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OzZET

Butirilkolinesteraz (BKE; agilkolin agilhidrolaz E.C. 3.1.1.8)
insan serumundan % 55-70 asitli amonyum silfat kesitlemesi ve
Prokainamid—Sepharose 4B afinite kromatografisi ile saflagtinidi.
Ornek iki kez afinite kolonuna uygulanarak 17813 kez saflik saglandi.
Saflik kontrolu poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) ile yapildi.

Substrat olarak butiriltiyokolin (BTK) kullanilarak, saflagtinlan
enzimin benactyzine ve drofenine adl ilaglarla inhibisyon kinetikleri
galisildi. Sabit bir BTK derigiminde artan benactyzine ve drofenine
derisimlerinde ilk hizlar élgUlerek yapilan 6n ¢alismada, v degerlerine
karsihlk bu iki ilacin derisimleri grafiklendiginde, benactyzine
derigiminin artmasi ile hizin sifira ulagtigi gézlendi. Bu tip bir davranig
kompetetif ya da lineer kangik tipteki inhibisyonlarda goézlenir.
Drofenine ile 0.4 mM'in Uzerindeki derigsimlerde deney ortamindaki
bulaniklik ylzinden élgim yapilamad:.

Benactyzine'in inhibisyon tipini saptayabilmek igin  artan
benactyzine derigimlerinde, fakat farkli ve sabit BTK derisimlerinde ilk
hizlar élgulerek 1/v degerlerine karsi [I] degerleri grafiklendi. Cizilen
grafikte farkli BTK derigsimine ait dogrularin ikinci bélgede kesistidi
gozlendi. Bu tip bir davranis hem kompetetif hem de lineer karigik tipte
inhibisyonlarda gézlenir. Bu nedenle [S}/v de@erlerine karsi artan [I]
degerleri grafiklenerek, elde edilen dogrularin birbirine paralel oldugu
saptandi. Bu sonug inhibisyonun kompetetif oldugunu gésterir.

Artan BTK derisimlierinde drofenine'in farkli derisimleri ile
yapilan deneyler sonucunda elde edilen verilerle Lineweaver-Burk
grafikleri gizildiginde dogrularin 1/v ekseninde kesistigi saptandi. Bu tip
bir davranis kompetetif inhibisyonda gézlenir.

Systat (version 5.03, 1991) non-lineer regresyon analizi
programi kullanilarak yapilan hesaplamalar ile benactyzine igin K;
degeri 0.010+ 0.001 mM, drofenine igin ise 0.003 + 0.000 mM olarak
bulundu. Buna gére drofenine BKE'in, benactyzine’den daha etkin bir
kompetetif inhibitéridur.



ABSTRACT

Butyrylcholinesterase (BChE; acylcholine acylhydrolase E.C.
3.1.1.8) was purified from human serum using the procedure including
55 — 70 % acidic ammonium sulfate precipitation and Procainamide-
Sepharose 4B affinity chromatography. The enzyme was eluted twice
from the affinity column yielding a final purity of 17813 which was
verified by Polyacrilamide Gel Electrophoresis (PAGE).

Using butyrylthiocholine(BTCh) as substrate the inhibition
kinetics of the purified enzyme with benactyzine and drofenine were
studied. In a preliminary study using a constant concentration of
BTCh with increasing concentrations of benactyzine and drofenine, it
was found that as the concentration of benactyzine increased the rate
of the reaction slowly decreased and finally reached zero. This type of
behavior is observed in competetive and lineer mixed type inhibition.
For drofenine in concentrations above 0.4 mM the enzyme rate could
not be determined due to turbidity.

For the determination of inhibition type of benactyzine, the
initial velocity of the enzyme at increasing benactyzine concentrations
using constant but different BTCh concentrations was determined and
they were plotted in a graph of 1/v vs. [l]. It was found that the lines
corresponding to different BTCh concentrations intersected in the
second quadrant. This type of behavior can also be observed in both
competetive and lineer mixed type inhibitions. Therefore to
differentiate the type of inhibition, a graph of [S)/ v vs. [I] values was
plotted, and the type of inhibition benactyzine was determined as
competetive because the lines were found to be parallel to each other.

In the study with increasing BTCh concentrations but with
constant and different drofenine concentrations, the data were plotted
in a 1/v vs.1/[S] graph and the lines were found to intersect at the 1/v
axis. This type of behavior is observed as competetive inhibition.

The K values (dissociation constants of benactyzine and
drofenine) were calculated to be 0.010£0.001 mM and 0.003+ 0.000



mM, respectively using Systat (version 5.03, 1991) non-lineer
regression analysis software package. According to these parameters
drofenine is more potent competetive inhibitor of BChE than
benactyzine.
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GiRIS

Motor, otonom ve santral sinapslarda gergeklegen kolinerjik sinirsel
aktanim, siiregelebilmesi igin iletim maddesi olan asetilkolinin (ACh) hizh
olarak hidrolizini gerektirir. Bu hidroliz islemi esas olarak sinaptik araliklarda
bulunan ve ACh’i substrat olarak diger kolin esterlerine tercih eden
Asetilkolinesteraz (AKE) (E. C. 3.1.1.7) tarafindan gergeklestirilir. Omurgali
hayvanlarin dokularinda ve serumlarinda, sinaps araligindaki ACh
derigiminin dizenlenmesinde yer aldidi disinilen bir bagska enzim tarif
edilmigtir. Bu enzim substrat olarak butirilkolin ve diger kolin esterlerine daha
fazla afinite gbstermesi nedeni ile butirilkkolinesteraz (BKE) (agilkolin
acilhidrolaz E.C. 3.1.1.8), pstdokolinesteraz, non-spesifik kolinesteraz veya
plazma kolinesterazi olarak adlandiriimakta ve substrat inhibisyonuna
ugramayisi ile asetilkolinesterazdan ayrilmaktadir Heilborn (1).

Insan serum BKE'in farkli substratlara olan afinitesi butiril > valeril >
propiyonil > asetil > a-etil butiril > a-metil butiril geklinde siralanir Brown et al
(2). Asagida BKE'in katalizledigi genel tepkime gosterilmistir. Bu tepkimede
kolin tlirevieri R" olarak verilmigtir.

1 i
R-C -OR'+H,0 - R—C ~OH + R'OH

Yapilan galigmalar ile gesitli tirlerin birgok dokusunun BKE aktivitesine
sahip oldugu gosterilmigtir. Friede (3) insanin da dahil oldugu doért farkli canh
taranin beyinlerindeki BKE dagiimi Gzerine yaptidi caligmasinda beyaz
madde ve glia hiicrelerindeki BKE aktivitesinin, serebral kortekse oranla daha
yogun oldugunu saptamistir. Ayrica barsak, akciger, plasenta, retina, kalp,
karaciger, iskelet kasi, tukrik bezi ve bébrekte BKE varligi belirflenmigtir
L’'Hermite et al., Walch et al., Layer et al., Chatonet ve Lockridge, Rhynénen
et al.(4-8).



BKE varligi plazma, beyin-omurilik sivisi, plevra ve tikriik gibi viicut
sivilarinda da tespit edilmigtir Chatonnet and Lockridge.; Huff et al.; Garcia ~
Pachon et al.; (7,9,10). Serum ise BKE'in en yodun bulundudu biyolojik
sividir. BKE tim serum proteinlerinin % 0.1’ ini olusturur Rhyn&en et al (8).
Karacigerde sentezlenen enzim buradan dolagima salinmaktadir Prody et al

(11).

BKE g¢esitli dokularda farkh yapilarda bulunur. Cozinlr ve sabit tipleri
mevcuttur. En sik bulunan sekli, tetramer yapisindaki G, ¢dzunur tipidir.
Ayrica G monomerik ve G, dimerik formlari, hidrofilik veya membrana bagii
bicimleri bulunabilir Massoulie et al (12).

Insan serum BKE'1 glikoprotein yapisinda, benzer alt birimlerden
olusmusg bir tetramerdir Lockridge (13). Tetramerin molekil agirhd
340.000'dir. Aktif merkeze yénelik galigmalarda, BKE'in her alt biriminde bir
adet olmak Uzere, enzimin molekili basina dort aktif merkezin varlig
saptanmigtir Lockridge and La Du (14). BKE'in aktif merkezi anyonik ve
esteratik bolge olarak adlandinlan iki bélgeden olusmaktadir Main et al (15).
Esteratik bolge Uizerinde, katalizde gérev alan katalitik Ggli Ser 198, His
438, ve Glu 325 bulunur Harel et al (16)

BKE, organofosfatlar, sinir gazlari, insektisit olarak kullanilan
karbamatlar ve tedaviye ydnelik ilaglarn verdigi zararin teshisinde belirleyici
rol oynamaktadir. Enzim, karacigerde sentezlenip dolagima salindijindan
karaciger fonksiyon testlerinde yeri vardir. Cesitli hastaliklarda oérnegin;
kanser, hepatit, nefrotik sendrom ve malnitrisyon gibi durumlarda enzimin
serumdaki aktivitesi diigser Jokanovi¢ and Maksimovic (17).

BKE organofosfat yapisindaki maddelerin  kismi hidrolizini
gerceklestirebilen bir enzim olmasi nedeniyle ¢dpgli enzim (bioscavenger)
olarak adlandinimaktadir Ashani et al.; Broomfield et al (18,19). Son yillarda
cesitli aragtirmacilar tarafindan BKE'in sinir gazlari, eroin, kokain gibi toksik



maddelerin detoksifikasyonundaki rolinii inceleyen ¢aligmalar yapilmaktadir
Raveh et al. 1993; 1997; Gorelick (20-22).

Sunulan caligmada insan serumundan BKE saflagtiniarak, enzimin
elektroforetik &zellikleri ve drofenine ve benactyzine adli iki ilag ile

etkilesimleri incelenmigtir.



KONU iLE iLGILi YAYINLAR VE CALISMALAR

2.1. BKE’in Fizyolojik Onemi

Yarim asirdir BKE Uzerine yodun ¢alismalar sirdiriilmesine ragmen
enzimin fizyolojik roli bugiine dek tam olarak belirlenememigtir. Enzim
Uzerine yapilan aragtirmalar artttkga BKE'in birden fazla metabolik yolda,
birden fazla bigimde yer aldi§i distnilmeye baglanmistir.

BKE'In klasik rolii lokal anestezik olarak kullanian siksinilkolini
hidroliz etmesidir. BKE organizmada siksinilkolini parcalayabilen tek
enzimdir. Suksinilkolin, ameliyatlarda genel anestezi 6ncesi kisa sireli kas
gevsetici olarak kullanilir. BKE, intravendz olarak verilen siiksinilkolinin %90
kadarint ¢ok kisa bir silire igerisinde pargalayarak sinir uglarnin
depolarizasyonunu 8nler. Atipik adi verilen bir BKE varyantina sahip kigilerde
siksinilkolin, yeteri kadar hizli hidrolize edilememekte ve bunun sonucu apne
gorilmektedir. Literatirde koma ve o6lumle sonuglanan vakalar da
bildiriimigtir. Bu nedenle anestezi dncesi kolinesteraz aktivitesi tayini rutin
olarak yapilmaktadir Brown et al; Jokanovi¢ and Maksimovic (2, 17).

