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OZET
Doktora Tezi

ASETILKOLINESTERAZ ENZIMININ INSAN ERITROSITLERINDEN
AFINITE KROMATOGRAFISI iLE SAFLASTIRILMASI

Habibe BUDAK KAYA

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstittusi
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

Asetilkolinesteraz (AChE) (E.C.3.1.1.7) beyinin gri cevherinde, sinir hiicrelerinde,
kasta, akciger, dalak ve eritrositlerde bulunur. Ayni1 zamanda sarkoplazmik retikulum,
16kosit, trombosit, kemik iligi ve plasentada da mevcuttur. Asetilkolinesteraz kolinerjik
sinapsiste ndrotransmitter asetilkolini hidroliz eder ve birgok fiziksel olayin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynar.

Bu c¢aligmada, CNBr ile aktive edilmis Sepharose-4B matriksine tirozin uzanti kolu
olarak takildi. Enzimin inhibitérii olan 1,2,3,4-tetrahidro-9-aminoakridine molekiilii
tirozine kenetlendirilerek yeni bir afinite jeli hazirland1 ve bu jelden asetilkolinesteraz
enzimi insan eritrositlerinden saflastirildi. Kan numunelerinde plazma ve I6kosit
tabakalar1 santrifiijlenerek ayrildi. Tiiplerin altinda kalan eritrosit peleti %0,9 (izotonik)
NaCl ¢ozeltisi ile ii¢ defa yikandi. Her defasinda 2500xg’de 15 dakika santrifiij edildi.
Elde edilen eritrositler hacimlerinin 3 kati1 kadar buzlu hemoliz ¢o6zeltisi ile hemoliz
edildi ve +4 °C’de 13.000xg’de 60 dakika santrifiij yapildi. Cokelek kism1 (membranlar)
almarak SmL 0,1 M (pH: 7,4) Na-fosfat tamponu i¢inde siispanse edildi ve %1’lik
Triton X-100 ile ¢oziindiiriildii. Santrifligasyondan sonra (4°C de, 13.000xg’de 60 dk)
iist kistmdaki siipernatant alindi. Hazirlanan 5 mL hemolizat afinite kolonuna verildi.
Saflagtirma basamaklar1 sonucunda 0,0153 mg AChE, %23,5 verimle 658 kat
saflastirildi. Saflastirilan enzimin safligi SDS-PAGE ile kontrol edildi ve tek bant
bulundu (80 kDa). Enzim aktivite dl¢timiinde pH:7,4’de asetiltiyokolin iyodat substrati
kullanildi. Saflagtirilan AChE ’in 20°C’de pH:7,4’de Ky ve Vmax degerleri sirasiyla
0,372 mM ve 0,065 EU/mL.dk olarak belirlendi. Hazirlanan afinite kolonunda
baglanma kapasitesi 20C’de pH:7,4 ve 0,1 M iyonik siddet konsantrasyonunda 0,07
mg/g jel ve ligand olarak kullamlan takrin inhibitorii Isy degeri 4,5.10°mM olarak
belirlendi.

2011, 80 sayfa

Anahtar Kelimeler: Afinite, Asetilkolinesteraz, Kinetik, Inhibisyon
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PURIFICATION OF ACETYLCHOLINESTERASE FROM HUMAN
ERYTHROCYTE BY AFFINITY CHROMOTOGRAPHY

Habibe BUDAKKAYA

Atatlirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemical Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

Acetylcholinestrerase (AChE) (E.C.3.1.1.7) is found into gray substance of brain,
nerve cells, muscles, lung and eryyhrocytes.Acetylcholinestrerase cholinergic makes
neurotransmitter acetycholine hydrolized at synapsis and it has an important role in
arranging several physical phenomenons.

In this study, Sepharose-4B was joined as an helping arm to matrix a new affinity gel
was prepared to join that enzyme inhibutor by 1,2,3,4-tetrahydro-9-aminoacridine and
acetylcholinestrerase enzyme of this gel was purifield from the human erythrocytesin
blood sample, plasma and leukocyte layer were seperated from each other by centrifuge
Erythrocytes pellet remaining down tubes have been washed with %0,9 (isotonic) NaCl
solution three times.It has been centrifuged at 2500 xg during 15 minutes in each time.
They have been hemolized as more as three times with ice obtaining erythrocytes
volumes by hemolysis solution and at + 4°C, 13.000 xg and 60 minutes, centrifuge has
been made.After centrifuge, Up supertanant has been received (at 4 C de, 13.000xg 60
minutes). As picking up sediment part (membranes) into SmL 0,1 M (pH: 7,4) Na-
phosphate buffer has been made dispersible and it has been solubilized by %1°lik Triton
X-100.Arranged 5 ml hemolysis has been given to affinity column. At the result of
purifying phases,0,0153 mg AchE has been purified with %?23,5 efficiency 658
floor.Enzyme purity of purified has been controlled withSDS-PAGE and single band
has been found(80 kDa).At enzyme activity measure, acetylcholine iodate substract has
been used.Purified AChE at 20°C, at pH:7,4 Km and Vmax values respectively as
0,372mM and 0,065 EU/mL.minutes have been determined. Affinity column arranged
column bonding capacity at 2°C pH:7,4 and 0,1 M ionic intensity concentration as using
0,07 mg/g gel and ligand tacrine inhibitor Is value as 4,5.10°mM has been determined.

2011, 80 pages

Keyword: Affinity, acetylcholinesterase kinetics, inhibition
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1. GIRIS

Enzimler canli organizmalardaki reaksiyonlar: hi¢ bir yan iirlin olusturmadan %100’liik
bir {irlin verimi saglayarak katalizleyen, katalitik RNA molekiillerinin kii¢lik bir grubu
hari¢ olmak {izere protein yapisindaki biyolojik katalizorlerdir. Enzimlerin en dnemli
Ozellikleri katalizleme giigleri ve spesifiklikleridir (Keha ve Kiifrevioglu 2009;
Lehninger 1982).

Bazi enzimler katalizleme fonksiyonlarmi yalmiz protein yapilariyla yerine
getirebilirlerken, bazilari da protein yapisinda olmayan kofaktor adi verilen gruplara
ihtiyac duyarlar. Kofaktor bir metal iyonu olabildigi gibi koenzim denilen kompleks bir
bilesik de olabilir. Bazen aktivite icin ikisi de gerekebilir (Lehninger 1982; Bingol
1983; Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Enzimler biiyiik bir boliimii protein yapisinda olan ve canli biinyesindeki biyokimyasal
reaksiyonlar1 katalizleyen biyomakromolekiillerdir. Enzimler diger proteinler gibi,
yaklagik olarak 12.000°den 1000000 kadar degisen molekiil kiitlesine sahiptirler. Bazi
enzimler aminoasit kalintilar1 disinda aktivite i¢in kimyasal gruplara ihtiya¢ duymazIlar.
Digerleri kofaktdr olarak adlandirilan Fe®*, Mg®", Mn”>" veya Se*" gibi bir veya daha
fazla inorganik iyona veya koenzim olarak adlandirilan kompleks organik veya

metaloorganik molekiillere gereksinim duyarlar.

Baz1 enzimlerin ise, aktivite gosterebilmeleri i¢in hem koenzime hem de bir veya daha
fazla metal iyonuna ihtiyact vardir. Protein yapisina ¢ok siki olarak hatta kovalent
olarak baglanan bir koenzim veya metal iyonu prostetik grup olarak adlandirilir. Metal
iyonlar1 ile veya koenzimiyle birlikte katalitik olarak aktif olan bir enzim holoenzim
olarak adlandirilirken bu gibi enzimlerin sadece protein kismi apoenzim veya
apoprotein olarak adlandirilmaktadir. Koenzimler, tiamin pirofosfat; aldehitler, koenzim

A; acil gruplan gibi 6zgiil islevsel gruplarin gegici tastyicisi olarak gorev yaparlar.



Koenzimler ¢ogunlukla, diyet ile diisiik miktarlarda alinan organik besinler olan

vitaminlerden temin edilirler (Nelson and Cox 2005).

Enzimlerin en 6nemli 6zelliklerinden birisi de, katalizledikleri reaksiyon tiplerine ve
tiriine doniistiirdiikleri substratlara karsi son derecede spesifik olmalaridir. Boylece
enzimler, hiicre icinde meydana gelen reaksiyonlarin hatasiz ve higcbir yan iirlin
olugsmadan yliriitilmesine olanak verirken, ayn1 zaman da {istiin katalizleme giicii
sayesinde laboratuvar sartlarinda gergeklestirilmesi ¢ok zaman alan ve c¢ok sayida
basamaga ihtiya¢ duyulan, bazen de yliksek sicaklik, yiiksek basing, asir1 bazik veya
asidik ortam gerektiren reaksiyonlarin hiicre i¢i sartlarda saliselerle dlgiilebilecek kisa
zaman araliklarinda meydana gelmesini saglar (Lehninger 1982; Bingdl 1983; Keha ve

Kiifrevioglu 2009).

Enzim kinetigi enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyon hizlarmin incelendigi ve
kimyasal kinetigin temel prensiplerinin gecerli oldugu bir konudur. “Michaelis-Menten”
denklemi, hemen hemen biitiin enzimler i¢in enzimatik etkinin kantitatif incelenmesinde

kullanilan temel bir ifadedir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

V=V maxX[S}/Kn+[S]

Bu denklemde Vy,.x (maksimum hiz); enzimin katalitik aktivitesinin bir ifadesidir. Vi,x
degerine belirli konsantrasyondaki enzimin substratiyla doygunluk durumunda ulasilir.
Her enzimin Vi, degeri birbirlerinden ¢ok farkli olup enzim miktari, substratin yapisi,

pH, sicaklik ve iyonik siddetle degisir (Lehninger 1982).

Denklemde Ky maksimum hizin yarisima erigildigi andaki substrat konsantrasyonu
olarak tarif edilir ve birimi mol/L dir. Birden fazla substrata sahip enzimlerde her bir
substrat i¢in ayr1 bir Ky degeri bulunur. Ky, degeri enzimin konsantrasyonuna baglh
olmayip, substratin yapisina, pH’ya, sicakliga ve iyonik siddete baghdir. Bircok enzim
icin bu deger 107 ile 10° M arasindadir. Birden fazla substrata sahip enzimlerde her bir

substrat i¢in ayr1 bir Ky degeri vardir.



