilerindeki

farklilik, kinetik mekanizmalarini agiklamaktadir (2).

Asetillenen enzimin serbest enzim ve asetik asite hidrolizi cok hizl bir sekilde
gerceklesmektedir, aktif merkez basina saniyede yaklagik olarak 10000 asetilkolin
molekllu hidroliz edilebilmektedir (34,47). Benzer sekilde BKE’nin deagilasyon hizi
acilasyon hizindan yavas olup, substrat difiizyon hizina esittir (5). Kolinesterazlar, bu

ozellikleriyle en hizli enzimlerdir (2).

2.7.2. Kolinesterazlarin Cesitli Inhibitorleri ile Tepkime Mekanizmalari

Pek c¢ok aril karbamat kolinesterazlari inhibe etmektedir ayrica BKE i¢in
karbamatlar psddo substrat veya inhibitorler olarak tanimlanmaktadir (57).
Karbamatlarin enzimin “katalitik Gg¢lii”na ve biitiril grup baglayan bolgesi ile
etkileserek inhibe etttigi 6ne siirlilmektedir (58).

Ky k

car

E+S==—ES—— E+P

K; k; ks
E+] == EI T EI' — E+Q
P[

Sekil 2.12. Substrat varliginda BKE’nin inhibisyon semasi; E, BKE; S,
batiriltiyokolin; ES, acilenzim ara Grlnd, 1 inhibitér, EI, enzim-inhibitor tetrahedral
ara uriinii, EI’ karbamoyil enzim ara iirtiniinii, P tiyokolini, P’fenoller gibi bir pseudo

substrati, Q karbamik asit gibi bir ikincil Griint gostermektedir (58).

BW284C51 secici biskuaterner AKE inhibitoriidiir, BKE’yi de inhibe etmekle
birlikte BKE’ye olan ilgisi AKE’ye oranla 400 kat daha disiiktir (2,54).
Kolinesterazlarin bu substrata olan ilgisi amino ug¢ kismindaki amino asitlere baghdir,
AKE’nin amino asit diziliminde 72 ve 124. sirada yer alan amino asitler; tirozin

reziduleridir, BKE’de ise bunlarin yerini asparajin ve glutamin amino asit reziduleri
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almistir, bu durum BKE’nin BW284C51 ile yiiksek oranda inhibe edilemeyisini
aciklamaktadir (2,59). iso-OMPA, insan serum BKE’nin segici ve geri doniisiimsiiz
inhibitorii olan yiiksiiz yapida bir alkil fosfattir (2). Yiiksek dozlarda bile AKE’nin

inhibisyonuna sebep olmamaktadir (60).

(J P NHH
NH -

-f*-!ﬁ

° (}-Ff":j 0

/l/\rj\ YNH
Ty

Sekil 2.13 BW284C51 ve iso-OMPA’nin molekiil yapilar (61,62).

Organofosfatlar kolinesterazlarin etkili inhibitorleridir (63). Pek ¢ogu
insektisitler, pestisitler ve ilaclar olarak kulanilmakla birlikte bazi tipleri kimyasal
savag silahlaridir (64). Kolinesterazlarm aktif merkezlerinde bulunan Ser 198
rezidustnt fosforilleyerek veya fosfonilleyerek kademeli olarak inhibisyona yol
acmaktadirlar, fosfillenen kolinesterazlar hidrofobik hale gecerek substrat hidrolizi
yapamamaktadirlar (65). Ancak oksimler gibi olduc¢a niikleofilik bilesikler tarafindan
tekrar aktive edilebilmektedirler (66).

0 0 0
I Il
(CH)N'CH CH-&P OCH CH N 0-P-0CH CH LC=CH-0-P- CHCH,OCCHS-P-OCH,
0:@ OPOCHCH o CHOZOCH, CH o
HeCH, CHy Q|  OcH,

/ ; CH,CH,0CCH
EklOll_‘,Opdl Paraokson Dikdiios ' |z°° 2
mpmfm okson Malaokson =
Biyotin
0 9 0 CH,CH, 0 Q 9
NiC-POCHCH,  (CH)CHACHCH:SP-OCHCH, FP.OCH- écH F-P-OCH(CH,), FROCHCH),  F90
N(CH,), CHCH, CH, CH, CH, CH, HCHy), CH
Tabun VX Soman Sarin Diizopropilflorofostat  Siklosarin

Sekil 2.14. Cesitli organofosfatlarin molekiil yapilari (7).
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Edrofonyum, Dekametonyum ve Propidyum BW284C51’e benzer etki
gosteren bis-kuaterner ligandlardir (34,54). Dekametonyum BKE’nin kompetetif
inhibitori iken, AKE i¢in karigik tipte inhibisyon gostermektedir (54) . Propidyum ise
AKE’nin periferal anyonik bdlgesini inhibe ederken aktif bdlge ile etkilesemeyen bir
ligand olmakla birlikte BKE nin aktif bolgesine baglanabilmekedir (54,67).

Takrin, serum BKE’yi ve AKE’yi etkili bir sekilde inhibe edebilen ve bu
Ozelligi sayesinde Alzheimer hastaligi tedavisinde kullanilan bir bilesiktir (54) . Takrin
kolinesterazlarin esteraz ve aril agil amidaz (AAA) aktivitelerini inhibe etmektedir
(68).

Huperzin A, terpenlerin seskuiterpen sinifindan, dogal olarak olusan bir
alkaloittir ve kolinesterazlart inhibe etme oOzelliklerinden dolay1r Alzheimer
hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadirlar (68). Kolinesterazlarin AAA aktivitesini

inhibe edici 6zelligi bulunmaktadir (68,69).

Sekil 2.15 Suksinilkolin , siksametonyum Klorr (70).

Stiksinilkolin kas sinir iletimini engelemek amacgli kullanilan bir liganddir,
nikotinik asetilkolin reseptoriinii yarigsmali olarak inhibe ederek kas gevsemesini
sagladigindan tibbi miidahale islemlerinde anestezik ajan olarak kullanilir (71,72).
Atipik BKE varyantlar siiksinilkolin ile inhibe olmadigindan, siiksinilkolin apnesi adi

verilen klinik durum ortaya ¢ikmaktadir (72).

2.8. Kolinesterazlarin Farkh Aktivite Ozellikleri

Asetilkolin salgilanmayan dokularda AKE ve BKE salgilanmasi oldukga
ilginctir, ¢esitli arastirmalar sonucunda AKE ve BKE nin esteratik ativitesinden farkli
aktiviteleri oldugu gézlenmistir (16). AKE, Amidaz - pepdidaz aktivitesi ile amiloid

oncult proteinleri hidroliz etmektedir (32). Bu aktivite Alzheimer hastaliginin
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patolojisinde 6nem kazanmaktadir (68). Ayrica amidaz ve pepdidaz aktivitesi ile BKE

agri1 yaniti iletiminde gorev alan P maddesini hidroliz edebildigi bildirilmistir (73).

Kolinesterazlar sentetik bir substrat olan o-nitroasetanlinid’de bulunan amid
bagimi kirarak o-nitroanilin ve asetata hidroliz edebilmektedirler, bu aktivite aril
acilamidaz aktivitesi (AAA) olarak adlandirilir (74). Serum BKE’nin AAA aktivitesi
¢esitli BKE inhibitorleri ve serotonin tarafindan inhibe edilirken tiramin tarafindan
aktive edilmektedir (75). Ayrica BKE’nin esteraz aktivitesindeki azalma AAA
aktivitesinde artisa sebep olmaktadir, bunu dogrular sekilde tiimorlerde ve demans
durumunda miktart artan BKE’nin AAA aktivitesi yiiksek bulunmustur (75). AKE’nin
AAA aktivitesi takrin, fizyostigmin gibi gucli kolinesteraz inhibitorleri ile inhibe
edilebilmektedir. Bu kimyasallarin kolinesterazlar iizerinde giiglii terapotik etkileri
oldugunu dogrulamakta ve Alzheimer hastaligi tedavisinde kullanilabilirliklerini

desteklemektedir (76).

2.9. Kolinesterazlarin Fizyolojik Onemi

AKE tiim kolinerjik baglantilarda, sinaptik membrana baglh olarak
bulunmaktadir ve sinapslardan salinan asetilkolini hizla hidroliz etmektedir (47,77).
Eritrosit membrani iizerinde yer alan ve bir intregral membran proteini olarak
karakterize edilen eritrosit AKE’nin fizyolojik fonksiyonu kesin olarak

bilinmemektedir (78,79).

Kolinesteraz proteinleri ile noroglinler gibi sinaptik hiicre yuzeyi tutunma
proteinleri arasinda yapisal bir benzerlik s6z konusudur, bunun bir sonucu olarak
gelisimsel donemde AKE, hicre-hiicre arasi etkilesimleri kolaylastiricidir, 6zellikle

AKE’nin laminin-1 ile etkilesmesi integrin reseptorlerini aktive etmektedir (15,19).