BKE'in lipid metabolizmasinda henliz belirlenememis bir rolil oldugu
digtuniimektedir. Kutty et al (23) sisman, diabetik ve normal fareler ile
yaptiklan galigmalarinda, genetik olarak sisman veya diyabetik olan farelerin
kontrollere oranla % 100 — 150 kez daha yiiksek BKE aktiviteleri oldugunu
saptamiglardir. Ayrica yiksek kalorili bir diyet ile beslenen kontrol grubunda
da benzer BKE aktivitesine rastlamiglardir. Diger bir calismada ise
hiperlipoproteinemik hastalanin serumiarinda BKE seviyelerindeki artisa
paralel olarak HDL seviyesinin azaldi§i saptanmistir Jain et al (24).
Hiperlipoproteinemiye karg! kullanilan ilaglarla fareler Gizerinde yapilan bir
calismada, hidroksimetilglutaril-koenzim A (HMG-CoA) rediiktaz inhibitorii
olan simvastatin’in BKE seviyelerinde azalmaya yol actigi bulunmustur (25).

L'Hermite et al (4) yaptigi galigmada sigan barsagi epiteli kript
hiicreleri ve villuslarda BKE varigini saptamigtir. Bu galismada



enterositlerdeki BKE dagilimi, bu dokuda sentezlenip ekzositoz yolu ile
hicreler arasi bosluja salinan ve BKE igceren lipid damlaciklan ile
gosterilmigtir. Bu verilerden yola ¢ikarak aragtirmacilar, BKE'in lipid
metabolizmasinda ve enterositlerin yenilenmesi ile intestinal viliuslara
hareketinde rol oynayabilecedi kanisina varmiglardir.

Alzheimer hastahi§ yash insanlarda zihinsel gerilemeye yol agan
sendromlardan biridir. Beyinde gézlenen B-amiloyid plakiar seklinde biriken
B-amiloyid peptit, hastalifin baglica patolojik bulgusudur. Bu hastalikta
gozlenen B-amiloyid plakiar ve nérofibril digimlerin dis ¢eperinde BKE
varligina rastlanmigtir Gomez — Ramos P. and Moran M.A. (26). Insan beyni
beyaz maddesi ve néroglial hiicrelerde BKE aktivitesinin serebral kortekse
gbére daha fazla oldugu bilinmektedir Friede (3). Alzheimer hastalijinda ise
BKE varh@inin serebral korteksteki B-amiloyid plaklar etrafinda gézienmesi,
enzimin bu hastaligin ayirici tanisinda kullaniimasimi mimkiin kilmaktadir
Wright et al (27). Yapilan ¢aligmalarda plaklar ve dagumler etrafindaki BKE
aktivitesinin amiloyidden kaynaklanmadigi saptanmistir Geula et al (28). Bu
plaklarin Down sendromlu kigilerde de bulundugu ama BKE icermedikleri
g6zlenmigtir. BKE'nin ancak olgunlagmis plakiann etrafinda kimelendigini
saptayan Guillozet et al (29), enzimin sinirsel dejenerasyon ve klinik demans
ile beraber gbézlenen kompakt plak olusumuna yol agabilecedini 6ne
surmektedir.

Son yillarda noérogenez ve hiicre proliferasyonunda BKE'in rol
oynadidina igaret eden arastirmalar yapiimigtir. Layer et al (30) sinir hiicreleri
ile yaptiklan bir ¢alismada BKE'in enzimatik olmayan bir mekanizma ile sinir
gelisimini dlzenledigini saptamiglardir. Robitzki et al (31) tavuk retinasi
hiicrelerine transfekte edilen tavsan BKE geni ile yapti§i anti-sens DNA
calismasinda BKE m-RNA’si ve proteini seviyelerinin azalmasi ile
proliferasyonun durdugunu gézlemigtir. Embriyonik civciv retinasi hiicreleri ile
yapilan bir galigmada ise morfogenez sirasinda, énce BKE daha sonra AKE
ekspresyonu oldudu saptanmis ve bu nedenle embryogenezde BKE



ekspresyonunun AKE ekspresyonunu duzenleyebilecedi 6ne stralmuagtar
Layer et al (6).

BKE, Schwan hicrelerinin miyelin kiliflarinda bulunmaktadir. Bazi
kolinesteraz inhibitérlerinin demiyelinizasyona yol a¢tifi gdzlenmis ve bu
g6zlemden yola c¢ikarak BKE'nin myelin kilifinin korunmasi ve hatta
tutunmasinda rol oynadi§ ileri sGrdlmagtar Layer (32).

Escalera et al (33) Drosophila'dan nérotaktin adi verilen bir
transmembran proteininin BKE'a benzedigini saptamislardir. Nérotaktin bir
sinir hlcresi yapisma molekilld olup HNK-1 adi verilen bir geker epitopu
icermektedir.Tavuk serum, beyin BKE'I ve Torpedo AKE'I HNK-1 epitopu
tagimaktadir. Bu nedenle BKE'in sinir htcresi yapigma molekula ézelligine

sahip olabilecegdi dusunllmektedir.

BKE'in kolinesteraz aktivitesinden ayri olarak serotonin duyarl: aril
akrilamidaz aktivitesine sahip oldugu ilk kez George ve Balasubramanian
(34) tarafindan gdsterilmigtir. Ayrica Chatonnet ve Masson (12) BKE’nin ikinci
bir aktif merkezi oldugunu ve enzimin esas rolinun bu merkezdeki peptidaz
aktivitesi oldugunu 6ne surmuglerdir. Ayrica enzimin aktif merkezi Gzerinde
bir Zn*2 baglama bélgesi bulunmus (35) ve anabilim dalimizda Li*, Zn*2,Cd*?
ve Al*3 gibi metal iyonlari ile yapilan galismalarda bu metal iyonlarinin hem
beyin hem de serum BKE'lI Gzerinde inhibitér etkiye sahip oldugu, inhibe
edilmis enzim formlarinin ise Ca*? ve Mg*? baglayarak aktif forma dénustug
saptanmigtir Sarkarati ve ark., Cokugras and Tezcan 1991; 1993, Sarkarati
et al (36-39).

2.1 BKE'In Genetik Ozellikleri

insan BKE enziminin katalitik alt Unitesi tek bir gen tarafindan
kodlanmasina ragmen kromozomlarla yapilan in situ hibridizasyon
gcalismalarinda 3. ve 16. kromozomlarda lokalize iki bdlge bulunmustur
Arparagaus et al.; Soreq et al.(40, 41). 392b bandinda saptanan ve E; adi



verilen lokusun katalitik alt Gniteye kargilik geldigi Gnatt et al (42) tarafindan
belirlenmistir.

16. kromozomda lokalize E, bolgesi Cs* atipik enzimin sifrelendigi bélge
olarak dusunulmistir. Ancak daha sonra yapilan calismalar ile Cs'
varyantinin, BKE alt 0nitelerinin farkh proteinler ile olusturdugu hibrit
molekiller olduu ve 2. kromozomun uzun kolu {zerinde sifrelendigi
saptanmistir Massoulie (12).

BKE geni 70 kilobaz uzuniugunda bir gendir (Bkz. Sekil 2.1.). Gen,
yapisinda 3 intron ve 4 ekzon igerir. Genin proteine kodlanan kismi 2416 baz
uzunlugundadir. Aktif enzim ise 574 amino asit igerir. Ekzon birde baglama
kodonu bulunur. Olduk¢a uzun olan BKE geninde, olgun proteinin N ucu ve
aktif merkezde yer alan Ser 198 dahil 478 amino asit ikinci ekzonda
kodianmigtir. Uglinci ekzon 167 amino asit uzunlugundadir. Ekzon 4 ise C
ucunu sifreler Arparagaus et al (40).

BCHE
70Kb

>3  >3IDb

Sekil 2.1. Insan BKE'inin gen yapisi (Sternfield et al(43)'dan).

BKE ¢ok sayida allelik varyanti bulunan bir enzimdir. Bir gok varyantin
sifreleyici dizideki nokta mutasyonlarindan kaynaklandi§i bulunmustur. BKE
varyantlarindan en ¢ok ilgi uyandirani Asp70—Gly nokta mutasyonunun
goraldaga ve “atipik” adi verilen varyanttir. Atipik enzimin siiksinilkolin yikim
hizi normal enzime gére ¢ok azalmistir. Ayrica atipik varyant domates,
patates, patlican gibi sebzelerde bulunan dogal kolinesteraz inhibitérieri olan
a-solanine ve a-chaconine tarafindan inhibisyona ugramamaktadir Sternfield
et al.; Krasowski et al.;Massoulie et al.; Primo — Pramo et al. (43-45,12).



Asp70—-Gly varyantinin bu sebzeleri agirlikh olarak diyetlerinde kullanan

toplumlarda sik gérilmesinin evrimsel bir avantaj sagladi§i dustniimektedir.

BKE varyantlari gen diizeyinde galigmalar yapilmadan énce dibukain
ve flor ile yapilan inhibisyon galigmalari ile belirlenmigtir. Bu ¢alismalara gére
EY normal enzim, EA atipik enzim, EF flor direngli enzim, ES sessiz varyant
olarak enzim tipleri belirlenmistir (2). Yapilan genetik calismalarda tim bu
enzim tiplerinin E4 lokusunda sifrelendigi bulunmustur. Bu enzim tipleri stabil
varyantlardir. Ancak ilk kez kararsiz bir BKE varyanti Primo- Pramo et al
(45) tarafindan saptanmistir. Cizelge 2.1.’de bazi BKE varyantlari
gosterilmigtir.

Cizelge 2.1. Insan BKE varyantiarinin siniflandinimasi, (Primo-Pramo et
al (45)'dan).

Allel BKE molekiilil Gizerine etkisi

BCHE*70 G (Atipik) Asp 70 — Gly
BCHE*243 M (Flor direngli)  Thr 243 — Met
BCHE*390 V (Flor direngli) Gly 390 — Val
BCHE*539 T (K varyanti) Ala 539 — Thr
BCHE*497 V (J varyanti) Glu 497 — Val
BCHE*142 M (H varyanti) Val 142 — Met

BCHE*FS 117 (Sessiz) 117. kodonda gergeve kaymasi
BCHE*ALU 355 (Sessiz) 355. kodona Alu eklenmesi
BCHE*365 R (Sessiz) Gly 365 — Arg

BCHE*Fs 315 (Sessiz) 315. kodonda gergeve kaymasi
BCHE*418 S (Sessiz) Phe 418 — Ser

BCHE*515 C (Sessiz) Arg 515 — Cys

BCHE*465 STOP (Sessiz) 465. kodonda stop kodonu olusumu
BCHE*F 86 (Sessiz) 6. kodonda gergeve kaymasi
BCHE*33 C (Sessiz) Tyr 33 — Cys

BCHE*37 S (Sessiz) Pro 37 — Ser

BCHE*125 F (Sessiz) Leu 125 — Phe

BCHE*170 E (Sessiz) Asp 170 — Glu

BCHE*198 G (Sessiz) Ser 198 — Gly

BCHE*201 T (Sessiz) Ala 201 — Thr

BCHE*271 STOP (Sessiz) 271. kodonda stop kodonu olugumu
BCHE*471 R (Sessiz) Trp 471 — Arg

BCHE*500 STOP (Sessiz) 500. kodonda stop kodonu olugsumu
BCHE*518 L (Sessiz) Glu 518 — Leu

BCHE*12 E3 — 8G (Sessiz) Intron 2'de farkli splicing




Kanser (izerine yapilan ¢alismalarda gen amplifikasyonu oldugu ve bu
artisin timoér olusumuna katkida bulundugu gézlenmistir. Brass et al (46)
kiigik hicreli akciger kanserinde 3q2b bandi izerinde bulunan BKE geninin

amplifikasyona ugradigini saptamiglardir.

