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OZET

Duranay, S. (2017). Midye (Mytilus galloprovincialis Lam.) Hemolenfinden
Asetilkolinesteraz Enziminin Saflastirilmas1 ve Kinetik Ozelliklerinin Incelenmesi.
Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Eczacilik Fakiiltesi, Biyokimya
Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul.

Asetilkolin aracili sinir iletiminde asetilkolinesteraz enziminin rolii yogun
arastirma konusu olmaktadir. Bu ¢alismada Mytilus galloprovincialis’den elde edilen
hemolenf sivisindan amonyum siilfat ¢oktirme ve edrofonyum-Sefaroz 6B afinite
kromatografisi yontemleri kullanilarak AChE enzimi 13 kez ve % 3 verimle
saflagtirlldi.  Saflagtirilan enzimin molekiil agirligi denatiirasyon ve indirgeme
kosullarinda yapilan SDS poliakrilamid jel elektroforezinde 51000 daltonluk olarak
belirlendi. Yapilan ¢alisma sonucunda saflastirilan enzimin spesifik aktivitesi 3 U/mg
protein olarak hesaplandi. Enzimin optimum pH’simin 7,5 oldugu belirlendi, en yiiksek
aktivitesini ise 35°C’de gosterdigi gorildii. Enzimin asetiltiyokolin iyodiire kars
gosterdigi Km (Michaelis sabitesi) degerinin ve en yliksek reaksiyon hizinin sirasiyla
1,3 mM ve 0,188 mM/mg/dk oldugu bulundu. Bu c¢alismada {i¢ metoksiflavon
bilesiginin AChE’1 inhibe edici etkileri incelendi. ICso degerleri 0,033 £ 0,005, 0,019 +
0,002 ve 0,016 + 0,003 mg/ml olan hispidulin (4',5,7-trihidroksi-6-metoksiflavon), 5-
hidroksi,6,7,8'4'-tetrametoksiflavon ve gnafalin (5,7-dihidroksi-3,8-dimetoksiflavon)’in
AChE’l gii¢lii inhibe edici etkiye sahip olduklari saptandi. Hispidulin, 5-hidroksi-
6,7,8'4'-tetrametoksiflavon ve gnafalin’in Ki (inhibisyon sabiteleri) sirasiyla 3,6x102,
102 ve 9,4x10° mg/ml olarak bulundu. 5-hidroksi-6,7,8'4'-tetrametoksiflavon’un
kompetitif, hispidulinin ve gnafalinin ise ankompetitif inhibtor olarak etki ettigi
goriildii. 5-hidroksi-6,7,8'4'-tetrametoksiflavon geri doniisiimlii olarak AChE’1 inhibe

ettigi i¢in, klinik caligmalarda potansiyel bir ilag aday1 olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: asetilkolinesteraz, Mytilus galloprovincialis Lam., enzim

saflagtirma, kinetik 6zellikler.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 21244
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ABSTRACT

Duranay, S. (2017). Purification of Acethylcholinesterase from the Haemolymph
of the Mollusc (Mytilus galloprovincialis Lam.) and Investigation of its Kinetic
Properites. Istanbul University, Institute of Health Sciences, Faculty of Pharmacy,
Department of Biochemistry, Master of Science Thesis, Istanbul.

The role of acetylcholinesterase in terminating acetylcholine-mediated
neurotransmission made it the focus of intense research. In this study the haemolymph
AChE from the molusc Mytilus galloprovincialis was purified to homogeneity by
(NH4)2SO4 fractional precipitation and affinity chromatography on edrophonium-
Sepharose 6B. The enzyme was purified approximatedly 13 fold over the crude extract
and was obtained in 3 % yield. The molecule weight of the purified enzyme was
calculated as 51000 dalton by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis under denaturing
and reducing conditions. The specific activity of purified enzyme was 3 U/mg protein.
The purified enzyme had an optimum pH of 7.5 and showed optimal activity at 35°C.
Km (Michaelis constant) and Vmax (maximum velocity of enzyme) for
acetylthiocholine iodide were 1.3 mM and 0.188 mM/mg/min, respectively. The
inhibition of purified AChE by three methoxyflavones was investigated. Hispidulin
(4',5,7-trihidroxy-6-metoxyflavon), 5-hidroxy-6,7,8'4'-tetrametoksiflavon and gnaphalin
(5,7-dihidroxy-3,8-dimetoxyflavon) were found to have the strong inhibitory effect on
AChE with ICsg values of 0,033 + 0,005, 0,019 + 0.002 and 0.016 + 0.003 mg/ml,
respectively. Ki (inhibition constant) for hispidulin, 5-OH,6,7,8'4'-tetrametoksiflavon
and gnaphalin were found to be 3.6x10%, 102 ve 9.4x10° mg/ml, respectively. 5-
hidroxy-6,7,8'4'-tetrametoksiflavon was determined as competitive inhibitor, while
hispidulin and gnaphalin were determined as uncompetitive inhibitors. It was concluded
that 5-hidroxy-6,7,8'4'-tetrametoksiflavon, which inhibited reversibly AChE might be

use as potential drug for clinical use.

Keywords: acethylcholinesterase, Mytilus galloprovincialis Lam., enzyme purification,

Kinetic properties.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No: 21244



1. GIRIS VE AMAC

Asetilkolinesteraz (AChE), bir ndrotransmiter olan asetilkolini kolin ve asetata
hidroliz ederek santral ve periferik sinir sisteminde kolinerjik nérotransmisyonunda
gorev alan bir enzimdir (Quinn, 1987). Son yillarda, 6zellikle AChE enziminin
saflagtirnlmasinda  kullanilabilecek yeni metodlarin  gelistirilmesi ve katalitik
Ozelliklerinin incelenmesi, beyindeki biyolojik fonksiyonunun agiklik kazanmasi ile
Alzheimer hastaliginda kullanilabilecek daha etkin AChE inhibitorleri ile ilgili

calismalar hiz kazanmustir.

Birgok kaynaktan izole edilen AChE’1n etki mekanizmasi ve 3-D yapi-fonksiyon
iligkisinin aydmlatilmigtir (Wiesner ve ark., 2007). Substrat analoglar1 ve inhibitorlerle
yapilan ¢aligmalar enzimin aktif merkezinin tanimlanmasini saglamis, enzimin katalitik
aktivitesini yok etmeden, dogal substrat spesifisitesini degistirmenin bir yolu olan
bolgeye yonelik mutagenez ile amino asit dizilimlerinde mutasyonlar olusturularak aktif
merkezinin fonksiyonundaki kritik amino asitlerin énemi dogrulanmistir (Sussman ve
Silman, 1992; Greenblatt ve ark., 2003). Bu bilgiler veri bankalarda toplanmis ve yogun
olarak simiilasyonla enzim modelleri gelistirilmistir. Enzim yapisini belirlemek i¢in
protein data bankasindan enzime ait iig-boyutlu yapr koordinatlarini, kristalografik ve
NMR yapisal bilgilerini igeren doking (kenetlenme) programlarindan yararlanilmistir
(Dvir ve ark., 2010). Yapilan doking islemlerinde enzimin 3 boyutlu yapisindan yola
cikilarak hedeflenen enzim aktif bolgesine ligandin baglanma sirasindaki konformasyonu
ve yonlenmesi tahmin edilmistir. PDB (Worldwide Protein Data Bank) verilerine gore
farkli organizmalardan bugiine kadar 69 AChE enziminin yapis1 aydinlatilmis, bunlarin
bazilart Homo sapiens (1B41, 1F8U), Mus musculus (IN5M, 1IN5R, 1JO6, 1JO7),
Torpedo californica (1LEA5), Electrophorus electricus (1C20) ve Drosophila
melanogaster (1Q09)’dir. Yap1 aydinlatma bilgileri, AChE’1n, etkin katalitik etkisinin
anlasilmasinda, Alzheimer hastaligin tedavisinde kullanilabilecek yeni ilaclarin, ziraatta
ise yeni pestisidlerin tasariminda ve organofosfat zehirlenmelerde terapotik yaklasimin
gelistirilmesinde 6nem tasimaktadir (Wiesner ve ark., 2007). X-iginlar1 kristalografisi
veya c¢esitli NMR teknikleri kullanilarak, enizmin reseptorleri ile etkilesimleri

tanimlanmistir (Sussman ve Silman, 1992).



Son zamanlarda bu tekniklere rekombinant DNA teknolojisi ile klonlama
yontemleri de eklenerek enzimin yapisinin aydinlatilmasinda kolaylik saglanmistir.
Amino asitlerin belirlenmesinde yardimer olabilecek mutasyon noktalar1 rekombinant
DNA teknolojisi ile hedef proteinin amino asit bilesimi degistirilerek de
gerceklestirilmistir. Rekombinant DNA teknolojisinde hiicrelerde enzim sentezini
saglayan ve enzime 6zel mRNA'lar izole edilerek komplementer DNA'lar (cDNA)
yapilmis ve enzim sentezi ile iligkili gen kodlanarak enzim {iretilmistir (Pezzementi ve
ark., 2011). insan AChE cDNA’s1 adeno-ilgili viriis (Adeno-associated virus; AAV)

vektorleri araciligiyla farelerde iirettirilmistir (Hrabovska ve ark., 2005).

Dogal ligandlarin ve ilaglarin analogu veya ligand baglanma bolgesi
isaretleyicisi olarak gorev yapan ve floresans 6zellik gosteren floresans problar (PAS-
spesifik ligand olan propidium ve p-N,N-dimetilamino benzen diazonyum florid (DDF)
Torpedo AChE’in substrat baglama bolgesindeki belirli aromatik amino asitlerin
varliginin tespitinde kullanilmigtir (Quinn, 1987; Sussman ve Silman, 1992; Dvir ve
ark., 2010).

Asetilkolinesteraz enzimi rekombinant hiicre kultirid teknikleri kullanilarak
insan embriyonik bobrek hiicrelerinden (HEK293), Escherichia coli ve bitkilerden
eksprese edilmistir (Kiiciikkiling, 2014).

Antisens (gen susturumu, “knock down”) teknoloji olarak bilinen yontemde ise,
antisens RNA molekiilleri hedef genin mRNA’sima spesifik olarak baglanarak genetik
bilginin iletimi bloke edilmektedir. AChE geninin isleyisini saptamak igin "knock-
down™ veya "knock-out" fare modelleri ile ¢alisilmistir (Hrabovska ve ark., 2005).
Alzheimer hastaliginda kullanilan kolinesteraz inhibitorlerinin - yerine antisens
ajanlarinin uygulamasi yeni tedavi imkanlari yaratabilecegi diistiniilmektedir (Soreq ve

Seiman, 2001).

Asetilkolinesteraz enzimi birgok kaynaktan izole edilerek, saflastirilmasi ve
kinetik 6zelliklerinin arastirilmasina ragmen ticari veya bilimsel amacgli kullanim
ihtiyaglarin1 karsilayabilecek daha iyi enzim kaynaklarinin bulunmasi, saflastiriima
yontemlerinin gelistirilmesi ve Alzheimer hastaligi, Myasthenia gravis ve akut glokom
tedavisinde, organofosfat ve karbamat pestisidlerin yol agtigi zehirlenmelerde
kullanilabilecek daha etkin AChE inhibitorlerinin kesfedilmesi yoniinde caligsmalar

devam etmektedir.



Deniz ekosistemi potansiyel niitrasétik ve farmasoétik aktiviteye sahip olan dogal
driinlerinin zengin bir kaynagidir (Grienke ve ark., 2014). Son yillarda deniz
organizmalarinin biyoteknolojik kullanimina yonelik ¢alismalar 6nem kazanmis ve
bircok caligmaya konu olmustur. Deniz organizmalarindan elde edilen biyoaktif
bilesiklerin anti-bakteriyel, anti-inflammatuar ve anti-tiimoral gibi etkilerinin olmasi
tim diinyada deniz organizmalarinin potansiyel alternatif ila¢ kaynagi olarak

arastirtlmasina neden olmaktadir (Schumacher ve ark., 2011; Grienke ve ark., 2014).

Deniz ekosistemin bir pargasi olarak bulunan midyeler ¢evresel kirlilik ve ani
degisimlerde “biyomonitdr” olarak kullanilmalar1 ve enzim g¢aligmalarinda alternatif
kaynak olusturmalar agisindan énemlidir (Taleb ve ark., 2007). Ozellikle midyenin
sindirim sistemi ve karaciger enzimlerinin saflastirilmasi  ve Ozelliklerinin
incelenmesiyle ilgili cok sayida arastirma yapilmistir (Yalvag ve Kusgu, 1993; Atac ve
ark., 1994; Ozsoy ve Berkkan, 1997; Somar ve ark., 2000; Can ve ark., 2000). Midyeler
dogal AChE inhibitorii kaynagi olarak da bildirilmistir (Abramson ve ark., 1989).