BKE ise yapisal olarak AKE’ye benzemekle birlikte AKE’den farkli olarak
oldukga gesitli fizyolojik gorevler iistlenmektedir (80). BKE serumda bulundugu ve
karacigerde sentezlendigi i¢in, beslenme diizeyi, inflamasyon varligi, nérofizyolojik
bozukluklar ve timor gelisimi gibi pek ¢ok patalojik durumda dokulardaki, 6zellike
serumdaki diizeyi degismektedir (81). Total protein ve albiimin dizeyleriyle beraber
karaciger sentez kapasitesinin gostergesi olup, pek ¢ok metabolik hastalikta, tani
koydurucu belirteclerden biri olarak kullanilmaktadir (82). Kolinesterazlarla

iligkilendirilen hastaliklar baslica; astim, Myasthenia gravis, Alzheimer hastaligi,
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kokain zehirlenmesi, organofosfat zehirlenmeleri, anestezik apne, romatroid artrit ve

kiiciik hiicreli akciger kanseri olarak 6zetlenebilir (83) .

Saglikli kadin ve erkeklerde yapilan arastirmalarda AKE ve BKE seviyelerinin
yas ve beden kitle inteksi (BMI) ile degistigi bulunmustur, BMI artis1 ve serum BKE
diizeyleri yakindan iligkilidir (48). Metabolik sendromda serum BKE aktivitesinde
kisa stireli artiglar goriilmektedir (83). Serum BKE duzeylerinin kolesterol ve
triagilgliserol diizeyleriyle beraber artip azalmasi BKE’yi obezite ve metabolik
sendromla bagdastirmistir, ayrica lipid ve glukoz metabolizmasinin diizenleyen bazi
konjugatlarin, 6zellikle statinlerin serum BKE aktivitesini diisiiriicii etkisi olabilecegi
bulunmustur (82). Bu o6zelliklerinden dolayr metabolik sendrom tedavisinde ve
sismanlikta yliksek trigliserit diizeylerini dengelemek amaciyla statinlerin

kullanilabilecegi onerilmistir (48,82).

Alzheimer hastalig, biligsel yeteneklerde bozulma, hafizada azalma ve kisilik
degismeleri gibi semptomlari olan bir nérodejeneratif rahatsizliktir (84). Kolinerjik
sinir iletiminin bozulmasi ve beyinde yiliksek oranda amiloid B peptidinin
sentezlenmesiyle karakterize edilir (83). Alzheimer hastaliginda beyinde AKE
seviyeleri diiserken BKE seviyelerinde artis olmakta, yiiksek kolinesteraz
aktivitesinden dolayi asetilkolinesteraz seviyelerinde diisme gozlenmektedir (23,68).
Bu hastaligin tedavisinde kolinesteraz inhibitdrleri kullanilmakta bdylece asetilkolin
kontastrasyonu normal seviyelere getirilerek bilissel ve davranigsal bozukluklar belli
bir oranda tedavi edilebilmektedir (85). Plazmadaki yiksek kolesterol seviyeleri,
beyinde amiloid B peptit olusumunu tetikleyebilmektedir, kolesterol diisiiriicii olarak
kullanilan statinlerin de beyindeki kolesterol seviyesini diisiirerek ve artan BKE
aktivitesini inhibe ederek Alzheimer hastaligindan koruyucu olabilecegi yeni

arastirma konularindandir (86,87).

Felg beyinde belirli bir bolgeyi besleyen kan damarlardaki kan akisinin
durmasi sonucu bu bolgedeki hiicrelerin hasar goérmesiyle olusur (84). Felg
durumunda, 6zellikle iskemik felgte, beyinde diger inflamasyon isaretgileriyle beraber,
AKE aktivitesi degistigi calismalarda gosterilmistir, degisen AKE aktivitesi ve diger
inflamatuvar etkiler ve kolinerjik inflamasyon sinyallerini uyarmaktadir (85). Merkezi

sinir sisteminde goriulen bu degisiklik sonucunda serum aktivitesi normal BKE’ye gore
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diisiik olan BKE K varyanti sentezi artmaktadir (83). Bu durum diger inflamasyon
belirtecleri ile birlikte g6z 6niine alindiginda, serum BKE diizeyleri inme igin tani
koymaya yardimc1 ve inme sonrasinda hastanin hayatta kalma ihtimalinin tahmini i¢in

belirteg olarak degerlendirilebilmektedir (83,88).

Serum BKE seviyelerinin hasta ve saglikli insanlarda yapilan ¢aligmalarda
kardiyovaskiiler hastaliklarla yakindan iliskili oldugu bildirilmistir (72). Serum BKE
kardiyovaskiiler hastaliklarda kritik durumda olmayan hastalarin 6liim oraninin
tahmininde 6nemli bilgiler sunmakta, bu baglamda BKE, kardiyovaskiiler hastaliklar

icin kolay ulasilabilir bir isaretgi olabilecegi diistiniilmektedir (89).

2.10.Statinlerin Genel Ozellikleri

Statinler, 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A (HMG CoA) reduktaz
enziminin inhibe ederek kolesterol sentezini baskilayan, boylece kandaki kolesterol
diizeylerini kontrol etmeyi hedefleyen ilaglardir (85,90). HMG CoA rediktaz,
kolesterol sentezinin hiz kisitlayic1 kontrol basamaginda bulunan enzimdir ve 3-
hidroksi-3-metilglutaril koenzim A’y1 mevalonata doniistiirmektedir (86). Kandaki
kolesterol seviyesinin belirli bir diizeyde tutulabilmesi icin mevalonat sentezinin
dolayistyla HMG CoA rediiktazin inhibe edilmesi metabolizma agisindan oldukga
onemlidir (85,86). Piyasada bulunan ve en cok kullanilan statinler arasinda
atorvastatin, simvastatin, lovastatin ve fluvastatin lipofilik iken pravastatin hidrofilik

olarak siniflandirilmaktadir (91).

Statinlerin bir kisminin BKE’yi inhibe etme ozelliginden daha oOnceki
caligmalarda sz edilmistir ancak kinetik sabitleri elde edilmemis, inhibisyon tipleri
daha once arastirllmamigtir (90). Kolinesterazlarin statinler ile etkilesimini
aydinlatmak amaciyla, bu ¢alismada statinlerden atorvastatin, lovastatin, rosuvastatin

ve simvastatin kullanilmistir.



Tablo 2.2. Calismada kullanilan statinler (70,85).
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Statin Preparat U_ret|C| Yapisal Formiil Kimyasal Kan beyin
adi Firma A
Sinifi bariyerinden
gegisi
Atorvastatin | Lipitor Pfizer
Difenilpirol Gecemez
Lovastatin Mevacor | Merck Delta Gecebilir
valerolakton
Rosuvastatin | Crestor AstraZeneca Fenilpirimidin | Gegcemez
|
Simvastatin | Zocor Merck Delta Gecebilir

valerolakton
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Gerecler

3.1.1. Kimyasallar

B Rh*insan serumu Hacettepe Universiteleri Hastaneleri Kan Merkezi’nden

temin edilmistir.

Asetiltiyokolin  iyodir  (ATK),  bdtiriltiyokolin  iyodir  (BTK),
propiyoniltiyokolin iyodir (PTK), benzoyilkolin iyodlr, 5,5’-ditiyobis (2-
nitrobenzoik asit), 3-(N-morfolino) propan sulfonik asit (MOPS), sigir serum albiimini
(BSA), asetik asit, metanol, akrilamid, N-N’ metilen bis-akrilamid,
tetrametiletilendiamin (TEMED), Dimetil silfoksit (DMSO), glisin, trizma-baz,
hidrokorik asit (HCI) Sigma—Aldrich’den (ABD); insan eritrosit asetilkolinesterazi
Sigma- Aldrich’den (ABD); Prokainamid Sefaroz 4B fast flow kolonu GE Healthcare
Life Sciences (ABD)’den, Giimiis nitrat (AgNOs3), sodyum hidroksit (NaOH), %95
etanol, sodyum karbonat (Na2COs3), amonyum sulfat (NH4)2SOa, rubenaik asit,
bromfenol mavisi, gliserol, potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO.) Merck’den
(Almanya); sodyum tiyosilfat (Na2S203), sodyum asetat, amonyum persilfat
(NH4)2S20s Analar’dan (Ingiltere); potasyum mono hidrojen fosfat (K2HPO.) ve
sodyum kloriir (NaCl) Panreac’dan (Ispanya), bakir siilfat (CuSOa) Ilsan istanbul’dan,
Bradford Reaktifi kiti, Biorad (ABD)’den temin edilmistir. Atorvastatin Dr Reddy’s
Lab (Hindistan), Lovastatin ve Simvastatin, Merck (Almanya), Rosuvastatin MSN

Lab (Hindistan)’dan saglanmastir.