2.2 Protein Yapisi

BKE, globiiler yapiya sahip bir glikoprotein olup birbirlerine disulfit
kopruleri ile baglanmis dimerler dimeridir (Bkz. Sekil 2.2.). G, olarak
adlandirilan tetramerik yapida dimerler biribirine kovalent olmayan glgli
hidrofobik baglaria tutunmaktadir Massoulie et al(12). Enzimin monomer (G,)

ve dimer (G;) formlari da bulunmakla beraber plazma BKE'T % 90 Gj4

T/Q O\T
O

Sekil 2.2. BKE''n monomer (Millard et al (47)'dan) ve tetramer yapisi
(Lockridge et al (13)'den).
Yapilan dizi analizi galismalari ile her alt initenin 574 amino asitten

formundan olusur.

olustugu bulunmus ve molekil agirhgi 85 534 Da olarak saptanmistir.
Molekal agirhiginin % 23.9 kadarini karbonhidrat kismi  olusturur. Bu

incelemeler sonucu enzimin tetrameri 342 136 Da olarak hesaplanmigtir (13).

Tezcan (48), sedimantasyon ve difizyon ¢aligmalarina dayanan bir
yéntem ile BKE'In molekual agirhgini 310 000 Da, Sephadex G-200 jel
filtrasyonu yéntemi ile ise 300 000 + 16 000 Da olarak saptamistir.



Cokugras ve Tezcan (49), koyun beyninden saflagtirdiklari enzimin
molekil agirhgini jel filtrasyonu ile 290 000 Da olarak bulmuslardir.

BKE enzimi her alt biriminde dokuz asparajinden N-glikozidik bag ile
tutunmus karbohidrat zincirleri tasir (Bkz. Sekil 2.3.). Karbonhidrat
zincirlerinin baglandi§i asparajinler 17, 57, 106, 241, 256, 341, 455, 481 ve
486. konumlarda bulunmaktadir Lockridge et al (13)

BKE'In igerdigi karbonhidrat bilegenleri % 9.3 galaktoz ve mannoz, %
8.4 asetil heksozamin, % 6 asetil ndraminik asit ve % 0.2 fukoz olarak
bildirilmigtir Brown et al (2). Saxena et al (50), at serumu BKE'! ile yaptiklari
c¢alismada karbohidrat Gnitelerinin dis uglarinda bulunan tek sekerin sialik asit
oldugunu ve bu sialik asit Unitelerinin enzimin dolagimda kalma siresini
arttirdigini saptamiglardir.

22 g 22 3 2 28
- g B § &3
N, || I 2 || I | 1] COOH
| ] | I
S-S OH S-S S S
S
S
S-S OH S-S S S
NH
’ | | L1 | | COOH
| I [ ] I | 1]
O O @] O O 0 Q O
28 3 22 8 %88

Sekil 2.3. Insan BKE'Inin bir dimerinde yer alan karbonhidrat ve distlfid
baglarinin yerlegimi ( Lockridge et al(13)'den).
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BKE monomerleri, C ucu yakininda bulunan 571. sisteinlerin arasinda
olusan disulfid koprileri ile dimer yapisini kazanirlar. Her monomer,
yapisinda 3 adet zincir igi dislfit bagi tasir: Cys65-Cys92, Cys252-Cys263
ve Cys440-Cys519. Monomerler arasi disiilfit badi tetramer yapisi Uzerine
etkili degildir. Bagin indirgenmesinin, yapilyl ve aktiviteyi degistirmedigi
go6zienmistir Lockridge et al(13). Ancak tripsin ile yapilan C ucu proteolizi ve
ultrasonla pargalama ¢alismalari sonucu, enzimin inaktif hale gectidi ve Gy,
G, Gz formlarina dénustigi Froment et al (51) tarafindan gésterilmigtir (Bkz.
Sekil 2.4.).

C ucu proteolizi
$-3 $-~8 $-s
% % g \
88 88 pe
§$-§ S

ilave ¢apraz *[

baglanma
‘ S-S

B

S-3
Sekil 2.4. G4 formundaki BKE'In kismi C ucu proteolizi ile inaktif hale
dénlsimi (Froment et al (51)'den).

3.3 Aktif Merkez Yapisi

BKE aktif merkezinde anyonik ve esteratik bélge olarak adiandirilan iki
bélge mevcuttur. (Bkz. Sekil 2.5.).
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Esterafik
Aronik

bdige
beige ( Wiy,
CoOIn Higorook / F=\  OH
CH{{J CHg | D% A
‘i ) U IR0 0

H.C C/’
3 \CHz-CHz oK
CH,-CH,

Sekil 2.5. BKE'in aktif merkez yapisi (Cokugras and Tezcan( 52)'dan).

BKE'in molekiiler ve aktif merkez yapisi, Torpedo AKE’l kristal yapisi
bicimlendirildikten sonra bu molekil model alinarak aydinlatiimaya
cahstimistir Millard and Broomfield (53). BKE aktif merkezinde katalitik gl
olarak adlandirilan Ser 198, His 438 ve Gly 325 aminoasitleri bulunmaktadir.
BKE aktif merkezi, aktif merkez gukuru olarak adlandinlan bir girintinin dip
kisminda yer alir. Girintinin boynu dért farkl katmandan olusan 22 aminoasit
ile gevrelenmigtir. Sekil 2.6.’da gukurun dibine yerlegsmig bir butirilkolin
molekdli ile birlikte aktif merkez gukuru gériinmektedir.

Sekil 2.6. Cukurun dibine yerlesmis bir BTK molekiill ile beraber aktif merkez
girintisinin yukardan gériiniigit Masson et al (54)'dan.
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Boynun en st tabakasi yan zincirleri disa dénmus olarak
konumlanmig 4 amino asit igerir ; Leu274, Phe278, Glu352 ve Lys355. Bir alt
tabakada ise GIn71, Ser72, Ala277, Val280, Pro281, Tyr282, Gly283,
Thr284, Gly333, Ala334 ve lle356 yer alir. En alt tabakada ise Asn68, 11e69,
Asp70, Glu276 ve Tyr332 vardrr. GIn119 ise yan zincirleri asagi, gukurun
dibine uzanmig bigimde kendine ait bir tabakada bulunmaktadir. Glisinin
AKE'daki homologu olan Tyr121 yan zincirleri aktif merkez gukurunun igine
uzanir ve bu amino asit AKE periferal bélgesinin bir pargasi sayllmaktadlr
Masson et al (54).

BKE aktif merkezinde bir periferal anyonik bdlgenin var olup olmadigi
tartisma konusudur. AKE'da bulunan periferik anyonik bélge, aromatik
aminoasitlerden zengin olusu, aktif merkez ¢ukurunun agzinda yerlesmis
bulunmasi, Asp70 yan zincirinin bu bélgeye substrat baglanmasinda etkin
olarak gorev almasi ve bélgeye baglanan ikinci bir substrat molekulinin
inhibisyona neden olmasi ile belirlenir. BKE'In olasi periferal bélgesinde,
aromatik amino asitlerin, 6zellikle de AKE periferal anyonik bélgesinde
énemli rol oynayan Trp279'un eksik olmasi BKE'da bu bélgenin olmadig
kanisina yol agmistir. Ancak yapilan arastirmada, BKE'In da bir periferal
anyonik boélgesi oldugu ve bu bélgede Asp70’'in énemli bir gérevi bulundugu
saptanmistir. Asp70 substrat molekUlint baglar, bu baglanma hidrofobik
boyunda konformasyon degisimine neden olur ve substrat molekult aktif
merkez gukurunda kolin baglayan anyonik bélgedeki Trp82'ye yéneltilir ve
aktanhr. Atipik varyant olan Asp70—Gly’'de substrat hidrolizi hizindaki dasus
Asp70'in bu rolinu desteklemektedir Masson et al (55).

Molekuler modelleme ve kimerik ¢alismalar ile kolinesteraz
molekullerinin ligand baglamasinda katkida bulunan Gg¢linct bir bélge daha
saptanmigtir Radi€¢ et al (56). Memeli AKE'indaki bu béige Phe295 ve
Phe297 igeren bir agil ceptir. Bu amino asitler AKE'in butiriltiyokolin hidrolizini
belirgin olarak azaltmaktadir. Asetiltiyokolin hidrolizini ise molekula agil
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gurubunun metil kismi etrafindan sikigtirpp  6zgur hareket etmesini
engelleyerek arttirmaktadir. BKE'da bu amino asitler alifatik amino asitler ile
yer degistirdigi icin hem BTK hidrolizi hemde BKE’a 6zgu buyuk yapili bir
inhibitér olan tetraisopropil pirofosfamid’e (iso-OMPA) duyarlilik artmaktadir
Vellom et al (57).

insan BKE’Inin Ala328 yan zincirinin nokta mutasyonlari ile Phe, Tyr
gibi farkli amino asitlere degistirimesi ile molekller yapilanmasinin
incelendigi bir g¢alismada, BKE aktif merkez gukurunun AKE'inkinden
yaklasik 200 A® daha blytk oldugu belirlenmistir. Bu nedenle BKE’a 6zgu
inhibitérler AKE'a 6zgl inhibitérlerden daha blyidk molekldl yapisina

sahiptirler Saxena et al (58).

2.3. BKE'mn Kinetik Ozellikleri

BKE, kolin turevi bilesiklere afinitesi daha fazla olmakla birlikte
oksiesterler, fosforil esterleri, karbamoil esterleri, amidler, anilinler gibi genis
bir substrat ailesini kataliz etme potansiyeline sahiptir. Enzimin rol aldigi
genel tepkime mekanizmasi asagida verilmigtir.

k,
E-OH + AcOR > [E-OH..AcOR] Enzim Substrat kompleksi
k.
k
[E -OH...AcOR] 2 > E-OAc + ROH Agilasyon
ks
E-OAc +H,0 > E-OH +AcO" + H  Deagilasyon

AcOR enzimin agil — kolin substratini géstermektedir. Tepkimenin hiz
kisitlayici  basama@i  agil-enzim  kompleksinin  olustugu  acilasyon
basamagidir. Deagilasyon basamagi ¢ok hizl gerceklesir.
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Yapilan kinetik galtsmalar sonucu enzimin Michealis — Menten
esitligine uymadigdi, substrat derigimindeki artig ile daha hizli aktive oldugu
g6zlenmistir. Bu aktivasyon iki mol substratin asadida verilen tepkimeye
uygun olarak enzime baglanmasi ile agtklanmaya calisiimistir La Du (59).

E+S Ks ES k

>,
>

\%
m
+
C

ES + § Kss 5 ES; _K

V
m
+
c

Ks ve K enzim-substrat komplekslerinin dissosiasyon sabitleridir. llk hizlar
icin asagidaki esitlik dnerilmigtir.

_ VIK_S)+Vs
1+ (KsS) ™! + (KKsS %)™

Esitikte V=k Eove Vs=K' Eo'dir.

Augustinson et al (60) tarafindan enzimin tetramerik molekiiler yapisi
ile kinetik davramiglan arasindaki iligki kooperatif olarak caligan dimerler
dimeri olarak tanimlanmigtir. Dimerlerden birine ait aktif merkezin agillenmesi
ile es zamanh olarak diger dimerin aktif merkezinin ester moleklla ile
kompleks yaptigini ileri sirmislerdir. Onerdikleri kinetik model igin turettikleri
hiz esitligi asagida verilmistir.
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_ Vi) +Vo(4)?
1+ Ki(A4) + K2(A)?

Denklemde (A) substrat derisimini géstermektedir. V4, V2, K ve K bir

onceki esitlikte yer alan kinetik sabitlerle es anlamlidir.

Tezcan (61) ve Ozen (62) insan serum BKE" ile yaptiklar kinetik
calismalarda enzimin allosterik bir davraniga sahip olup substratlarindan
birisi olan BTK'e negatif kooperativite gésterdigini bulmuslardir.