Bu tez kapsaminda, Mytilus galloprovincialis Lam. hemolenfinden AChE
enziminin ileri derecede saflastirilarak enzimin kinetik Ozellikleri ile baz1
metoksiflavonlarin enzim iizerindeki inhibitor etkilerinin incelenmesi ve Alzheimer
tedavisinde kullanilabilecek yeni ilaclarin gelistirilmesine katkida bulunulmasi

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Asetilkolinesterazin Tarihgesi ve Ozellikleri

Ik kez 1914 yilinda ingiliz bilim adam1 Henry Hallet Dale asetilkolinin otonom
gangliyonlarda kimyasal iletimde gorev aldigini ileri siirmiistiir (Massouli¢ ve ark.,
1993). 1926 yilinda ise Loewi ve Navratil adl1 bilim adamlar1 kurbaga kalpleri tizerinde
yaptiklar1 deneyler sonucunda, kolinesteraz enziminin fizostigmin (eserin) tarafindan
inhibe edildiginde asetilkolin etkisinin daha uzun siirdiigiinii gérmiisler ve asetilkolin
enziminin varligimi dogrulamiglardir. Bu kesif bilim adamlarina 1936 yilinda Nobel
odili kazandirmistir (Zimmer, 2006). 1932 yilinda at serumundan elde edilen ve
asetilkolinin hidrolizini gergeklestirebilme 6zelligine sahip enzime “kolinesteraz” adi
verilmistir (Stedman ve Easson, 1932). 1937 yilinda Marnay ve Nachmansohn
Electrophorus ve Torpedo elektrik baliginin elektrik organlarinda ve néromuskiiler
kavsaginda asetilkolinesterazin yiiksek konsantrasyonda bulundugunu goézlemislerdir
(Massoulié ve ark., 1993). 1940 yilinda insan serumunda bulunan kolinesteraz ve insan
kirmiz1 kan hiicrelerinde bulunan kolinesteraz olmak iizere iki farkli insan kolinesteraz
enzimi kesfedilmistir (Alles ve Hawes, 1940). 1949 yilinda Augustinson ve
Nachmansohn "asetilkolinesteraz” terimini asetilkolini diger kolin esterlerinden daha
hizl1 hidroliz edebilen esteraz olarak tanimlamislardir. 1964 yilinda Enzim Komisyonu
tarafindan "gercek" ve 'spesifik" kolinesteraz olarak asetilkolin asetilhidrolaz
(E.C.3.1.1.7), diger kolinesterazlar icin ise "pseudo" asetilkolin asetilhidrolazlar

(E.C.3.1.1.8) adlarinin kullanilmas1 kabul edilmistir.

Her iki tip enzim farkli substrat spesifisiteleri ve inhibitorlere karsi olan
duyarliliklart bakimindan birbirinden ayirtedilebilmektedir (Chatonnet ve Lockridge,
1989; Chen ve ark., 2011).

Sistematik adi asetilkolin asetilhidrolaz olan asetilkolinesteraz (AChE, EC

3.1.1.7) sinir ve kas dokusunda ve kirmizi kan hiicre membraninda bulunmaktadir

(Massoulié ve ark., 1993; Colovi¢ ve ark., 2013).

Sistematik adi agilkolin agilhidrolaz ve diger adlar1 psddokolinesteraz, plazma
kolinesteraz olan butirilkolinesteraz (BChE, EC 3.1.1.8) ozellikle karacigerde
bulunmaktadir (Massoulié ve ark., 1993; Colovi¢ ve ark., 2013).



2.2. Asetilkolinesterazlarin Fizyoljik Onemi
2.2.1. Asetilkolinesterazin Fizyolojik Fonksiyonu (Kolinerjik fleti)

Asetilkolin (ACh) presinaptik néronun akson ucunda kolin ve asetil-koenzim
A’dan Kkatalitik bir enzim olan kolin asetiltransferaz (ChAT) araciligiyla sentez
edilmektedir. Asetil-koenzim A, sinir uglarinda bol miktarda bulunan mitokondrilerde
yapilmaktadir. Kolin ise ekstraseliiler sividan ndron terminaline sodyuma bagimli bir
membran tasiyicist tarafindan alinmaktadir (kolin uptake’i). Asetilkolin, sentez
edildikten sonra bir tasiyict vasitasiyla (VAChT) sitoplazmadan vezikiil igine
tasinmaktadir. Asetilkolin molekiilleri paketlenerek vezikiillerde depolanmaktadir (her
vezikiilde 1 000 — 50 000 molekiil vardir). Aksiyon potansiyeli néron membraninda bir
depolarizasyon dalgas1 seklinde yayilarak ndéron terminal ucuna ulasinca kalsiyum
iyonlarinin hiicre igine girisi artmaktadir. Vezikiil membrani ile sinir ucu membraninin
flizyonu sonucunda asetilkolin ekzositozla sinaptik araliga bosalmaktadir. Sinaps
araligina saliverilen asetilkolin presinaptik veya postsinaptik membran {izerinde
bulunan muskarinik reseptorler ile etkilesmektedir. M1 reseptorleri on beyinde 6zellikle
hipokampus ve serebral korteksde, M2 reseptorleri ise kalp ve beyin kokiinde dagilim
gostermektedir. Muskarinik reseptorler diger G protein kenetli reseptorler gibi
protoonkogen p21 ras, mitojenle aktive olan kinaz (MAPK) ve stresle aktive olan kinaz
(SAPK) yolaklarmi uyararak hiicre biliylime, c¢ogalma ve farklilagmasini
diizenlemektedir. Sinaps aralifindaki asetilkolin molekiilleri, burada bulunan
asetilkolinesteraz tarafindan hizla kolin ve asetata parcalanmakta ve bdylece
norotransmiterin etkisi sona erdirilirmektedir. Kolin sinir ucu tarafindan asetilkolin
yapiminda kullanilmak {izere geri alinirken, asetat ise ¢evredeki kapillerler yoluyla kana
difiize olmaktadir. Kolinerjik sinapslarin ¢ogu asetilkolinesteraz bakimindan zengindir;
bu nedenle sinapsta asetilkolinin yar1 émrii ¢cok kisadir (Soreq ve Seidman, 2001).

AChE’1n kolinerjik sinir iletimdeki rolii sematik olarak Sekil 2.1°de gosterilmistir.
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Asetilkolinesteraz ¢ok yiiksek spesifik katalitik aktivite gostermektedir. Her bir
AChE molekiilii difiizyon kontrollii reksiyonlarin hizina ulagarak saniyede 25 000 kolin

molekiiliinii parcalamaktadir (Colovi¢ ve ark., 2013).
2.2.2. AChE’nin Diger Etkileri

Kolinerjik sinapslardaki norotransmisyonu sonlandirma etkisinin disinda,
kolinerjik sinirlerle inerve edilmeyen dokularda da AChE enziminin bulunmasi,
enzimin kolinerjik olmayan etkilere de sahip oldugunu gostermektedir (Soreq ve

Seidman, 2001; Zhang ve ark., 2002; Johnson ve Moore, 2006).
2.2.2.1. Norogenez

AChE geninin transfeksiyonu ile AChE ekspresyonu veya RNAI transfeksiyonu
ile antisens mRNA’nin gen ekspresyonu, noroblastoma hiicrelerinde, feokromositom
(PC12) hiicrelerinde ve birincil dorsal kok ganglion noronlarinda noéritojenik aktivite
gosterdigi bildirilmistir (Soreq ve Seidman, 2001). Xenopus embriyonik motor
noronlarma aktarilan insan AChE-S’nin, ndritik biliylimeyi arttirdigi goézlenmistir

(Sternfeld ve ark.,1998).



2.2.2.2. Hiicre Adezyonu

AChE enzimi ile hiicre adezyon molekiillerinin yapisinda homolog dizilerin
bulunmasi AChE’in hiicre adezyon molekiilii olarak fonksiyon gdosterebilecegini
distindiirmiistiir (Johnson ve Moore, 2006). Kolinesteraz ailesi, Drosophila’daki
neurotactin ve glutactin, omurgalilardaki gliotactin ve neuroligin gibi hiicre adezyon
molekiilleri 6zelliklerine sahip proteinleri de igermektedir (Sekil 2.2) (Johnson ve
Moore, 2006). Bu molekiillerin katalitik olarak inaktif olduklari, fakat
asetilkolinesterazin dizileri ile yiiksek benzerlik gosterdikleri ve protein-protein
etkilesiminde gorev aldiklar bildirilmistir (Paraoanu ve Layer, 2008). Bu ailenin biitiin
tiyelerinde AChE benzeri bolgeleri ekstaselliiler alanda bulunur ve diger ekstraseliiler

ligandlara baglanarak hiicre baglantilarinin olusumuna katkida bulunabilirler.
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Sekil 2.2: Gliotactin, neuroligin ve neurotactin’in sematik yapis1 (Botti ve ark., 1998).

Noronal hiicreler ile fibroblast ve astrosit hiicrelerinde de AChE’in morfolojik
diizenleyici gorevi olabilecegi ileri siirlilmiistiir. AChE, amiloid prekiirsor protein (APP)
ve perlikan ile kompleks olusturarak adherent hiicrelerinin polarize gogii ve osteoblast
adhezyonunda da gorev alabilecegi bildirilmistir. AChE’in adezyon 6zelliklerini
belirleyen bdlgenin bloke edilmesi osteoblastik hiicre adezyonunun doza-bagl olarak
azalmaya neden olabilecegini, kemikte hiicre-matriks etkilesimini diizenleyebilecegi de

ileri stirilmistiir (Paraoanu ve Layer, 2008).



2.2.2.3. Sinaptogenez (Sinaps Yapimi)

Yapisinda ekstraseliller AChE’a homolog domain (bdlge) ve C-terminal
sitozolik kuyrugu olan, fakat katalitik etkisi olmayan bir transmembran proteini olan
noroligin’in de sinaptogenik aktivitesine sahip oldugu bildirilmistir. Noronal olmayan
hiicrelerde eksprese edilen ndroliginin sinaptik vezikiillerin kiimelenmesini ve komsu
aksonlardaki presinaptik diferansasyonu uyardigini bildirilmistir. AChE’1 da baglayan,
noroligin’in yiizey hiicre reseptorii olan noroksinin ekstraseliiler domaininin ilave

edilmesi ile bu olay 6nlenebilmektedir (Soreq ve Seidman, 2001).
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Sekil 2.3: AChE’1n yapisal homologlar: (Soreq ve Seidman, 2001).

AChE, yapisal homologlar ile yarisarak norondaki morfolojik sinyalin iletilmesine veya kesilmesine neden

olur.

2.2.2.4. Dopamin Noéronlarin Aktivasyonu

Holmes ve ark. (1997), saflastirilmis rekombinant AChE’mm dopamin

noronlarindan dopamin salgilanmasini uyardigin1 gostermislerdir.
2.2.2.5. Sinir Hiicresi Rejenerasyonu

Srivastan ve Peretz (1997), Aplysia midye tlriniin hemolenf AChE’in

norotrofik faktorii oldugu ileri stirmiislerdir.



2.2.2.6. Apoptozun Diizenlenmesi

Yang ve ark. (2002), apoptotik noroblastoma hiicrelerinde AChE
ekspresyonunun arttigin1 goézlemisler, AChE’1n apoptotik hiicre 6liimiinde dnemli roli
olabilecegini ve Alzheimer hastaliginin tedavisi ve 6nlenmesinde AChE’a kars1 antisens
gelistirilme olasiligini glindeme getirmislerdir. Zhang ve ark. (2002), AChE
ekspresyonunun antisens ile bloke edilerek apoptozun inhibe edildigini hiicre

kiltliriinde gostermislerdir.
2.2.2.7. Hematopoez

Soreq ve ark. (1994), AChE’in eritropoez ve megakaryositopoezdeki
multipotent stem hiicrelerinin proliferasyonunu ve makrofaj iiretimini inhibe ettigini ve
apoptozu uyardigini gozlemlemislerdir. Bu bulgular, AChE gen ekspresyonundaki

artiglar ile 16semi arasindaki tiimorojenik baglantiy1 aciklayabilmektedir.
2.2.2.8. Lenfosit Aktivasyonu

Sitokinler tarafindan diizenlenen immiin fonksiyon, ayni zamanda lemfoid

kolinerjik sisteminin kontrolii altindadir (Kawashima ve Fujii, 2000).
2.3. AChE’1n Alternatif Splicing’i ve Post Translasyonel Modifikasyonlari

Asetilkolinesterazin, hiicre disindaki bir ndérotransmiter olan asetilkolini
hidrolize edebilmesi i¢in hiicre membraninin dig kismina yerlesmesi veya hiicre disina
salgilanmasi1 gerekmektedir. Yapilan ¢alismalar hiicreden salgilanacak olan proteinlerin,
graniillii endoplazmik retikulum (GER) — Golgi sistemi — salg1 vezikiilleri — hiicre

dis1 seklinde bir yol izledigini gostermislerdir (Massoulié ve ark., 1999).

Primer transkript adin1 alan yeni sentezlenmis mRNA molekiillerin ¢ogu olgun
yapt ve fonksiyonlarina ulasmak icin transkripsiyon sonrast modifikasyonlara
ugramaktadirlar. Endoplazmik retikuluma yonlendirilecek olan proteine ait mRNA
sitozolde serbest ribozoma baglanmakta ve amino ucunda sinyal dizisi ad1 verilen bir
peptid sentezlendiginde, ER liimeninde bulunan sinyal peptidaz tarafindan
uzaklastirildiktan sonra olgun proteine doniismektedir. N-terminal sinyal peptid
uzaklagtirildiktan sonra olgun AChE proteini yaklasgik 500 amino asit kalintisindan
olusan katalitik merkezi ile kiigiik C-terminal bolgesinden olusmaktadir. C-terminal

bolgelerini kodlayan farkli eksonlarin varligi ve dolayisiyla bunlarin alternatif splicing
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olaylarinin sonucunda farkli molekiiler formlarinin olusumuna yol a¢maktadir

(Massoulié ve ark., 1999).

Omurgalilarda asetilkolinesteraz (AChE) enzimi tek bir gen (ache) tarafindan
kodlanmaktadir. Farkli hayvan tiirlerinde ve farkli dokularda korunmus olan
degismeyen katalitik bolgeyi (domain), degisebilen C peptid bolgeleri takip etmektedir.
C-terminal bolgenin yapist enzimin katalitik aktivitesini etkilememektedir, fakat
glikozilasyon, glikofosfatidil araciligt ile membrana tutunmalari, diger yapisal
proteinler ve membran lipidleri ile etkilesimleri, enzim proteinin katlanmasi ve
fonksiyonel olarak aktif hale gelmesi gibi posttranslasyonel modifikasyonlar icin ¢ok

biiyiikk 6nem tagimaktadirlar (Nalivaeva ve Turner, 2001).