3.1.2 Aletler

Bu ¢alismada spektrofotometrik analizlerde, Schimadzu UV1700, Schimadzu
UV mini 1200 model spektrofotometre ve Spectramax M2 mikroplaka okuyucusu
kullanilmistir. Calismada kullanilan diger cihazlar, Mettler Toledo analitik terazisi,
Consort pH metre, Gilson pipetler ve pipet uglari, Sorvall RC-5B Superspeed
santrifiju, Gilson peristaltik pompa ve Biorad fraksiyon kollektorleri, Centricon-

Milipore Filtre, Biorad mini protean 3 elektroforez kiti ve giic kaynagidir.
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3.2. YOontemler

3.2.1. Orneklerdeki Protein Miktarimin Ol¢iimii

Insan serum BKE saflastirma basamaklari sirasinda elde edilen fraksiyonlarda
protein olup olmadigr 280 nm’de gozlenen absorbans degisimleri iizerinden yapildi.
Saflastirma basamaklarindan alinan kademe 6rneklerinde hem 280 nm’de hem de 260
nm’de absorbans Olglimleri yapilarak Warburg-Christian’in  6nermis oldugu
katsayilara gore fraksiyonlarin igerdigi protein miktarlari hesaplandi (92). EK olarak,
Bradford’ un 6nermis oldugu Coomassie Brilliant Blue G250 boyasinin seyreltik asit
cozeltisinde proteinlere baglanarak renk degistirmesi temeline dayanan yontemi ile
protein derisimleri elde edildi (93). Bu iki yontemle elde edilen sonuglar birbirini
dogrular niteliktedir.

3.2.2. Inhibisyon Calismalari

Kinetik g¢aligmalar igin kullanilan statinler uygun ¢oziiciilerde ¢ozildikten
sonra ¢esitli final konsantrasyonlarda aktivite ortamina eklenerek kinetik veriler elde
edildi. Statinlerden Atorvastatin, Simvastatin ve Lovastatin % 50 asetonitrilde (85),
Rosuvastatin ise % 1 DMSO (Dimetil silfoksit) iceren MOPS pH 7.4 tamponunda
¢ozuldu (29). Statinlerin yar1 dmiirleri fizyolojik ortamda 12 saatten az oldugundan,

inhibitor ¢cozeltileri kinetik calismalardan hemen Once taze olarak hazirlandi.

3.2.3. insan Serum BKE AKktivitesinin Belirlenmesi

Kolinesteraz aktivitesi Ellman ve arkadaslarinin 6nermis oldugu ydntemin
temellerine gore uygulanmigtir (94). Ellman yontemi, substrat olan tiyokolin
esterlerinin kolinesterazlarin etkisi sonucu ortaya ¢ikmasi ve bu bilesiklerin Ellman
reaktifi olarak da bilinen DTNB’ye baglanmas1 sonucu olusan bilesigin kolorimetrik

olarak 6l¢iilmesi esasina dayanir (94,95).
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C.H,—C—5—CH,—CH,—N(CH,} +

Propiyoniltiyokolin

Kolinesterazlar
HO ——— CH—COH +

Propiyonik asii

(CH,,N—CH,—CH,—SH

Tiyakelin

%(CH,),N—CH,—CH,—SH +

Tiyokolin
O;NQS—SQNCE —
HOLC COH
DTNB

[(CH;;N—CH,—CH,—S8], + 2HS NO,
S=tiyo=2-nitro benzoyik asit

COH

Sekil 3.1. Ellman reaksiyonu (94).

Calismada tiyokolin esteri olarak asetiltiyokolin (ATK), biitiriltiyokolin (BTK)
ve propiyoniltiyokolin (PTK) kullanildi. Kolinesterazlarin aktivitesi tiyokolin esterleri
ile DTNB’nin indirgenmesi sonucu olusan sari renkli 2-nitro-5-tiyobenzoik asit
miktarmin 412 nm’de spektrofotometrik olarak olgiilmesi ile elde edildi. 2-nitro-5-
tiyobenzoik asit’in molar ekstinksiyon katsayisi £412=1,36x10*M™cm™ olarak alindi
(18). Spektrofotometrede 37°C’de 1 dk inkiibasyon sonunda, ortama substratin en son

eklenmesiyle baslatilan reaksiyonlar 35 sn boyunca izlendi.

Tiyokolin esterlerine ek olarak, Benzoyilkolin (BZK) ile de BKE aktivitesi
Olctimii yapildi. BZK’nin BKE tarafindan hidrolizi sonucu agiga ¢ikan benzoyik asitin
absorbansi 240 nm’deki absorbans azalisi iizerinden 6lgiildi (91,92). Benzoyik asitin
hidrolizinde molar absorbtivite katsayis1 £240=6700 M*cm™ olarak alind1 (92). Ortam
sicaklig1 37°C’de sabit tutuldu, 6lgtimler 180 sn boyunca yapildi ve reaksiyon, ortama
enzimin pipetlenmesiyle baslatildi (91).

Tiim ¢alismalar en az ii¢ kez tekrarland1. ilk hizlar mg enzim proteini basina

dakikada olusan pmol {iriin (IU/mg protein) olarak hesaplandi.

Enzim saflastirma basamaklar i¢in kullanilan aktivite ortami final 100 mM
MOPS, pH 7.4 0.25 mM DTNB, 1 mM PTK igerir. Tiim saflagtirma basamaklarinin +

4°C’de yapilmasina 6zen gosterildi.
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3.2.4. insan Serum BKE Saflastirma Basamaklari
DEAE Trisakril M Anyon Degistirici Kromatografisi

20 ml hacmindeki insan serumu 5 L hacmindeki 25 mM sodyum asetat pH 5.5’¢
kars1 17 saat diyaliz edildi, diyalizat 15000xg’de santrifilj edildikten sonra 6nceden 25
mM sodyum asetat pH 5.5 tamponu ile dengelenmis olan DEAE Trisakril M (r=1.4
cm, h=5.5 cm, V=33.84 ml) kolonuna 40 ml/saat akis hizinda yiiklendi. Kolona
tutunmayan proteinlerin 25 mM sodyum asetat pH 5.5 ile yikanarak
uzaklastirilmasinin ardindan 200 ml hacminde 0-0.5 NaCl iceren 25 mM sodyum
asetat pH 5.5 gradiyenti ile 6.7 mI’lik fraksiyonlar halinde 6rnekler topland1 (96-98).
Orneklerdeki protein miktarlar1 280 nm’de kuvartz kiivet kullanilarak &lgiildii (31).
Fraksiyonlardaki aktivite 6l¢timleri Ellman ve arkadaslarinin yonteminde agiklandigt

sekilde 412 nm’de yapildi.
Prokainamid Sefaroz 4B Afinite Kromatografisi

DEAE Trisakril M anyon degistirici kolonundan elde edilerek birlestirilen
ornek, iki kez tampon degistirilmek suretiyle toplamda 10 L 25 mM potasyum fosfat
pH 7.4 tamponu ile gece boyu diyaliz edildi. Diyalizin ardindan 6rnek 6nceden 25 mM
potasyum fosfat pH 7.4 ile dengelenmis olan Prokainamid Sefaroz 4B afinite
kromatografisi kolonuna (r=0.9 cm h= 9.4 cm V= 23,91 ml) 20 ml/saat akis hizinda
yiiklendi. Yiikleme islemini takiben, kolona baglanmayan proteinler 25 mM potasyum
fosfat pH 7.4 ile yikanarak uzaklastirildi. Ardindan kolona 100 ml hacminde lineer 0-
1M NacCl, 25 mM potasyum fosfat pH 7.4 gradiyenti baglandi ve yaklasik 3.5 ml
hacminde fraksiyonlar alinarak saflastirma islemine devam edildi. Orneklerdeki
protein miktarlart 280 nm’de kuvartz kiivet kullanilarak 6l¢iildii (31). Fraksiyonlardaki
aktivite 6l¢iimleri Ellman ve arkadaglarinin yonteminde agiklandigi sekilde 412 nm’de

gergeklestirildi.
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3.2.5. Elektroforetik incelemeler
Natif PAGE yontemi ile 6rneklerin incelenmesi

Glimiis boyama islemi saflagtirma sonrasinda, afinite kolonundan ayrilan
orneklerindeki safliginin gosterilmesi amaciyla (99), aktivite boyama islemi ise

kolinesterazin yapisi ve etkinliginin gosterilmesi amaciyla uygulandi (100).

Saflastirma basamaklar1 boyunca alinan kademe 0Ornekleri ve elde edilen saf
enzim numuneleri kuyucuk basina 5 pg protein uygulanarak, % 4 yiikleme jeli, % 7
ayirict jel kompozisyonuna sahip natif-PAGE (poliakrailamid jel elektroforezi)
islemine tabi tutuldu (101). Elektroforezin ardindan elde edilen jellerden biri Blum ve
ark.”1n agikladigr sekilde giimiis boyama yontemi ile boyandi (99), diger jel ise Juul
ve ark.’in tarif ettigi sekilde kolinesteraz aktivite boyama basamaklarina gore

boyanarak sonuglar elde edildi (100,102).