Cokugras ve Tezcan (49) koyun beyninden saflastirdiklari BKE igin de
serum enziminde oldugu gibi, pH 7.5'de BTK baglanmasinin Michaelis —
Menten kinetidine uymayip, enzimin substratina negatif kooperativite

gdsterdigini bulmuslardir.

2.4. BKE -iLAC ETKILESIMLERI
Cok genis bir yelpazeye dagilan cesitli biyolojik aktivitelere sahip
ajaniar tarafindan inhibe edilmesi, BKE’in bir ¢ok farkli metabolizmada rol

aldigini dusindurtmektedir.

Galli et al (63) cesitli opioidlerle yaptigt calismada meptazinol,
methadone, profadol, levallorfan ve 1, 2, 3- trimetil-3-( 3- hidroksifenil-)
piperidin’in at serumu BKE'l Gizerinde inhibitér etkileri oldugunu, ancak bu
inhibisyonun serumun seyreltimesi ile aninda ortadan kalktigini

goziemlemislerdir.

Cokugras ve Tezcan (52) migren ve depresyon tedavisinde kullanilan
amitriptilin'in BKE 0zerinde kismi kompetetif tipte inhibisyon etkisi oldugunu
saptamislardir.



Grecsl et al (64) neoplastik hastaliklarin tedavisinde kullanilan bir
antrasiklin turevi olan danorubisin ile tavsanlarda yaptiklari c¢aligmada
danorubisin uygulamasindan sonra serum, karacier ve kardiyak BKE
seviyelerinde belirgin bir disis oldugunu bulmuglardir.

Krenic ve Bradamante (65) siganlarla yaptiklari ¢alismalarinda bir B-
bloker olan oxprenolol'un oral uygulanmasinin BKE seviyelerinde artiga
neden oldugunu gézlemlemiglerdir.

Van Lith et al(25) bir HMG CoA reduktaz inhibitéri olan simvastatin ile
fareler Uzerine yaptigi galigmada, uzun slreli simvastatin kullanimi ile serum
BKE seviyelerinde azalma oldugunu saptamistir.

Bambuterol, hidrolizi ile aktif 8, adrenerjik reseptér agonisti terbutaline
dénusgen bir 6n bilegiktir. Bir gcok Ulkede astim tedavisinde kullaniimaktadir.
Bambuterol'un hidrolizinden BKE’nin sorumlu oldugu saptanmistir. Ancak
ilacin hidrolizi BKE inhibisyonuna da neden olmaktadir. Bu ylzden ilacin etki

suresinin uzadidi rapor edilmigtir Sitar (66).

Masson et al (67) ise BKE'In aspirin hidrolizini kataliz ettigini
gbstermiglerdir. Aragtirmacilar BKE'In bu ilacin metabolizmasindan sorumiu

oldugunu éne strmektedirler.

BKE Uzerine ilag galigmalarinin ¢ogu Alzheimer hastaliina yoneliktir.
Halen Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilan ilaglarin en etkinleri
kolinesteraz inhibitéri olan maddelerdir. Gugli bir BKE inhibitéri olan ve
daha dusik seviyede AKE inhibitéru 6zeliigi tasiyan takrin, Alzheimer
hastali§i tedavisi igin onaylanan ilk kolinesteraz inhibitérl ilagtir Giacobini
(68). Asagidaki cizelgede Alzheimer hastali§i tedavisinde kullanilan bazi
kolinesteraz inhibitérleri ve etkileri gosterilmistir.
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Cizelge 2.2 Kolinesteraz inhibitorleri ile yapilan klinik denemeler

(Giacobini (68)'den.)

llag Adi llag Sirketi Yan Etkileri
Physostigmine Forest Yetersiz veri
ENA-713 Sandoz Dusik yan etki
Eptastigmine Mediolanum Dusiik yan etki
E -2020 Eisai Dustk yan etki
MDL-73,745 Marion Merrel Dow Dusik yan etki
Metrifonate Bayer/Miles Dusik yan etki
Tacrine Warner-Lambert Hepatotoksisite
Velnacrine Hoechst- Roussel Hematolojik bulgular
Galanthamine Ciba-Geigy Dusik yan etki
Huperzine A Chinese Acad. Sci. Yetersiz veri
NX -066 Astra Arcus Yetersiz veri
CP-118,954 Pfizer Yetersiz veri
KA-672 Schwabe Yetersiz veri
NIK-247 Nikken Dusik yan etki
TAK-147 Takeda Dasik yan etki

BKE (zerinde inhibitor etkisi bulunan maddelerin basinda
organofosfatlar ve sinir gaziari gelir. Bu iki sinifa dahil ajanlar yiiksek
toksisiteye sahip olup etkilerini kolinerjik mekanizma Uzerinden gbsterirler.
BKE soman, sarin, tabun, VX gibi sinir gazlan ile inhibisyona ugramasina
ragmen bu maddelerin kismi hidrolizini gerceklestirebilme 6zelligine de
sahiptir Ashani et al; Raveh et al (18,20). Organofosfatlar ile zehirlenmelerde
klasik tedavi, antikonvulsan ilaglar ile beraber atropin ve bir oksim

reaktivatérunin verilmesi seklindedir Kassa and Fusek (69).

Son yillarda ¢esitli arastirmacilar organofosfat zehirlenmelerinde
profilaktik ajan olarak BKE kullanimini irdeleyen ¢alismalar da yapmaktadir.
Lockridge et al (70) gelistirdikleri Gly117—His nokta mutasyonuna sahip BKE
varyantinin bir kolinesteraz inhibitéri olan “echothiopate” ile yaygin olarak
kullanilan bir insektisit olan paraoxon’'un in vitro olarak hidrolizini

gerceklestirebildigini gostermislerdir. Raveh et al (21) maymunlarla yaptigi bir




calismada intraventz BKE uygulamasi ile organofosfatlarla zehirlenmelere

kargi korunma saglandigint bulmuslardir.

BKE uzerine yapilan g¢aligmalarin diger bir kismi organofosfat
zehirlenmelerinin tedavisine yoneliktir. Soman zehirlenmelerinde antikolinerjik
bir ilag ile birlikte bir reaktivan ajan kullanimi yaygindir. Cesitli
antikonvulsanlarin organofosfatiar ile zehirlenmede etkisi incelendiginde
skopolamin, biperiden, benactyzine ve atropin silfat gibi anti-muskarinik
dzellikli ilaglarin zehirlenme sonucu olusan nébet ve kolinerjik krizi dnledigi

saptanmustir Shih et al (71).

OH

COOCH: CH2N(C: Hs): I
C T
O- COOCH: CHz N(CzHs):

Benactyzine . Drofenine
Sekil 2. 7. Benactyzine ve drofenine yapisi .

Benactyzine g¢ogunlukia anksiyete, obsesif kompulsif reaksiyonlarla tarif
edilen psikonorotik rahatsizliklarin tedavisinde kullanilan antikolinerjik bir
ilactir. Ancak ilacin etki mekanizmasi agiklanmis degildir. llacin agiz
kurulugu, tasikardi, bulanik gérme, kusma ve palpitasyon gibi yan etkileri
oldugu rapor edilmistirr Kassa ve Fusek (69) benactyzine’i soman
zehirlenmesine kars! antidot tedavisi olarak kullanmisiardir. Shih et al (71)
soman kokenli konvulsiyonlara karsi tek basina benactyzine kullaniminin

etkin oldugunu géstermistir.

Drofenine, atropine benzer etkiler gosteren ve papaverin gibi
dogrudan diiz kas tizerine etkili antispazmodik bir ilagtir (72). Etkilerini M, ve
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Drofenine, atropine benzer etkiler goésteren ve papaverin gibi
dogrudan diiz kas Uizerine etkili antispazmodik bir ilagtir (72). Etkilerini M¢ ve
M. muskarinik reseptorler Uzerinden gb6steren drofenine, M; tipte
reseptorlerin daha secici olan ligandidir. Ayrica ilacin karbokol uyarisi ile
olusan inozitol trifosfat birikimini non-kompetetif olarak inhibe ettigi rapor
edilmigtir Kunysz et al (73). Drofenine gastrointestinal sistem ve uterus
spazmiarn tedavisinde kullaniimasina ragmen lokal anesteziklere benzer
etkileri nedeniyle duodenal llser ve gastrit gibi gastrointestinal sistem
rahatsizliklarinda agri kesici olarak da kullanilabilmektedir. Artan intraokdiler
tansiyon, idrar zorlugu, agiz kurulugu, tasikardi gibi yan etkileri oldugu tarif
edilmigtir.

Drofenine ve benactyzine ‘nin muskarinik reseptérier Gizerine etkilerine
dair bazi incelemeler olmasina ragmen dogrudan BKE (izerine etkileri
ayrintih olarak incelenmemistir. Calismamizda bu ilaglarin BKE Uzerindeki
etkilerini aragtirdik.
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GEREGLER VE YONTEMLER

3.1. Geregler

3.1.1. Kimyasal Bilegikler

A Rh (+) insan kan numunesi Hacettepe Universitesi Hastanesi Kan
Bankasindan saglandi.

3—(N-morfolino) propan sulfonik asit (MOPS), 5,5 -ditiyobis(2-
nitrobenzoik asit)(DTNB), 1-etil-3-(dimetilaminopropil)karbodiimid hidroklortr
(EDAC), prokainamid hidroklortr, 6-aminohekzanoik asit, Sepharose 4B,N-N’
metilen-bis-akrilamid, trizma base, TEMED, gliserol, formaldehit, gumus nitrat
(AgNO3), benactyzine hidroklorur, drofenine hidroklorir Sigma Chemical
Company ABD'’den; S-n-butiriltiyokolin iyodar (BTK), akrilamid, sigir serum
albumini, British Drug Houses Ltd., Ingiltere’den; rubenaik asit, sodyum
hidroksit (NaOH), amonyum sulfat ((NH4),SO4), bromfenol mavisi, metanol,
sodyum karbonat (Na;COs3), % 95 etanol, sodyum Klorir (NaCl) Merck
Almanya’'dan, glisin, hidroklorik asit (HCI), sodyum silfat(Na,S0O,), sodyum
tiyostifat (Na,S,03;) Analar Ingiltere’den; potasyum monohidrojen fosfat
(K2HPOQy), potasyum dihidrojen fosfat (KH.PO4) Pancreac ispanya’dan;
asetik asit Riedel De Haén A.G. Almanya'dan; bakir stlfat (CuSO,) lisan
istanbul, Coomassie Brilliant Blue G-250 ise Serva, Almanya’dan saglandt.

3.1.2. Aletler

Kinetik calismalarda Beckman Model 25 kinetik spektrofotometresi,
Azgo deki protein taramalarinda Shimadzu UV-120-02 spektrofotometresi, pH
oélgtmlerinde Schott Mainz CG 810 pH metresi, santrifigasyonda Sorvall RC-
5B Superspeed santrifiji, saflastirmada Tris peristaltik pompasi ile Tris 2000
fraksiyon kollektért, elektroforetik incelemelerde ise Bio Rad elektroforez
cihazi kullaniid.

3.2. Yéntemler

3.2.1 Protein Miktarlannin Saptanmasi

BKE’in saflastiriimasi sirasinda protein tayini 280 nm'deki absorbans
degisimlerinin takibi ile yapildi. Protein miktar tayini igin ise Bradford'un(74)
bnefdigi yéntem kullanildi. Bu yéntem, Commassie Brilliant Blue G-250'nin
seyreltik asit ¢bzeltisinde turuncu olan renginin proteine baglanmasi ile mavi
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renge donlusgmesi esasina dayanir. Protein miktarlan, 595 nm’deki
absorbanslarin 2—60 dakika iginde okunup standart egriden hesaplanmasi ile
saptandi. Protein standardi olarak sigir serum albumini kullanildi.