Translasyon sonrast GER liimeninde proteinin katlanmasi, distilfit baglarinin
olusumu, protein glikozilasyonun ilk basamaklar1 ve membran proteinine glikolipitlerin
eklenmesi gibi islemler ER liimeninde bulunan enzimler ile gergeklesmektedir
(Nalivaeva ve Turner, 2001). Kuaterner yapilar1 ve tutunma (anchoring) sekilleri farkli
olan bircok molekiiler form tek kolinesteraz geninin alternatif splicing ve post-

translasyonal olgunlagsma yolu ile olusabilmektedir.
2.3.1. AChE’1n Molekiiler Formlari
AChE’1n molekiiler formlari ii¢ islem sonucunda meydana gelmektedir:
1- AChE geninin alternatif splicing’i
2- Katalitik altbirimlerinin oligomerizasyonu
3- Katalitik olmayan altbirimlerinin baglanmasi

AChFE’lar, kuaterner yapilarina gore asimetrik (A) ve globular (G) olmak {izere
iki formda bulunmaktadir. Bu formlarin katalitik merkezi ayni, C-terminal peptidleri
farklidir.

Bulunduklar yere gore ise; plazmada ¢oziinen formu, kirmizi kan hiicrelerinin
yiizeyinde GPI (glikofosfoinozitol) ¢apasi ile membrana bagli formu, néromuskiiler
kavsakta kollajen kuyruklu formu ve beyinde hidrofobik kuyruklu formu bulunmaktadir

(Nalivaeva ve Turner, 2001).
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2.3.1.1. AChER: R ’Readthrough’ Formu

Katalitik  bolgeyi  kodlayan  eksondan  sonra 3" ucu  splicingi
gerceklesmemektedir. Bu formun norokoruyucu etki sagladigr distiniilmektedir. R
transkriptleri serbest monomer yapisinda ve sinaptik boslukta ¢6ziinmiis halde
bulunmustur (Massoulie ve ark., 1999, 2002).

2.3.1.2. AChEH: H °Hidrofobik’ Formu

Kirmizi kan hiicrelerinde ifade edilmektedir (Chen ve ark., 2011). H
transkriptlerinin altbirimleri C-terminal bolgelerinde hidrofobik diziler igermektedir. Bu
hidrofobik bolgelerdeki iki sistein kalintisinin disiilfid bag ile baglanmalar1 sonucunda
dimerik olgun protein olusabilmektedir. Hidrofobik bolgesi, glikofosfatidilinozitol
(GPI)’e baglanmak i¢in bir sinyal icermektedir (Massouli¢ ve ark., 1999, 2002), bu
nedenle bu formlar hiicre ylizeyinde bulunmaktadir. H peptidleri omurgasiz tiirlerde

bulunmustur (Chen ve ark., 2011).

Torpedo AChE’1n en biiyiik kismi plazma membranina GPI ¢apas1 (Sekil 2.4) ile
her monomerin C-terminaline kovalent olarak baglanmaktadir. Dimerler, PI
(fosfoinozitol)’ye 6zgii bakteri fosfolipaz C tarafindan segici olarak ¢oziinebilmektedir
(Sekil 2.5) (Dvir ve ark., 2010).
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Sekil 2.4: AChE’mm plazma membranina baglanmasinda GPI capasinin yapisi
(http://doctorlib.info/medical/biochemistry/30.html).
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Sekil 2.5: Torpedo GPI ¢apasina bagh AChE dimerinin sematik yapis1 (Dvir ve ark., 2010).

() Dus yiizey

Torpedo AChE dimerlerinin X-kristalografi ile incelenmesi sonucunda, iki
AChEnx’in iki altbirimi arasindaki temas alaninda, her bir altbiriminin Kkatalitik
bolgesinden ikiser o-heliksin katildigi “dort sarmalli demet (four-helix bundle)”
(FHB)’nin olustugu goriilmistiir (Sekil 2.6) (Chen ve ark., 2011). Bu motif, RNA-
baglayan Rop proteininde oldugu gibi homodimerlerin birlesme noktasinda veya
Rhodopseudomonas viridis bakterinin fotosentetik reaksiyon merkezinin L ve M alt

birimlerinin arasinda oldugu gibi benzer yapilar arasinda goriilmektedir (Sussman ve
Silman, 1992).



A. Dort sarmalli demet

B. Disiilfit baglar

C. WAT ve PRAD
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Sekil 2.6: AChE ve BChE’larin oligomerizasyon sekilleri (Chen ve ark., 2011).

(A) AChET veya BChET ‘in FHB bolgeleri dimer olusumunu yonlendirmektedir
(B) AChET veya BChET’lerin t peptidleri interkatener disiilfid baglar olustururlar
(C) AChE ve BChE’daki WAT bolgelerinin PRiMAveya ColQ’daki PRAD ile etkilesimleri

2.3.1.3. AChET: T *Tailed’ (Kuyruklu) Formu

Altbirimlerinin C-terminal bolgeleri kollajen kuyruklu ve hidrofobik kuyruklu
molekiiller ile birlesmeleri i¢in gereklidir. C-terminal bolge veya T peptid, C-terminale
yakin sistein kalintis1 ve bir¢ok korunmus aromatik kalintist icermektedir. Bu peptid
olgun proteinde kismi olarak korunarak hidrofobik 6zellik ve birgok kuaterner yapinin

kazanmasina yol agmaktadir.

Enzimin homomerik ve heteromerik formlar1 bulunmaktadir. Homomerik
formlar monomer, dimer ve tetramer formlarimi kapsamaktadir. Monomer ve dimer
formlar amfifilik (Gla, G2a)’tir, tetramerik formlar ise hem amfifilik (G4a) hem de
non-amfifilik olabilmektedir (G4na). Heteromerik formlar ise hem kollajen kuyruklu (A
formlari: A4, A8 ve Al2), hem de hidrofobik-kuyruklu (G4a formu) olabilmektedir.
(Sekil 2.7) (Nalivaeva ve Turner, 2001).
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Sekil 2.7: Insan beynindeki AChE geninin yapisi ve alternative mRNA splicing sonucunda

olusan molekiiler formlar1 (Massoulé ve ark., 2002).

Kuyruklu formlar, ndromiiskiiler kavsagin bazal laminasina veya hiicre
membranina baglanmasini saglayan ¢apa (anchor) proteinleri ile katalitik tetramerler
olustururlar. Translasyon sonucunda olusan ilk iiriin G1 formu’dur, G2, G4 gibi daha

kompleks formlar G1 formundan tiirerler. Olusum sirasi1 G1>G2>G4>A12 seklindedir.

AChE’1n asimetrik formu (A4, A8 ve Al2), bir veya ii¢ katalitik tetramerin
farkli gen tarafindan kodlanan kollajen benzeri kuyruga (ColQ) baglanmaktadir.
Kollajen ColQ’nin ii¢lii sarmali, ii¢ aym polipeptid zincirinden olusan bir

homotrimer’dir.

Polipeptidlerin  N-terminal bdolgelerinde bulunan prolinden-zengin  domain
(PRAD) araciligt ile AChE’in Kkatalitik altbirimlerinden olusan tetramere
baglanmaktadir. AChE’1in asimetrik formlar1 omurgalilarin néromuskiilar kavsaginda
yogun olarak bulunmaktadir ve kollajen kuyrugu katalitik tetramerin sinaptik bazal

laminaya baglanmasini saglamaktadir (Nalivaeva ve Turner, 2001).


https://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=0ahUKEwimocbDo8TSAhUsJ5oKHVUABuEQjRwIBw&url=http://www.sciencedirect.com/topics/page/Acetylcholinesterase&psig=AFQjCNEcI84wgOHhpM_OBdHSvjXfwzT7Cg&ust=1488972098611797&cad=rjt
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2.3.1.3.1. PRiMA’ya Baghh AChE’1n Globular Formlari

Xenopus oocitleri, COS-7, noroblastoma ve kas hiicrelerinde PRiMA’nin
ekspresyonu  AChE’in  globular formunun olusumunda, hedef hiicrelere
yonlendirilmesinde ve membrana yerlesmesinde sinirlayici faktor olarak belirlenmistir.
PRIMA’nin yoklugunda AChE’in G4 formu olugmamaktadir (Chen ve ark., 2011).
PRiMA ile kompleks olusturan AChE~ ise beyinde ve kasta bulunan tetramerik globular

formlarini temsil etmektedir.

2.3.1.3.2. CoLQ (Kollajen Benzeri Kuyrugu)’e Bagh AChE’in Asimetrik

Formlan

Kollajen benzeri kuyruk, ti¢ kollajen Q altbiriminin #gli sarmal seklinde
birlesmeleri sonucunda olusmaktadir. AChE’in kollajen kuyruklu formlar1 sadece
omurgalilarda bulunmustur, omurgasizlarda bulunmamaktadir. ColQ ile kompleks

olusturmus AChET kasta bulunan asimetrik formlarini (A12) temsil etmektedir.

Ayrica karisik kolinesterazlar, ColQ (kollajen Q) veya PRiMA’ya bagl ve
AChE ve BChE homodimerleri iceren AChE-BChE A12 hibrid enzimi de bildirilmistir
(Chen ve ark., 2011).

2.3.1.3.3. T Peptidin Hidrofobik Ozelligi. Dimer ve Tetramerlerin Olusumu

T peptidler sulu ¢ozeltide, 6zellikle deterjan veya lipid misellerin varliginda a-
heliks konformasyonunda bulunurlar. Korunmus aromatik yan zincirler amfifilik o-

heliksin bir tarafinda yogunlagmislardir (Massoulié ve ark.,1999).

AChE’larin  sentezinde, oOzellikle protein katlanmasinda ve hiicre disina
tasinmasinda T peptidlerin biiyiik 6nem tasidiklar: bildirilmistir. T peptidlerde aromatik
kalintilarinin varligi yeni sentezlenen AChE+ polipeptidlerinin aktif konformasyonunu
alamamasina sebep olmaktadir. Katlanma dogru olarak tamamlanmazsa, prolinden
zengin baglanma domaini (proline-rich attachment domain; PRAD)-iceren baglanma
proteinleri, T  peptid tarafindan ERAD  “ER-associated  degradation”a
yonlendirilmektedir ve hatali bir protein olarak kabul edilmis bu proteinin sitoplazmaya
tasinmas1 ve burada ibikitinle etiketlenerek, proteozomda pargalanmasina yol

acmaktadir (Chen ve ark., 2011).

T peptidlerin en énemli gorevi AChET tetramerlerinin olugmalarini veya ColQ

ve PRIMA gibi yapisal proteinlere baglanmalarini yonetmeleridir. T peptide triptofan
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(W) amfifilik tetramerizasyon domain’i (WAT) adi da verilmektedir. AChEt’nin
katalitik altbirimlerinin yapisal proteinlere baglanmasi1 T peptiddeki WAT domainlerin
ColQ ve PRiMA’daki PRAD ile etkilesimine baglidir. Sentetik T peptid ve PRAD
peptid’in olusturduklar1 kompleksinin [WAT]4sPRAD kristalografik analizleri, dort
paralel WAT a-sarmal bir antiparalel PRAD sarmalin etrafina sarilmis sarmal (coiled
coil) seklinde dolanarak sol el poliprolin II sarmal olusturmaktadir (Sekil 2.8) (Chen ve
ark., 2011). AChEr oligomerizasyonu ve etki edecegi yeri kollajen kuyrugu (ColQ)

veya prolin bakimindan zengin membran proteini (PRiMA) ile baglanmalarina baglidir.

Sekil 2.8: [WAT]4sPRAD Kkristal yapi diagrami (Dvir ve ark., 2004).

A: Tek PRAD heliksin (antiparalel) etrafina dort WAT heliksi dolanmugtir (paralel). Her zincirin N-ucu: mavi; C-ucu:
kirmiz1 ile gosterilmistir. B: [WAT]sPRAD kristal yapinin yukaridan bakilarak sarilmig sarmal (coiled coil)
goriiniimii (dort WAT mavi, kirmizi, gri ve kahve rengi, PRAD ise mor gosterilmistir).

2.3.1.4. AChEs: S ’Soluble’ Formu

Coziinen monomerik formu Elapid (Bungarus, Naja, etc.) yilanlarin zehirinde
bulunmustur. Bungarus fasciatus AChE’in yapist aydmlatilmistir. Bu gen H eksonu
icermemektedir, yilan kasinda eksprese olan T ekson ve venom enziminin C-terminal
bolgesini  kodlayan S ekson igermektedir. Coziinen monomerik formlarinda

bulunmaktadir (Massoulié ve ark., 2005).

2.3.2. N-Glikozilasyon

Endoplazmik retikulum membrani ve liimeninde gerceklesen glikozilasyon, bir

proteinin ¢Oziiniirligiinii ve dayanikliligini degistirmekte, proteinin degisik organel
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veya boliimlere yonlendirilmesinde tanima sinyali olarak islev gormektedir. Sentezlenen
cekirdek oligosakkarid, ER membraninin liimeninde bulunan oligosakkarid transferaz
tarafindan sentezlenmekte olan bir proteindeki uygun asparaginin amid azotuna (N-
glikozidik baglanma) aktarilmaktadir. AChE, ¢ekirdek proteinlerine baglanan cok
sayida karbohidrat kalintis1 icermektedir. insan AChEt monomeri ii¢ tane N-glikozidik
baglanma yeri icermektedir. Bunlar yiiksek derecede korunmustur ve AChE i¢in ¢ok
bliyiik fizyolojik O6neme sahiptirler (Nalivaeva ve Turner, 2001). Golgi aygitinda
proteinler hiicre membraninin belirli bir bolgesine veya salgilanma keseciklerine

yonlendirilmektedir.

AChET glikozilasyonu sadece protein katlanmasimni ve membran trafigini
etkilemektedir, yapisin1 etkilememektedir. N-glikozilasyon gerceklesmedigi zaman
AChET katlanmasi bozulmaktadir ve bu olay enzim aktivitesinin azalmasina yol
acmaktadir.  Glikozilasyon gerceklesmez ise, AChET polipeptidleri dogru
katlanamayacaklar ve aktivite gosteremeyeceklerdir. Glikolize olmayan ve inaktif
AChET molekiilleri PRiMA’ya bagli G4 olusturabilirler, fakat Golgi sistemine

gonderilemezler ve muhtemelen parcalanirlar (Chen ve ark., 2011).