Bir enzimin kinetik oOzellikleri hakkinda en faydali bilgiler Michaelis-Menten
denkleminde yer alan enzimin substrata ilgisini ifade eden Ky sabiti ve enzimin
katalitik aktivitesini goOsteren Vmax degerlerinden elde edilir. Degisik substrat
konsantrasyonlarinda hizlar bulunarak V-[S] grafigi (Michaelis-Menten grafigi) veya
1/V-1/[S] grafigi (Lineweaver-Burk grafigi) ile Ky ve Vi degerleri bulunur (Keha ve
Kiifrevioglu 2009).

Enzim aktivitesi; substrat konsantrasyonu, enzim konsantrasyonu, pH, iyonik siddet,
inhibitoér ve aktivatorlerin konsantrasyonlarindan etkilenir. Enzimler, optimum pH ve
doygunlugun iizerindeki substrat konsantrasyonlarinda calisirlar. Bdylece sifirinct
dereceden bir reaksiyon olusur. Enzim kofaktor igeriyorsa, koenzim veya metal iyonlari
konsantrasyonlart doygunlugun c¢ok {iizerinde alimir. Bu durumda sistemde hizi
siirlayan tek faktor enzim konsantrasyonudur. Yani bu durumda hiz, enzim miktariyla
dogru orantilidir. Bu yiizden diisiik substrat konsantrasyonlarinda elde edilen degerler

daha az sagliklidir (Lehninger 1982).

Bir ¢ozelti veya doku ekstraktindaki enzim miktari, enzimin katalitik aktivitesinden
faydalanilarak bulunur. Bunun i¢in enzim hakkinda; katalizlenen reaksiyon denkleminin
net stokiyometrisi, enzimin kofaktor veya metal iyonuna ihtiyaci olup olmadigi, substrat
ve varsa kofaktor icin Ky degeri, optimum pH’si, enzimin kararli ve aktivitesinin
yiiksek oldugu sicaklik araligi, substratin kaybolus ve iirlin olusum hizlarinin tespit
edildigi basit bir analitik metod bilgileri gereklidir. Enzimler i¢in genel {inite tanimi
“25°C’de ve optimal sartlarda 1pmol substrati bir dakikada iirline doniistiiren enzim
miktar1” olarak tanimlanmustir, buna bir enzim tinitesi denir (Lehninger 1982; Bingol

1983; Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Enzimlerin katalizleme giicleri “turnover sayisi” denilen ve "birim zamanda bir mol
enzimin irline doniistiirdiigii substratin mol sayis1" olarak tarif edilir. Enzimlerin in vivo
ve in vitro aktivitelerinin bazi bilesikler tarafindan azaltilmasi hatta yok edilmesi

olayina “inhibisyon”, bu olaya sebep olan bilesiklere de “inhibitor” denilir.



Enzimatik aktivitenin inhibisyonu biyolojik sistemlerde basli basina bir kontrol
mekanizmas1 olusturur. Bir¢ok ilaclar ve zehirli bilesikler fonksiyonlarmi bu yolla
gerceklestirirler. Inhibisyon olaymdan ayni zamanda enzim etki mekanizmalarinin

incelenmesinde de faydalanilir.

Enzimatik inhibisyon baglica doniisimlii ve doniisiimsiiz olarak ikiye ayrilir.
Doéniistimsiiz inhibisyonda inhibitér enzime ya kovalent olarak baglanir ya da zor
ayrisabilen bir kompleks olusturur. Sinir uyarilarinin uyarilmasinda 6nemli bir rol
oynayan asetil kolin esteraz enziminin sinir gaz1 zehirleri tarafindan inhibisyonu buna
bir 6rnektir. Bu gazlardan diizopropilflorofosfat, enzimin aktif bolgesinde yer alan serin

amino asidiyle reaksiyona girerek inaktif diizopropilflorofosfo-enzimi olusturur.

Doniistimsiiz inhibisyonda V. (enzimatik reaksiyonda ulasilabilecek maksimum hiz)
azalir, Ky ise (enzimin substrata ilgisini gosteren sabit) degismeden kalir. Reaksiyon

semas1 asagida gosterildigi gibidir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).
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Doniistimsiiz  inhibisyonun aksine doniisiimlii inhibisyonda, enzimle inhibitor
etkilesmesi bir denge reaksiyonu seklindedir. Doniisiimlii inhibisyonun en basit tipi
yarismali (kompetitif) inhibisyondur. Yarismali inhibit6r yapi itibariyla substrata benzer
ve enzimin aktif bolgesine baglanir. Boylece substratin enzime baglanmasi dnlenmis
olur. Fakat substrat konsantrasyonu artirilarak inhibisyon etkisi ortadan kaldirilabilir.
Yani enzimin Vi, degeri degismezken, Ky degeri artar. Yarismali inhibitor

varligindaki reaksiyonun semas1 asagida gosterildigi gibidir.
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Yine doniisimlii bir inhibisyon tipi olan yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyon’da
inhibitdr ve substrat enzime ayni anda baglanabilir. Bu durum baglanmanin enzimin
ayni bolgesine olmadigini gosterir. Yarigsmasiz bir inhibitor etkisini bir enzimin turnover
sayisini, yani katalitik aktivitesini diislirerek gosterir. Burada inhibitér ve substrat
arasinda yarisma soz konusu degildir. Substrat konsantrasyonunu artirmakla inhibisyon
ortadan kaldirilamaz. Enzimin V,, degeri azalirken Ky degeri sabit kalir. Inhibitor ve
substrat farkli bolgelere baglandigindan enzimin iki ¢esit inaktif kompleksi meydana

gelir; EI ve ESI. Reaksiyonun semas1 asagida gosterildigi gibidir.
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Bir baska donilistimlii bir inhibisyon tipi olan yar1 yarismali (nonkompetitif)
inhibisyon’dur. Bu inhibisyon ¢esidinde inhibitdr serbest enzime baglanamaz. Sadece
ES kompleksine baglanir. Bunun igin tek substrathi sistemlerde yar1 yarismali
inhibisyona seyrek rastlanir. Daha ¢ok birden fazla substratli enzimler i¢in gegerlidir.

Reaksiyon semasi asagida gosterildigi gibidir.
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ESI kompleksi ortamda siirekli var olacagindan yar1 yarismali inhibitor varliginda Vmax
azalir. ESI kompleksini olusumu vasitasiyla ES kompleksi ortamdan siirekli
cekildiginden, enzim ve substrattan ES kompleksinin olusum dengesi daha fazla saga

kayar ve Ky degeri de azalir.

Yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyonun 6zel bir tiirii olan lineer karigik tip inhibisyon,
doniigiimlii inhibisyon ¢esitleri arasindadir. Bu tiir inhibisyonda E, S ve I'nin baglama
denge sabitleri farklilagsmaktadir. En basit sekline ait reaksiyon semasi asagida

verilmigtir (Gilbert 1992).
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Birgok multi enzim sistemi net reaksiyon hizlarini kendileri diizenleme kapasitelerine
sahiptir. Bu sistemlerin ¢ogunda, seri reaksiyonlarin son iirlinii belirli bir
konsantrasyona eristiginde; sistemin ilk enzimini veya dallanma noktasindaki enzimi
inhibe eder. Bu enzimlere allosterik enzimler adi verilir. Bu olaya da feed-back

inhibisyonu denir. Birden fazla polipeptid zinciri ihtiva eden allosterik enzimlerde



inhibitorlerin enzime baglanmasiyla degisik alt birimlerin baglanma merkezleri
arasindaki etkilesmelerle allosterik inhibisyon olayr meydana gelir. Allosterik enzimleri
etkileyen bilesiklere modiilatdr adi verilir. Homotropik allosterik enzimlerde substrat
bizzat pozitif modiilator olarak etki yaparken, heterotropik allosterik enzimlerde enzim
substrattan baska bilesikler tarafindan etkilenmektedir. Bazi allosterik enzimler
homotropik-heterotropik karakterde olup, modiilatorden birisi o enzimin substrati,

digeri bagka bilesiklerdir.

Inhibisyon ¢esidinin ve K; sabitinin belirlenmesi i¢in en c¢ok basvurulan yontem,
Lineweaver-Burk egrileridir. Bu yontemde 1/V’ye kars1 1/[S] grafigi en az {i¢ farkl
sabit inhibitor konsantrasyonunda ¢izilir. Grafikteki kesim noktalar1 degerlendirilerek,

inhibisyon ¢esidi ve K; degerleri tesbit edilir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Canli viicudunda meydana gelen biitiin biyokimyasal reaksiyonlarda enzimin katalitik
aktivitesi sorumlu oldugundan biyokimyacilarin ilgisi enzimler iizerinde odaklanmis,
boylece pek ¢ok arastirma ile hastaliklarin olus nedenleri, hangi sebeplerden
etkilendikleri hastaliklarin teshisi ve tedavisi konusunda ilerlemeler kaydedilmistir.
Enzimler tizerindeki arastirmalar, sagliktan endiistriyel konulara kadar uygulama alani

bulmustur (Lehninger 1982).

Cesitli organizmalar kendilerine has proteinlere sahip olduklar1 gibi, her hiicre tipi de
binlerce degisik protein ihtiva etmektedir. Bunun yaninda proteinler, biyolojik
aktivitelerini ancak belirli pH ve sicaklik sinirlarinda gosterebilirler. Bu sebeplerden
dolay1 bir proteinin saf halde bir hiicre veya bir dokudan izolasyonu gii¢ bir istir. Bu
glicliiklere ragmen simdiye kadar bir¢cok protein saf olarak elde edilmistir. Binin
lizerinde enzim kismen saflagtirilmis ve iki ylizden fazlasi saf kristal halde elde
edilmistir. Ayrica higbir enzimatik aktivite gostermeyen yiizlerce protein g¢esitli
kaynaklardan yiiksek saflik derecesinde izole edilmistir. Proteinlerin ii¢ boyutlu
yapilari, sicaklik, pH, yiizey gerilimi gibi bir¢ok faktorden hizli bir sekilde etkilendigi

icin enzimler kisa siirede aktivitelerini kaybedebilmektedirler. Bu nedenle enzim



izolasyonu deneyleri olduk¢a dikkat gerektiren calismalardir. Saflastirma islemleri

genelde enzimlerin;

1. Molekiil biiyiikliikleri,

2. Cozinirlik farkliliklari,

3. Elektriksel yiikleri,

4. Adsorbsiyon davranislarindaki farkliliklar1 esasina gore gerceklestirilmektedir

(Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Proteinlerin ayrilmasi i¢in kullanilan yontemlerden biri, spesifik ligand esasina dayanan
afinite kromatografisidir. Baz1 proteinler afinite kromatografisiyle cok kere bir
basamakta ¢ok kompleks karisimlardan izole edilebilirler. Afinite kromatografisi bir
cesit adsorpsiyon kromatografisi olup, saflastirilmasi istenen molekiiliin, matriks adi
verilen bir kolon maddesine kovalent olarak immobilize edilmis bir komplementer
baglanma bilesigine (ligand) spesifik ve tersinir baglandig1 bir tekniktir. Matriks olarak
Sephadeks, Sepfarose, Biogel gibi farkl jeller kullanilabilir.