3.2.3 Enzim Aktivitesinin Tayini

BKE aktivite tayini, Eliman et al. (75) tarafindan onerilen yontem
degistirilerek 37°C’da kolorimetrik olarak yapildi. Yéntem, substrat olarak
kullanilan bir tiyokolin esterinden BKE etkisi ile agiga ¢ikan tiyokolin
miktarinin saptanmasi esasina dayanir.

Calismada tiyokolin esteri olarak BTK kullaniidi.

Tepkime agagidaki sekilde verilebilir.

@ CHs
BKE
CH3—CH;-CH,-—C-S—-CH,~-CH, - Il\l“— CH; + O ——mM8M>
Butiriltiyokolin CHs
() CH;

I I
CHs —CHz—CH;—C—OH + HS—CHz—CHz—lN*—CHg

Butirik asit Tiyokolin CH,

Olugan tiyokolin DTNB ile tepkimeye girer.

S-s Cf‘s '
g N02+HS—CH2-CH2-1;I+—CH2—->

COOH COOH CHj
CHg
|
@- S-S -CHy - CHy ~N* - CHg + HS
|
OgN CH3 NOa
COOH COOH

2-nitro-5-tiyobenzoikasit
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Enzimin aktivitesi, DTNB’nin indirgenmesi ile olugan sari renkli 5- tiyo-
2- nitrobenzoik asit miktarinin 412 nm'de spektrofotometrik olarak élguimesi

ile tayin edildi. Bu bilesik i¢in “molar extinction coefficient” €412 = 1.36 x 10*
M'em™ olarak alind..

Saflagtirma iglemleri sirasinda kullanilan 0.5 ml aktivite ortami, nihai
olarak 4.0 mM BTK, 0.25 mM DTNB ve 5 mM MOPS tamponu (pH 7.5)
icermekteydi.

Spektrofotometrede ¢ dakikalik bir inklbasyon siresinden sonra
enzim pipetlenerek baglatilan tepkime 2-3 dakika izlendi.

ilk hizlar mg enzim proteini bagina dakikada olugan pmol Grin
(Unite = U) olarak hesaplandi.

Kinetik galismalarda aktivite ortami nihai olarak 0.1- 10.0 mM BTK,
0.25 mM DTNB ve 31.1 ug/ml saflastirilmis enzim igermekteydi.

Butun saflagtirma iglemleri 4 °C’ da yapild.

3.2.4 inhibisyon Galigmalan

Calismalarda benactyzine ve drofenine’in klortr tuzlari kullanildi ve
kinetik ¢alismalarda aktivite ortamina uygun miktarlarda katildi.

3.2.5 Elektroforetik incelemeler |

Elektroforez, 0.7 mm kaliniginda 8.5 x 7 cm boyutunda % 5'lik
poliakrilamid jelde (PAGE) 100 Volt ve 3 mA sabit elektrik akimi uygulanarak,
oda isisinda gergeklestirildi Davis (76). Cift dékulen jel, i¢ elektrod tamponu
0.025 M Tris / 0.38 M Glisin tamponu pH 8.3 ve dis elektrod tamponu 0.025
M Tris-HCI tamponu pH 8.3 olan cihazda ayni zamanda elektroforeze tabi
tutuldu. Jelin biri proteinleri saptamak igcin gimus ile boyandi (77). Diger jelde
ise Juulun (78) onerdigi yonteme goére aktivite boyasi yapildi. Aktivite
boyasinin esasi, BKE etkisi ile hidroliz edilen BTK'den agida ¢ikan tiyokolinin
sodyum sdifat, bakir stlfat ve glisin igeren inkllbasyon karigimi ile muamele
sonrasi bakir tiyokolin olusumuna dayanir. Bu olusum jel Uzerinde beyaz
bantlar halinde gérulur. Bu bakir tiyokolin bantlari daha sonra rubenaik asit ile
okside edildiginde mavi-yesil renk kazanir.
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3.3 istatistiksel Degerlendirmeler

Lineweaver- Burk ve diger grafiklerin analizi, Systat (version
5.03,1991) non-lineer regresyon analizi programi uygulanarak yapildi ve
kinetik parametreler saptandi.

BULGULAR

4.1. BKE’In Saflagtiriimasi

BKE, insan serumundan asa§idaki basamakiar kullanilarak
saflagtirildi. Tum deneyler 4 °C’da yapild.

4.1.1. Kan Orneginin Hazirlanmas:

Hacettepe Hastanesi Kan Bankasindan alinan bir tinite A Rh (+) kan,
1500 x g'de 30 dakika santriflj edilerek serumu ayriidi.

4.1.2. Asitli Amonyum Siilfat Kesitlemesi

Elde edilen serum % 35 (NH,)2 SO4doygunluguna getirildikten sonra,
16 saat manyetik karigtirici ile karnisgtirildi. 27 000 x g’de 30 dakika santrifij
edilerek ayrilan supernatantin pH'st 1N HCI ile pH 4.5'e ayarlanarak 30
dakika bekletildi. Daha sonra 27. 000 x g’de 30 dakika santrifiij edilen
ornegin tekrar stipernatanti alindi.

1N NaOH ile pH 7.5'e ayarlanan slpernatantin amonyum siilfat
doygunlugu % 55’e getirildi. Manyetik karigtirnicida 16 saat kanstinldiktan
sonra yine 27 000 x g'de 30 dakika santrifilj yapildi. Sipernatant ayirilarak
bir sonraki agamada kullanildi.

Siipernatantin amonyum silfat doygunlugu % 70’e getirildikten sonra
16 saat manyetik kangtiricida karnistinildi. 27 000 x g'de 30 dakika santrifij
edildikten sonra enzimi iceren aktif ¢cokelti 20 mM potasyum fosfat tamponu
pH 7.5'de ¢bziildi. Nihai hacmi 31 ml olan bu 6rnek ¢ kez hacminin 100 kat
kadar 20 mM potasyum fosfat tamponu pH 7.5 ile diyalize tabi tutuldu.
Diyalizat 27 000 x g’de 30 dakika santrifilj edilip sizildid. Hacmi 41 ml olan
bu 6rnek saflagtirmanin ikinci basamaginda kullanildi.

% 55- 70 arasi asitli amonyum silfat kesitlemesi basamag ile enzim
3.8 kez saflastirildi (Bkz. Cizelge 4.1.).
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4.1.3. Afinite Kolon Kromatografisi

4.1.3.1. Prokainamid - Sepharose 4B Afinite Kolonunun

Hazirlanmasi

Sigma firmasindan alinan 6 aminohekzanoik asit —Sepharose 4B toz
jelinin 2 grami Uretici firmanin énerdigi yonteme uygun olarak 0.5 M NaCL
¢Ozeltisi ile sigirildi. Tuzun fazlasi bol bol su ile yikanarak uzaklastirildi. Elde
edilen 8 ml sismis jele iki kati hacimde 14 mM prokaihamid cozeltisi eklenip
HCI ile pH 4.5'e ayarlandi. Bu karisima son derigimi 0.1 M olacak gekilde
EDAC ilave edilerek 24 saat oda Isisinda yavagga karigtirilarak
prokainamidin jele baglanmasi sagland..

Sentezlenen afinite jeli 1.7 x 4.8 cm boyutlarindaki kolona
doldurulduktan sonra ilk olarak 1 M NaCl igeren alkali ve asidik ¢g6zeltiler ile,
daha sonra ise 20 mM potasyum fosfat tamponu pH 7.5 ile yikanarak
dengelendi. Kolon yatak hacmi 10.66 ml olarak hesaplandi.

4.1.3.2. Omegin Afinite Kolonuna Uygulanmasi

41 mllik % 55- 70 asitli amonyum suifat kesitlemesi 6érnegi afinite
kolonuna akig hizi 10 ml/saat olacak gekilde uygulandi. Yine ayni hizla Agzso
okumasi sifir oluncaya kadar 0.2 M NaCl iceren 20 mM potasyum tamponu
pH 7.5 ile yikandi.

Kolona 0.2 — 2.0 M arasinda lineer NaCl gradienti baglandi ve 3.0
ml'lik fraksiyonlar toplandi. BKE aktivitesi 1.0 M NaCl derigiminde tek bir zirve
olarak elde edildi (Bkz. Sekil 4.1.). Bu basamakta saflagma baslangi¢
basamagina gére yaklasik 8100 kez olarak saptandi (Bkz. Cizelge 4.1.).

1.0 M NaCl derisiminde elde edilen 7.5 ml yUksek aktiviteli enzim
6rnegi tekrar afinite kolonuna akis hizi saatte 10 ml olacak sekilde tekrar
uygulandi. Yine ayni hizla Azs okumasi sifir oluncaya kadar 0.2 M NaCl
iceren 20 mM potasyum tamponu pH 7.5 ile yikand..

Kolona 0.2 — 2.0 M arasinda lineer NaCl gradienti bagland: ve 3.0
ml’lik fraksiyonlar toplandi. BKE aktivitesi 1.4 M NaCl derigsiminde tek bir zirve
olarak elde edildi. Elusyon profili Sekil 4.3'de gériimektedir.

Bu basamakta saflasma baglangic agsamasina gére yaklagik 17813
kez olarak saptandi (Bkz. Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. insan serumundan BKE saflagtinimasi

Total Total Ozguil Verim
Saflastima. Ativite | Protein | Ativite (%) | Sesme
(%)) (mg) (U/ mg)
Serum 791.652 | 80364.0 | 0.00985 100 ;
Z;:igi(g‘u';‘gﬁnzg‘ml 69553 | 47080.0 | 0.0147 88 15
pH 4.5 asit ¢géktirmesi
Faratant 665227 | 283400 | 0.0235 84 24
Zja ggi(gu};'gﬁnzgnu 661.005 | 222000 | 0.0298 84 3.02
0,
k/‘é;gi(gu*;‘gﬁfg;nn 397.905 | 131200 | 0.0303 50 3.8
1. Prokainamid
Sepharose 4B 66.180 0.83 79.5 9 8100
Afinite kromatografisi
2. Prokainamid
Sepharose 4B 91.102 0.52 175.465 115 17813
Afinite kromatografisi

4.2, Elektroforetik incelemeler

Enzimin saflik kontrolu Davis (75)'in onerdigi yonteme goére % 5’lik
PAGE ile yapildi. Birinci afinite kolonundan elde edilen &rneklerin
elektroforetik incelemeleri Sekil 4.2.'de ve ikinci afinite kolonundan elde

edilen 6rneklerin sonuglar: ise Sekil 4.4’'de gdsterilmistir.

26



LpapjowLa)seb IuIsspAIpE Iy es! (V) ‘Isewele} ulsjold ap, 082y (@) ‘nuoAsnie
UBpUNUOIOY SjlUle g esoleydeg-pilueuie)0ld ulul,Iyg wnies uesu| |y e§

(Tur) ruroey uoAsnig
081 0ST 0zl 06 09 0€

1'0

0

€0

08Ty



Sekil 4.2. A. Gumus Boyama: Sirasiyla 1. Kuyu serum 6rnegi; 2. Kuyu asitli
basamak 6rnegi; 3. Kuyu % 70 amonyum sulfat kesitlemesi érnegi; 4. Kuyu
afinite kolonundan eliie edilen enzim érnedi. Jelde tum 6rnekler simetrik
olacak sekilde iki kez yuklenmistir.