AChE’1n glikozilasyonu ozellikle beynin normal olarak ¢alismasi i¢in 6nem
tagimaktadir. Molekiiler formlar, glikozilasyonlarin bozulmas: sonucunda Alzheimer
hastalarinin beyininde ve serebrospinal sivilarinda birikmektedirler (Nalivaeva ve

Turner, 2001).

ER’da AChE~ polipeptidlerin N-glikozilasyonu translasyonla es zamanli olarak
gerceklesmektedir. Glikozillenmis AChET spontan olarak birleserek homodimerler
olugmaktadir. Homodimerler PRiMA’ya baglanirlar ve ER’da PRiMA’ya baglh G4
AChE olugmaktadir. PRIMA, G4 kompleksini Golgi sistemine yonlendirmektedir ve
daha ileri derecede glikozillenmektedir (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9: AChE’1n ER ve Golgi aygitinda islenmesi (Chen ve ark., 2011).

2.4. AChE’m U¢ Boyutlu (3D) Yapisi

AChE paralel B-tabakalarinin a-helikslerle cevrelenerek olusturuldugu o/f3
hidrolaz katlanmasi gdsteren enzim ailesine ait bir enzimdir (Sekil 2.10) (Sussman ve
Silman, 1992; Greenblatt ve ark., 2003). Farkli primer yapi, substrat spesifitesi ve
fiziksel 6zelliklere sahip olan bu enzimlerin tek ortak 6zelligi birbirine 14 alfa sarmal ile
bagli 12 beta tabakadan olusan o-heliks/B-kirmali tabaka yapisinda olmalaridir. o-
heliks/B-kirmali tabaka yapilari, Uist {iste katlanarak, sarilarak veya kendi etrafinda
kivrilarak elipsoit globuler tersiyer yapi olustururlar. Torpedo californica AChE’1,
bugday karboksipeptidaz 11 (CPW), Pseudomonas sp. B13 dienlakton hidrolaz (DLH),
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Xanthobacter autotropicus haloalkan dehalojenaz ve Geotrichum candidum lipazi
(GLP) 6rnek olarak verilmistir (Sussman ve Silman, 1992).

a7,8
ae,7
as5,6
g8 ou,5
g B7
Glu
His
o8

Sekil 2.10: a/B Hidrolaz katlanmanin topolojik ikincil yapisi (Dvir ve ark., 2010).

X-ray kristalografi ile Torpedo californica (Sussman ve ark.,1991) (Sekil 2.11),
fare (Bourne ve ark., 2003), Drosophila (Harel ve ark., 2000) ve insan (Kryger ve ark.,
2000) AChE’1n ti¢ boyutlu yapisi elde edilmistir.

Sekil 2.11: Torpedo californica asetilkolinesterazin yapisimin diagrami (Sussman ve
Silman, 1992).
Enzim monomerini olusturan 537 amino asit i¢ceren polipeptid zinciri yesil, dibinde aktif merkezi bulunan ¢ukurun

yiizeyinde yer alan 14 aromatik amino asit kalintisi pembe, dogal substrati olan ve aktif merkez ile kenetlenen

asetilkolin ise altin saris1 ve mavi ile gosterilmistir.
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2.4.1. Enzimin Aktif Bolgesi

Enzimin aktif bolgesi, yaklasik 20 A uzunlukta, dar, temeline dogru genisleyen
bir ¢ukur seklindedir. Bu ¢ukurun dibine yakin bir yerde katalitik triad yer aldig1 i¢in
aktif bolge cukuru olarak adlandirilmaktadir (Sussman ve Silman, 1992). Yukaridan

bakildiginda enzimin en dar kisminin ¢ap1 4,4 A oldugu saptanmustir (Sekil 2.14).

AChE’m 3 boyutlu yapist agiklanmadan Once yapilan ilk kinetik caligmalar
sonucunda AChE’m aktif merkezinin katalitik bolge ve kolin baglayici cebe tekabiil
eden esteratik ve anyonik olmak tizere iki alt bolgeden olustugu kabul edilmistir (Sekil
2.12). Esteratik alt-bolgenin diger serin proteazlarin katalitik alt bolgesine benzer
oldugu goriistine varilmistir. Hem kinetik hem de kimyasal ¢alismalar ile Torpedo
californica AChE’m aktif bolgesindeki amino asitlerden ikisinin serin ve histidin
oldugu tespit edilmistir (Dvir ve ark., 2010). Anyonik alt bolge ise asetilkolinin kolin
kismindaki yiiklii kuaterner grubu ile etkilestigini, kompetitif inhibitorii olarak davranan
edrofonyum ve N-metilakridinyum ile organofosfatlar ile inhibe edilmis AChE’in

reaktivatorleri olan kuaterner oksimler i¢cin baglanma bélgesi olarak diisiiniilmistiir.

O ——CHz2—CH2

CH
- Y \N+/ 3
i /

A

/ \CHs

CHs
(COO0™)n

AS

Sekil 2.12: AChE’1n ii¢ boyutlu yapis1 agiklanmadan 6nce yapilan biyokimyasal ¢calismalar

ile tespit edilen aktif merkezindeki baglanma yerleri (Dvir ve ark., 2010).

ES, esteratik bdlge; AS, anyonik substrat baglanma bolgesi; ACS, aromatik katyon baglanma bdlgesi; PAS, periferal

anyonik baglanma bdlgesi
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Kimyasal modifikasyonlar ve spektroskopik c¢alismalarla AChE’in aktif
merkezindeki aromatik amino asitlerin varligi kanitlanmistir (Dvir ve ark., 2010). X-
1s1n1 kristal yapisinin agiklanmasi ile esteratik bolgenin aktif merkez ¢ukurunun dibinde
bulundugu ve Sekil 2.13’de iiggen seklinde gosterilen S200 (serin), H440 (histidin) ve
E327 (glutamat) amino asit kalintilarindan olustugu, aktif ¢gukur merkezinin dibinde
ayni sekilde yuvarlak icinde gosterilen asidik amino asitlerin bulundugu, fakat siyah
altigen ile gosterilen aromatik amino asit kalintilar1 ile désendigi, bunlardan iki tanesi
W84 (triptofan84) ve F330 (fenilalanin) anyonik bolgesine katkida bulundugu, W279
(triptofan279) ise PAS bolgesinde yer aldigi, 14 aromatik kalinti ise aktif gukur
yiizeyinin % 40°n1 gevreledigi gozlenmistir (Tyr70, Trp84, Trpll4, Tyrl21, Tyrl30,
Trp233, Trp279, Phe288, Phe290, Phe330, Phe331, Tyr334, Trp432 ve Tyr442) (Dvir
ve ark., 2010). Bu diziler bir¢ok farkli organizmalarda korunmustur. Aktif bolge
cukurunun en iist kisminda Asp 285 ve Glu 273 asidik amino asit kalintilar1 bulunurken,
Tyr334’e hidrojen bag ile bagli Asp 72 dibe dogru yar1 yolda yer aldigini, Glu 199 ise
dibe yakin bir yerde bulundugu ileri siiriilmiistiir. Ligand ile protein arasindaki
baglanma sirasindaki etkilesimleri ve hareketleri (protein aktif bolgesine ligand
yapisinin baglanma konformasyonunu ve baglanma sirasindaki yonlenmenin tahminini)
inceleyen docking (kenetlenme) islemi ile edrofonyum ve takrin’in kuaterner grubu ile
AChE’1in Trp 84’iin indol halkasi ile direkt iletisim gosterdigi gorilmiistiir. Katyonik
substratlarin ise aktif merkeze 14 aromatik amino asit kalintilar1 ile etkileserek
baglandiklar1 ¢esitli inhibisyon deneylerinde gozlemlenmistir (Sussman ve Silman,
1992).



22

Sekil 2.13: AChE’1n X-ray yapisi (Sussman ve Silman, 1992).
En son bulgulara gore AChE’1n aktif bolgesinde esteratik, anyonik ve periferal
anyon alt bolgelerine ilave olark oksianyon deligi, acil baglama cebi ve omega ilmigi

bulundugu tespit edilmistir (Dvir ve ark., 2010).

Periferal anyonik bélge k)
15A
Anyonik |
alt bolge ¥

Sekil 2.14: AChE’1n aktif merkezinin alt bolgeleri (Dvir ve ark., 2010).
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2.4.1.1. Esteratik (Katalitik) Alt Bolge (Katalitik Triad)

TcAChE Ser 200 (203), His 440 (447) ve Glu 327 (334) (Parantez igindekiler
insan AChE enzimine ait bulgulardir.) diger serin hidrolazlarin katalitik alt bolgesi ile
yapisal benzerlik gostermektedir. Aktif merkezlerinde birbirine ¢ok yakin bulunan
S200, H440 ve Glu 327 amino asitleri hidrojen baglariyla baglanarak katalitik ticliiyii
(triad) olusturmaktadir. Serin, ACh’deki ester baglarinin hidrolizinden sorumludur.
Diger gruplar ise hidrojen bagi olusturarak geg¢ici durumun yiikiinii stabilize etmektedir.
Histidinin imidazol grubu tetrahedral ara iiriiniin olusumu ve parg¢alanmasinda asit-baz
katalizatorii olarak etki etmektedir. Glutamat ise imidazol halkasinin azotuna baglh

hidrojen atomuna baglanarak halkay stabilize etmektedir.

2.4.1.2. AChE’1n Etki Mekanizmasi
AChE, diger serin hidrolazlarin etki mekanizmasina benzer sekilde etki

etmektedir (Sekil 2.15).

His-440
Ger-200 0
=5, - AT
- —— pey RO
o N C
N @
HN. K55 9 i
OR
{ ROH
— .Ser-2m =
C N N
o HW Y H o @ O (Ger-200
o N H o
" R N =
H’ 3 SN T
CH,COOH R=CH,CH,N+(CH3)s

I.
o

Sekil 2.15: AChE tarafindan asetilkolinin hidrolizi (Colovi¢ ve ark., 2013).
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Ser, Glu’e hidrojen bagi ile bagh olan His’e hidrojen bagiyla baglidir. Ser
oksijeni bir substratin (ACh) karbonil karbonunu hedef aldiginda hidrojen bagl His,
serin protonunu uzaklastirmak i¢in genel bir baz olarak davranir ve negatif yiikli Glu,
His kalintisinda olusan pozitif yiikii stabilize eder. Ser200 yan zincirinden proton
¢ekilmesi sonucunda meydana gelen kuvvetli bir nukleofil, substratin (ACh) karbonil
grubuna saldirarak gecgici bir kovalent tetrahedral gecis durumu olusur. Gegis
durumunda karbonil oksijeni negatif yiiklii duruma geger. Sonugta meydana gelen asetil
serin ara Uriint, ikinci bir tetrahedral ge¢is durumu olusturabilmek i¢in bir su molekiilii
ile bag yapar. Su molekiilii, imidazol yan zincirine proton vererek acil ara iiriiniiyle
ikinci bir tetrahedral gegis ara iriiniinii olusturur. Bu ara iriin His’den Ser’e proton
transferinin bir sonucu olarak hidrolizlenir. Glu-327 ise tetrahedral ge¢is durumunda
histidin katyonu stabilize eder (Sekil 2.16) (Houghton ve ark., 2006).

Acilasyon :

s ymd T 4
I CJ — ‘-\X—E-R _Y’Hv =0

X~C—R : ¥

Y gy X
Tetrahedral Agil enzim
ara uriin
Deacilasyon

Tetrahedral
ara urin

Sekil 2.16: AChE’1n katalitik mekanizmasi (Quinn, 1987).

2.4.1.3. Oksianyon Deligi

[TCAChE Gly 118 (121), Gly 119 (122) ve Ala 201 (204)] (Johnson ve Moore,
2006). Bu ti¢ peptid kalintis1 hidrojen bag1 donorii olarak davranirlar ve ACh’in katalitik
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islemi sirasinda olusan tetrahedral ara seklini stabilize ederler (Sekil 2.16) (Houghton ve
ark., 2006).

N— p
Ala201” H--____ . /N—Gly119

His440 o

y N ¥G|u327
Ser200 N 0

---- =Nukleofilik atak

Sekil 2.17: Transfer durumundaki substratin katalitik triad, tetrahedral ara iiriinii ve

oksianyon deligi ile etkilesimi (Houghton ve ark., 2006).

2.4.1.4. Anyonik Alt Bolge (Kolin Baglayan Alt Bolge veya Hidrofobik Alt Bolge)

[Trp 84 (86), Tyr 130 (133), Tyr 330 (337) ve Phe 331 (338)]. Biiyiik bir kism1
aromatik kalintidan olusur ve icerdigi Trp84, Phe330 ve Glul99, katyon-n etkilesimi ile
Ach’in kuaterner amonyum grubunu bagladiklar diistiniilmektedir (Sekil 2.18). Trp84
ACh substratinin baglanmasinda biiylik 6nem tasir, yerine alanin gibi alifatik bir amino

asidinin ge¢mesi enzimin ACh’e kars1 reaktiviteyi azaltmaktadir (Johnson ve Moore,

2006).
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330Phe

_____________ = Hidrojen bag1 olusumu ve katyonik N ile aromatik halkanin
7 elektronlar1 arasindaki etkilegim.

Sekil 2.18: AChE’1n anyonik alt boélgesi (Houghton ve ark., 2006).

Asetilkolin’in aktif bolgeye ne sekilde ulastigi ve olusan iriinler ne sekilde
disartya c¢iktig1 heniiz netlik kazanmamistir. Enzimde "arka kap1" bulundugu ileri
stiriilmiistiir. Trp84 kalintis1 etrafinda substratin girigsine ve {irliniin ¢ikisina izin veren

bir yolun varligi tahmin edilmektedir (Sekil 2.19) (Houghton ve ark., 2006).

Sekil 2.19: Asetilkolin hidroliz iiriinlerinin aktif ¢cukurdan ¢ikis1 (Silman ve Sussman,

2008).