Kullanilacak ligandin saflagtirilacak madde i¢in spesifik ve tersinir baglanma afinitesi
olmalidir. Kiigiik ligandlar1 (enzim inhibitorleri gibi) dogrudan matrikse baglamak
suretiyle hazirlanan adsorbanlar, matriks ile liganda baglanan maddeler arasinda sterik
engellemelerden dolayr kiiclik ayirma kapasitesi gosterebilirler. Bu durumlarda uzanti
kollar1, etkili baglanmay1 kolaylagtirmak i¢in matriksle ligand arasina sokulur (Keha ve

Kiifrevioglu 2009).

Enzim organizmada metabolik olaylar1 hizlandiran protein yapisindaki biyolojik
katalizorlerdir. Enzimler her biyokimyasal siirecte merkez durumundadir. Enzimler
diizenli tepkime dizilerindeki aktiviteleriyle besinsel molekiillerin parcalandig: tepkime
basamaklarinin yiizlercesini katalizler, boylece kimyasal enerji korunur, doniistiiriiliir ve
basit Onciillerden biyolojik makromolekiiller iiretilir. Metabolik yollar, diizenleyici

enzimlerin aktivitesi altinda yasamin siirdiirmek i¢in gerekli birgcok aktivite arasindaki



etkilesimi saglamak icin, olduk¢a yiiksek oranda iliskilendirilmistir (Nelson and Cox

2005).

Enzim calismasi oldukga pratik 6neme sahiptir. Baz1 hastaliklarda, 6zellikle kalitimsal
bozukluklarda bir ya da daha fazla enzim eksikligi veya tamamen yoklugu sézkonusu
olabilir. Diger bir grup hastaliga da enzimin asir1 aktivitesi neden olabilir. Enzimlerin
aktivitelerinin kan plazmasinda, eritrositlerde veya doku orneklerinde ol¢iimii belli
hastaliklarin tanisinda 6nemlidir. Bir¢ok ilag biyolojik etkilerini enzimlerle etkileserek
ortaya c¢ikarir. Enzimler sadece tipta degil aynm1 zamanda kimya endiistrisinde, gida

sanayinde ve ziraatte biiyiik oneme sahiptir.

Asetilkolinesteraz enzimi kolinerjik sinapsis ve kavsaklarda hem sinir uglarindan hem
de kavsak sonrasi veya postsinaptik membran iizerinde yerlestigi gdézlenmistir. Son
zamanlarda asetilkolinesterazin beyinde nonkolinerjik ndronlarda da bulundugu

gosterilmistir.

Sinir hiicresi (ndron) sinir sisteminin fonksiyonel temel bir birimidir. Farkli sekil ya da
biiyiikliikte olabilir. Sinirsel uyarilar1 elektriksel ve kimyasal yolla iletir. Hiicre gévdesi
biiyliktiir ve ¢ekirdek burada yer alir. Kisa uzantilart dendrit uzun uzantilar1 akson
olarak adlandirilan sinir sistemini olusturan hiicrelerdir. Noron c¢esitlerine gore, néron
gbvdesinden ¢ikan uzantilarin sayist ve sekli degisiktir. Akson ve dendrit denilen
uzantillar1 vardir. Sinir govdesinden ¢ikan ve dallanma gostermeyen sitoplazmik
uzantilar aksondur. Her noronda bir tane bulunur. Gévdeden ¢ikan uzanti, dendritlerle
alian uyarilarin gévdeden ug¢ kisma tasinmasini saglarlar. Dentritler, gévdeden ¢ikan ve
bir agacin dallarim1 andiran, c¢ok sayidaki yapilardir. Diger noéronlardan gelen
elektriksel-kimyasal uyarilari, sinaptik araliktan sinir hiicresinin gévdesine ileten bir
islemcidir. Beynin ve omuriligin disinda yer alan sinir diigiimleri olan gangliyonlar;
sinir hiicresinin govde kismini barindiran kiigiik kitlelerden olusan sinir dokularidir

(Guyton and Hall 1996, Bayrak 2008).
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Sinir hiicresi (ndron)

Asetilkolin (ACh) biyolojik rolii biiylik bir esterdir. Asetilkolinin gii¢lii farmakolojik
etkisi 1906 yilindan beri bilinmektedir. Bu esterin sadece sinir uglarindan etkilendigi
organa veya sinir ucundan ikinci sinir hiicresine implus tasima gorevi olduguna
inaniliyordu. Son yillarda yapilan ¢aligmalar ile bu esterin sadece bu gorevi yapmadigi
ayrica sinir ve kas lifleri boyunca biyoelektriksel akimin olusmasinda da gorevli oldugu
tespit edilmistir (Gliven 2000). Asetilkolin normal kas fonksiyonlari, motor aktivite,
dikkat, korku, endise ve 6grenmede integral bir rol oynar (Ferry et al 1999). Insan,
maymun ve farelerdeki frontal bolge lezyonlar1 karsilagtirildiginda davranislarinda

benzerlik gozlenmistir (Cole1983).

Omurgalilarda ve diger hayvanlarda birbirine yakin sinir hiicresi arasindaki dar
araliklardan sinirsel uyarilarin atlatilarak tasinmasinda rol oynadig: gibi bu uyarilar da
kas hiicresinin kasilmasini baglatir. Sinirsel uyarilarin taginmasi ve kas hiicrelerinin
kasilmasi elektrokimyasal olaylardir. Elektrik¢e yiiklii iyonlar sinir ve kas hiicrelerini
kaplayan membranlar boyunca akar ve bir sinir uyarilmasiyla uzun sinir lifleri boyunca
bir iyon akis1 bir sinapsa ulasincaya kadar devam eder. Orada sinir hiicresindeki ufak
baloncuklar depo edilmis olan tasiyict ACh’in serbest kalmasini saglar. ACh sinaps
boyunca difiizlenir ve yakindaki sinir lif membranina baglanir. Bu baglanma olur olmaz

hiicre membrani boyunca sodyum (Na) ve potasyum (K) iyonlar1 yer degistirir. Boylece
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ikinci bir sinir hiicresinde sinirsel uyarim baslamis olur (Noyan 1996). ACh; kolinerjik
noronlarin govdesinde asetilkoenzim A (CoA)’dan gelen asetil ve kolin’in kolin
asetiltransferaz (ChAT) tarafindan birlestirilmesi ile olusur. Asetil CoA glikoliz
irtintidiir. Kolin’in ise besinler ve hiicre membranindaki fosfolipidler disindaki en
onemli kaynagi ACh hidrolizi sonucu agiga ¢ikan ve yeniden asetilkolin sentezinde
kullanilan kolindir. ACh’in sinapstaki varligi, ChAT ve AChE enzimlerinin etkinligine
baglidir. Uretilen ACh presinaptik néronlardaki vezikiillerde depolanir ve bu vezikiiller,
ndrona sinir uyarisi geldiginde icerigini sinaptik aralia doker. Sinaptik araliga salinan
ACh molekiillerinin ¢ogu postsinaptik reseptorlere baglanir. Reseptorlere baglanmayan
ACh molekiilleri AChE tarafindan yikilir. Postsinaptik nérona baglanan ACh
molekiilleri, sinir uyarisinin diger ndrona iletilmesinin ardindan reseptorden ayrilir,
AChHE tarafindan yikilir ve a¢iga cikan kolin yeniden kullanilmak iizere presinaptik

noron gonderilir.

Uyarilmig bir ndron tarafindan salinan asetilkolin sinaptik araliktan veya néromiiskiiler
bileskeden postsinaptik noron veya kas hiicrelerine dogru birka¢ mikrometre ilerleyerek
burada asetilkolin reseptoriiyle etkilesir ve alict hiicrenin elektriksel olarak uyarilmasini
(depolarizasyonunu) tetikler. Asetilkolin reseptdrii allosterik bir protein olup, iki alfa alt
birimi iizerinde, iyon kapisindan yaklasik 3.0 nm uzaklikta iki yiiksek ilgili baglanma
yeri icermektedir. Asetilkolin baglanmasi iyon kanalinda kapalidan agiga dogru bir
konformasyon degisikligine neden olmaktadir. Islem pozitif kooperatiftir: birinci yere
asetilkolin baglanmas1 ikinci yerin asetilkolini baglama ilgisini artirmaktadir.
Presinaptik hiicreler kisa bir siire asetilkolin salgiladigi zaman, postsinaptik hiicre
reseptoriiniin her iki bolgesi de kisa siireli isgal edilir ve kanal acilir. Bu durumda Na"
veya Ca' zardan gegebilir ve bu iyonlarin hiicre igine akistyla plazma zar1 depolarize
olarak, dokunun tipine gore degisiklik gosteren daha sonraki olaylar1 baslatir.
Postsinaptik bir noéronda depolarizasyon bir aksiyon potansiyelini baglatir.

Noromiiskiiler bileskede ise kas lifinin depolarizasyonu kas kontraksiyonunu tetikler.

Sinaptik yariktaki asetilkolin derisimi normalde, yarikta bulunan asetilkolinesteraz

enzimiyle hizla disiriiliir. Asetilkolin diizeyleri birka¢ milisaniyeden fazla yiiksek
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kalirsa, reseptor duyarsizlagsmasi ortaya ¢ikar. Reseptor kanali, kapali ve asetilkolinin

cok sik1 bagl oldugu iicilincii bir konformasyona doniistir.

Asetilkolinin baglanma bolgelerinden yavas (onlarca milisaniyede) serbestlesmesi,
reseptoriin kapali ve asetilkolin diizeylerine yeniden duyarli oldugu dinlenme durumuna

gelmesine olanak saglar (Nelson and Cox 2005).