3.3. Istatistiksel Degerlendirmeler

Enzimlere ait ICso ve diger kinetik parametrelerin analiz ve hesaplanmasi sirasi
ile Graphpad Prism 6.05 (versiyon 2014) ve Systat (versiyon 12, 2011) kullanilarak

dogrusal olmayan regresyon analizi ile saptandi.
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4. BULGULAR

4.1. Insan Serum BKE’nin Iki Basamakh Kromatografik Yontem ile

Saflastirilmasi

Caligmada kullanilan B Rh+ insan serumunda baslangicta 137 iinite/protein
BKE bulundugu tespit edildi. Asitli diyaliz, DEAE Trisakril M anyon degistirici
kromatografisi ve Prokainamid sefaroz 4B afinite kromatografileri ardindan % 10.62

verim ile 13.81 Unite, 867.9 kez saflastirilmis insan serum BKE elde edildi.

4.1.1. Asitli Diyaliz

Hacettepe Universiteleri Hastaneleri Kan Merkezi’nden alinmis olan B Rh*
insan serumu oda sicakliginda eritildikten sonra 20 mL serum 6rnegi alindi. 20 mL
insan serumu 5L hacmindeki 25 mM sodyum asetat pH 5.5 tamponuna kars1 17 saat

boyunca diyaliz edildi. Baslangi¢ BKE aktivitesi 137 iinite olarak hesaplandi.

4.1.2. DEAE Trisakril M anyon degistirici kromatografisi

DEAE Trisakril M (poli-N-tris[hidroksimetil] metil akrilamid zayif bazik
Ozellikte anyon degistirici kromatografi i¢cin kullanilan bir re¢inedir, 40-80 um partikiil
boyutunda olup kapasitesi 320-370 meq/L’dir. Bu g¢alismada, DEAE Trisakril M
kolonu (r=1.4 cm, h=5.5 cm, V=33.84 ml) yaklasik 150 ml 25 mM sodyum asetat pH
5.5 tamponu ile dengelendi ve akis hiz1 40 ml/saat olacak sekilde ayarlandi. 21 ml
hacmindeki diyalizat 40 ml/saat akis hizinda kolona yiiklendi ve kolon tutunmayan
proteinleri uzaklastirmak amaciyla 25 mM sodyum asetat pH 5.5 tamponu ile yikandi.
Fraksiyon kollektorii 10 dakikada 1 tiip degistirecek sekilde ayarlandi ve 6.7 ml
hacminde fraksiyonlar alindi. Fraksiyonlarin 280 nm’de absorbans degerleri ve 412
nm’de kolinesteraz aktiviteleri tarandi. 280 nm’deki absorbans degerleri 0.050’nin
altina distiigiinde V=500 ml, 0-0.5 M NaCl 25 mM sodyum asetat pH 5.5 lineer tuz
gradiyenti kolona baglandi.

A 412/dk 6lgiimlerinde final 100 mM MOPS, 0.25 mM DTNB, 1 mM PTK ve
50 pL Ornek igeren aktivite ortaminin hacmi 1ml’dir. Ol¢iimler 37°C’°de ortama
PTK’nin en son eklenmesiyle baglatilip reaksiyon 35 sn boyunca okunarak A412/dk
degerleri elde edildi.
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Yiikleme, yikama ve NaCl gradiyenti fraksiyonlarinda 280 nm’de protein
taramas1 ve A 412/dk BKE aktivite 6l¢iimleri yapildi. Bu dlglimlere gore ¢izilen

eltsyon profili Sekil 4.1°de verilmistir.

——A280
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——NaCl, M
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Sekil 4.1. DEAE Trisakril M anyon degistirici kromatografisi eliisyon profili.

DEAE Trisakril M anyon degistirici kromatografisi kolonundan 85
Unite/mg.protein BKE elde edildi.

4.1.3. Prokainamid Sefaroz 4B afinite kromatografisi

Prokainamid Sefaroz 4B, (4- amino-N-(2-dimetilaminoetil) benzamid)
prokainamid ligand1 takili 6x10%* — 2x10” boyutlarinda prokainamid baglayabilen
globiler proteinleri ayirmak i¢in uygun olan bir afinite kolonudur, ortalama partikl
boyutu 90 um olup ligand konsantrasyonu 23 umol/ml’dur. Prokainamid farmasotik
antiaritmik Ozellikte bir ajandir, ayn1 zamanda kolinesterazlar1 geri doniistiiriilebilir

sekilde inhibe etmektedir.

DEAE Trisakril M anyon degistirici kromatografisi eliisyon profiline gore

yiiksek aktivite ve diisiik protein diizeylerine sahip 6rnekler birlestirildi. Bu 6rneklerin
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Prokainamid Sefaroz 4B kolonu ile daha iyi etkilesebilmesi ve kolona tutunabilmesi
amactyla iki kez tampon degistirilmek suretiyle toplamda 10 L 25 mM potasyum fosfat
pH 7.4 tamponu ile gece boyu diyaliz edildi. Diyalizat 6nceden 25 mM potasyum
fosfat pH 7.4 tamponu ile dengelenmis olan Prokainamid Sefaroz 4B (=0.9 cm h=9.4
cm V= 23,91 ml) kolonuna 20 ml/saat akis hizinda yiiklendi ve kolona tutunmayan
proteinleri uzaklastirmak amaciyla 25 mM potasyum fosfat pH 7.4 tamponu ile
yikandi. Fraksiyon kollektorii 10 dakikada 1 tiip degistirecek sekilde ayarlandi ve 3.3
ml hacminde fraksiyonlar alindi. Fraksiyonlarin 280 nm’de absorbans degerleri ve 412
nm’de kolinesteraz aktiviteleri tarandi. 280 nm’deki absorbans degerleri 0.050’nin
altina diistiigiinde V=100 ml, 0-1 M NaCl 25 mM potasyum fosfat pH 7.4, lineer tuz
gradiyenti kolona baglandi.

A 412/dk élglimlerinde final 200 MM MOPS, 0.25 mM DTNB, 1 mM PTK ve
50 uL ornek iceren aktivite ortaminin hacmi I1ml’dir. Olgiimler 37°C’e ortama
PTK’nin en son eklenmesiyle baslatilip reaksiyon 35 sn boyunca okundu ve A 412/dk
degerleri elde edildi.

Yikleme, yikama ve NaCl gradiyenti fraksiyonlarinda 280 nm’de protein
taramast ve A 412/dk BKE aktivite Ol¢timleri yapildi. Bu dlgiimlere gore cizilen

eltsyon profili sekil 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.2 Prokainamid Sefaroz 4B afinite kromatografisi eliisyon profili

Saflastirma sonucunda Prokainamid Sefaroz 4B afinite kolonundan 13.81

Unite/protein BKE elde edildi.
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Tablo 4.1. Insan Serum BKE saflastirma basamaklar1

Saflagtirma Total Total Ozgul Verim | Saflastirma
Basamaklan Aktivite Protein Aktivite Orani
) () (%)
g (U/mg)

Serum 130.01 1814.32 0.07 100.00 1.00
Asitli Diyaliz 102.71 1280.80 0.08 78.99 112
(pH 5.5) '
DEAE Trisakril M 36.93 30.59 1.20 30.41

. 10.20
kromatografisi
Prokainamid Sefaroz 13.81 0.22 62.20 10.62 867.93
4B Afinite

kromatografisi

Elde edilen saf enzimler 4000xg’de konsantre edilerek -20°C’de saklandi.

4.2. insan Serum BKE’nin Elektroforetik Ozelliklerinin incelenmesi

BKE’nin saflik kontrolii i¢cin % 4’liik ylikleme jeli, % 7.5’luk ayirict jel iceren
natif poliakrilamid jel elektroforezi yapildi. Elektroforez tamponlar1 ve poliakrilamid
jeller Laemmli ve arkadaslarinin onerdigi sekilde yapildi ancak ortama SDS ve
rediikleyici ajan olarak B-merkapto etanol eklenmedi. (103). BOylece saflastirma
basamaklar1 boyunca alinan kademe 6rneklerinin protein kompozisyonlar1 natif olarak
gozlendi. Bu amacla jellerden bir tanesi giimiis boyama ile boyanirken digeri

kolinesteraza 6zgii aktivite boyama basamaklarina tabi tutuldu.

Saflastirilan enzimlerdeki protein derisimleri 0.5 pg’dan diistik oldugu i¢in tiim
kademe ornekleri de buna uygun olarak seyreltildi ve bu denli diisiik protein miktarinin

goriilebilir olmasini saglayan giimiis boyama yontemi basamaklar1 uygulandi (99).
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Sekil. 4.3. Natif BKE- PAGE giimiis boyama.