TcAChE’a ait acik "arka kap1"’y1 gosteren elektrik alan cizgileri sari ile, aktif bolge ¢ukurunun girisi ise mavi ile
gosterilmistir
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2.4.1.5. Acil Baglama Cebi

ACh’in asetil grubuna baglanan TcAChE Phe 288 (295) ve Phe 290 (297) amino
asitleri i¢cermektedir. Substrat segiciliginden sorumludur, ACh’den daha biiyiik kolin

esterlerinin aktif bolgeye girisini engellemektedir (Johson ve Moore, 2006).
2.4.1.6. Periferal Anyonik Alt Bolge

TcAChE Tyr 70 (72), Asp 72 (74), Tyr 121 (124), Trp 279 (286) ve Tyr 334
(341) amino asit kalintilar1 demet seklinde aktif ¢ukurun girisinde yer almaktadir.
Katalitik yolunun birinci basamaginda ACh’i baglamakta ve allosterik olarak katalitik
reaksiyonunun modiilasyonunu saglamaktadir. PAS ayrica, AChE’in hiicre adezyonu ve
noral hiicrelerinin noritik bitylimesi ve amyloidoz gibi non kolinerjik fonksiyonlarini
artirmaktadir (Johson ve Moore, 2006). Baz1 yiizey ilmikler PAS’a baglanarak, PAS’1n

baz1 amino asitlerini yapisina almaktadir.
2.4.1.7. Biiyiik Omega Ilmigi (Loop) (Cys69—Cys96)

PAS bolgesinin Tyr72 ve Asp74 amino asitlerini yapisina dahil etmektedir. Bu
ilmigin sonuncu boliimii aktif ¢cukurun dis tarafini olusturmakta ve anyonik bolgenin
esas amino asidi olan Trp86’1 da yapisina almaktadir. 275-305 ylizey ilmigi ise aktif
cukurun kars: tarafinda bulunmakta ve Trp 286 amnio asidini kapsamaktadir. {Imigin

PAS’1 saran alaninda ise 10 asidik amino asit kalintis1 bulunmaktadir (Sekil 2.20).

Torpedo AChE enziminin yiizeyindeki asimetrik yiik, anlik dipol seklinde aktif
cukurun ekseni boyunca dagilmaktadir. Negatif yiiklii kutup ¢ukur girisine yakin bir
bolgede lokalizedir. Bu yiikten sorumlu olan asidik kalintilardan sekizi yiizeyde (Asp72,
Glu82, Glu282, Glu285, Glu342, Asp351, Asp380, ve Asp38l), ikisi ise ¢ukurun
dibinde (Glul99 ve Glu443) bulunmaktadir. Bu anyonik yiizey yiik katyonik
substratlarin ve inhibitorlerin enzimin aktif bolgesine elektrostatik ¢ekimine neden
olmaktadir. Asidik kalintilarindan herhangi birinin mutasyonu enzim-substrat ve enzim-
inhibitér etkilesimini azaltmaktadir. Iyonik kuvvetin veya pH’nin degisimleri,
ligandlarin PAS’a baglanmalarini etkilemektedir (Johnson ve Moore, 2006). “Halkali
elektrostatik motif” adi verilen bu negatif yiikiin yogunlagsmasi, AChE ile neurotactin,
gliotactin ve neuroligin gibi homolog sinyal molekiillerinde goriilmektedir, hiicre
adezyon etkisi bulunmayan BChE’da ise bu motif bulunmamaktadir. Elektrostatik

etkilesim ile adezyona katilan molekiillere elektrotaktins adi verilmistir. Ekstraseliiler
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matriks molekiilleri, laminin-1 ve kollajen 1V, AChE’m PAS’mna -elektrostatik

mekanizma ile baglandiklari bildirilmistir.

Sekil 2.20: Torpedo AChE’1n yapisindaki iki PAS kalintisina (Tyr70 ve Asp72)’a bagh
omega ilmigi 69-96 (yesil) (Johnson ve Moore, 2006).

PAS’in Trp 279 kalintisim yapisina dahil eden omega 274-308 ilmigi turuncu ile gosterilmigtir. Geri kalan PAS
kalintilar1 (Tyr 121 ve Tyr 334) sar1 ile gosterilmistir.

2.5. Alzheimer Hastaliginda Asetilkolinesterazin Rolii

Diinyada yaklasitk 36 milyon insanin etkilendigi ve Ozellikle yash
populasyonunda goriilen ve kognitif fonksiyonlarda meydana gelen gerileme, senil
amiloid plak ve norofibriler yumaklarin olusumu ile seyreden Alzheimer hastaligi (AH)
geri doniisiimii olmayan ndrodejeneratif bir hastaliktir. AH en sik goriilen demans
tiriidiir. Bu hastaligin patolojik nedenleri ile iligkin kolinerjik ve amiloid olmak {izere

iki hipotez 6ne siiriilmiistiir (DallAqua, 2003).
2.5.1. Kolinerjik Hipotez

AH’nin nedenlerinden bir tanesi, beyinde 6grenme ve hafiza ile ilgili bolgelerde
kolinerjik sistemin fonksiyonunun bozulmasidir. ACh sentezini kataliz eden kolin
asetiltransferaz enzimin seviyesinin % 90 oranina kadar hipokampus ve neokortekste
azaldigr bildirilmistir (Garcia-Ayllon ve ark.,, 2011). Presinaptik noronlardaki
vezikiillerden sinaptik araliga difiizyonla salgilanan asetilkolin, postsinaptik
membrandaki nikotinik reseptorlere baglanarak dogrudan, muskarinik reseptorlere
baglanarak G-protein aracili ikinci haberciler iizerinden etkisini  gosterir.
Asetilkolinesteraz enzimi ACh’i asetat ve koline hidroliz ederek ACh seviyesinin

azalmasina ve buna bagli olarak hem nikotinik hem de muskarinik reseptorlerin
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stimiilasyonunun durmasma ve AP olusumunun artmasina neden olur. Bu nedenle
AH’da kolinerjik kaybi amiloid plak olusumuna katkida bulunur. Alzheimer
hastalarinin korteks ve serebrospinal sivisinda G4 formunun azaldig, G1 ve G2 ile
asimetrik A8 ve Al12 formlarmin artti@i goriilmistir (Nalivaeva ve Turner, 2001).
Alzheimer hastalarinin beynindeki kortikal AChE aktivitenin en biiyiik kismi1 amiloid
prekiirsor proteininin (APP) metabolizma iiriinlerinden olan amiloid B (AB) proteinin
olusturdugu amiloid plaklarda tespit edilmistir. AChE’in AP ile bir arada birikmesi senil

plaklarin olusumuna yol a¢tig1 sonucuna varilmistir (Inestroza ve ark., 1996).

Alzheimer hastaliginda Sekil 2.21°de sematik olarak gosterilen noron
fonksiyonlarinda meydana gelen degisiklikler Francis ve ark. 1999 tarafindan

Ozetlenmistir:

1) Kortikal kolinerjik inervasyonun azalmasi (beyindeki kolinerjik

ndronlarin segici kayb1 ve azalmis asetilkolin seviyesi)

(2)  Noron veya sinaps kaybina bagli olarak kortikokortikal glutamaterjik

ndrotransmisyonunun azalmasi

(3)  Nikotinik ve muskarinik reseptorlerin azalmasi, M1 muskarinik

reseptorlerin G proteinleri ile etkilesiminin bozulmasi
4) Norofibril yumaklarin 6nciilii olan tau hiperfosforilasyonu
(5) Coziinen amiloid prekiirsor proteinin (APP) azalmig sekresyonu
(6) B-Amiloid proteinin artmig tiretimi

(7) Azalmig glutamat tliretimi



30

n
ACh ! I
Kortikal piramidal néron
D
mAChR
N J sAPPo.
tau \=>tau- A AB
> 4
VG 3
Glu
B.
AChE-Inhibitors
‘
ACh /‘
Kortikal piramidal néron
---------- 1 sAPP
-------------------- -~ APP J AB
-------- T ou A
Glu

A

Sekil 2.21: A. Alzheimer hastaliginda 6ne siiriilen nérokimyasal degisiklikler. B. AH’nin

tedavi stratejeleri.

ACh = Asetilkolin

MACh R= ACh muskarinik reseptor
APP = Amiloid prekiirsor protein
AChE = Asetilkolinesteraz
NAChR= ACh nikotinik reseptor
Glu = Glutamat
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Tedavi stratejeleri Sekil 2.21°de Francis ve ark. (1999) ve Dall’Aqua (2007) tarafindan

asagidaki sekilde 6zetlenmistir:

(1) ACHhE inhibitérleri endojen olarak salgilanan ACh’in hidrolizini inhibe ederek,
postsinaptik ACh reseptdrlerinin aktivite artisina neden olurlar.

(2) Protein kinazlarin inhibisyonu ile tau proteininin fosforilasyonu azaltilabilir.
Katepsin D gibi selektor inhibitdrler kullanilarak tau agregatlarinin proteolitik
olarak parcalanmasi ve bu sekilde norofibril yumaklarin biiyiimesinin
Onlenmesi saglanir.

(3) SsAPP sekresyonunun normal seviyesine donmesi saglanir.
(4) B-sekretaz inhibitorleri ile B-amiloid tiretimi azaltilir.

(5) Nikotinik (nikotin) veya muskarinik (arekolin, pilokarpin) agonistleri
kullanilarak  nikotinik ve muskarinik reseptorlerinin  uyarilmast ile

glutamaterjik nérotransmisyonunun normale dénmesi saglanir.
2.6. Asetilkolinesteraz Inhibitorleri

Katalizli reaksiyonlarin mekanizmalarinin detayli olarak bilinmesi inhibitor
tasarimi i¢in ¢ok Onemlidir. Gelismis iilkelerde, ylikselen yasam standartlari sonucu
artan yaslt popiilasyonunun en sik karsilastigi hastaliklardan birisi olan Alzheimer
hastaliginin tedavisinde, basar1 oranmin elde edildigi mekanizmalardan bir tanesi
asetilkolinesteraz inhibisyonudur. Ozellikle bitkilerden elde edilen etken maddeler
modern ilag arastirmalart i¢in Oonemli ve yararli bir kaynak olusturmaktadir. Fakat
fizostigmin, takrin ve donepezil gibi sentetik AChE inhibitorlerin hepatotoksisite ve
gastrointestinal sikayetler gibi yan etkileri bildirilmistir (Roseiro ve ark., 2012).
Bitkilerden izole edilen ilk alkaloid olan galantamin, AChE’1 etkili bir sekilde inhibe

eder ve bu 6zelligi sayesinde Alzheimer hastaligi tedavisinde kullanilmaktadir.
2.6.1. Flavonoidler

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda flavonoidlerin antioksidan, antiinflamatuar ve
antiviral (Havsteen, 2002) 6zelliklerinin yaninda AChE inhibe edici 6zelliklerinin de
bulundugu gosterilmektedir (Orhan ve ark., 2004; Dastmalchi ve ark., 2007; Mukharjee
ve ark., 2007). Beyinde norotoksik amiloid beta (Af) olusumunu azaltabilmek amaciyla
yapilan caligmalarda ise, alfa sekretazlarin aktivasyonunun, beta ve/veya gama

sekretazlarin ise inhibisyonunun amiloid plak olusumunu azaltmakta etkin olduklar
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saptanmis ve s0z konusu sekretazlarin aktivitelerinin diizenlenebilmesi durumunda bu
patolojilere bagli olarak gelisen bellek kaybinin diizelebilecegi ileri siiriilmiistiir (Ozkay

ve ark., 2011; Williams ve Spencer, 2012).

Antikolinesteraz ilaglarin etkin olabilmeleri i¢in AChE enziminin aktif
merkezine geri doniligiimlii olarak baglanmalar1 gerekmektedir, aksi takdirde geri
doniigiimii olmayan bir inhibisyon 6liime neden olabilmektedir (Roseiro ve ark., 2012).
Bu nedenle antikolinesteraz ila¢ olarak kullanilacak olan maddelerin inhibisyon
kinetikleri arastirilmalidir. Bu amag i¢in farkli kaynaklardan izole edilen, saflastirilan ve

kinetigi incelenen AChE kullanilmaktadir.

Flavonoidlerin OH gruplar iceren aromatik halkas1 enzimin konformasyonunda
degisiklige yol agmadan yani tersiyer yapisini degistirmeden PAS bolgesine bag
kurarak yerlesmektedir (Sekil 2.22) (Roseiro ve ark., 2012).

Sekil 2.22: Kafeik asidin kolin esterinin AChE’1n aktif merkezine baglanmasi (Roseiro ve
ark., 2012).

Flavonoidlerin yapisindaki C halkanin C-3 pozisyonundaki -OH grubu

flavonoidlerin inhibe edici aktivitelerini arttirmada onemlidir.

Metoksiflavonoidlerin yapilarinda birden yediye kadar metoksil grubuna
rastlanmaktadir. Flavonoid yapilarinda substitientlerin genel yerlesme pozisyonlari

Sekil 2.23'te verilmistir.
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Glikozil

Sekil 2.23: Flavonoid yapilarinda substituentlerin genel yerlesme pozisyonlar: (Taskiran,
2005).