Bu durumda asetilkolinesteraz enziminin substratla etkilesmesini ve hidrolizin nasil
olustugu soyle agiklanabilir. Enzimin aktif bolgesi iki alt bolgeden olugsmustur. Birinci

bolge anyonik bolge olan esteratik bolge hidrolizleme gorevini yapar (Giiven 2000).
Asetilkolin (ACh) CH3—8—O—CH2'CH2'N+(MG)3

|
CH3—C—0—CH,-CH,"N"(Me);

Asetilkolinesteraz (AChE) \ OH/ Anyonik bdlge

O  HO—CH,-CH,-N"(M
H,O CH3—( 2 2 ( \ey

AChE tarafindan ACh'in iki basamakta hidrolizi

CH3COOU

4 -

AChE veACh' fizyolojik reaksiyonu (hidroliz)

Normal kolinerjik ileti sinaptik araliktaki asetilkolinin, kolinesteraz enzimleri tarafindan
hizli katalitik hidrolizi yolu ile sonlandirilmasina baglidir. Bu hidroliz sonucu sinaptik

aralikta olusan kolin tekrar presinaptik nérona alinir ve asetilkolin sentezinde kullanilir.
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Asetilkolin molekiiliindeki kolinin besinler ve hiicre membranindaki fosfolipitler

disinda en 6nemli kaynagi bu geri alinan kolindir.

Asetilkolinesteraz (asetilkolin hidrolaz E.C.3.1.1.7): Kolinerjik sinapsislerde bir
ndrotransmitter olan asetilkolini hidrolizler. Asetilkolinesteraz aktif bolge ve katalitik
mekanizma agisindan baska bir enzimde bulunmayan 6zelliklere sahiptir. AChE’1n aktif
bolgesi dar oluk yapinin dip kisimdadir ve iki alt iiniteden olugmustur. Birincisi negatif
yiiklii veya anyonik bolge ikincisi katalitik kismi iceren esteratik bolge ya da katalitik
triad (tiglii) (Ser203, Glu334 ve His447). Katalitik triad substratin agil bolgesine gecici
olarak baglanir. Hidrofobik alt iinite ve agil cebi tetrahedral gec¢is durumunda alkol
grubunu igerir. Oksianyon ¢ukuru negatif karbonil oksijen vererek geg¢is durumunu
stabillestirir. Katalitik triad’a ilave olarak bilinen tiim asetilkolinesterazlar periferik
anyonik bolge (PAS) olarak adlandirilan ikinci bir substrat baglayici bolge igerir. Bu
bolge hem katalitik etkinligin diizenlenmesine (substrat inhibisyonu) hem de AChE’in
pek c¢ok inhibitdr ile etkilesimine aracilik eder. AChE’in B amiloid yumak olusumuna
yol agan katalitik olmayan roliiniin ger¢eklesmesinde periferal anyonik bolge 6nemlidir.
AChE’m G1,G2 ve G4 olmak iizere ii¢ izoformu oldugu bilinmektedir. Alzheimer
hastalarinin beyinlerinin belirli bolgelerinde G4 formunun kaybi nedeni ile G4/G1 orani

azaldigin1 gosteren galigmalar bulunmaktadir (Grisaru et al. 1999, Talesa 2001 ).

Memelilerde; bir tanesi segici olarak ACh’i hidroliz eden AChE, digeri ise ACh ve
diger kolin esterlerini hidroliz edebilen BuChE olmak iizere iki tip kolinesteraz bulunur

(Sahin 2002, Thacker 2003, David et al. 2004).
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Asetilkolin metabolizmasi

Kolinesterazlar, plazma ve diger viicut sivilarinda da bulunmak iizere kolinerjik ve
kolinerjik olmayan dokularda genis bir dagilima sahip enzimlerdir. Substrat
Ozgilliigline, asir1 substrat varligindaki davramiglarina ve inhibitorlere karsi
duyarhiliklarina gore iki gruba ayrilmiglardir. AChE veya gergek kolinesteraz (AChE:
E.C.3.1.1.7, asetilkolin asetil hidrolaz) ve biitirilkolinesteraz (BuChE: E.C.3.1.1.8
acilkolin agcilhidrolaz), spesifik olmayan kolinesteraz veya psddokolinesteraz olarak
bilinir (Nese 2003). AChE tarafindan katalizlenen tepkime enzimatik olarak iki
basamakta gerceklesir. ilk basamakta enzim giiglii bir niikleofil olarak rol oynar. Ikinci
basamakta ise; enzim 6zgil bir serin kalintisinin niikleofilik hidroksil grubu aracilig ile
miitkemmel birparcalayict grup islevi gortir (Demir ve Turkoglu 2005). AChE’1n temel
fonksiyonu kolinerjik nérotransmisyonun sonlandirilmasidir. Fakat asetilkolin ve diger
kolin esterlerini hidroliz eden BuChE’in gercek fizyolojik islevi bilinmemektedir
(David et al. 2004). Kolinesterazlar ayn1 zamanda hiicre yenilenmesi, farklilagmasi,

cesitli etkenler sonucunda olusan strese yanit ve amiloid olusumunda da rol oynarlar.



15

Vertebralarda asetilkolinesteraz (AChE; E.C. 3.1.1.7) ya da gercek kolinesteraz /spesifik
kolinesteraz  ve biitirilkolinesteraz (BChE; E.C. 3.1.1.8) ya da yalanci
kolinesteraz/nonspesifik kolinesteraz olmak {izere iki tip kolinesteraz vardir. Onlar
temel substrat spesifikligi ile ayrilirlar. Ayn1 zamanda ¢esitli dokular ve inhibitorlere
kars1 verdikleri hassasiyetleri de farklidir. Ayrica asetilkolinesteraz vertebral dokularda
birkac¢ farkli molekiiler formda bulunur. Bu formlar arasinda 6nemli bir ayrim vardir.
(Massoulie and Bon 1982). Asimetrik formlar kollojen bir kuyruk iizerinden bazal
laminadaki noromiiskiiler sinaptik araliktaki ekstraseliiler yapilarla biitiinlesmistir
(Taylor et al. 1987). Globuler formlar ise membranin lipit tabakasinin i¢ine yerlesmistir

(Ott 1985).

Asetilkolinesteraz membrana bagli bir enzimdir. Beyinin gri cevherinde, sinir
hiicrelerinde, kasta, akciger, dalak ve eritrositlerde bulunur (Milatovic and Schetinger
2000). Aynm1 zamanda sarkoplazmik retikulum, 16kosit, trombosit, kemik iligi ve
plasentada mevcuttur (Wilson and Nachmansohn, 1954). Asetilkolinesteraz kolinerjik
sinapsiste norotransmitter asetilkolini hidroliz ederek birkag fiziksel olayin

diizenlenmesinde 6nemli rol oynar.

Biitirilkolinesteraz kalp, akciger, bobrek, bagirsak ve serumda bulunur. Metabolizmanin
ester bilesenlerinin olusumunda Onemli bir role sahiptir (Dave 2000).
Asetilkolinesterazin inhibe olmasi ya da yok edildigi durumlarda biitirilkolinesteraz
ayni sekilde asetilkolin seviyesini diistiriir (Li et al. 2000; Chatonnet 2003). Farkli
kromozomlarda kodlanmis olmalarina karsin asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesterazin
bazi homologlar1 %65 ayni aminoasit dizisine sahiptir (Sussman and Silman 1992,

Greig et al. 2001).

AChE aktivitesinin olmamasi dentritik ¢ikintilarin olusumunda, hiicre biyiikligi ve
sayisi ile reseptor dansitesinde bazi anormalliklere yol agmaktadir (Beeri et al. 1997).
Ayni zamanda tek basina ne AChE ne de BuChE asetilkolin metabolizmasinin ve

kolinerjik iletimin saglikli islemesi i¢in yeterli degildir. Yapilan calismalara gére varilan
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nokta hem AChE’nin hem de BuChE’nin noéral gelisim ve kolinerjik iletimde birlikte
aktif rol oynadiklar seklindedir (Xie et al. 2000, Mesulam et al. 2002).

Asetilkolinesterazin ortamda bulunmasi hem asetilkolin sentezi i¢in gereken hiicre ici
kolinin azalmasina hem de sinaptik araliktaki asetilkolinin etkisinin uzamasina yol
acmaktadir (Sahin 2002). Oldukga spesifik olan ve yalnizca asetilkolini hidrolizleyen
ester dis ¢evre ile lifin i¢ kismi arasinda konsantrasyon farkliliklarinin meydana
gelmesine neden olmaktadir. Bu olayin sonunda ester asetilkolinesteraz enzimi
tarafindan hidroliz edilerek inaktif hale getirilir. Hidroliz sonunda iki tane inaktif kisim

meydana gelir. Bunlar kolin ve asetik asittir (Akman 2007).

O

I
(CH3)sN+C,H,; O-C-CH; + H,0 —» (CHz);N + C,H,;OH + CH ;COOH

H,C 0 CH4

kY |
H;C—N? [N
3 “\.—""“"‘0"”"‘ HEC’(E;_?”NOH
3

Noromiiskiiler agir1 uyart sonucu AChE inhibe olabilir. Bu da spazmlara veya 6liimlere
yol agar. Ciinkii kalp kasindaki ciddi aritmi, kas1 bogar. AChE inhibitorleri sinir gazi
olarak askeri alanda uzun zaman kullanilmistir. Onde gelenleri tabun ve sarindir (Gilson

et al. 1994).

Asetilkolin merkezi sinir sistemi ve periferal sinir sistemi i¢in O6nemli bir

nérotransmitterdir. Insan beyninin multiple alanlarinda mevcut olan kolinerjik sinirlerin
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birlesimidir (Perry et al. 1999). Norodejenaratif hastaliklar baglaminda 6n beyindeki
kolinerjik ¢ekirdegin tiim kortikal alanlarina yayildigi tahmin edilmektedir. Asetilkolin
(ACh) diistince ile ilgili sensorlerin tiretilmesi ve segici dikkati diizenlerler (Mesulam et
al. 2004; Sarter et al. 2005). Diger 6nemli bir etkisi kolinerjik sistem ozellikle talamus
ile beyin ¢ekirdegine bagh anterodorsal ve peduculopatinedir. Retikiiler ¢cekirdek dikkat
ve bilinci kontrol eder. Bu sistemin bozulmasi belli klinik motor fonksiyonlarin
bozulmas1 Parkinson semptomlar1 ile iliskilendirilebilir (Perry et al. 1999). On
beyindeki kolinerjik noronlarin kaybi duyu dejenerasyonu Alzheimer hastalarinin
onemli olaylar1 ve diisiinme yeteneklerini yaygin bir sekilde tutar. Alzheimer
hastalarinda kolinerjik diisiinme yapisi ciddi bir sekilde bozulmustur. Bu en sik goriilen
ve Onemli dejeneratif beyin hastaligidir ve giderek artan biiyiik sosyal etkiye sahiptir.
Hastalig1 karakterize eden entelektiiel kdtiilesmenin bazi yonleri, bu hastaligl yaslanma
siireci ile iligkilendirmektedir. Beyin boyutu ve agirliginda bir miktar azalma yani atrofi
ilerleyen yasin kacinilmaz bir sonucudur ancak yalniz basina bu degisiklikler goreli
olarak ¢ok az klinik 6neme sahiptir ve yapisal temeli belirsizdir. Alzheimer hastalig
erigkin yagamin ileri doneminde tanimlanmis olsa da hastalarin biiyiikk ¢ogunlugu
atmiglarin da ya da daha yashidir; goreli olarak daha kiigiik sayida hasta geng ellilerinde
ya da daha gengtir. Neredeyse en sik goriilen mental rahatsizliktir (Ropper and Brown

2006).