Jel iizerinde gosterilen ornekler soldan saga: M molekiil agirligr belirteci, 1
numarali kuyular serum 6rnekleri, 2 numarali kuyular asitli diyaliz basamagi 6rnekleri,
3 numarali kuyular DEAE Tris Acryl M anyon degistirici kromatografisi 6rnegi; 4, 5,
ve 6 numarali kuyular Prokainamid Sefaroz 4B afinite kromatografisi sonrasi elde

edilen saf enzim fraksiyonlaridir.

Sekil 4.4. Natif BKE- PAGE, aktivite boyama.

Jel lizerinde gosterilen ornekler soldan saga: M molekiil agirligi belirteci 1

numarali kuyular serum 6rnekleri, 2 numarali kuyu asitli diyaliz basamag1 6rnegi, 3
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numarali kuyu DEAE Trisakril M anyon degistirici kromatografisi basamagindan
alman Ornek; 4,5 ve 6 numarali kuyular Prokainamid Sefaroz 4 B afinite
kromatografisiyle elde edilen saf enzim fraksiyonlaridir, aktivite boyamasi goriintiisii

de bu bulguyu dogrulamaktadir.

Aktivite boyama igslemi Juul ve arkadaslarinin 6nerdigi sekilde yapildi, substrat
olarak final 3 mM olacak sekilde PTK kullanildi1 (100). Ornekler incelendiginde serum
Orneginin monomer, dimer ve tetramer olmak {izere ii¢ farkli BKE yapisindan olustugu

saptand1 Saflastirma basamaklari ilerledikge sadece tetramer yapida olan BKE edildi.
4.3. Kinetik Calismalar

4.3.1. Kolinesterazlarin Pozitif Yiiklii Substratlari ile Kinetigi
Kinetik ¢alismalarda elde edilen saf BKE kullanildi.

Insan eritrosit AKE’si 1mg/ml olacak sekilde hazirlandi ve % 0.1°lik Triton X
100 igeren 20 mM Tris pH 7.4’ de ¢oziildii.

Tiim dl¢timlerde aktivite karisgtminda final 100 mM MOPS pH 7.4, 0.25 mM
DTNB, 18 pg olacak sekilde BKE veya 15 pg olacak sekilde AKE kullanild.
Kullanilan substrat derisimleri ATK, BTK ve PTK i¢in 0.01 mM-100 mM, BZK igin
5-200 puM arasindaki degerlerdir. Kinetik oOlgiimlerde, aktivite ortamina eklenen
enzimlerin 1 dk boyunca 37°C’de inkiibe edildikten sonra ortama substrat

eklenmesiyle reaksiyon baslatildi ve reaksiyon 35 sn boyunca izlendi.

4.3.1.1 insan Serum BKE’nin Pozitif Yiikli Substratlar ile

Davramsinin incelenmesi

BTK Kkinetigi

Nihai olarak 0-100 mM BTK, 100 mM MOPS pH 7.4, 0.25 mM DTNB, 18
pg insan serum BKE’si iceren aktivite karisiminda olcililen ilk hizlarin, BTK
derisimlerine kars1 Michaelis-Menten grafigi cizildi (Sekil 4.5). Egrinin hiperbol
olmadig1 ve insan serum BKE’nin BTK’ye karsi negatif kooperativite gosterdigi
saptandi (105) (Tablo 4.3).
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Sekil 4.5. BTK derisiminin BKE iizerindeki etkisi

BTK igin Systat non-lineer regresyon programi ile Km = 0.062 = 0.037 mM,
Kss=1.062 + 0.470 mM, b = 1.020, Keat = 26.567 + 8.177 X 10°*mint , bkea= 27.098 X
10°min | Keat/ Km = 428.500 x 10*‘mM*min? olarak hesapland (Tablo 4.3).

Calistlan BTK derisimlerinin Lineweaver-Burk grafigi sekil 4.6’da
gdsterilmistir. Lineer bélge kullanilarak Vi degeri 27.850 + 2.844 umol™.dak.mg prot

olarak hesapland: .

(a) L 012 (b)
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Sekil 4.6. BTK i¢in Lineweaver-Burk grafigi, (a) 4-100 mM aras1 derisimleri,
(b) Lineer bolgenin BTK derisimlerini kapsamaktadir.

PTK Kkinetigi
BTK ile ayn1 deney kosullarinda calisilarak elde edilen PTK verilerine ait

Michaelis-Menten grafigi Sekil 4.7°de goriilmektedir. BKE nin PTK’ye karsi da
negatif kooperativite gostermektedir (100) (Tablo 4.3).
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Sekil 4.7. PTK derisiminin BKE iizerindeki etkisi.

Systat non-lineer regresyon programi ile PTK’nin Kn= 0.155 + 0.040 mM,
kss=4.530 + 0.452 mM, b = 7.490 + 0.258 , Keat = 8.175 x 107 min-1 bkeat = 61.231 X
102 min?, Keat/Km = 52.742 x 10* mM™min! olarak hesapland: (Tablo 4.3).

Calisilan PTK derisimlerinin Lineweaver-Burk grafigi sekil 4.8’de
gdsterilmistir. Lineer bolge kullanilarak Vi degeri 46.082 + 3.547.umol.dak.mg prot

olarak hesapland.
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Sekil 4.8.PTK i¢in Lineweaver-Burk grafigi, (a) 4-100 mM arasi1 derisimleri,
(b) Lineer bolgenin PTK derisimlerini kapsamaktadir.

ATK Kinetigi
BTK ile ayni deney kosullarinda galisilarak elde edilen ATK verilerine ait

Michaelis-Menten grafigi Sekil 4.9°da goriilmektedir. BKE nin ATK’ye karsi da
negatif kooperativite gostermektedir (100) (Tablo 4.3).
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Sekil 4.9. ATK derisiminin BKE iizerindeki etkisi.

ATK icin,Systat non-lineer regresyon programi ile Km=0.216 £ 0.074 mM, Kss
=2.380 £ 0.394 mM, b = 2.122 + 0.300, Kcat = 9.923 + 0.705 x10°min! bkeat= 21.057
X 10°min? | Kea/Km = 45.940 x 10°‘mM™min? olarak hesapland: (Tablo 4.3).

Calistlan ATK derisimlerinin Lineweaver-Burk grafigi sekil 4.10’da
gosterilmistir. Lineer bolge kullanilarak Vim degeri 26.336 + 2.215.umolt.dak.mg prot

olarak hesaplandi.
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Sekil 4.10. ATK i¢in Lineweaver-Burk grafigi, (a) 4-100 mM arasi1 derisimleri,
(b) Lineer bolgenin ATK derisimlerini kapsamaktadir.

BZK Kkinetigi

Nihai olarak 0-200 uM BZK, 100 mM MOPS pH 7.4, 0.25 mM DTNB, 18 pg
insan serum BKE’si iceren aktivite karisiminda l¢iilen ilk hizlarin, BZK derisimlerine
karst Michaelis-Menten grafigi cizildi (Sekil 4.11). Egrinin diger pozitif yiikli
substratlardan farkl: olarak hiperbol oldugu gozlendi, yiiksek BZK derisimlerinde
substrat aktivasyonu ve inhibisyonu saptandi (105) (Tablo 4.3).
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Sekil 4.11. BZK derisiminin BKE iizerindeki etkisi.

Systat non-lineer regresyon programi ile, BZK i¢in Kmn = 0.024 + 0.008 mM,

b = 10.780 + 1.800, Kcat= 10.562 * 1.778 x 10 min™, bkea = 113.858 x 107

min? | Keat/Km = 0.434 x 10*‘mM™min! olarak hesapland: (Tablo 4.3).

Calisilan BZK derisimlerinin Lineweaver-Burk grafigi

sekil 4.12’de

gdsterilmistir. Lineer bolge kullanilarak Vm degeri 118.731 + 19.840 umol™dak.mg

prot olarak hesaplandi.
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Sekil 4.12. BZK igin Lineweaver-Burk grafigi. (a) 5-20 uM aras1t BZK

derisimlerini, (b) 40-100 uM aras1 BZK derigsimlerini icermektedir.

Substratlarin BKE ile yatiskin durum kinetikleri, substrat aktivasyonu ve

inhibisyonu davranisini

modellendi (106).

aciklayacak sekilde asagidaki

V = Keat+(bKeat [S]/ Kss ) / (1+Km / [S])(1+[S] / Kss)

denklem kullanilarak



40

Tablo 4.3. BKE nin farkli substratlarla elde edilen kinetik parametreleri

Substrat | Km(mM) Kss (MM) b Keat bKcat Keat/km
(10% min™) (103 minY) | (10*mM*
min™)
ATK 0.216 £0.074 | 2.38£0.394 2.122+0.300 9.923 £ 0.705 21.057 45,940
BTK 0.062 +0.037 | 1.062 +0.470 | 1.02 26.567 +8.177 | 27.098 428.500
PTK 0.155+0.040 | 4530 +0.452 | 7.49 £0.258 8.175 61.231 52.742
BZK 0.024 £ 0.008 10.78 +£1.800 | 10.562 +£1.778 | 113.858 0.434

4.3.1.2 insan Eritrosit AKE’nin ATK Kinetigi

Sonug olarak 0-100 mM ATK, 100 mM MOPS pH 7.4, 0.25 mM DTNB, 15

pg insan eritrosit AKE’si igceren aktivite karistminda olgiilen ilk hizlarin, ATK

derisimlerine karsi Michaelis-Menten grafigi ¢izildi (Sekil 4.9). Egrinin hiperbol
olmadig1 ve insan eritrosit AKE’nin ATK’ye kars1 negatif kooperativite gosterdigi

saptandi (105) (Tablo 4.3).
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Sekil 4.13. ATK derisiminin AKE {izerindeki etkisi.