2.7. Midye AChE’lan

Mollusca filumunun Bivalvia smifi i¢inde yer alan Mytilidae familyasinin en 6nemli
tirleri Mytilus galloprovincialis (kara midye veya Akdeniz midyesi) ve Mytilus edulis
(mavi midye veya Avrupa midyesi), Modiolus barbatus (at midyesi) ve Perna sp.
(Afrika midyesi)’dir (Grienke ve ark., 2014). Deniz kiyilarinda yasayan midye
populasyonlart enzim kaynagi olarak bir ¢ok arastirmacinin arastirma konusu
olmuslardir. Mytilus galloprovincialis Lam. ‘in manto dokusundan glukozidaz enzimi
saflastirilip kinetik 6zellikleri incelenmistir (Yalvag ve Kusgu, 1993; Atac ve ark., 1994;
Ozsoy ve Berkkan, 1997; Somar ve ark., 2000). Can ve ark. (2000), yaptiklar1 calismada
Mytilus galloprovincialis Lam. midye tiirlinden aspartat ve alanin aminotransferazlari
saflagtirip kinetik 6zelliklerini incelemislerdir. Kuzey Adriatik denizinden toplanan M.
galloprovincialis ve Scaphara inaequivalvis midye tiirlerinden ikisi spontan olarak
¢Oziinen biri ise membrana bagli olmak {lizere AChE’mn ii¢ formu izole edilmis ve
saflagtirillmistir (Talesa ve ark., 2001; Talesa ve ark., 2002). AChE’in globular
tetramerik [12S] ve globular dimerik [6S] molekiiler formlarini temsil spontan olarak
¢oziinen A ve B formlari, total AChE aktivitesinin % 80’ninden sorumlu olduklar1 ve

hemolenfte bulunduklar1 bildirilmistir. Membrana bagli, deterjanla ¢oziiniir hale gelen
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ticiinci formu ise AChE’mm GPI’e baghh amfifilik globular dimerik formunu temsil
etmektedir. Her iic form da BW284C51 gibi AChE igin specifik inhibitdrler

tarafindan inhibe edildigi i¢in gercek AChE (Talesa ve ark., 2001) olarak kabul
edilmektedirler.

Aplysia midye tiiriiniin hemolenfinin AChE bakimindan ¢ok zengin oldugu ve
membrana tutunmus ve ¢oziinen olmak iizere iki formda bulundugu bildirilmistir (Giller
ve Schwartz, 1971).

Midye hemolenfi AChE aktivitesi deniz kirligi gostergesi olarak 6lgiilmektedir.
Organofosfat, karbamat veya agir metallere maruz kalan M. galloprovincialis (Moreira
ve ark., 2001; Taleb ve ark., 2007) ve M. edulis (Yagin ve Hansen, 2010) midye
tiirlerinde AChE aktivitesinde azalma goriilmiistiir.

Tiirkiye kiyilarinda, Akdenize 6zgii midye tiirii olan Mytilus galloprovincialis
Lam. hemolenfinden asetilkolinesteraz enziminin saflastirilmasi  ve  kinetik
ozelliklerinin incelenmesi ile ilgili bir bilgi literatiirde yer almamakla birlikte, adi gecen
tirin hemolenfindeki AChE aktivitesinin tayininin biyomonitér programlarinda deniz
kirliliginin degerlendirilmesinde biyomarker olarak kullanildig1 bildirilmistir (Moreira

ve ark., 2001).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Gerecler
e Su banyolar1 (Thermomix BU ve Grant SB2)

e Calkalayici (IKA KS260)

e Cam kolon (Pharmacia Fine Chemicals, Upsala, Sweden)
e Derin dondurucu (Bosch)

e ELISA reader (mikroplaka okuyucu) (BioTek Eon)

e Etiiv (Heraeus)

e Fraksiyon toplayici (Gilson FC 204)

e Goriintiileme cihaz1 (VILBER LOURMAT Model: FUSION FX)
e Kromotografi kolonlar1 (Pharmacia Fine Chemicals)

e Manyetik karistiric1 (Kermanlar)

e Otomatik pipet takimi (Gilson ve Eppendorf)

e pH metre (Radiometer 92)

e Soguk dolap (Nuare)

e Sogutuculu santrifiij (Heracus-Megafuge 1.0R)

e Spektrofotometre (Shimadzu UV-1208)

e Ultrafiltrasyon hiicresi (Millipore Corporation, Bedford, MA 01730 U.S.A.) ve

ultrafiltrasyon membrani (Amicon, PM 10)

e Vertikal jel elektroforezi cihazi ve gili¢ kaynagi (BIO RAD Mini PROTEAN
Tetra Cell)

e Vorteks karistirict (VELP Schientifica)
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3.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Amonyum siilfatla ¢oktiirmede amonyum siilfat [(NH4)2SO4; Merck 101217]
kullanildi.

Protein miktar tayininde Bradford ayiract (Bradford Reagent; Sigma Aldrich
B6916), standart olarak sigir serum albiimini (Fluka; 05470), Coomassie Brillant Blue
G-250 (Merck; K23145644).

Tamponlarin hazirlanmasinda potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4; Merck
4871), dipotasyum hidrojen fosfat (KoHPOs4; Merck 105101), Tris baz (Merck;
1.08387), sodyum kloriir (NaCl; Merck 1.06404.1000) kullanildi.

Poliakrilamid jel elektorforezinde N,N'-metilenbisakrilamid (Merck; 10897),
akrilamid (Sigma; A8887), sodyum dodesil siilfat (SDS; Fluka; 71725), amonyum
peroksodisiilfat (Merck; 101200), glisin (Merck; 5.00190), tetrametiletilendiamin
(TEMED; AppliChem; A1148,0250), 2-merkaptoetanol (Merck; 5740), gliserol
(Merck; 104093), bromfenol mavisi (Merck; 591037), Coomassie brillant blue R-250
(Fluka; 221234), Wide range kalibrasyon kiti (Sigma; S8445) kullanildi.

3.3. Kullamilan Cozeltiler
Poliakrilamid Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler:

> Akrilamid Céozeltisi: 40 g akrilamid ve 1,09 g N, N'-bisakrilamid son
hacim 100 ml olacak sekilde distile suda ¢ozildi. 4°C’de saklandi.

> Ayristirma (Resolving) Jeli Tamponu (1 M Tris - HCI Tamponu, pH
8,8 ): 12,1 g Tris baz distile suda ¢6ziildii, pH’st N HCI veya N NaOH ile 8,8’¢

ayarlandi. Hacim 100 ml’ye distile su ile tamamlandi. 4°C’de saklandi.

> Sikilagtirma (Stacking) Jeli Tamponu (1 M Tris - HCI Tamponu, pH
6,8): 12,1 g Tris baz distile suda ¢oziildii, pH’st N HCI veya N NaOH ile 6,8’e

ayarlandi. Hacim 100 ml’ye distile su ile tamamlandi. 4°C’de saklandi.

> % 10 Sodyum Dodesil Siilfat: 10 g SDS distile suda ¢oziildii. Hacim

100 ml’ye distile su ile tamamlandi.

> % 1 Amonyum Persiilfat: 1 g amonyum persiilfat son hacim 100 ml

olacak sekilde distile suda ¢6ziildii. Taze hazirlandi.
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> Ornek Yiikleme Tamponu: 4,8 ml distile su; 2,0 ml % 10 SDS; 1,2 ml
1 M Tris - HCI tamponu (pH 6,8); 1,0 ml gliserol; 0,5 ml % 0.5 bromfenol mavisi

karistirilarak hazirlandi. Oda sicakliginda saklandi.

> Elektroforez Yiiriitme Tamponu (10 x): 14,4 g glisin, 3 g Tris baz ve
10 g SDS 60 ml distile suda ¢oziildii. pH’s1 N HCI veya N NaOH ile 8,3’¢e ayarlandi.

Hacim 100 mI’ye distile su ile tamamlandi. Kullanilmadan 6nce 10 kez seyreltildi.

Inhibitor olarak hispidulin, 5-OH,6,7,8'4'-tetrametoksiflavon ve gnafalin [stanbul

Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dalindan temin edildi.
Inhibisyon deneylerinde satin alinan AChE (Sigma; C3389) kullanild

3.4. Kullanilan Yontemler

3.4.1. Hemolenfin Elde Edilmesi

Mytilus gallaprovincialis Lam. cinsi midyeler deneyin yapilacagi giin
(19.12.2016) Yenikapi sahillerinden midyeciler tarafindan toplandi. Hemolenf enjektor
yardimiyla kaslarin igine girilerek cekildi. Deneylerde 40 midye ile calisildi. 24 ml

hemolenf elde edildi.

3.4.2. Midye Hemolenfinden Asetilkolinesterazi Coktiiren Uygun Amonyum Siilfat

Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Iml hemolenfe, konsantrasyonu % 20 oluncaya kadar, havanda doviilerek toz
haline getirilmis amonyum siilfat kiigiik porsiyonlar halinde katildi. Karisim manyetik
karistirict ile 30 dakika karistirildiktan ve bir gece buz dolabinda bekletildikten sonra
sonra 13.000 devir/dakikada sogukta (4°C) 30 dakika santrifiije edildi ve sivi ve pellet
kisimda asetilkolinesteraz aktivitesi Olgiildii. Sivi  kisim {iizerine, ortamdaki
konsantrasyonu % 25 olacak sekilde toz amonyum siilfat katild1 ve yukaridaki islemler
tekrarlanarak elde edilen s1vi kisminda enzim aktivitesi 6l¢iildii. Bu islemlere amonyum
stilfatin s1v1 kisimdaki son konsantrasyonu, kademeli olarak her seferinde % 5 arttirmak
suretiyle, % 60’a c¢ikarilincaya kadar devam edildi. Her bir amonyum siilfat
konsantrasyonunda, elde edilen s1v1 kisimdaki asetilkolinesteraz aktivitesi dl¢iilerek s6z
konusu enzimin ¢oktiiriilebilecegi en uygun amonyum siilfat konsantrasyonu %45

olarak saptandi.
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3.4.3. Midye Hemolenf Asetilkolinesterazin Belirlenen Amonyum Siilfat Kesitinin
Elde Edilmesi

Hemolenfe ortamdaki konsantrasyonu % 45 olacak sekilde havanda toz haline
getirilmis amonyum siilfat yavas yavas ilave edildi. Karisim sogukta manyetik
karistiricida 30 dakika karistirildiktan sonra bir gece buzdolabinda bekletildi, ertesi giin
13.000 devir/dakikada 30 dakika siireyle sogukta santrifiije edildi. Santrifiijle ayrilan
stvi kisim atildi, ¢okelti ise ¢ozlinebilecegi en az miktardaki 10 mM fosfat tamponunda
(pH 7,4) ¢oziildi. % 45 amonyum siilfat fraksiyonu olarak adlandirilan bu ¢ozelti,
4°C’de ayn1 tampona kars1 diyaliz edildikten sonra protein miktar ile asetilkolinesteraz

aktivitesi tayinleri yapildi.
3.4.4. Protein Miktar Tayini

AChE saflagtirma asamalarinda elde edilen fraksiyonlarda protein miktar
tayinleri 96 kuyucuklu mikroplakalarda mikro-Bradford (Bradford 1976) yontemi ile
belirlendi. Kuyucuklara 100 pl érnek ve 150 ul protein boyasi konuldu. Ornegin boyayla
reaksiyona girmesi i¢in 10 dk. oda sicakliginda bekledikten sonra mikroplaka okuyucuda
595 nm’deki absorbansi, ayira¢ koriine karsi okundu. Bu absorbans degerinin, sigir
serum albumini standart egrisine uygulanmasiyla, protein miktar1 pg/ml olarak

belirlendi.
3.4.4.1. Sigir Serum Albumini Standart Egri Denkleminin Elde Edilmesi

Sigir serum albuminin distile sudaki 128 pg/ml’lik ¢ozeltisi hazirlandi. Daha
sonra bu ¢ozeltinin distile su ile seyreltilmesiyle konsantrasyonlari 8 ug/ml, 16 pg/ml,
32 pg/ml ve 64 ug/ml olan ¢ozeltiler elde edildi. Cozeltilere, ayr1 ayri, mikro-Bradford
deneyi uygulandi. Olgiilen absorbans degerlerine en kiiciik kareler ydnteminin

uygulanmasi ile sigir serum albumini standart egrisi ¢izildi ve regresyon denklemi elde

edildi (Sekil 3.1)
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Sekil 3.1: Sigir serum albumini standart egrisi ve regresyon denklemi

3.4.5. Asetilkolinesteraz Aktivite Deneyinin Yapihsi

Asetilkolinesteraz aktivitesi Ellman ve arkadaslarinin 6nermis oldugu metoduna
gore yapildi (Ellman ve ark., 1961). AChE aktivitesi, asetiltiyokolin ile DTNB’nin
indirgenmesi sonucu dakikada olusan sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoik asidin (TNB)
absorbansinda meydana gelen artisin 412 nm’de 15 dakika siireyle her dakika

mikroplaka okuyucuda 6l¢tilmesiyle belirlendi.

Ellman ayiraci, 1,5 mg NaH2CO4 igeren 100 mM sodyum fosfat tamponu (pH
7,5), 75 mM asetilkolin iyodiir ve 10 mM DTNB (3,96 mg/ ml)’nin 100 mM sodyum
fosfat tamponundaki ¢ozeltileri (pH 7,5), son konsantrasyonlart1 95 mM, 1 mM ve 0,3
mM olacak sekilde 150:2:5 oraninda karistirilmasi ile hazirlandi. 50 pl hemolenf 96
kuyucuklu mikroplakaya transfer edildi. 250 pl Ellman ayiraci ilave edildi. Paralel
olarak enzim ve substrat kontrol deneyleri, enzim ve substrat ¢ozeltileri yerine ayni
miktarda distile su kullanilmasi suretiyle gergeklestirildi. AChE aktivitesi, TNB igin 13

600 M1cm™ olarak belirlenmis absorbsiyon katsayisi kullanilarak hesapland.

Enzim aktivitesi, dakikada agiga ¢ikan umol 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit (umol 5-

tiyo-2-nitrobenzoik asit/dakika) olarak, spesifik aktivite ise dakikada 1 mg enzim
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proteininin agiga ¢ikardigi pmol 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit (umol 5-tiyo-2-nitrobenzoik
asit /dakika/protein) olarak belirtildi.