Asetilkolin iskelet kasi liflerindeki asetilkolin reseptorlerine baglanarak lifin
kasilmasina neden olur. Asetilkolinin 6grenme ve hafiza ile derin iliskisi bulunur ve bu
ylzden beyinde asetilkolin igeren noéronlar mevcuttur (Akman 2007). Alzheimer
hastalig1 gibi hastaliklarin asetilkolin eksikligi ile derin bir baglantis1 oldugu ig¢in
asetilkolinesteraz enzimini inhibe eden bazi ilaglar bu hastaligin tedavisinde

kullanilmaktadir.

Bir noromiiskiiler hastalik olan myestenia gravis de ise viicut asetilkolin reseptorlerine
kars1 antikor iireterek diizgiin bir asetilkolin sinyal transferini onler. Bu bozuklugun
tedavisinde ise asetilkolinesteraz enzimini inhibe eden ilaglar kullanilmaktadir (Kent

2000).
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Asetilkolinesteraz enzimini inhibe eden ilaclara kolinesteraz inhibitorleri veya
antikolinesterazlar denilmektedir. Kolinesteraz inhibitdrleri asetilkolinesterazin yikimini
inhibe ederek santral ve periferal kolinerjik fonksiyonu giiclendirmektedir. Bu
inhibitdrler, enzimi tersinir veya tersinir olmayan sekilde inhibe ederek asetilkolin
hidrolizini engeller ve reseptorler lizerinden artmis bir etkinin ortaya ¢ikmasina neden

olurlar (Ercan 2002).

Asetilkolinesteraz inhibitorleri Myastenia Gravis, glukom ve Alzheimer hastaligi gibi
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Alzheimer hastaligi tedavisi i¢in ilk olarak
takrin ve daha sonra donezepil, rivastigmin ve galantamin kullanima girmistir. Takrin
ve rivastigmin, asetilkolinesteraz ve biitirilkolinseterazin her ikisini de inhibe ederken,
donezepil ve galantamin spesifik olarak asetilkolinesterazi inhibe etmektedir (Porcelli et

al.1999, Alasehirli 2005).

Tetraalkilamonyum iyonlari, kuarterner amonyum alkolleri, sarin ve soman gibi sinir
gazlarimi da i¢ine alan organofosfatlar, malation ve diazinon gibi bocek oldiiriiciiler,

huperzin A gibi maddelerde asetilkolinesteraz inhibitdrleri arasinda yer almaktadir.

Yapilan bir ¢caligmada asetilkolinesteraz inhibitorii olarak 6-metoksi -takrin ve N-eptyl-
Takrin gibi takrin tiirevleri de sentezlenmistir (Porcelli et al 1999). Yine yapilan bir
calismada Alzheimer hastaligi tedavisinde kullanilmak iizere fizostigmin tiirevi olan
phenserine’nin inhibisyon c¢alismasi yapilmistir (Al-Jafari et al. 1998 ). Baska bir
calismada da insan eritrosit asetilkolinesteraz aktivitesi iizerine prokain, tetrakain,
lidokain gibi lokal anestezik ilaclar ile antidepresan ve anti-parkinson bir ila¢ olan

imipraminin etkileri incelenmistir.

1.1. Afinite kromatografisi

Afinite kromatografisi, ayirma teknolojisinde egsiz bir yer tutar; ¢ilinkii bu yontem.
hemen hemen biitiin biyomolekiillerin biyolojik fonksiyonlar1 veya 6zel kimyasal

yapilar esasina dayanarak saflagsmasin1i miimkiin kilar. Bu teknik diger kromatografi
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tekniklerden daha sonra gelistirilmesine ragmen, uygulama sahasi ¢ok hizli gelismistir.
Bugiin bu teknik biyokimyasal ¢alismalarla ilgilenen hemen hemen her laboratuvarda

kullanilmaktadir.

Afinite kromatografisi bir ¢esit adsorbsiyon kromatografisi olup, saflastirilmasi istenen
molekiiliin,"matriks" adi verilen bir kolon maddesine kovalent olarak immobilize
edilmis bir komplementer baglanma bilesigine (ligand) spesifik ve tersinir baglandigi
bir tekniktir. Saflagtirma ¢ogu zaman bir ka¢ bin kat olur ve aktif materyalin geri
kazanilmasi genelde ¢ok yiiksektir. Diger tekniklerle ¢ok basamakli islemler gerektiren,
cok zaman alan hatta ayrilmasi miimkiin olmayan bir¢ok biyolojik materyaller, bu
teknikle bir tek basamakta gerceklestirilir. Afinite kromatografisinin konsantre etkisi de
vardir; bundan dolay1 biiyiik hacimlerle de ¢alismak miimkiindiir. Ayirimlarin yiiksek
secicilikleri, birbirini etkileyen molekiillerin tabii spesifitesinden kaynaklanir. Bu

sebepten dolay1 afinite kromatografisi su amagla kullanilabilir:

a) Kompleks biyolojik karisimlardan maddeleri saflagtirmak i¢in,
b) Baz1 maddelerin denatiire olmus sekillerinden tabi sekillerini ayirmak igin.

¢) Kirletici biiyiik miktarlardan kii¢lik miktardaki biyolojik materyalleri ayirmak igin.

Afinite kromatografisi ilk defa 1910 yilinda amilazin, ¢6zlinmeyen nisastaya
adsorbsiyonu sonucu izolasyonunda kullanilmistir. Fakat kovalent olarak ligandlarin
baglanabilecegi dayanikli kolon materyallerinin bulunmayisi bu teknigin uygulanmasini
geciktirmistir. Bununla birlikte 1967'de Axen. Porath Ernback primer amino grubu
ihtiva eden molekiillerin, siyanojen bromiirle aktive edilmis polisakkarit matrikslerine
baglanabilecegini kaydetmislerdir. Bu da afinite kromatografisinin rutin bir ayirma
teknigi olarak baglangicini teskil etmistir. Siyanojen bromiir aktivasyonu da, bugiin
ligandlar1 baglamak i¢in kullanilan en genel bir yontem olmustur. Pharmacia Fine
Chemicals, 1972 yilinda siyanojen bromiir ile aktiflestirilmis Sepharose jelini gelistirdi,
boylece immobilize edilecek ligandlar i¢in dayanikli ve hazir bir ortam elde edilmis

oldu. Cok yakin zamanda farkli fonksiyonel gruplar vasitasiyla matrikslere immobilize
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edilen bir seri ligand elde edildi; boylece bir¢ok biyolojik madde ve hiicreleri glivenilir

sekilde ayirabilecek spesifik adsorbanlar hazir hale getirildi.

Afinite kromatografisinin genel prensibi:

Afinite koromatografisinin genel prensibi Sekil. 1.1'de 6zetlenmistir.

1 + by — L/

Matriks Ligand

h

2 Ly E —_— ‘_T /E +  safsizliklar

; ‘_L_/E — ‘-r__.HEl

Sekil 1.1. Afinite kromatografisinin genel prensibi 1'de ligand matrikse kovalent baglanir, 2'de
saflastinlacak numune kolona adsorbe olup. Safsizliklar akar ve 3'de numune elde edilir.

Bagarili bir aymrim, biyospesifik ve matrikse kovalent baglanabilecek bir ligand

gerektirir. Bununla birlikte su iki husus ¢ok 6nemlidir;

a) Immobilize edilen ligandin numune igin spesifik baglama afinitesi olmas.
b)Safsizliklar aktiktan sonra, bagli numunenin aktif bir sekilde se¢imli desorpsiyonu

icin kullanilabilir bir yontem bulunmasi dnemlidir.

Afinite kromatografisinin en sik kullanildig1 biyolojik sistemler cizelge 1.1°de

gosterilmistir.
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Cizelge 1.1. Afinite kromatografisinin en ¢ok uygulandigi biyolojik sistemler.

Saflagtirllacak madde Ligand

Enzim Substrat, inhibitor, kofaktor

Antikor Antijen, viriis, hiicre

Lektin Polisakkarit. glikoprotein, hiicre yiizey reseptorii hiicre
Niikleik asit Komplementer baz dizisi, histon, niikleik asit

Polimeraz, baglayici protein

Hormon, vitamin Reseptdr, tasiyici protein
Hiicre Hiicre ylizeyi spesifik proteini, lektin
Matriks

Afinite kromatografisinde matriks olarak; Sephadex, Sepharose ve Bio-gel gibi farklh
jeller kullanilmaktadir. Bunlar i¢inde en ¢ok kullanilan Sepharose, inci seklinde dizilmis
bir agaroz jelidir. Bu jel, biyolojik aktif molekiillerin immobilizasyonu isleminde

basarili bir matriks i¢in gerekli olan biitlin 6zelliklere sahiptir.

OH
CH,OH Q
0}
v
H o - 0
/° 0

OH

D-galaktoz 3,6-anhidro-L-galaktoz

Agarozun yapist.

Seker kalintilar1 lizerindeki hidroksil gruplari, bir ligandin kovalent baglanmasi i¢in
kolayca derivatize edilebilir. Bunlardan Sepharose-4B en iyisidir ve en c¢ok
kullanilanidir. Jel filitrasyon kromatografisindeki disarilama limiti, (molekiil agirligi
olarak) 20x10° olan Sepharose-4B'nin agik porlu yapisi, i¢ tarafim ligand baglanmasina
miisait hale getirir ve biiyiik molekiiller i¢in bile, iyi bir baglanma kapasitesi temin eder.

S6z konusu jel, oldukca yiiksek spesifik adsorbsiyon gdsterir; bunun boyle olmasi,
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afinite kromatografisinin giiciinlin spesifik etkilesmelere bagli olmasindan dolay1
zaruridir. Sepharose jeli kiiresel ve rijit bir yapiya sahiptir, lizerinde yapilan islemlerden

sonra jel'in bu yapis1 degismez.