B. Aktivite Boyamasi: 1. Kuyu serum érnegi; 2. Kuyu asitli basamak 6rnegi; 3.
Kuyu % 70 amonyum silfat kesitlemesi 6rnegi; 4. Kuyu afinite kolonundan
eltie edilen enzim 6rnegi.
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1 2 3 4 5

Sekil 4.3. ikinci afinite kolonundan elde edilen enzim ile yapilan PAGE.

A. Gumus Boyama: 1. Kuyu serum 6rnegi; 2. Kuyu asitli basamak érnegi; 3.
Kuyu % 70 amonyum sulfat kesitiemesi 6rnegi; 4. Kuyu afinite kolonundan
elte edilen enzim 6rnegi; 5. Kuyu 2. Afinite kolonundan elde edilen enzim
ornegi.

B. Aktivite Boyamasi: 1. Kuyu serum érnegi; 2. Kuyu asitli basamak érnegi; 3.
Kuyu % 70 amonyum sulfat kesitlemesi érnegi; 4. Kuyu 1. afinite kolonundan
eltie edilen enzim 6rnegi; 5. Kuyu 2. afinite kolonundan elde edilen érnek.
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4.3. Kinetik Galigmalar

4.3.1. BKE’In Kinetik Sabitleri ve Kinetik Davraniginin Saptanmasi

llk hizlann éigimiinde nihai olarak 5 mM MOPS tamponu pH 7.5
icinde hazirlanmis 0.25 mM DTNB, 0.1 — 5.0 mM arasi BTK ve 0.031 mg/ml
olacak sekilde enzim, aktivite karigimi olarak kullanildi.

Sekil 4.2.'de, v degerlerine kargl, artan [S] degerlerinin grafiklenmesi
ile elde edilen egri gérilmektedir. Egri, daha &nce bildirildigi gibi bir hiperbol
degildir ve enzimin substratina karst “negative cooperativity” goésterdigine
isaret eder.

Enzimin kinetik sabitleri, 1/v degerlerine kargi 1/ [S]'lerin grafiklenmesi
ile elde edilen Lineweaver-Burk dogrusundan (Sekil 4.3.) saptand.
Regresyon dogrusu hesaplanarak, dogrunun 1/v eksenini kestigi noktadan
enzimin maksimum hizi (Vn), 21. 931 + 0.328 mM/ dak/ mg; 1/ [S] eksenini
kestigi noktadan Ks, 0.159 + 0.012 mM olarak saptandi.
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Sekil 4.5. BTK derisiminin insan BKE aktivitesine etkisi.

- 1/Kg 1/[BTK], mM-1

Sekil 4.6. Insan serum BKE’inin Lineweaver-Burk grafigi.
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4.3.2. Inhibisyon Galismalar

Calismada benactyzine ve drofenine’nin BKE aktivitesi Uizerine olan
etkileri incelendi. Artan derisimde benactyzine’nin enzimatik hiza etkisi
incelendiginde hizin azalarak sifira ulagtig) géralda (Sekil 4. 7.).

Artan benactyzine derigimlerine karg1 0.5, 0.8, 1.0, 1.5, 2.0, 2.4 ve 2.5
mM BTK derisimlerindeki ilk hizlan ol¢ildi ve 1/v degerlerine kargi [l]
derigsimleri grafiklendi (Sekil 4.8.). Cizilen Dixon grafiginde kompetetif
inhibisyonlarda oldugu gibi dogrulann ikinci bodlgede kesigtigi gortldi. Ayni
veriler ile inhibisyon tiplerinin ayriminda kullanilan  Cornish—Bowden
yéntemine gore, [S]V'ye kargl [l] derisimleri grafiklendi (Sekil 4.9.). Elde
edilen grafikten benactyzine’nin etki mekanizmasinin kompetetif tipte
inhibisyon oldugu saptandi. Ayni veriler ile 1NV'ye kargin 1/ [BTK] grafigi
¢izildiginde, inhibisyonun kompetetif oldugu dogrulandi (Sekil 4.10.).

Drofenine ile yapilan deneyde ise 0.4 mM lzerindeki derigsimlerinde
deney ortaminda bulaniklik gézlendiginden caligilamadi (Sekil 4. 11.). Artan
BTK derisimlerinde, 0.025, 0.050, 0.075 ve 0.1 mM drofenine derigimleri
kullanilarak ilk hizlar 6lgildi ve 1/v degerlerine kargi 1/[S]ler grafiklenerek
Lineweaver-Burk dogrulan ¢izildi (Sekil 4.12)). Ortamda drofenine
bulunmadijinda elde edilen kontrol dogrusu ile ortamda drofenine
bulundugunda elde edilen inhibisyon dogrulan, kompetetif tipte
inhibisyonlarda oldugu gibi 1/v ekseni Gzerinde kesistigi gézlendi.

Benactyzine ve drofenine’e ait K; degerleri Systat (version 5.03, 1991)
non-lineer regresyon analizi programi ile hesaplanmis ve Cizelge 4.2.de
gosterilmigtir.
Cizelge 4.2. Benactyzine ve drofenine’nin K;degerleri (n = 121).

llag Ky (mM)
Benactyzine 0.010 + 0.001
Drofenine 0.003 + 0.000
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Sekil 4.11. 4 mM BTK derigiminde serum BKE Gzerine drofenine etkisi.
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TARTISMA

BKE, dért alt birimden olugan globller yapida bir glikoproteindir.
Enzim karacijerde sentezlenip dolagima verilir Rhynden (8). BKE'nin
fizyolojik roli hentz belirlenememis olmasina ragmen toksikolojik ve
farmakolojik 6zellikleri bayuk 6énem tagimaktadir. Bu o&zellikleri yuzinden
enzim, ¢esiti hayvanlarin plazma bagta olmak Uzere g¢esitli dokularindan
saflastiriimig ve incelenmeye ¢aligiimigtir Main et al (15), Sarkarati et al (39),
Cokugras and Tezcan (49).

Cahsmamizin ilk asamasinda insan serumundan BKE saflagtirildi.
Saflastirmanin ilk basamag: Sarkarati et al (39)nin Main et al (15)'den
modifiye ederek uyguladigi “asitli amonyum sulfat kesitlemesi” yontemi ile
gerceklestirildi. Bu basamakta saflagsma 3.8 kez olarak saptandi (Bkz.
Cizelge 4.1.).

Saflasmanin ikinci basamaginda afinite kromatografisi yéntemi
kullanildi. Prokainamid, BKE'nin saflasgtiriimasinda basan ile kullanilan bir
ligandtir. Bu nedenle saflastirmada kullanmak Uzere 6nce Prokainamid-
Sepharose 4B afinite jeli Gretici firmanin 6nerdidi yéntem uygulanarak

sentezlendi.

“Asiti amonyum sullfat kesitlemesi® basamagindan elde edilen
diyalizat, Prokainamid-Sepharose 4B afinite kolonuna uygulandi. BKE
aktivitesi kolondan 0.2 M-2.0 M arasinda hazirlanan lineer tuz gradienti ile tek
zirve olarak 1.0 M NaCl derigiminde elUe edildi (Bkz. Sekil 4.1.). Bu
basamakta enzim baglangica gére 8100 kez daha saf bulundu.

Afinite kolonundan elde edilen enzimin saflik kontroli % 5’lik PAGE
ile yapildi. Juul (77)un énerdigi BKE aktivitesine dayall jel boyama yéntemi
ile elde edilen 6rnekte enzimin varligi gé6sterildi. Ancak gumis boyama
sonucu afinite kolonundan ¢ikan érnekte birden fazla bant oldugu géziendi
(Bkz. Sekil 4.2).
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Bu nedenle daha saf bir enzim elde etmek amaciyla ilk kromotografide
eliie edilen en yiiksek aktiviteye sahip enzim 6rnekleri toplandi ve ikinci kez
Prokainamid-Sepharose 4B kolonuna uygulandi. BKE aktivitesi kolondan 0.2
M-2.0 M arasinda hazirlanan lineer tuz gradienti ile tek zirve olarak 1.4 M
NaCl derigiminde eliie edildi (Bkz. Sekil 4.3.). Enzimin bu basamaktaki saflik
derecesi baglangi¢c agamasina gére 17813 kez daha fazla bulundu.

Afinite kolonuna ikinci kez uygulamadan sonra elde edilen enzim
ornedi ile yapilan % 5’lik PAGE ile enzimin elektroforetik olarak saf oldugu
gosterildi (Bkz Sekil 4.4. besinci kolon.).

Calismanin ikinci asamasinda benactyzine ve drofenine adl
muskarinik reseptér antagonisti olan antikolinerjik ilaglarin insan serum
BKE'si tizerindeki inhibisyon etkileri incelendi.

On deney olarak, sabit bir BTK derigsiminde (4mM), artan benactyzine
ve drofenine derisimlerinde ilk hizlar él¢ilerek, v degerlerine karsi bu iki ilacin
derisimleri grafiklendiginde, benactyzine derigsiminin artmasi ile hizin sifira
ulagtigi gozlendi (Sekil 4.7.). Bu tip bir davranis kompetetif ya da lineer
karigik tipdeki inhibisyonlarda gbézlenir. Drofenine ile yapilan benzer
calismada, 0.4 mM'in {izerindeki derigsimlerde, deney ortaminda bulaniklik
gbzlendiginden, hiz 6lgilemedi ve hizin sifira ulagip ulagmadi§i saptanamadi
(Sekil 4.11.).

Yapilan 6n deneyde, benactyzine’nin enzimi kompetetif yada lineer
karigik tipte inhibe ettigi anlagilamadigindan, tam olarak inhibisyon tipini
saptayabilmek igin artan benactyzine derigimlerinde, fakat farkh ve sabit BTK
derigimlerinde hizlar Glgillerek 1/v deferlerine karsi [I] degerleri grafiklendi.
Cizilen grafikte farkh BTK derigimlerine ait dogrulann ikinci boélgede bir
noktada kesistigi goézlendi(Bkz Sekil 4.8.). Bu tip bir davranig kompetetif ya
da kansik tipteki inhibisyonlarda gézlenir. Bu nedenle [S)/v degerlerine kargi
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artan [I] degerleri grafiklendi ve elde edilen dogrular birbirine paralel
oldugundan, inhibisyonun kompetetif olduguna karar verildi (Bkz. Sekil 4.9.).
Aksi halde dogrularin Gginci bélgede kesismesi gerekirdi Cornish-Bowden
(79). inhibisyonun kompetetif oldugunu dogrulamak igin, ayni veriler
kullanilarak 1/v'ye kargi 1/[S] grafikleri ¢izildi. Ve kontrol dogrusu ile
inhibisyon dogrularinin 1/v ekseni Gzerinde kesigti§i gézlendi (Sekil 4.10.).

Artan BTK derigimlerinde drofenine adh ilacin farkli derigimieri
kullanilarak yaptlan kinetik deneyler sonucunda 1/v degerlerine kargi 1/[BTK]
degerleri grafiklendi (Bkz. Sekil 4.11.). Daha 6nce Anabilim dalimizda yapilan
arastirmalarda Ozen (62) ve Sarkarati (39)'nin saptadigi gibi, insan serum
BKE'l substratina karg! “negative cooperativity” gosteren allosterik bir enzim
oldugundan, yuksek ve dusuk BTK derisimlerinde Lineweaver-Burk dogrulari
lineerlikten sapar. Eide edilen bulgularin, Systat (version 5.03,1991) non-
lineer regresyon analizi programi ile teker teker tum inhibisyon modellerine
uyguniugu denenmis ve yapilan hesaplamalar sonucu kompetetif inhibisyon
modeline uydugu saptanmigtir. Bulgularin Lineweaver-Burk dogrular
cizildiginde, dogrularin 1/v ekseninde kesistigi saptandi (Bkz. Sekil 4.12). Bu
tip bir dévranls inhibisyonun kompetetif oldugunu goésterir. Kompetetif
inhibisyonda, substrat ve inhibitér ayni béigeye veya birbirine yakin bélgelere
baglanirlar Segel (80).