1000000

ATK igin, Systat non-lineer regresyon programi ile Kn=0.065 = 0.016 mM,
Kss=5.619 + 2.539 mM, b=0.067 + 0.031 olarak hesaplandi (Tablo 4.3).

Calisilan ATK derisimlerinin Lineweaver-Burk grafigi

sekil 4.14’de

gdsterilmistir. Lineer bolge kullanilarak Vi degeri 118.731 + 19.840.umol*.dak.mg

prot olarak hesaplandi.



41

a) b) (©)

= 0.09 - . 0.1
g T 0.06 E
e0 & 2 [ ]
£ 0.06 £ ® g .
i ;‘- 0.04 [ 1) 2
£ | [ 010
= 0.03 - '-'
a < 002 %
Z 0.00 i 0.00 g 0.0

0.0 58 11.6 174 232 é 0.0 02 04 oL 02 02 003

ATCH, mM ATCH, mM ATCH, mM

Sekil 4.14. ATK icin Lineweaver-Burk grafigi. (a) 0.01-1mM aras1 ATK
derisimlerini, (b) 2-25mM arast , () 40-100 mM aras1 ATK derisimlerini igermektedir.

ATK’nin AKE ile yatigkin durum kinetigi inhibisyonu davranisini agiklayacak
sekilde asagidaki denklem kullanilarak modellendi (2).

V = (Vm/(1+Km/S))*(((1+b*S)/Kss)/(1+(S/Kss)))

Tablo 4.4. AKE’nin ATK ile elde edilen kinetik parametreleri

Substrat | Km (mM) Kss (mM) b
ATK 0.065+0.016 |5.619+ 2539 | 0.067 = 0.031

4.3.2. insan Serum BKE ile Statinlerin Inhibisyon Kinetikleri

Calismada atorvastatin, lovastatin, rosuvastatin ve simvastatin’in BKE
aktivitesi {izerindeki etkileri incelendi. Inhibisyon calismalari i¢in lineer bélgeye
karsilik gelen 0.1-2 mM BTK aralig1 se¢ilmistir. Inhibitorlere ait IC so ¢alismalarinda
ise BKE icin final 1 mM BTK, AKE i¢in 0.5 mM ATK derisimleri kullanilarak

sonugclar elde edildi.
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Atorvastatin ile Elde Edilen Kinetik Parametreler

0.0001-2 mM arasindaki atorvastatin’in insan serum BKE’si tizerindeki etkisi

arastirildi. Artan inhibitor derisimlerine karsi hiz grafigi ¢izildi (Sekil 4.15).Graphpad
non-lineer regresyon analizi ile 1Cs0=7.24 + 0.27 uM olarak hesaplandi.
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Sekil 4.15. Atorvastatin- BKE, 1Cso ve % aktivite grafikleri.

Artan atorvastatin derisimlerine kars1 0.1, 0.2, 0.3, 0.5, 0.8, 1 ve 2 mM BTK

derisimlerindeki ilk hiz Olgiimleri yapildi, 1/V degerlerine karsit [I] derisimleri
grafiklenerek Linewaver-Burk dogrulari ¢izildi (Sekil 4.16). Elde edilen grafige gore

atorvastatin insan serum BKE’yi non-kompetetif sekilde inhibe ettigi gézlendi. Systat
non-lineer regresyon analizi ile, Ki = 492.54 + 55.12 degeri elde edildi. (Tablo 4.5).
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Sekil 4.16. Atorvastatin-BKE, Lineweaver-Burk grafigi.
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Rosuvastatin ile Elde Edilen Kinetik Parametreler

0.0001-0.1 mM arasindaki rosuvastatin’in insan serum BKE’si iizerindeki
etkisi arastirildi, artan inhibitér derisimlerine kars1 hiz grafigi cizildi. (Sekil 4.19) .
Non lineer regresyon analizi ile IC50=1.03 + 0.19 uM olarak hesaplandi.

100 4
B
2 6l 80 4
[=2]
g £ 6 |
5 4 £
= e
= & A
© £ 40 A
£ 2 .
-~ 20 -
0 J T T T 0 : . . :
-8 7 £ -5 -4 -3
0 25 50 75 100
[ROSU], M ROSU, pM

Sekil 4.17. Rosuvastatin-BKE, 1Csove % aktivite grafikleri.

Artan rosuvastatin derisimlerine kars1 0.1, 0.2, 0.3, 0.5, 0.8, 1 ve 2 mM BTK
derisimlerindeki ilk hiz Ol¢limleri yapildi, 1/V degerlerine karsi [I] derisimleri
grafiklenerek Linewaver-Burk dogrulari ¢izildi (Sekil 4.20). Elde edilen grafige gore
rosuvastatinin insan serum BKE’yi non-kompetetif sekilde inhibe ettigi gézlendi.Non-
lineer regresyon analizi ile Ki = 194.68 + 55.24 uM olarak hesaplandi (Tablo 4.5).
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Sekil 4.18. Rosuvastatin-BKE, Lineweaver-Burk grafigi.
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Lovastatin ile Elde Edilen Kinetik Parametreler

0.0001-0.2 mM arasindaki lovastatin’in insan serum BKE’si tizerindeki etkisi
arastirildi, artan inhibitor derisimlerine karsi hiz grafigi ¢izildi (Sekil 4.17). Non lineer

regresyon analizi ile ICs0=14.20 £+ 0.30 uM olarak hesaplandi.
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Sekil 4.19. Lovastatin-BKE, 1Cso ve % aktivite grafikleri.

Artan lovastatin derisimlerine karst 0.1, 0.2, 0.3, 0.5, 0.8, 1 ve 2 mM BTK
derisimlerindeki ilk hiz Ol¢limleri yapildi, 1/V degerlerine karsi [I] derisimleri
grafiklenerek Linewaver-Burk dogrulari ¢izildi (Sekil 4.18). Elde edilen grafige gore
lovastatin insan serum BKE’yi non-kompetetif sekilde inhibe ettigi gézlendi. Non-
lineer regresyon analizi ile, Ki = 198.65 = 27.18 uM olarak hesapland1 (Tablo 4.5).
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Sekil 4.20. Lovastatin-BKE, Lineweaver-Burk grafigi.
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Simvastatin ile Elde Edilen Kinetik Parametreler

0.0001-1 mM arasindaki simvastatin’in insan serum BKE’si lizerindeki etkisi
arastirildi, artan inhibit6r derisimlerine kars1 hiz grafigi ¢izildi (Sekil 4.21). Non-lineer
regresyon analizi ile ICsp= 17.60 + 0.09 uM olarak hesaplandi.
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Sekil 4.21. Simvastatin-BKE, 1Cso ve % aktivite grafikleri.

Artan simvastatin derisimlerine kars1 0.1, 0.2, 0.3, 0.5, 0.8, 1 ve 2 mM BTK
derisimlerindeki ilk hiz Ol¢limleri yapildi, 1/V degerlerine karsi [I] derisimleri
grafiklenerek Linewaver-Burk dogrulari ¢izildi (Sekil 4.22). Elde edilen grafige gore
simvastatin insan serum BKE’yi non-kompetetif sekilde inhibe ettigi gozlendi. Non-

lineer regresyon analizi ile, Ki = 228.91 + 43.78 olarak hesaplandi. (Tablo 4.5)
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Sekil 4.22. Simvastatin-BKE, Lineweaver-Burk grafigi.
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Statinlere ait ICso degerleri Graphpad Prism 6.05 (2014), K; degerleri Systat
(versiyon 12, 2011) non lineer regresyon analizi programi ile hesaplanip ve Tablo

4.5’de gosterildi.