Sepharose lizerinde hazirlanan adsorbanlar: Yiiksek ve diisiik pH, deterjanlar, disosiye
edici maddeler gibi ¢ok degisik sartlara dayaniklidir. Fakat organik ¢6ziiciilerin, yliksek
sicakliklarin, guanidin hidrokloriir, gibi parcalayici eliientlerin gerektigi durumlarda,
kovalent sekilde capraz baglanmis Sepharose olan. Sepharose-CL en ideal ortamdir.
Mesela; Protein A-Sepharose-CL-4B  ve Blue Sepharose-CL-6B adsorbanlari
Sepharose-CL 1lizerinde hazirlanmistir. Sepharose-CL'in destek maddesi oldugu
adsorbanlar az miktarda substitiie olmuslardir ve Sepharose-4B'ye bagli adsorbanlardan
daha az kapasiteleri vardir; ¢linkii ¢apraz baglama, ligandin baglanabilecegi bolge

sayisini azaltir.

Ligand

Afinite kromatografisi i¢in ligand se¢imi iki faktor tarafindan etkilenir. Birincisi. ligand
saflastirilacak madde icin spesifik ve tersinir baglama afinitesi gostermelidir. ikincisi,
ligandin baglama afinitesini tahrip etmeden matrikse tutunmasini saglayan kimyasal
olarak modifiye edilebilen gruplar1 olmalidir. Ligandin maddeyi baglama afinitesinin
serbest ¢ozeltide 10*-10®* M arasinda olmasi idealdir. 10™ M'dan daha biiyiik ayrisma
sabitlerini i¢ine alan etkilesmeler (mesela bir enzim ve zayif bir inhibitorii arasindaki
iligki gibi), basarili afinite koromatografisi igin uygun degildir. 10® M'dan daha kiigiik
ayrigma sabitlerine sahip olan maddelerden (mesela bir hormon ve reseptorii arasindaki
iliski gibi)"den meydana gelen afinite koromatografisinde ise, bagli maddenin inaktive
etmeden eliisyonu zor olacaktir. Eger baglanma kompleksinin dayanikliligi hususunda
herhangi bir bilgi bulunamiyorsa deneme yanilma ydntemi kullanilmalidir. Ligandin
matrikse baglandigi bolgenin se¢imi de 6nemlidir. Ligand cesitli fonksiyonel gruplara
sahipse saflastirilacak molekiille en az ihtimalle spesifik etkilesme verecek grup

vasitastyla matrikse baglanmalidir.
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Uzant1 Kolu

Biyolojik bir maddenin aktif bolgesi genellikle molekiiliin derinliklerine yerlesmistir.
Kiiciik ligandlar1 (enzim kofaktorleri gibi) dogrudan matrikse baglamak suretiyle
hazirlanan adsorbanlar, matriks ile liganda baglanan maddeler arasinda sterik
engellemelerden dolay: kiigiik ayirma kapasitesi gosterebilirler. Bu durumlarda uzanti

kollan etkili baglanmay1 kolaylastirmak i¢in matriksle ligand arasina sokulurlar

(Sekil.1.2).

> < Aktif bolge /\/\/\/{>

Ligand Uzant1 kolu

Sekil 1.2. Uzant1 kolunun afinite koromatografisindeki rolii

Uzant1 kolunun uzunlugu da 6nemlidir. Sayet ¢ok kisa ise, kol etkisiz olur ve ligand
numunedeki maddeyi baglayamaz. Aksine ¢ok uzunsa, spesifik olmayan etkiler fazla
olur ve ayirmanin segiciligi azalir. O'Carra ve arkadaglari, ¢ok uzun uzanti kollarinin
numunedeki maddelere hidrofobik etkilesmelerle baglandigini gostermistir. Spesifik

olmayan hidrofobik etkilesmeler, afinite kromatografisinde arzu edilmez.

Ligandi Baglayacak Jelin Secimi

Ligandi baglayacak jelin uygun sekilde secimi i¢in; Ligand molekiiliinde bulunan
baglanma gruplarinin tipi, Saflastirilacak madde ile baglanma reaksiyonunun tabiatina

dikkat edilir.
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Ligandin matrikse kovalent baglanmasi, normal baglanma reaksiyonunu minimum
engellemek amaciyla, molekiiliin en az etkili bdlgesine yapilmalidir. Mesela, amino
gruplar1 ihtiva eden bir enzim inhibitorli, matrikse amino gruplar1 vasitasiyla
baglanabilir; bu suretle inhibitoriin enzimle spesifik baglanma afinitesi korunmus olur.
Bununla birlikte amino gruplar1 da baglanma reaksiyonuna girerlerse, bu durumda
zaruri olmayan baska bir grupla baglamak gerekecektir. Ligandlardaki baglanma
bolgelerinin yeri hakkinda onceden bilgi bulunmadigi durumlarda, deneme- yanilma

yontemi kullanilmalidir.

Ligand1 immobilize etmek i¢in cogunlukla kullanilan gruplar Cizelge 1.2'de verilmistir.
Bu gruplarin her biri tarafindan ligandlarin baglanabilecegi jeller de karsilarinda

gosterilmistir.
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Cizelge 1.2. Ligandlar1 immobilize etmek
jeller.

icin kullanilan gruplar ve baglanabildikleri

Ligand Fonksiyonel Baglanacak jel
grup
Aktiflestirilmis tiyol- Amino CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B
Sepharose-4B
Aktiflestirilmis tiyol- CH-Sepharose-4B
Sepharose-4B Aktiflestirilmis CH-Sepharose-4B
Epoksi aktiflestirilmis Sepharose-6B
Karboksil AH-Sepharose-4B
Tiyol Tiyopropil-Sepharose-6B
Aktiflestirilmis tiyol-Sepharose-4B
Epoksi-aktif. Sepharose-6B
Seker Hidroksil Epoksi-aktif. Sepharose-6B
CH-Sepharose-4B
Amino Aktif. CH- Sepharose-4B
Epoksi-aktif Sepharose-6B
Poliniikleotit Karboksil AH-Sepharose-4B
Amino CNBEr ile aktiflestirilmis
Sepharose- 4B
koenzim, kofaktor, amino, Tiyopropil Sepharose-6B Uzant1 kollu jel
kullanilarak
antibiyotik, steroit vs. karboksil,tiyol
veya hidroksil
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Siyanojen bromiir aktivasyonu

Sepharose-4B ile siyanojen bromiir'iin reaksiyonu, proteinler, niikleik asitler veya diger
biyopolimerlerin, 1limli sartlarda amino gruplar1 veya benzer niikleofilik gruplar
vasitasiyla baglanabilecegi bir iirlinii netice verir. CNBr, Sepharose tizerindeki hidroksil
gruplari ile reaksiyona girer. Aktiflesmis gruplar, ligandin primer amino gruplariyla

reaksiyona girerek izotire olustururlar (Sekil.1.3).

NH
on CNBr RNH o0—c—NHR

izolre

Sekil 1.3. CNBr ile aktiflestirilmis matrikse primer amino grubunun katilmasi.

Cok noktal1 baglanma, proteinlerin ve diger biyopolimerlerin matriksten hidroliz
olmamasini saglar. Aktivasyon islemi, Sepharose'u ¢apraz baglar ve bdylece kimyasal

dayaniklilik artar. Bu da eliisyon sartlarinin seciminde daha fazla bir esneklik saglar.

CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B protein ve niikleik asit gibi ligandlann
baglanmasinda kullanilir. Mesela, insan hemoglobini CNBr ile aktiflestirilmis
Sepharose-4B'ye baglanmistir ve bu adsorban. antihemoglobin antikorlarini
fraksiyonlamak i¢in kullanilmigtir. Bu islem, azalan pH ve artan asetik asit
konsantrasyonu ihtiva eden bir eliient kullanmak suretiyle bagarilmistir. Ayni1 zamanda
CNBr ile aktiflestirilen Sepharose-4B, spesifik antikorlar1 saflastirmak icin adsorban
hazirlamada kullanilir; bu antikorlar, daha sonra immunassay'de kullanilmak ig¢in
isaretlenirler (radyoaktif madde ile). CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B kullanilarak
hazirlanan ve transferrin veya anti-transferrin ihtiva eden adsorbanlar, iki yil siireyle

aktivite kaybr olmaksizin tekrar tekrar kullanilmislardir. CNBr yontemi kullanilarak
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DNA'da, Sepharose-4B'ye baglanmistir ve DNA-Sepharose, hem niikleik asitlerin, hem

de DNA’y1 baglayan enzimlerin saflastiriimasinda kullanilmastir.
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2. KAYNAK OZETLERI

1921 yilinda invivo hiicrelerde kan akiminin artisiyla kirmizi hiicrelerde yogunluk artis
ilk kez goézlenmistir. Bu prensiple Sabine (1955) basit bir santrifiigasyonla kirmizi
hiicreleri aymrabilmistir. Geng ve yaslt hiicreler olarak iki sinif gostermistir. AChE
aktivitesinin ikinci grupta daha disik oldugu tespit edilmistir. Ayni metodla
Kadlubowski ve Agutter (1977) kirmiz1 hiicreleri 8 gruba ayirmis ve AChE aktivitesinin
hiicrenin yas1 ile azaldigi sonucuna varmustir. Farkli yasghi gruplarinda hiicrenin
kararliliginin zayiflamasi yasa bagh degisimlerin sadece niteliksel bir degerlendirme
icermesi bu yaklasimin dezavantajidir. Simdiki ¢alismalarda immiinelektroforez ile
birlestirilen kisimlara ayrilmis bir freol/Triosal siireksiz fraksiyonu ile hiicrelerle ilgili
daha fazla degerlendirme elde etmek miimkiindiir (Galbraith and Watts,1980). Kirmizi
hiicredeki enzimin protein miktarinin orani ve spesifik aktivite kadar total aktivitenin

ylizdesini de hesaplamak miimkiindiir.

Ik defa 1938 yilinda elektrik baliginin (Torpedo mommoreta) elektrik organinda
ekstraksiyon yoluyla saflastirilan bu enzim diger esterazlardan asetilkolini hidrolize

etmesi Ozelliginden dolay1 kolaylikla ayirt edilebilmektedir. Diisiik konsantrasyonda



29

substrat enziminin aktif bolgesindeki proteinin ¢ok az bir miktar ile reaksiyona girer

(Akman 2007).