BKE'nin aktif merkezi 20 A derinliginde ve yaklasik 200 A® hacime
sahip bir girintinin dibine yerlesmistir Masson et al (54). Aktif merkez
girintisinin boynunu olugturan bélgede sirali amino asitlerin alifatik amino
asitlerden olugsmasi BKE'In AKE'a oranla daha blyUk yapida molekilier
tarafindan inhibisyona ugramasina olanak saglar Vellom et al , Saxena et al
(567,58). Mc Kenna et al (81) sikloheksil halkasina takilan ekler ile olugturulan
takrin analoglari ile yaptiklari ¢alismalarinda, halka sayisinin artigi ile BKE
inhibisyonunda artigin paralel gittijini ancak AKE inhibisyonunda benzer
davranigin gézlenmedigini saptamislardr.
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Deneyde kullandigimiz benactyzine, BTK'daki butiril grubu yerine iki
fenil halkasi; drofenine ise bir fenil ve bir sikloheksil grubu tagir (Bkz. Sekil
2.7.). Bu nedenle drofenine, benactyzine'den; benactyzine de BTK'dan daha
biyiik yapiya sahiptir. Ayrica bu halkalar nedeniyle benactyzine BTK'ya gore,
drofenine ise benactyzine’e gére daha hidrofobiktir. Benactyzine yada
drofenine ortamda bulundugunda, aktif merkezin dibinde yer aldigi digtnalen
hidrofobik boyna (Bkz. Sekil 5.1.) girebilmek igin, BTK ile yariga girmeleri ve
BTK'nin hidrofobik boyundan gegip aktif merkeze ulagsmasini engellemeleri
beklenebilir.

akiif merkez

katallfik metkez
kalirs baglayic

agh baglayiet
cep cep

Sekil 5.1. BKE aktif merkez girintisi hidrofobik boynu ve girintinin
dibinde yer alan aktif merkezin fonksiyonel gruplarinin sematik gértintlsi
(Gnatt et al (82)'den). ( S 198, Ser 198; D 70, Asp 70; F 329, Phe 329; L 286,
Leu 286; Y 440, Tyr 440; M 437, Met 437).

BTK'daki kolinin pozitif yukli bolgesi 6nce hidrofobik boynun girisinde
bulunan Asp70’e baglanir ve daha sonra bir konformasyon degisikligine
ugrayarak, aktif merkezde kolin baglayan béigedeki Trp82 ile etkilesime
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girerek stabilize edilir. BTK'daki ester bagi ise katalitik G¢li olarak tarif edilen
Ser198, His438 ve Glu325 tarafindan hidrolize edilir (Bkz. Sekil 5.2.)

Sekil 5.2. BTK molekuli baglamig BKE aktif merkez yapisi. (W 82,
Trp82; S 198, Ser198; H 438, His438; E 325, Glu325; V 288, Val288; L 286,
Leu286; F 329, Phe329; M 437, Met437; Y 440, Tyr440.)(Gnatt et al
(82)'den).

Calismada benactyzine ve drofenine’in enzimin kompetetif inhibitorleri
oldugu ve substratin enzime baglanmasini engelledikleri saptanmigtir. Bu
bulgu, BTK'nin Ks degeri ve ilaglarin K, degerlerinin kargilagtirimasi ile de
aciklanabilir. Saptadigimiz degerler kargilagtinidijinda asagidaki gibi bir
afinite sirasi elde edilir. BTK'nin K degeri ( 0.159 + 0.012) > benactyzine’nin
K degeri (0.010 + 0.001) > drofenine’in K, degeri (0.003 + 0.000). Afinite
sirasindan anlagilacagi gibi, drofenine enzimin benactyzine’e oranla daha
etkin bir kompetetif inhibitéradir.



SONUGLAR

1.
2.

BKE, insan serumundan 17 813 kez saflagtiridi.

Enzimin Ks degeri, Systat (version 5.03, 1991) non-lineer
regresyon analizi programi ile 0.159 £ 0.012 mM olarak saptandi.
Systat (version 5.03, 1991) non-lineer regresyon analizi programi
ile benactyzine ve drofenine’in BKE'nin kompetetif inhibitrieri
oidugu ve benactyzine’in K; degeri 0.010 + 0.001 mM ve
drofenine’in K; deger ise 0.003 + 0.000 mM oldugu  saptandi.

Ki deg@erleri kiyaslanarak drofenine’nin benactyzine’'e gére daha

etkin bir kompetetif inhibitér olduguna karar verildi.

45



KAYNAKLAR DiziNi

Heilborn E., Molecular biology of cholinesterases: A background and
an introduction, Prog. Brain Res., 98, 133 — 138, 1993.

Brown S. S., Kallow W., Pilz W., Whittaker M. and Woronick C. L., The
plasma cholinesterases: A new perspective, Adv. Clin. Chem,, 22, 1 —
123, 1981.

Friede R. L., A comparative histochemical mapping of butyryl
cholinesterase in the brains of four species of mammals, including
man, Acta Anat., 66, 161 — 177, 1967.

L’Hermite A., Sine J.P. and Colas B., Ultrastructural localization of
Butyrylcholinesterase in epithelial cells of rat intestine, Eur. J.
Histochem., 40, 299 — 304, 1996.

Walch L., Taisne C., Gascard J.P., Nashashibi N., Britk C. and Norel
X., Cholinesterase activity in human pulmonary arteries and veins, Br.
J. Pharmal., 121, 986 — 990, 1997.

Layer P.G., Berger J. and Kinkl N., Cholinesterases precede “ON -
OFF” channel dichotomy in the embryonic chick retinas before onset
of synaptogenesis, Cell Tissue Res., 288, 407 — 416, 1997.

Chatonnet A. and Lockridge O., Comparison of Butyrylcholinesterase
and Acetylcholinesterase, Biochem J., 260, 625 — 634, 1989.

Rhynden R.J.J., Pseudocholinesterase activity in some body fluids,
Gen. Pharmacol., 14, 469 — 460, 1983.

B ki
AR

e

gV

46



10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

Huff J., Reiter C.T. and Protetch J., Activities and kinetic properties of
lumber cerebrospinal fluid cholinesterases in relation to clinical-
diagnosis, severity and progression of Alzheimer's disease, Can. J.
Neurol. Sci., 16, 406 — 410, 1989.

Garcia — Pachon E., Padilla — Navas l., Sanchez J.F., Jimenez B. and
Custardoy J., Pleural fluid to serum cholinesterase ratio for the
seperation of transudates and exudates, Chest, 110, 97 — 101, 1996.

Prody C.A., Zevin — Sonkin D., Gnatt A., Goldberg O. and Soreq H.,
Isolation and characterization of full-length cDNA clones coding for
cholinesterase from fetal human tissues, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
84, 3555 — 3559, 1987.

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

Lockridge O., Structure of human serum cholinesterase, Bioessays, 9,
12 -128, 1988.

Lockridge O., and La Du B.N., Comparison of atypical and ususal
human cholinesterase: purification, number of active sites, substrate

affinity and turn-over number, J. Biol. Chem., 256, 361 — 366, 1978.

Main A.R., Soucide W.G., Buxton I.L. and Aring E., The purification of
cholinesterase from horse serum, Biochem J., 143, 733 — 744, 1974.

Harel M., Sussman J., Krejci E., Bon S., Chanal P., Massoulie J. and
Silman 1., Conversion of acetylcholinesterase to butyrylcholinesterase,

47



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

modeling and mutagenesis, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89, 10827
10831, 1992.

Jokanovié M. and Maksimovic M., Abnormal cholinesterase activity,
understanding and interpretation, Eur. J. Clin. Chem. Clin. Biochem.,
35, 11 -16, 1997.

Ashani Y., Shapiro S., Levy D., Wolfe A.D., Doctor B.P. and Raveh L.,
Butyrylcholinesterase and acetylcholinesterase prophylaxis against
soman poisoning in mice, Biochem. Pharmacol., 41, 37 — 41, 1991.

Broomfield C.A., Maxwell D.M., Solana R.P., Castro C.A., Finger A.V.
and Lenz D.E.,, Protection by butyryicholinesterase against
organophosphorous poisoning in nonhuman primates, J. Pharmacol.
Exp. Ther., 259, 633 - 638, 1991.

Raveh L., Grunwald J., Marcus D., Papier Y., Cohen E. and Ashani Y.,
The butyrylcholinesterase as a general prophylactic antidote for nerve
agent toxicity, Biochem. Pharmacol., 45, 2465 — 2474, 1993.

Raveh L., Gramer E.,Grunwald J., Cohen E. and Ashani Y., The
stoichiometry of protection against soman and VX toxicity in monkeys
pretreated with BChE, Toxicol. Appl. Pharmacol., 145, 43 - 53, 1997.

Gorelick D.A., Enhancing cocaine metabolism with butyrylcholineste-
rase as a treatment strategy, Drug Aicohol Depen., 48, 159-165, 1997.

Kutty KM., Huang S.N. and Kean K.T., Pseudocholinesterase in

obesity: hypercaloric diet induces changes in experimental obese
mice, Experentia, 37, 141 — 142, 1981.

48



24.

25.

26.

27.

Jain R., Kutty K.M., Huang S.N. and Kean K.T., Pseudocholinesterase
HDL cholesterol ratio in serum of normal persons and
hyperlipoproteinemics, Clin. Chem., 2916, 1031 — 1033, 1983.

Van Lith HA., Meijer G.W., Haller M. and Beynen A.C., Serum

pseudocholinesterase activity in rabbits fed simvastatin, Biochem.
Pharmacol., 41, 460- 461, 1991.

Gomez — Ramos P. and Moran M.A., Ultrastructural localization of
butyryicholinesterase in senile plaques in the brains of the aged and
Alzheimer’'s disease patients, Moll. Cell. Neuropathol., 30, 161-173,
1997.

Wright C.T., Mesulam M.M. and Geula C., Butyrylcholinesterase
reactivity differentiates the amyloid plaques of aginig from those of
dementia, Ann. Neurol., 36, 722 — 727, 1994.



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

proliferation and alters morphogenesis, J. Neurochem., 69, 823 — 833,
1997.

Layer P.G., Cholinesterases in embryonic chick brain, AD Assoc.
Disorders., 9, 23 — 28, 1995.

De La Escalera S., Bockamp E.O., Moya F., Piovant M. and Jimenez
F., Characterization and gene cloning of neurotactin, a drosophila
transmembrane protein related to cholinesterases, EMBO J., 9, 3593
- 3601, 1990.

Rao R.V. and Balasubramanian A.S., The peptidase activity of human
serum butyrylcholinesterase: studies using monoclonal antibodies and
characterization of the peptidase, J. Protein Chem., 12, 103 - 110,
1993.

Balasubramanian A.S. and Bhanumaty C.D., Non-cholinergic
functions of cholinesterases, FASEB J., 7, 1354 — 1358, 1993.

Sarkarati B., Cokugrag A.N. ve Tezcan E.F., Lityumun beyin ve serum
butirilkolinesterazi tizerine etkisi, Biyokimya dergisi, 22, 16 — 20,1997.

Cokugras A.N. and Tezcan E.F., Inhibition kinetics of brain
butyrylcholinesterase by Cd*? and Zn*2, Ca* or Mg*? reactivates the
inhibited enzyme, Int. J. Biochem., 25, 115 — 120, 1993.