3.4.6. Edrofonyum-Sefaroz 6B Afinite Kolon Kromatografisi

Edrofonyum-Sefaroz 6B afinite jeli, epoksi-aktive edilmis Sefaroz jelinin ilk
once deyonize distile su, daha sonra her birinden 10 hacim 100 mM sodyum asetat
tamponu (pH 4,5), 12 mM sodyum borat tamponu (pH 10) ve distile su ile yikandiktan
sonra 20 mM edrofonyum kloriir i¢ceren 12 mM borat tamponuna (pH 11) % oraninda
aktarilmasi ile hazirlandi. Karisimin pH’s1 0,1 M sodyum hidroksit ilavesiyle pH 12’ye
ayarlandi, 48 saat 50°C’de calkalanarak inkiibe edildikten sonra 1 cm ¢apinda cam
kolona yiiksekligi 10 cm oluncaya kadar dolduruldu. pH’s1 7,4 olan 10 mM potasyum
fosfat tamponundan 3 kolon hacmi (30 ml) gecirilerek kolon dengelendi. Dializ edilmis
% 45 amonyum siilfat kesiti (2ml) kolona uygulandi. Kolondan, sirasiyla pH s1 7,4 olan
10 mM potasyum fosfat tamponunun, daha sonra ad1 gegen tampona konsantrasyonu 0,5
M olacak sekilde NaCl ilavesiyle hazirlanan tamponunun gegirilmesiyle kolon yikandi.
Eliisyon, kolondan 20 mM edrofonyum kloriir ve 0,5 M NaCl igeren 10 mM potasyum
fosfat tamponun (pH 7,4) gegirilmesiyle gerceklestirildi ve eliatlar 1 ml’lik hacimler
halinde 60 ml/saat akis hiz1 ile toplandi. Fraksiyonlarin 280 nm’deki absorbanslar1 ve
enzim aktiviteleri 6lgiildii. En yiiksek asetilkolinesteraz aktivitesi gosteren tiip icerikleri
biraraya getirildikten sonra 10 mM potasyum fosfat (pH 7,4) tamponuna kars1 dializ
edildi ve ultrafiltrasyon membranindan gegirilerek (Amicon, PM 10) konsantre edildi.
Elde edilen saflastirilmis enzim ‘Midye AChE’ olarak adlandirildi.

3.4.7. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Midye hemolenfinden elde edilen asetilkolinesterazin saflik derecesinin
incelenmesi ve molekiil agirliginin belirlenmesi amaciyla yapilan poliakrilamid jel
elektroforezinde (Laemmli 1970) iki tip tampon ve iki farkli jel konsantrasyonu
kullanildi. Sistemin alt kismina 0,25 M Tris - HCI’deki (pH 8,8) % 12,5 akrilamid jeli
iceren ayrigtirma (resolving) jeli, iist kismina ise 0,125 M Tris - HCI’deki (pH 6,8) %
4,5 akrilamid iceren sikilastirma (stacking) jeli dokiildii (Rybicki ve Purves, 1996).
Elektroforez yiirlitme tampon olarak 192 mM glisin; % 0,1 SDS; 25 mM Tris baz iceren
elektroforez tampon (pH 8,3) kullanildi. Mikropipet kullanilarak 10’ar pl afinite
kromatografisi ile saflastirilan enzim ¢ozeltisinden kuyucuklara tatbik edildi. Jel 100 ile

150 volt arasinda bir voltaj segilerek jel basima 5 mA akim gegirildi. Elektroforez
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bitiminde jel % 0,2' lik Coomassie brillant blue R-250’nin metanol: su: asetik asit (45:
45: 10; v/v) karisimindaki c¢ozeltisinde bir gece calkalayicida oda sicakliginda
boyandiktan sonra metanol: su: asetik asit (25: 65: 10; v/v) karistmindan olusan
dekoloran ¢ozeltide, ¢ozelti sik sik degistirilerek yikandi ve metanol: su: asetik asit (5:

85: 10; v/v) karigimi igeren kaplara yerlestirilerek saklandi.

3.4.8. Denatiire Edici SDS-PAGE ile Molekiiler Agirhik Tayini

Denatiire edici SDS-PAGE’de 950 pl 6rnek yiikleme tamponuna (0,125 mM
Tris - HCI, % 2 SDS, % 10 gliserol, % 0,02 bromfenol mavisi) 50 ul 2-merkaptoetanol
ilave edildi ve Midye AChE (20 pl, 0,025mg/ml) ile 1:1 oraninda karigtirilarak 95°C’de
5 dakika 1sitildu.

3.4.9. Midyeden Elde Edilen Asetilkolinesterazin Kinetik Ozelliklerinin

incelenmesi

Midye hemolenfinden elde edilen asetilkolinesterazin optimal pH ve optimal
temperatiiriinii belirlemek, asetiltiyokolin substratina karst Km degerini saptamak igin
yapilan deneylerde, edrofonyum-Sefaroz 6B afinite kolonundan 20 mM edrofonyum

iceren 10 mM potasyum fosfat tamponu ile elde edilen fraksiyon kullanilda.
3.4.9.1. pH’nin Asetilkolinesteraz Aktivitesi Uzerine Olan Etkisinin Incelenmesi

Asetilkolinesterazin optimal pH’sini1 saptamak lizere pH 4-8 simirlari arasinda
0,1 M potasyum fosfat tamponu, pH 8-9 arasinda ise 0,1 M Tris-HCI tampon ¢6zeltileri
kullanildi. Degisik pH’larda yapilan aktivite dlgmelerinde asetilkolinesteraz aktivitesi
ordinatta, pH degerleri absiste gosterilerek asetilkolinesteraza ait optimum pH egrisi
cizildi.
3.4.9.2. Temperatiiriin Enzim Aktivitesi Uzerine Olan Etkisinin Incelenmesi

Asetilkolinesterazin optimal temperatiiriinii ~ belirlemek amacuyla,
asetilkolinesteraz aktivitesi, 25-60°C’ler arasinda degisen temperatiirlerde, her defasinda
5°C’er derece arttirarak, enzim aktivitesi 6l¢iildii. Enzim aktivitesi ordinatta, temperatiir

ISe absiste gosterilmek suretiyle adi gegen enzime ait optimum temperatiir egrisi ¢izildi.
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3.4.9.3. Substrat Konsantrasyonunun Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisinin

incelenmesi

Asetilkolinesteraz enziminin asetiltiyokoline karst Km degerinin saptanmasinda,
aktivite deneyi, enzim konsantrasyonu sabit tutularak, farkli konsantrasyonda
asetiltiyokolin igeren Ellman ayiract ¢ozeltilerinin kullanilmasiyla gerceklestirildi
(Tablo 3.1). En kiigiik kareler yonteminin uygulanmasi suretiyle enzime ait Lineweaver-
Burk dogrusu ¢izildi ve dogru denkleminden yararlanilarak enzime ait Km ve Vmax

degerleri bulundu.

y = 0,0071x + 5,3059 (3-1)

Tablo 3.1: Farkh konsantrasyonlarda asetiltiyokolin iceren Ellman aymracinin

hazirlanmasi.

Tiip No. 1 2 3 4 5 6 7

Asetiltiyokolin
1x10%M| 3,16 x10*M|1x10°M| 3,16 x10°M| 1x 102?M | 3,16 x102M| 1x10M
konsantrasyonu

Ellman Ayiraci| 1,368 ml 1,368 ml 1,368 ml 1,368 ml 1,368 ml 1,368 ml

2ml+70m
(fosfat tamponu |

asetiltiyokolin

+ DTNB)
Aktarilan {}ﬂ {;\3 {/‘,.\3 Gﬁ {}—\3 {;\3

it 632 ul 632 ul 632 ul 632 ul 632 ul 632 ul 632
miKtar

3.4.10. inhibisyon Deneyleri

Inhibitér olarak kullanilan metoksiflavonlar; hispidulin, 5-OH,6,7,8°4’-
tetrametoksiflavon ve gnafalinin 2 mg/ml alkoldeki ¢ozeltileri hazirlandi. Bu
cozeltilerin distile su ile seyreltilmesiyle konsantrasyonlar1 1mg/ml, 0,5 mg/ml ve 0,25
mg/ml olan ¢ozeltiler elde edildi. Mikroplakadaki kuyucuklara 20 pl inhibitér ve 50 pl
AChE enzimi konuldu ve reaksiyona girmeleri i¢in 1 saat oda sicakliginda bekletildikten
sonra farkli konsantrasyonda asetiltiyokolin igeren Ellman ayiraci ¢ozeltilerinden 230 pl
ilave edildi. Paralel olarak inhibitdr igermeyen negatif kontrol deneyleri, inhibitor

cozeltileri yerine ayni miktarda distile su kullanilmasi suretiyle gerceklestirildi.
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Galantamin referans madde olarak kullanildi. Deneyler ii¢ kez tekrarlandi ve ortalamasi
alindi. ICsp degerleri GraphPad Prism 7.00 programindan yararlanilarak hesaplandi.
Test edilen maddelerin arasindaki farkin degerlendirilmesinde Student’s t testinden
yararlanildi. Anlamlik sinir1 olarak p < 0,05 kabul edildi. Calisma sonucunda elde edilen

veriler ortalama + standart sapma olarak verildi.

Lineweaver-Burk dogrular ¢izildi ve Ki degerleri 3-2 ve 3-3 denklemlerden

yararlanilarak hesaplandi.

Yarigmali inhibisyon igin: Ky = Ky (1+ %] (3-2)

Ankompetetif inhibisyon igin: Vi, = Vigo. (1 + %] (3-3)
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Midye hemolenfinden AChE’in c¢oktiiriilebilecegi en uygun amonyum siilfat

konsantrasyonunun saptanmasi i¢in yapilan deneylerin sonuglar1 Tablo 4.1°de

Ozetlenmistir.

Tablo 4.1: Amonyum siilfat Kesitinin belirlenmesi.

Aktivite (U/ml)

(NH4)2SO4 %25 %30 | %35 | %40 | %45 % 50 % 55
Supernatant| 0,180 | 0,165 | 0,126 | 0,060 | 0,048 0,028 0,018
Pellet 0,101 | 0,130 | 0,151 | 0,259 | 0,290 0,290 0,290

Midye hemolenfinden % 45 amonyum siilfat konsantrasyonunda coktiirmek

suretiyle elde edilen ve asetilkolinesteraz aktivitesi gosteren 2 mg protein iceren 2,5 ml

hacimdeki fraksiyon 60 ml/saat akis hiziyla edrofonyum-Sefaroz 6B afinite
kromatografisine uygulandi ve 20 mM edrofonyum ve 0,5 M NaCl i¢eren 10 mM

potasyum fosfat tamponu (pH 7,4) ile gergeklestirilen eliisyon sonucu enzim elde edildi.

AChE’m eliisyon grafigini ¢izebilmek i¢in her bir tiipteki eliiatin enzim aktivitesi ve

280 nm’deki absorpsiyonu 6l¢iildii.

Ham ekstre % 45 amonyum siilfat kesitinin afinite kolon kromatografisi eliisyon

grafigi ise Sekil 4.1°de gosterilmistir.
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Midye hemolenfinden AChE’m elde edilme siirecindeki islem basamaklari

Tablo 4.2’de 6zetlenmistir.

Tablo 4.2: Asetilkolinesteraz enziminin midye hemolenfinden elde edilme basamaklari.

Eraksi Hacim| Protein Total Spesifik Verim|Saflastirma
raksiyon

Y (mh) | (mg) | aktivite (U) |aktivite (U/mg)| (%) orani
Ham ekstre 24 21,4 50 0,23 100 1
% 45 (NH4),SO4 2,5 2 1,4 0,7 28 3,0

20 mM Edrofonyum-

Sefaroz 6B (Midye| 2 0,05 0,15 3 3 13
AChE)
0,18 10 mM fosfat 0,5 M NaCl 20 mM edrofonyum ve 0.5 M NacCl - 0,5
tamponu iceren 10 mM iceren 10 mM fosfat tamponu

0,16 fosfat tamponu
— B 0,4
E 0,14
o 0,12 l —_
o - 03 2
o~ 1D
— 0,1 P
2 =
S 0,08 2
£ - 02 £
5 0,06 <
2
< 004 - 0,1

0,02

0 > * > 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tiip sayisi
—e— Enzim aktivitesi (U/ml) —&— Absorbans (280 nm)

Sekil 4.1: Midye hemolenfinden % 45 amonyum siilfat konsantrasyonunda c¢oktiiriilen
fraksiyonun edrofonyum-Sefaroz 6B kolonundaki eliisyon grafigi.

Kolon hacmi: 1 x 10 cm (8,6 ml), 6rnek hacmi: 2,5 ml (2 mg protein), akig hiz1 60 ml/saat, Tamponlar: 10 mM
potasyum fosfat tamponu (pH 7,4); 20 mM edrofonyum igeren 10 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,4); 0.5 M
NaCl igeren 10 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,4).
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Edrofonyum-Sefaroz 6B afinite kromatografisi ile elde edilen eliiatinin saf olup
olmadigini belirlemek amaciyla yapilan SDS-poliakrilamid jel elektroforezindeki tek

protein bant1 Sekil 4.2°de goriilmektedir.

Sekil 4.2: SDS-Poliakrilamid jel elektroforezinde goriilen protein bandlari.
a) Ham ekstre b) % 45 amonyum siilfat kesiti c¢) Midye AChE

Denatiire edici sartlar altinda calisilinan SDS-PAGE’de saflastirilan midye AChE tekrar tek
protein bandi seklindeilerledi (Sekil 4.3). Midye AChE’in molekiil agirhigi 51 000 dalton
olarak bulundu (Sekil 4.4).
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Fosforilaz 97 000
Albumin 66 000
Ovalbumin 45 000

Karbonik anhidraz 30 000
Tripsin inhibitorii 20100

a-Laktalbumin 14 400

Sekil 4.3: Afinite kromatografisi ile elde edilen AChE eliiatimin, diisiik molekiil agirhkh
standart proteinlerle karsilastirmal olarak denatiire edici sartlar altinda ¢alisithnan SDS-
PAGE’deki protein bantlari.

a) AChE b) Diisiik molekiil agirlikli standart proteinler (LMW)
5 1 @ Fosforilazb log10(M.W.) = -1,0555x +4,973
------- Albumin
) R=0,9
“*+...Qvalbumin
* "“**e....._ Karbonikanhidraz

- 45 e
S ... Tripsininhibitor
= AChE ®:-..... a-Laktalbumin
% )
2 4]

35 T T 1

-9,99E-16 0,3 0,6 0,9

Rf

Sekil 4.4: Diisiik molekiil agirhkh standart proteinlerin SDS-PAGE standart egrisi ve
regresyon denklemi.