Tablo 4.5. Statinlerin BKE ile ICso ki degerleri ve inhibisyon tipleri

Inhibitor I1Cs0, UM Ki, uM Inhibisyon tipi
Simvastatin 17.60 £ 0.09 228.91 + 43.78 Non-kompetetif
Lovastatin 14.20 £ 0.30 198.65 + 27.18 Non-kompetetif
Atorvastatin 7.24 £0.27 492.54 £55.12 Non-kompetetif
Rosuvastatin 1.03+0.19 194.68 + 55.24 Non-kompetetif

4.3.3. Insan Eritrosit AKE ile Statinlerin Inhibisyon Kinetikleri

Atorvastatin, lovastatin, rosuvastatin ve simvastatin 0.0001-0.1 mM
derisimlerinde hazirlandi ve insan eritrosit AKE aktivitesi Uzerindeki etkileri

incelendi. Atorvastatin, rosuvastatin ve simvastatin derisimlerinin enzimin aktivitesi
izerinde inhibisyon etkisi olmadig1 bulundu.

Yalniz 1 uM lovastatin derisiminde AKE’nin aktivitesinde yaklasik %50
oraninda diisme gozlendi. Bu % 50 inhibisyon etkisinin artan lovastatin derisimlerinde

de ayni sekilde devam ettigi goriildii.
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Sekil 4.23. Lovastatin-AKE % aktivite grafigi.
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TARTISMA

Serum kolinesterazlari, dolasimdaki toksik bilesikleri detoksifiye edebilme
ozellikleri ile taninirlar ancak BKE nin fizyolojik rolii tiimiiyle aciklanabilmis degildir
(19). BKE pek ¢ok bilesigi geri doniistiiriicii ve detoksifiye edici bir enzim olarak

tanimlanmaktadir ve farmakolojik agidan 6nem tagimaktadir (6).

Yaptigimiz ¢alismada, insan serum BKE’si ve eritrosit AKE’si tiyolll
substratlar ile Michaelis-Menten kinetigine uygunluk géstermedi. Davranislarin daha
cok negatif kooperativite olarak adlandirilan ve substrat konsantrasyonunun
artmasiyla birlikte substrata olan ilginin degistigi bir duruma uydugu gozlendi. (105).
BKE’nin negatif kooperativite gosteren allosterik bir enzim olusu, yiiksek ve diigiik
substrat derisimlerinde Lineweaver-Burk dogrularinin lineerlikten sapmasi ile de
aciklanmaktadir (sekil 4.5) Daha 6nce yapilan ¢aligsmalar ile Kolinesterazlarin tepkime
mekanizmalarin1 agiklayan yaklasimlar agiklanmistir, bu mekanizmalardan bolum
2.7.’de bahsedilmistir. Yiiksek substrat derisimlerindeki enzimin enzim substrat
kompleksi olusturma efektifligi katsayis1 (b degeri), substratin agil grubu arttik¢a
blyir, bu degerin 1’den biiyiik olmasi BKE’nin pozitif yiiklii substratlar negatif

kooperativite davranis1 gosterdigine isaret etmektedir.

Tablo 4.3‘te verilen Kmn degerleri incelendiginde insan serum BKE’sinin
substratlarina olan afinitesinin agil grubun zincir uzunlugu arttik¢a ATK < PTK < BTK
yoniinde arttig1 goriiliir. Insan serum BKE, pozitif yiiklii diger bir substrat olan BZK
ile sigmoidal bir davranis gostermistir. Bu davranis Hill grafigi ile daha agik bir sekilde
gosterilebilir.

Kolinesterazlarim aktif merkezinin yer aldig: girinti 20 A derinligindedir. (41).
Aktif merkez girintisini olugturan amino asitler AKE’de aromatik yapida, BKE’de ise
alifatiktir (6,59). Kolinesterazlarda, periferal anyonik ve esteratik bolgelere ait aspartik
asit ve triptofan her iki kolinesterazda da korunmustur. AKE’de Asp72. ve Trp84.
pozisyonda iken BKE’de Asp70 ve Trp 82. konumundadir. (55-58). Kolinesterazlarda,
Asp70 karsisinda bulunan Tyr332 arasinda hidrojen bagi bulunmaktadir. Bu bag
hareketli omega “Q” ilmeginde yer alan Cys65 ve Cys92 ile etkilesir. AKE’de pozitif
yiiklii substratlar periferal anyonik bolgedeki Trp279, Tyr70 ve Tyrl121’ baglanma
egilimi gostermektedir, ayrica AKE’de Tyr341 aktif merkez yiizeyinden katalitik
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merkeze substrat iletimini saglamaktadir. Kolinesterazlarin aktif merkezinde yer alan
tirozin kalintilar1 yapilarinda bulunan hidroksil gruplarinin da etkisiyle substrat veya
inhibitorlerle katyon n etkisi ile enzim ile olusturulan kompleks kararli bir yapi
kazanmaktadir (55-58,107).

Memelilerin AKE’sinde pozitif yliklii substratlarinin agil gruplarinin esteratik
bolgesine komsu agil baglayan cebe yerlesmesini kisitlayan Phe 298 ve Phe 290 yerine
BKE’de bu amino asitlerin sirasiyla Leu ve Val olmasi nedeniyle uzun acil gruplu

kolin esterlerine afinitesinin daha fazla oldugu ileri stirilmektedir (2,5,56).

Bu caligmada bulgulanan substrat siralamasi da agil grubu daha biiyiik olan

substratlara olan BKE afinitesinin arttigin1 dogrulamaktadir.

Kinetik ¢aligmalarda kullanilan pozitif yikli substratlar, dncelikle BKE’deki
Asp70’e baglanarak enzim substrat kompleksini olustururlar. Bu baglanma
konformasyon degisikligine neden olarak, bagli substratin kolin baglayic1 bolgedeki
Trp82 ile etkilesime gegmesine sebep olur. Agil baglayici bolgede tutulan substratin
ester bagi ‘katalitik Gi¢lii” Ser198, His438 ve Glu325 tarafindan hidroliz edilir (41,56).
Bu Ucliden His438’in imidazol halkasi, Glu325 ve Ser198’e clektron aktararak
Ser198’in —OH grubunu niikleofil kilarak, substratlarin agil gruplarina atak
yapabilecek sekilde aktiflestirir (56). Kolinesterazlarin substrat hidrolizini agiklayan
bu islem, yiik aktarimi sistemi olarak da adlandirilir (56-58).

ES1 ES2

ES3
Lam "
E + Biitirilkolin == = == v EA
L K Ke 82
»” ST

Ll

Sekil 5.1 Kolinesterazlarin tepkime mekanizmasi, sekilde biitirilkolin ile ES

kompleksi olusturan BKE’nin aktif merkez girintisi sematize edilmistir (41).

BKE igin, Tablo 4.5 ‘te verilen ICso degerleri incelendiginde ROSU < ATOR
< LOVA < SIM olarak siralanir. Kj degerleri ise incelendiginde ROSU <LOVA <
SIM< ATOR yoniinde artar. Calismada kullanilan Statinlerin timi non-kompetetif
inhibitdr davranis1 gostermistir ve aralarindan rosuvastatin en etkili inhibitor olarak

bulunmustur.
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Simvastatin ve lovastatin yapisinda bulunan lakton halkasinin BKE’yi inhibe
ettigi daha onceki galismalarda gosterilmistir (85). Lovastatin, simvastatine oranla
daha kuglktlr, merkezdeki heksahidro naftalen ¢ekirdegi her ikisinde de piran halkasi
ve butanoik asit kokd ile iligkilidir. Ancak lovastatinde metil-bitanoik asit bulunurken
simvastatinde ise dimetilbutanoik asit yer almaktadir. Naftelen kokiinii biitanoik asite
baglayan ester bagi lakton halkasi olusturacak niteliktedir, bu lakton halkas1 katyon-n
etkilesimi kurmak i¢in zemin hazirlar. Lakton halkasi olusumuna daha yatkin

oldugundan lovastatin, simvastatine oranla daha etkili bir BKE inhibitoraddr.

Ayrica, lovastatin ve simvastatin yapisinda yer alan naftalen halkas1 Bodur ve
ark. tarafindan arastirilan Benaktizin ve Drofenin adli bilesiklere benzer sekilde iki
adet fenil halkasindan olusur (6). Bu halka molekdllere hidrofobik 6zellik verir;
simvastatin de lovastatinden bir metil grubu fazla icermesi ile daha hidrofobik bir
bilesiktir. Enzimin hidrofobik boyun kismui ile etkilesen bu iki bilesigin bulundugu
ortamda, sterik etkilesimden dolayr substrat hidrolizi yavaglar. Simvastatin ve
lovastatin’e ait Lineweaver-Burk sonuglar grafiklendiginde uyumsuz ¢iktigindan bu

calismalar daha sonra tekrarlanacaktir.

Atorvastatin ve rosuvastatinin kolinesterazlarla etkilesim mekanizmalar1 bu
giine kadar arastirilmamistir. BKE aktif merkezinde, atorvastatin’in pirol halkasi,
florofenil ve fenil gruplari, periferal anyonik bdlgedeki tirozinler gibi aromatik halkali

rezidilere, acil bolgesindeki Trp82’ye non kovalent etkilesimlerde bulunabilir.