Asetilkolinesteraz enzimi insan eritrositlerinden, balik karaciger ve beyninden yine
balik tizerinde yapilan calismalarda baligin plazma ve eritrositlerden, kobra yilani
zehrinden bildircin beyninden izole edilmistir. Literatiirde belirtildigi gibi Main ve
arkadaslar1 (1974) tarafindan yapilan calismada at serumundan saflastirilma orani 4160
kat, bagka bir ¢aligmada insan eritrosit asetilkoliesterazinin saflastirilmasinda bu oran
4818 kat bulunmustur (Rosenberry and Scoggin 1984). Chhajani et al (1989) tarafindan
bir baska c¢alismada insan eritrositinden asetilkolinesteraz enzimin saflastirilmasi
sonucu saflagtirma oran1 113000 kat olarak, Ralston et al (1985) tarafindan yapilan
calismada da cenin durumundaki sigir serumundan saflastirilan asetilkolinesteraz
enziminin saflagtirma oran1 44000 kat olarak, yapilan bir bagka c¢alismada Waxmoth
(Galleria mellonella L.). beyninden saflastirilan asetilkolinesteraz enziminin saflastirma
oran1t 283 kat olarak bulunmustur (Akman 2007). Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda
inhibitor olarak N-metilacridinium (Dudai et al. 1972; Sekar et al. 1980) edrophonium
(Chan et al. 1973; Hodgson et al.1983) ve procainamid (Ralston et al. 1983; De la Hoz
et al 1986) kullanilan ligand afinite kromotografisi ile saflastirilmistir. Corroll ve
arkadaslarinin yapmis oldugu calismada ise takrin afinite kromotografisi ile
asetilkolinesteraz enzimi yilan balifindan %92 sigir eritrositlerinden %59 ve elektrik
baligindan %27-60 verimle saflagtirma islemi yapilmistir. Takrin afinite jelinin diger
kullanilan jellere iistiinliigli ise; sentezinin daha kolay olmasi, daha ucuz olmasi ve
cesitli biyolojik materyallerden AChE nin spesifik olarak saflastirilmasinda segiciligi
tespit edilmistir (Corrol et al 1995).

Lesser grain borer’dan afinite kromotografisi ile AChE saflastirilirken zhu ve blindley
tarafindan tanimlanan afinite ligandi 3 karboksi fenil, ethyl dimetil amonyum afinite
ligand1 olarak hazirlanirken bazi modifikasyonlarda yapilmistir. Enzim %354 verimle
771 kat saflastirilmigtir (Zhu et al 1998). Kato ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir
calismada insan eritrosit AChE’dan 5 tryptic peptidden elde edilen aminoasit

seguencenin insan plazma kolinesterazi ile homolog olmadig1 gdzlenmistir. Ustelik bu
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seguenceler diger memelilerle karsilastirildiginda fetal sigir serum AChE’in aminoasit
seguencenin insan AChE enzimi ile %90 nin {izerinde ve insan plazma kolinesterazi ile
%50 homolog gostermistir (Chapman et al 1990). Gazula Valeswara Rao yapmis
oldugu AChE’in yapisal ¢alismalarinda farkli baglanma bdélgeleri olduguna isaret eder
anyonik subsrat baglanma bdlgesi selektif aromatik katyon baglanma bolgesi periferal
anyonik baglanma bdlgesi ve esteratik bolge olmak iizere esteratik bolgenin i¢inde
serin ve histinin imidazol ve hidroksil zinciri tizerinden ACh molekiiliiniin esteratik ve
anyonik bolge katalitik merkezi etkilestigini bulmuslardir (Susman et al ., 1991). AChE
ile ACh elektrostatik etkilesiminde pH 6nemli bir rol oynar. AChE aktivitesi i¢in belirli
bir pH aralig1 belirlenmistir. Bu aralik pH:5’ten pH:9’a kadardir. Bu aralik inhibisyonu
sOyle etkiler pH:5 ile pH:6 arasi inhibisyon %20 ile %40 notral ve alkali pH’larda ise
inhibisyon %40 ile %60 olarak belirlenmistir (Cole et al). AChE’n inhibisyonu aktif
bolgedeki serinin fosforilasyonu iizerinden gerceklesir. Inhibisyonda sarin ve soman
gibi ¢ogu kimyasal savas ajanlari kullanilmistir. Ayni zamanda AChE inhibitorleri
myestenia graves ve glukoma gibi hastaliklarin tedavisinde terapatik ajan olarak da
kullanilmigtir. Son yillarda 6 metoksi acrine ve N eptylacrine gibi takrin tiirevlerinden
sentez yapilmis fakat en iyi inhibisyon takrinde gézlenmistir. N eptylacrine yapisindaki
eptyl grubunun sterik engelinden dolay1r aminoacridine halka sisteminde bozulmaya

sebeb olusmustur.

Calismanin Amaci

AChE enzimi afinite kromatografisi ile ilgili literatiirde ¢ok detayli saflagtirma
prosediirii yoktur. Enzimin Sepharose 4B matriksi kullanilarak afinite kromatografisi
teknigi ile saflastirilmasi ile ilgili hi¢bir bilgiye rastlanmamistir. Bu amagla ilk defa
AChHE enzimi mevcut metotlara gore farkli bir afinite jeli hazirlanip saflagtirilmasi yeni

bir yontem olarak literatiire katki saglayacagi calismamizi 6nemli kilmaktadir.

Bu tez kapsaminda enzime ait daha Once bilinen inhibitorlerinden ligand olarak
kullanilabileceklerimiz i¢in 6n ¢alismalar yapildi. Afinite jeli hazirlandi ve AChE

saflastirilmasi gerceklestirildi.
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1) AChE enziminin takrin inhibitériinden faydalanilarak sepharose 4B matriksi
kullanilarak afinite jeli hazirlandi.

2) Hazirlanan jel kullanilarak eritrositlerden AChE enzimi saflastirildi.

3) Afinite ile saflastirllan AChE enzimi i¢in optimum pH, optimum sicaklik, K, ve
Vmax g1b1 kinetik parametreler tespit edildi

4) Kullanilan afinite kolonunun baglanma kapasitesi sicaklik, pH ve iyonik siddet gibi
parametreleri hesaplandi

5) Takrin inhibitorii i¢in K; ve Is, degerleri belirlendi.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.2. Kullanilacak Kimyasal Maddeler

Calismamizda standart serum albumin, sodyumfosfat, sodyum hidroksit,%0.9’luk
sodyum klortir, triton X-100, EDTA, Tris-HCI, DTNB, Asetiltiyokolin iyodat, triklor
asetik asit (TCA), hidroklorik asit, akrilamid, N,N'-metilen bisakrilamid, coomassie
brillant blue G-250, coomassie brillant blue R-250, sodyum dodesilsiilfat (SDS),destile
su, PER, Tris-HCI, TEMED, Glisin, Bromtimol mavisi, Asetik asit, metanol,

izopropanol, taze kan kullanildi.

3.3. Yararlanilacak Alet ve Cihazlar

Masa santrifiijii
Sogutmali santrifiij
Sogutmali santrifiij
Spektrofotometre
pH metre

Elektroforez tanki

: MSE Mistral 2000

: Heraeiis Sepatech (Suprafuge 22)

: Hermle Z 323 K(Germany)

: CHEBIOS s.r.1. (Optimum-one/UV-VIS)
: Schott pH-Meter CG840

: BIO RAD (dikey)

Peristaltik pompa : Ismatec

Karstirier (Shaker) : GFL 3025

Karistirict (Vorteks) : Fisons whirli-mixer

Hassas terazi : Gecavery (UK)

Otomatik pipet : Eppendorf

Calkalayici : Midi Dual 14

Magnetik karigtirict  : Chilten Hotplate Magmetic Stirrer HSBI

Saf su cihazi

Kar makinesi

: Barnstead Easy Pure UV/UF

: Scotsman AF-20 (Authomatic ice machines)
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Liyofilizator : Snijders

Gii¢ kaynagi : 1-Bio Rad Power Pac 3000
Buzdolaplar : Arcelik

Derin dondurucu : Sanyo medical freezer (-20°C’ye kadar)

Derin dondurucu : Sanyo Ultra Low (-85°C’ye kadar)

3.4. Kullanilacak Cozeltilerin Hazirlanmasi

Biyokimyasal ¢aligsmalarda kullanilacak ¢ozeltilerin kullanilis yerleri ve hazirlanis

sekilleri asagidaki gibidir:

1. 1M Tris-HCl 5mM EDTA pH=8 (enzimin aktivite tayini i¢in kullanildi): 30.27gram
Tris, 0.37g EDTA 200ml destile suda ¢oziildii.1 N HCI ile pH=8'e kadar titre edildi ve
daha sonra toplam hacim destile suyla 250 ml’ye tamamlandi

2. 10 mM 50 ml asetil tiyokolin iyodat (enzimin aktivite tayini i¢in kullanildi): 0,145g
asetil tiyokolin iyodat tartilarak destile su ile 50 mililitreye tamamlandh.

3. %1 sodyum- sitrat, 0.5mM DTNB(enzimin aktivite tayini i¢in kullanildi):0.5 g
sodyum sitrat ve 0.01 gram DTNB tartilarak destile su ile 50 ml’ye tamamlandi.

4. 9%0.9 NaCl cozeltisi (taze kandan ayrilan eritrositleri yikamak i¢in kullanildi): 0.9 g
NaCl tartilarak destile su ile 100ml’ye tamamlandi.

5. 0.1IM Na,HPO, pH=7,4 (Hemolizat hazirlama asamasinda elde edilen ¢okelegin
aliacagi tampon): 26,8 g (0.1 mol) Na,HPO,4 -7H20, 950 ml destilesuda ¢oziildii. 1 N
HCI ile pH=7,4'e kadar titre edildi. Daha sonra toplam hacim destile suyla 1L’ye
tamamlandi.

6. %1’lik Triton X-100 (Enzimi membranlardan s6kmek i¢in kullanilan ¢ozelti): 50 pl
Triton X-100 alinarak 0.1M Na,HPO4 pH=7,4 tamponu ile 5 mL’ye tamamlandi.

7. 0,1 M NaHCO; pH=10 (CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ ye tirozin takilirken
yikamada kullanildi): 2,1 g (0,025 mol) NaHCO3; 200 ml destile suda ¢oziildi. 1 N
NaOH ile pH=10 kadar titre edildi, daha sonra toplam hacim destile suyla 250

mililitreye tamamlandi.
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8. 0,2 M NaHCO; (pH=8,8) (tirozin takili jelin aynm1 tamponun i¢ine alinmasinda
kullanildi): 0,84 g (1.10 mol) NaHCOs 80 ml destile suda ¢oziildii. 1 N NaOH ile pH=8,8
kadar titre edildi, daha sonra toplam hacim destile suyla 100 mL’ye tamamlandi.