Diisiik molekiil agirlikli standart proteinler (LMW): fosforilaz b (MW 97 000), albumin (MW 66 000), ovalbumin (45
000), karbonik anhidraz (MW 30 000), tripsin inhibitér (MW 20 100) ve a-laktalboumin (MW 14 400).

Substrat konsantrasyonunun asetilkolinesteraz aktivitesi {izerine etkisinin
incelenmesinde, bu enzimin asetiltiyokoline karsi Km degerinin 1,3 mM, Vmax
degerinin ise 0,188 mM/dak/mg olarak bulundu (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5: Asetiltiyokolin konsantrasyonunun asetilkolinesteraz aktivitesi iizerine etkisi

(/Km =-742,92; 1/Vmax = 5,30).

AChE enziminin aktivitesi 25-60°C arasinda incelenmesi sonucunda, enzimin

optimum temperatiiriirniin 35°C oldugu saptandi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6: Temperatiiriin AChE enzimi aktivitesi iizerine etkisi.
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Asetilkolinesterazin degisik pH’larda (pH 5-10) aktivitesinin incelenmesi

sonucunda, enzimin maksimum aktiviteyi pH 7,5’da gosterdigi bulundu (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7: pH’nin AChE enzimi aktivitesi iizerine etkisi.

Metoksiflavonlarin AChE enzimine karsi ICsg

gosterildi.

Tablo 4.3: Metoksiflavonlarin inhibisyon aktiviteleri.
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ve Ki degerleri Tablo 4.3’te

Substrat 1Cs0 (mg/ml) | Ki(mg/ml)
Hispidulin 0,033 +0,005% | 3,6x1072
5-Hidroksi-6,7,8°4’-tetrametoksiflavon 0,019 + 0,002° 102
Gnafalin 0,016 +0,003° | 9,4x10°®
Galantamin 0,024 +0,003* | 2x10%

Veriler ortalama =+ standart sapma olarak verildi. Anlamlik sinir1 olarak p < 0.05 kabul edildi.

Ayni siitlin i¢indeki farkli harfler verilerin anlamli olarak farkli olduklarini gostermektedir

ICso degerleri (AChE aktivitesinin %  50’sini

inhibe eden

inhibitor

konsantrasyonu) kiyaslandiginda en yiiksek aktiviteyi ICso degeri 0,019 + 0,002 mg/ml
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ve 0,016 + 0,003 mg/ml olan ve aralarindaki anlamsiz (p > 0,05) farklihgindan da
anlagildigi  gibi benzer etkiye sahip olan gnafalin ve 5-hidroksi-6,7,8’4’-
tetrametoksiflavon’un  oldugu tespit edildi. Gnafalin ve 5-hidroksi-6,7,8’4’-
tetrametoksiflavon’un inhibe edici aktivitesi referans olarak kullanilan galantaminin

aktivitesinden daha yiiksek oldugu saptandi (p < 0.05).

Inhibitorsiiz reaksiyonla karsilastirildiginda, 5-hidroksi-6,7,8'4'-
tetrametoksiflavon varliginda Vmax’in degismedigi, fakat Km’in (1 + [I]/Ki) faktorii
kadar buytdigi gorildi. Bundan dolayr 5-hidroksi-6,7,8'4'-tetrametoksiflavon’un
kompetitif inhibitoér oldugu sonucuna varildi. 5-hidroksi-6,7,8'4'-tetrametoksiflavon’un

varhiginda Lineweaver-Burk egrisi Sekil 4.8’de gosterildi.

0,45

| FAY

1/[S]

Sekil 4.8: 5-Hidroksi-6,7,8°4’-tetrametoksiflavon’a (1 mg/ml) ait Lineweaver-Burk grafigi
(Ki =102 mg/ml).

Inhibitdrsiiz reaksiyonla karsilastirildiginda hispidulin ve gnafalin varliginda
Vmax ve Km aym faktorle azaldigr goriildii, dogrularin egiminin inhibitorsiiz grafikle
ayni oldugu, her iki eksen kesim noktalarinin (1 + [I]/Ki) faktorii ile arttigi goriildii.
Sekil 4.9 ve 4.10°da gosterilen Lineweaver-Burk egrilerinin egiminin degismedigi, fakat

her ikisinin kesim noktalarinin degistigi gortildi. Hispidulin ve gnafalinin ankompetitif

inhibitorler olduklar: sonucuna varildi.
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Sekil 4.9: Hispiduline (2 mg/ml) ait Lineweaver-Burk grafigi (Ki = 3,6x102 mg/ml).
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Sekil 4.10: Gnafaline (1 mg/ml) ait Lineweaver-Burk grafigi (Ki = 2x102 mg/ml).
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5. TARTISMA

1939 yilinda Nachmansohn ve Lederer elektrik baligi Torpedo marmorata’nin
elektrik  dokusundan hazirlanan  Oziitinde ¢ok yiiksek AChE  aktivitesi
gozlemlemislerdir (Leuzinger ve Baker, 1967). AChE’in ozellikleri hakkindaki ilk
bilgiler Electrophorus electricus yilan baliginin elektrik dokusundan elde edilen ve
saflagtirllan AChE eziminden elde edilmistir (Lawler, 1961). Bugiine kadar insan
(Novales ve ark., 1994; Kaya ve ark., 2013), sigir (Ralston ve ark., 1985), koyun (Askar
ve ark., 2011), bildircin (Son ve ark., 2002), fare (Marchot ve ark., 1996; Gomez ve
ark., 2003), balik (Carroll ve ark., 1995; Ding ve ark., 2011; Tham ve ark., 2014;
Sabullah ve ark., 2015), 6riimcek (Ma ve ark., 2011), parazitik solucanlar1 (Griggs ve
ark., 1997; Mohamed ve ark., 2016), yer solucani (Du ve Dong, 1986) misir kokii kurdu
(Gao ve ark., 1998a), siiliikk (Talesa ve ark., 1995), pamuk kurdu (Gao ve ark., 1998b),
pamuk yapragi biti (Li ve Han, 2002)'nin ¢esitli organ, doku ve biyolojik sivilarindan
AChE elde edilmesi ve Ozelliklerin incelenmesiyle ilgili ¢ok sayida arastirma
yapilmistir.

AChE elde edilmesinde cesitli biyokimyasal saflastirma yontemlerinden
yararlanilmigtir. AChE amonyum siilfat ile ¢oktiirme (Ma ve ark., 2011; Ding ve ark.,
2011), DEAE selliiloz (Ding ve ark., 2011) iyon degistirici kolon kromatografisi,
Sephadex G-100 (Ding ve ark., 2011); Sephadex G-200 jel filtrasyon (Li ve Han, 2002)
gibi ayirma yontemlerinin kullanilmasiyla cesitli kaynaklardan elde edilmistir. Son
yillarda afinite kromatografisinin uygulanmasi AChE saflastirma isleminin
hizlandirilmasina olanak saglamistir. Adsorban olarak Sepharose 4B veya concanavalin
A (Son ve ark., 2002; Askar ve ark., 2011), ligand olarak tacrine (Caroll ve ark., 1995;
Askar ve ark., 2011), procainamid (Novales, 1994; Li ve Han, 2002), edrophonium
(Talesa ve ark., 1995; Son ve ark., 2002; Askar ve ark., 2011; Hodgson ve Chubb,
1983b) m-tri methylaminophenylamine (Marchot ve ark., 1996), ve 9-[N-B-(e-
aminocaproyl)-p-aminopropylamino]-acridinium bromid (Griggs ve ark.,, 1997)
kullanilmastyla spesifik aktivitesi yiiksek olan AChE elde edilmistir.

Bu ¢alismada midye hemolenfinden AChE enzimi % 45 amonyum siilfatla
coktiiriilerek, elde edilen fraksiyona afinite kromatografisinin uygulanmasiyla saf olarak

elde edildi. Daha once yapilan ¢alismalarda AChE’1n % 36, 45 ve 58 amonyum siilfat
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oraninda ¢oktiiriildiigii bildirilmistir (Du ve Dong, 1986). Bu c¢alismadaki sonuglar,
Oreochromis aurea’baliginin beyin dokusundan ve bir 6riimcek cinsi olan Pardosa
astrigera L. Koch’ nin basi ve uzantisindan AChE’1n ¢oktiiriilmesinde kullanilan % 45
(Ma ve ark., 2011) ve % 50 (Ding ve ark., 2011) amonyum siilfat konsantrasyon
bulgulart ile uyum gostermektedir.

Asetilkolinesterazin,  bazi  inhibitorlere  karst  hassasiyeti,  yiiksek
konsantrasyondaki asetilkolin tarafindan inhibe edilmesi ve substrat spesifisitesi
bakimindan diger kolinesterazlardan ayirt edilebilir. Bu nedenle AChE’in
saflastirilmasinda dogru substrat ve inhibitdriin se¢imi biiylikk 6nem tasimaktadir
(Hodgson ve Chubb, 1983a).

Enzimin saflastirilmasinda kullanilan afinite kromatografisinin temel ilkesi, suda
¢Oziinmeyen, enzimin gegisine izin verecek boyutta gdzenekli, kiiresel tanecikli ve inert
dolgu maddesine (Sefaroz), enzimin bir inhibitoriiniin kovalent olarak baglanmasidir.
Ligand olarak kullanilan ve kuaterner bir amin olan edrofonyum, epoksi active edilmis
Sefaroz ile alkali sartlarda reaksiyona girerek matrikse baglanir ve boylece adsorbe olur.
Edrofonyum-Sefaroz 6B afinite kolonuna sadece AChE’in ¢oziinebilen (GsH AChE)
formu baglanabilmektedir. Amfifilik formlar, matrikse baglanmadiklar1 i¢in bu
fromlarin izolasyonunda edrofonyum-Sefaroz afinite kromatografisi uygun bir yontem
degildir. M. galloprovincialis hemolenfindeki ChE aktivitesinin % 80’1 ¢6ziinen formda
bulundugu Talesa ve ark. (2001) tarafindan bildirilmistir. Bu nedenle bu ¢alismada bu
yontem kullanilmustir.

Kolona tatbik edilen % 45 amonyum siilfat fraksiyonundaki AChE’in, eliisyon
tamponuna tersinir inhibitdr olan edrofonyum katilarak eliie olmasi saglanir (Berman ve
Young, 1971). Bu metod koyun karacigeri (Askar ve ark., 2011), Japon bildircin beyni
(Son ve ark., 2002), siiliik (Talesa ve ark. 1995) AChE’larinin saflastirilmasinda da
tercih edilen bir yontemdir.

AChE’ lar genellikle pH 7,5 ile 8 arasinda optimum pH gostermektedir (Ma ve
ark., 2011; Ding ve ark., 2011). Bu ¢alismada midye AchE’in 7,5 olarak bulunan
optimal pH degeri literatiir bilgileriyle uyum gostermektedir.

Yapilan ¢alismalarda AChE enzimi optimum aktiviteyi 35°C - 40 °C arasinda
gosterdigi bulunmustur (Ding ve ark., 2011). Yaptigimiz ¢alismada elde ettigimiz AChE
enzimi optimum aktiviteyi 35 °C’de gostermistir. Bu sonug yapilan galismalarla uyum

gostermektedir.



54

Daha oOnceki calismalarda  Adriatik  denizinden toplanan  Mytilus
galloprovincialis midye tiiriiniin hemolenfinden saflastirilan 68 kDa’luk molekiil
agirh@indaki AChE’dan (Talesa ve ark., 2001) farkli olarak bu ¢alismada SDS-
PAGE’inde tek bant gosteren saflikta elde edilen AChE’mn molekiil agirligi 51 kDa
oldugu belirlenmistir. Japon bildircin beyni (62,5 kDa) (Son ve ark., 2002), insan beyni
(66 kDa) (Zhu ve ark., 1993), Pardosa astrigera L. Koch 6riimcegi (Ma ve ark., 2011)
(66,35 kDa) ve Torpedo californica (71-82 kDa) (Lwebuga-Mukasa ve ark., 1976)
AChE’larinda daha kiiciik, elektrik baligin elektrik organindaki AChE’m molekiil
agirh@ina (25-59 kDa) (Dudai ve Silman, 1974) yakin bulunmustur.

Midye hemolenfi AChE’1n asetiltiyokolin’e kars1 gosterdigi en yiiksek reaksiyon
hizi ve Km degeri, Oreochromis aurea’baliginin beyin dokusunda (0,183 mmol/L)
(Ding ve ark., 2011), Nebia albiflora kasinda (0,10 mmol/L) (Shi ve ark., 1981),
Scomberomorus niphonius beyin dokusunda (0,311 mmol/L) (Zhu ve ark., 2006), ve
Pseudosciaena crocea kasinda (0,125 mmol/L) (Dong, 1995) bulunan AChE ile
kiyaslandiginda daha yiiksek Km degerine, sahip oldugu anlasilmaktadir.

Bugiine kadar yapilan arastirmalar gozoniine alinirsa, 6zellikle flavonoidler gibi
bircok fenolik bilesigin farkli bitkilerden saf olarak elde edildikten ve &zelliklerinin
ayrintili bir bicimde belirlendikten sonra AChE inhibe edici aktivitelerinin incelendigi
goriilmektedir (Roseiro ve ark., 2012). Bu tezde incelenen metoksiflavonlarin
(hispidulin, 5-hidroksi-6,7,8'4'-tetrametoksiflavon ve gnafalin) AChE inhibe edici
etkileri ile ilgili herhangi bir bilgiye literatiirde rastlanmamustir. Bu ¢alismada her ig
bilesik ¢ok giiglii bir AChE aktivitesi gostermistir, fakat 5-hidroksi-6,7,8'4'-
tetrametoksiflavon geri doniisiimlii olarak AChE’1 inhibe ettigi i¢in, klinik ¢alismalarda

potansiyel bir ilag aday1 olabilecegi diisiiniilmektedir.
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