BKE icin rosuvastatin ile en diisik K; ve ICso degerleri elde edilmistir.
Rosuvastatinin florofenil ucundaki flor, metilmetan siilfonamid yapisindaki kiikiirt,
pirimidin yapisinda bulunan azot gruplart BKE nin aktif merkezindeki amino asitlerle
Ozellikle periferal anyonik site veya omega “Q” ilmeginde bulunan amino asitlerle
katyon = etkilesimine girmis olabilirler. Ayrica rosuvastatinin florofenil ucu, periferal
anyonik sitede bulunan tirozin veya aspartat ile 6zgiil olmayan etkilesimlere girerek
inhibisyona sebep olabilir. Calismada rosuvastatinin % 1 DMSO’da ¢6ziilmiis olmas1
da rosuvastatin-BKE etkilesimlerini kolaylastiric etkisi olabilir, ¢linkii DMSO’nun

BKE Uzerinde inhibitor etkisi yoktur.

Atorvastatin ve rosuvastatinin yapilari incelendiginde daha 6nce Bodur ve ark.

tarafindan arastirilan klorojenik asit ile benzer yapilar igerir (108). Klorojenik asite
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benzer sekilde atorvastatin ve rosuvastatin de non-kompetetif inhibitorler olarak

saptanmuistir.

Statinlerden yalnizca lovastatinin AKE (zerinde % 50 sabit inhibisyona yol
actig1 gozlendi. Bu durum AKE aktif merkez girintisinde yer alan fenilalanin reziduleri
ile lovastatin arasinda katyon 7 etkilesimlerinin yani sira, kovalent baglanmanin da
olabilecegini diislindiiriir. Sonug olarak, statinlerin AKE substrati olmasi da olasidir.
Daha ayrintili etkilesimler progresif inhibisyon g¢alismalart ve molekiiler docking

modellemeri ile agiklanacaktir.

Statinlerin en biiyiikten en kiigiige dogru molekiiler agirliklar1 siralandiginda
LOVA < SIM <ROSU < ATOR siralamasi elde edilir. Buna gore en biiyiik molekiiler
agirliga sahip statinlerden olan rosuvastatinin aktif merkez girintisi blyuk olan
BKE’yi inhibe edebilir olmas1 beklenmektedir, bu bulguyu dogrular sekilde en diisiik
agirlikta ve en kiiciik molekiiler yapida olan lovastatin AKE’yi inhibe etmistir.
Lovastatin, yapisinin kii¢lik olusu ile aktif merkez girintisi hacmi kii¢iik olan AKE nin
periferal anyonik bolgesine pozitif yiiklii bir substrat gibi baglanan biitanoik asit

bolgesi ile % 50 inhibisyon etkisini saglayabildigi sdylenebilir.

Statinler, iskemi, kalp krizi, ve metabolik sendrom gibi rahatsizliklarin tani ve
tedavisinde kullanilir. Kolinesterazlarin da son donemde lipit metabolizmasiyla iligkili
rolleri olduguna dair bulgularda artmaktadir. Metabolik sendromda BKE aktivitesinde
duzensiz olarak artma gorultrken, iskemi ve kalp krizinde BKE aktivitesindeki artisin
kolinerjik sinir iletimini ve iligkili inflamasyon belirte¢lerini uyardigi bildirilmistir
(83,104). Ayrica iskemi, kalp krizi, ve metabolik sendrom gibi hastaliklarda
kolinesteraz aktivitelerinde degiskenlik gozlenmektedir. Kolinesterazlar gesitli
norodejeneratif hastaliklarda seviyesi degisen ve hastalik seyrinin belirlenmesinde ve
tedavisinde belirte¢ olarak kullanilan enzimlerdir (91). Bu hastaliklarin tedavisinde
kullanilan kolinesteraz inhibitorleri segici degildir. Statinler MSS’de HMG-CoA
reduktazi inhibe edip Kolesterol seviyelerini diizenleyerek amiloid plak olusumunu
baskilarlar. Amiloid plak olusumunu kontrol altina alinmasiyla beraber kolinesteraz
inhibisyonu gerceklesmesi, norodejeneratif hastaliklardaki asetilkolin yetersizligini

ortadan kaldirabilir. Bu nedenle, Statin/kolinesteraz inhibisyon mekanizmasinin
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aciklanmasi norodejeneratif hastaliklarin tan1 ve tedavisinde klinik agidan biiyiik 6nem

tasimaktadir.

Bu c¢alismada, statinlerin inhibisyon tipleri arastirildi ancak zamana bagimli
progresif inhibisyon calismasi, farkli pH’larda enzim-inhibitor etkilesimlerinin
incelenmesi ve aktif merkeze baglanma konumunun belirlenmesi yapilmadi. BKE’nin
statinler ile inhibisyon mekanizmasini agiklamak icin bu calismalarin yapilmasi
gerekmektedir. BKE iizerinde ¢alisilan tiim statinlerin non-kompetetif inhibisyon
gosterdigi bulundu. BKE aktif merkezinde statinler ile etkilesen amino asit
rezidilerinin aydinlatilmasi bundan sonra yapilacak ¢aligsmalar agisindan 6nemlidir.
Bu amagla molekiler docking calismalari ile elde edilen Kkinetik bulgular

desteklenmelidir.
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SONUCLAR ve ONERILER

1. BKE, insan serumundan 867.93 kez saflastirildi. BKE nin safligi Natif PAGE

giimiis ve aktivite boyama yontemleri ile dogrulandi.

2. Insan serum BKE’ nin BTK ile Kn = 0.062 + 0.037 mM, Kss = 1.062 + 0.470
mM, b = 1020, kcat: 26567 * 8177 X 10-3daki-1, bkcat = 27098 X 10—3dak—1 ) kcat/Km =
428.500 x 10*mM™dak™ degerleri Systat non-lineer regresyon analizi programi ile

bulundu.

3. Insan serum BKE’nin PTK i¢in Kn= 0.155 * 0.040 mM, kss= 4.530 + 0.452
mM, b = 7490 + 0258 ) kcat = 8175 X 10—3 dak-l, bkcat = 61231 X 10—3 dak-l ) kcat/Km
= 52.742 104 mM*dak™ sonuglar1 Systat non-lineer regresyon analizi programi ile

hesaplandi.

4. Insan serum BKE’nin ATK ile Ky = 0.216 + 0.074 mM, kss = 2.380 + 0.394
mM, b = 2.122 + 0.300, keat = 9.923 + 0.705 x103dak?, bkeat = 21.057 x 10°3dak™? ,
KealKm = 45.940 x 10°*mM™dak’1 degerleri Systat non-lineer regresyon analizi

programt ile hesaplandi.

5. Insan serum BKE nin BZK i¢in Km=0.024 + 0.008 mM, b = 10.780 + 1.800,
kcat: 10562 i 1778 X 10-3 dakl, bkcat: 113858 X 10-3dak-1, kcat/Km = 0434 X 104mM-

dak*sonuglar1 Systat non-lineer regresyon analizi programi ile bulundu.

6. Insan serum BKE nin BTK igin Vim = 27.850 + 2.844 umol™*.dak.mg prot, PTK
icin Vim = 46.082 + 3.547.umol ™ .dak.mg prot, ATK igin Vm =26.336 + 2.215.umol’
! dak.mg prot, BZK i¢in Vim=118.731 + 19.840.umol*.dak.mg olarak hesaplandi.

7. Insan eritrosit AKE’nin ATK igin Km degeri 0.065 + 0.016 mM olarak
hesaplandi.

8. Graphpad non-lineer regresyon analizi programi ile atorvastatin i¢in ICsp =
7.24 + 0.27 uM, rosuvastatin igin 1Cso = 1.03 £ 0.19 uM, lovastatin icin ICso = 14.20
+ 0.30 uM, ve simvastatin i¢in ICso = 17.60 = 0.09 uM olarak hesaplandi.

9. Systat non-lineer regresyon analizi programi ile atorvastatin, lovastatin,
rosuvastatin ve simvastatin BKE’nin non-kompetetif inhibitorleri oldugu bulundu.
Atorvastatin icin Ki=492.54 + 55.12 uM, rosuvastatin i¢in Ki=194.68 + 55.24 uM,
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lovastatin icin Ki= 198.65 + 27.18 uM, , simvastatin i¢in Ki= 228.91 + 43.78 uM

degerleri hesaplandi.

10. Ileride, kolinesterazlarin statinlerle etkilesim mekanizmasini aydinlatmak
adina farkli pH’larda enzim-inhibitér-substrat etkilesimleri arastirilmalidir. Yapilan
kinetik ¢caligmalar farkli grafiklenme yontemleri ile gosterilmeli, ve bdylece inhibisyon

mekanizmalar hakkinda daha genis fikir edinilmesi saglanmalidir.

11. Statinlerin kolinesterazlar iizerindeki inhibisyon mekanizmasi, en giincel
aragtirma yOntemlerinden biri olan molekiiler docking analizi yontemleri ile analiz

edilmelidir.
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