Cokugras A.N., and Tezcan E.F., Aluminum inhibiton of brain
pseudocholinesterase, Trace elements in health and disease (editors:
Yuregir G.T., Donma O., Kayrin L.), sf. 415-420, Cukurova University
Publishing Company.

50



39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

Sarkarati B., Cokugras A.N., and Tezcan E.F., Inhibition kinetics of
human serum butyrylcholinesterase by Cd®*, Zn* and AP
Comparison of the effects of metal ions on cholinesterases, Comp.
Biochem. Physiol., Part C 122, 181-190, 1999. )

Arpagaus M., Kott M., Vartsis KP., Bartels C.F., La Du B.N. and
Lockridge O., Structure of the gene for human butyrylcholinesterase.
Evidence for a single copy, Biochemistry, 29, 124 — 131, 1990.

Soreq H., Zamir R., Zevin — Sonkin D. and Zakut H., Human
cholinesterase genes localized by hybridization to chromosomes 3
and 16, Hum. Genet., 77, 125 - 128, 1987.

Gnatt A., Prody C.A., Zamir R., Lieman — Hurwitz J., Zakut H. and
Soreq H., Expression of alternatively terminated unusual human
butyrylcholinesterase m-Rna transcripts, mapping to chromosome
3q26-ter, in nervous system tumours, Cancer Res., 50, 1983-1987,
1990.

Sternfield M., Rachmilewitz J., Loewenstein — Lichtenstein Y., Andreas
C., Zimberg R, Ben - Ari S., Soreq H. and Zakut H., Normal and
atypical butyrylcholinesterases in placental development, function and
malfunction, Cell. Mol. Neurobiol., 17, 315 - 332, 1997.

Krasowski M.D., Mc Gehee D.S. and Moss J., Natural inhibitors of
cholinesterases: implications for adverse drug reactions, Can. J.
Anaesth., 44, 525 - 534, 1997.

Primo — Parmo S.L., Lightstone H. and La Du B.N., Characterization

of an unstable variant of human butyrylcholinesterase,
Pharmacogenetics, 7, 27 — 34, 1997.

51



46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

Brass N., Racz A., Heckel D., Remberger K., Sybrecht w. and Meese
E.U., Amplification of the genes BCHE and SLCA2A2 in 40 % of
squamous cell carcinoma of the lung, Cancer Res., 57, 2290 — 94,
1997.

Millard C.B., Lockridge O. and Broomfield C.A., Design and
expression of organophosphorous acid anhydrolase activity in human
butyrylcholinesterase, Biochemistry, 34, 15925 — 15933,1995.

Tezcan E.F., Insan serum psédokolinesterazinin sedimentasyon ve
difizyon ¢aligmalari. Biyokimya dergisi, 2, 22 — 32, 1977.

Cokugras A.N. and Tezcan E.F., Sheep brain pseudocholinesterase:
Inhibition kinetics of the partially purified enzyme by some substrate
analogs, Chem.-Biol. interactions, 87, 259 — 264, 1993.

Saxena A., Raveh L., Ashani Y. and Doctor B.P., structure of glycan
moieties responsible for the extended circulatory life time of fetal
bovine serum  acetylcholinesterase @ and equine  serum
butyrylcholinesterase, Biochemistry, 36, 7481 — 7489, 1997.

Froment M.T., Lockridge O. and Masson P., Resistance of
Butyryicholinesterase to inactivation by ultrasound: effects of
ultrasound on catalytic activity and subunit association, Biochim.
Biophys. Acta, 1387, 53 — 64, 1998.

Cokugras A.N. and Tezcan E.F., Amitriptyline, a potent inhibitor of
butyryicholinesterase from the human serum, Gen. Pharmac., 29, 835
— 838, 1997.

52



53.

55.

56.

57.

58.

59.

Millard C.B. and Broomfield C.A., A computer model glycosylated
human butyryicholinesterase, Biochem. Biophys. Res. Commun., 189,
1280 — 1286, 1992.

Masson P., Froment M.T., Bartels C.F. and Lockridge O., Asp 70 in

the peripheral anionic site of human butyryicholinesterase, Eur. J.
Biochem., 235, 36 — 48, 1996.

Masson P., Legrand P., Bartels C.F., Froment M.T.,Schopfer L.M. and
Lockridge O., Role of Asp 70 and Trp 82 in binding
succinyldithiocholine to the butyrylcholinesterase, Biochemistry, 36,
2266 — 2277, 1997.

Radi¢ Z., Pickering N.A., Vellom D.C., Camp S. and Taylor P., Three
distinct domains in the cholinesterase molecule confer selectivity for
acetyl- and butyrylcholinesterase inhibitors, Biochemistry, 32,12074 —
112084, 1993.

Vellom D.C., Radi¢ Z., Li Y., Pickering N.A., Camp S. and Taylor P.,
Aminoacid residues  controlling  acetylcholinesterase = and
butyrylcholinesterase specificity, Biochemistry, 32, 12 - 17, 1993.

Saxena A., Redman A.M., Jiang X., Lockridge O. and Doctor B.P.,
Differences in active site gorge dimensions of cholinesterases
revealed by binding of inhibitors to the human butyryicholinesterase,
Biochemistry, 36, 14642 — 14651, 1997.

La Du B.N. Plasma esterase activity and the metabolism of drugs with
ester groups, Ann. N.Y. Acad. Sci., 179, 684 — 694, 1971.

53



60.

61.

62.

63.

65.

66.

67.

Agustinsson K.B., Bartfai T. and Mannervik B., A steady-state kinetic
model of butyrylcholinesterase from horse plasma, Biochem. J., 141,
825 — 834, 1974.

Tezcan E.F., Psoédokolinesterazin allosterik kinetik 6zellikleri, Ph.D.
tezi, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Ankara, 1969.

Ozen S., Psédokolinesterazin kinetik 6zellikleri. Ph.D. tezi, Hacettepe
Universitesi, Sadlik Bilimleri Enstitiisti, Ankara, 1989.

Galli A., Ranamdo E., Giannini L. and Costagli C., Revesible inhibition
of cholinesterases by opoids: possible pharmacological
consequences, J. Pharm. Pharmacol., 48, 1164 — 1168, 1996.

Grecsl V., Bajgar J., Krs O., Hrdina R., Palicka V. and Mazurova Y.,
Changes in cholinesterase activities after danorubicin administration to
rabbits, Hum. Exp. Toxicol., 15, 834 — 838, 1996.

Krenic Z. and Bradamante V., Effects of Oxprenolol treatment in
pseudocholinesterase and lipids on rats, Arznei. Forsch., 47, 910 —
913, 1997.

Sitar D.S., Clinical pharmacokinetics of Bambuterol, Clin.
Pharmacokinet., 31, 246 — 256, 1996.

Masson P., Froment M.T., Fortier P.L., Visicchio J.E., Bartels C.F. and
Lockridge O., Butyrylcholinesterase catalysed hydrolysis of aspirin, a
negatively charged ester, and aspirin- related neutral esters, Biochim.
Biophys. Acta, 1387, 41 — 52,1998.

54



68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

Giacobini E., From molecular structure to Alzheimer therapy, Jpn. J.
Pharmacol., 74, 225 — 241, 1997.

Kassa J. and Fusek J., Effect of Panpal treatment and antidotal
treatment (HI-6 plus benactyzine) in respiratory and circulatory
function in soman poisoned rats, Human Exp. Toxicol., 16, 563—-569,
1997.

Lockridge O., Blong R.M., Masson P., Froment M.T., Millard C.B. and
Broomfield C.A., A single aminoacid substitution, Gly117His, confers
phosphotriesterase (organophosphorous acid anhydride hydrolase)
activity on human butyrylcholinesterase, Biochemistry, 36, 786

Shih T.M., Koviak T.A. and Capacio B.R., Anticonvulsants for
poisoning by the organophosphorous compound soman:

pharmacological mechanisms, Neurosci. Biobehav. Rev., 150, 349 —
362,1991.

Modern Drug Encyclopedia, (Editor: Lewis A.J.), sf. 4142, Yorke
Medical Group Reuben H. Donnelley Corp., 1970.

Kunysz E.L., Michel A.D. and Whiting R.L., Functional and direct
binding studies using subtype selective muscarinic receptor
antagonists, Br. J. Pharmacol., 93, 491 — 500, 1988.

Bradford M.M., A rapid and sensitive method for quantitation of

microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye
binding, Biochemistry, 72, 248 — 254, 1970.

55



75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

Eliman G.L., Courtney K.D., Andres V. and Featherstone R.M., a new
colorimetric determination of acetylcholinesterase activity, Biochem.
Pharmacol., 7, 88 — 95,1961.

Davis B.J., Ann.N.Y. Acad. Sci. 121, 404 — 427, 1964.

Juul P., Human piasma cholinesterase isoenzymes, Clin. Chim. Acta.,
19, 205-213, 1968.

Short protocols in molecular biology,(editors Ausubel F.M., Brent R.,
Kingston R.E., Moore D.D., Seidman J.G., Smith J.A., and Struhi K.),
sf. 10-30 — 10-31, 1992.

Cornish — Bowden, A simple graphical method for determining the
inhibition constants of mixed, uncompetetive and non-competetive
inhibitors, Biochem J., 137, 143 —144, 1974.

Segel I.R., Enzyme Kinetics, sf. 110- 120, John Wiley, Toronto, 1975.

Mc Kenna M.T., Proctor G.R., Young L.C. and Harvey A.L., Novel
tacrine analogues for potential use against Alzheimer's disease:
potent and selective acetylcholinesterase inhibitors and 5-HT uptake
inhibitors, J. Med. Chem., 40, 3516 — 3523, 1997.

Gnatt A., Loewenstein Y., Yaron A., Schwarz M., and Soreq H., Site-
directed mutagenesis of active site residues reveals the plasticity of
human butyrylcholinesterase in substrate and inhibitor interactions, J.
Neurochem., 62, 749 - 755, 1994.

56



EK BILGILER Segel (80)

Kompetetif inhibisyon:

Serbest enzim ile birlegerek substrat baglanmasini engelleyen
bilesiklere kompetetif inhibitér denir.

E'*'S@ES @E"‘U

-+

!

El
Bu tip inhibisyonda inhibitér ve substrat karsilikhh olarak ayni yada
birbirine yakin bir bélgeye bagianmak igin yarigirlar.
Kompetetif inhibisyonu tanimlayan esitlik agagida belirtilmistir.

1- ———(1+L_)+—
v Vm(S) Ki© Vm

Ks 1
&)

Bu modele gore tepkimenin ilk hizi ES kompleksinin yatigkin durum
derisimine dogru orantiidir. Bir kompetetif inhibitér sadece substrat igin
gozlenen Ks degerini arttinr. Vm degeri de§ismez ancak bir kompetetif
inhibitér varlidinda Vm degerine ulasmak igin gerken substrat derisimi daha
fazladir.

inhibitérstiz dogru (Kontrol dogrusu) ve inhibitérla dogrular 1/v
ekseninde 1/Vm degeri Uzerinde kesigirler. Bu tip bir davranig kismi
kompetetif inhibisyon sistemierinde de gézlenir. Bu iki tip inhibisyonu ayirmak
icin Dixon esitliginden yararlanilir. Kompetetif inhibisyon igin Dixon esitligi

asagida verilmistir.

lsz+(S)+ Ks(I)
v  Vm(S) KiVm(S)




Bu esitliktende e§im Km / Vm Ki [S] olarak bulunur. Ayrica 1/
degerlerine kargt [I] grafiklendiginde artan substrat derigimine sahip
dogrulann ikinci bolgedeki kesigim noktalarinin [I] eksenine izdiisimii Ki, 1/v

eksenine izdugtimi ise 1/Vm degerlerini verir.
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