9. 0,05 M Tris-SO4 (pH: 7,4) (takrin kenetlendirilmesinde Sepharose-4B-L-tirozin
siispansiyonunun yikanmasinda kullanildi): 1,211 g Tris 150 ml destile su igerisinde
coziilerek, 1 N H,SOy ile pH’s1 7,4’e getirildikten sonra hacim destile su ile 200 litreye
tamamlandi.

10. 0.1M Na,HPO4 pH=7,4 (Sepharose-4B-L-tirozin afinite jelinin dengelenmesinde ve
yikanmasinda kullanilan tampon) : 26,8 g (0.1 mol) Na,HPO4 -7H20, 950 ml destile
suda ¢ozildii. 1IN HCI ile pH=7,4'e kadar titre edildi. Daha soma toplam hacim destile
suyla 1 litreye tamamlandi.

11. 200 mM NaCl igeren 10 mM Na,HP0, pH=7,4 (Sepharose-4B-L-tirozin afinite
jelinin eliisyonunda kullanilacak tampon): 11,7 g (0,2 mol) NaCI ve 2,68 g (0,01 mol)
Na,HP04.7H,0, 950 ml destile suda ¢oziildii. 1N HCI ile pH=7,4'e kadar titre edildi.
Daha sonra toplam hacim destile suyla 1 litreye tamamlandi.

12. Coomassie brillant blue G-250, reaktifi (proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan
¢ozelti): 100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 ml %95’lik etanolde ¢oziildii, bu
cozeltiye %95°lik 100 ml fosforik asit ilave edilerek ¢ozeltinin hacmi, saf su ile 1 litreye
tamamlandi.

13. SDS-PAGE Elektroforezi i¢in kullanilan ¢ozeltiler:

i) 1 M Tris-HCI tamponu pH=8,8: 12,114 g (0,1 mol) Tris, 80 ml saf suda ¢oziildii, 1
N HCl ile pH=8,8'e ayarland1 ve son olarak toplam hacim 100 ml'ye tamamlanda.

ii) 1 M Tris-HCI tamponu pH=6,8: 12,114 g (0,1 mol) Tris, 80 ml saf suda ¢oziildii, 1
N HCl ile pH=6,8'e ayarlandi, toplam hacim 100 ml'ye tamamlandi.

iii) Numune tamponu:0,65 ml 1 M Tris-HCI (pH=6,8), 3 mL %10'lik SDS ve 1 ml %
100'lik gliserin, 1 ml 0,1'lik brom timol mavisi karistirilarak, son hacim saf su ile 10
ml'ye tamamlandi. Bu tampona kullanmadan hemen o&nce 0,950 mL numune

tamponunda 50 jal olacak sekilde (3-merkaptoetanol) ilave edildi.
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iv) Yirtitme tamponu: 1,5 g Tris ve 7,2 g glisin, 50 ml saf suda ¢6ziildii, daha sonra
bunun iizerine 5 ml % 10'lik SDS ilave edilerek toplam hacim saf suyla 500 ml'ye
tamamlandi.

v)  Renklendirme ¢ozeltisi: 0,66 g Coomassie Brillant Blue R-250min 120 ml
metanolde ¢éziinmesi ve bunun iizerine 24 ml saf asetik asit ile 120 ml destile suyun
ilavesiyle hazirlandi.

vi) Renksizlestirme ¢ozeltisi: %7,5 asetik asit % 5 metanol ve % 87,5 destile suyun

karigtirtlmasiyla hazirlandi.

3.5. Yontemler

3.5.1. Protein tayini

3.5.1.a. Kalitatif Protein Tayini

Kalitatif protein tayini, 280 nm’de proteinlerin yapisinda bulunan triptofan ve tirozinin
maksimum absorbans gostermesi esasina dayanmaktadir (Segel 1968). Bu metod
yardimiyla kromatografi islemlerinde fraksiyon toplayicist yardimiyla esit hacimde
almman biitiin fraksiyonlarda kalitatif protein tayini yapildi. Fraksiyonlar kuvartz

kiivetlere alinarak, absorbanslar1 spektrofotometre’de kore karsi okundu.

3.5.1.b. Bradford Yontemi ile Protein Tayini

Bu metodla hemolizat, afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim ¢dzeltilerinde
protein tayini yapildi. Bu yontem, proteine Coomessie brillant blue G-250’nin
baglanmas1 esasina dayanir. Olusan kompleks 595 nm’de maksimum absorbans
gosterir. Proteine boyanin baglanmast ¢ok hizli gelisir. Protein—boya kompleksi
cozeltilerde uzun siire kalir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pug arasindadir (Bradford

1976).
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Tayin islemlerinde su yontem takip edildi: 1 ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden standart
sigir albiimin ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ul alindi.
Saf su ile tiim tiiplerin hacmi 0,1 ml’ye tamamlandi ve 5 ml renklendirme reaktifi
tiiplere ilave edilip vortex ile karistirildi. 10 dakika sonra 595 nm’de 3 ml’lik kiivetlerde
kore karsi absorbans degerleri okundu. Kor olarak 0,1 ml ayni tampon ve 5 ml
renklendirme reaktifinden olusan karisim kullanilacak ve absorbans degerlerine karsilik

gelen g protein degerleri standart grafik haline getirildi.

3.5.2. insan Eritrosit AChE Enziminin Aktivitesinin Ellman Metoduyla Tayini

Kolinesteraz aktivite tayini, giiclii antikolinesteraz aktivitesi tasiyan insektisitlerle
olusan akut ve kronik zehirlenme olaylarinda tedaviye yon verilmesi bakimindan klinik
yonden Onemlidir. Serum ve eritrosit kolinesteraz aktivite degerleri gesitli patolojik

durumlarda anlaml: bir klinik veri olarak kabul edilmektedir.

Asetilkolinesteraz asetilkolinin tiyokoline hidrolizini katalizler. Tiyokolinin olusum
orani, 5-tiyo-2-nitrobenzoik asitin olusumundan kaynaklanan bir sar1 rengi {ireten 5,5-
ditiyobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) ile tiyokolinin reaksiyonunun takibi ile Sari

renkli anyonun olusum orani 412 nm’de 6l¢iildii. (Ellman et al. 1961).

Asetiltiyokolin iyodat — Tiyokolin + Asetat

Tiyokolin + DTNB — 5-Tiyo-2-nitrobenzoik asit + Okside tiyokolin

Aktivite dl¢limiinde kullanilan deney prosediirii agagidaki tabloda gosterilmistir.
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Kor(ul) Sistem (ul)
IM Tris-HCL, 5 mM EDTA, pH: 8.0 100 100
%1 lik Sodyum sitrat i¢inde 0,5 mM 50 50
DTNB
1:10 su da seyreltilmis 1:20 hemolizat 10 10
H,O 840 790
Karisim 37°C *de 10 dk inkiibe edildi.
10 mM Asetiltiyokolin iyodat 50

Sistemin optik yogunlugundaki artis 412 nm’de 10 ila 15 dk i¢in kore karsi ol¢iildii.

(Ellman et al. 1961).

Aktivite Olglimleri sonucunda Asagidaki formiil kullanilarak enzim unitesi

hesaplanmistir (Asetil tiyokolin iyodat i¢in molar Absorbtivite kat sayis1 13,6)

AOD VC
EU=—— x x f

13.6 VE
EU = ml basina enzim iinitesi
AOD = 412 nm’de optik dansitenin dk. basina degisimi
VC = Kiivet hacmi
VE = Kiivetteki saf enzim ¢6zeltisi hacmi
f = Seyreltme faktorii
13.6 = 412 nm’de ve 37°C de 3 mM asetiltiyokoliniyodiir’iin indirgenmesi sonucu

okunan OD, sabit degeridir (Porcelli et al 1999).
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3.5.3. Insan Eritrosit AChE Enziminin Saflastirllmasi

3.5.3.a. AChE inhibitorleri ve ligand secimi

Asetilkolinesteraz enzimi {izerine yapilan inhibisyon kinetigi ¢aligmalarinda literatiirde
enzimin inhibitorleri tespit edildi. Literatiirde bulunan inhibitdrlerden faydalanarak
asetilkolinesteraz’in afinite kromatografisi ile saflastirlmasindan en uygun diazonyum
tuzu olusturabilecek ligandlar secilerek afinite jellerinin hazirlanmasi yapildi

asetilkolinesteraz’in bilinen inhibitorleri asagida verilmistir.

Takrin: Takrin, 1960’larda siiksinilkolinin olusturdugu ¢izgili kas felcini uzatmak igin
kullanilmis olan bir ilagtir (Ercan 2002). Parasempatomimetik ve asetilkolinesteraz ve
butirilkolinesterazin tersinir, yarigmali inhibitoriidiir. Alzheimer hastaliginin tedavisinde

onemi oldukca biiyiiktiir (Eroglu 2003).

NH,

Fizostigmin: Fizostigmin yiiz yildir antikolinerjik toksisiteyi tedavi etmede kullanilan
bir antidottur. Fizostigmin ilk kolinesteraz inhibitoriidiir, glokomda kullanilan ilk etkili
ilagtir ve daha sonra miyastenia gravist tedavisinde de kullanilmistir (Liebelt 2007).
Alkaloid olup salisilat ve siilfat tuzlar1 kullanilir. Lipofilik olmasi nedeniyle, santral
sinir sistemine (SSS) girebilen bir ilagtir. Santral sinir sistemi ve periferik sinir
sistemindeki kolinerjik sinapslarda asetilkolinesteraz enzimini tersinir olarak bloke

ederek kolinerjik transmisyonu arttirir (Ercan 2007).
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Donepezil: Alzheimer hastaliginda biligsel bozukluklarin diizeltilmesi amacina yonelik
olarak gelistirilen son kusak AChE inhibitorlerinden biri donepezildir. Piperidin
grubundan ikinci kusak reversibl AChE inhibitoriidiir ve serebral AChE {izerinde

nispeten spesifik bir inhibisyona yol acar (Efendi and Iseri 2003) .

OCH,

o

Rivastigmin: Korteks ve hipokampusdaki kolinesterazi secici olarak inhibe eden,
kolinesteraz enziminin esterazik bolgesine baglanan ancak ¢ok yavas ayrilan bu nedenle

de psddo-reversibl inhibisyon yapan bir ilag olarak tanimlanmistir (Efendi and Iseri

2003).
e
rN\n/o
CH, O [ \j
CH
HaC I?I/ °

CHs

Eptastigmin: Uzun etkili bir fisostigmin tiirevidir. Fisostigminin indol halkasindaki
karbamoyl-metil grubunun karbomoyl heptil grubu ile degistirilmesiyle elde edilmistir.

In vitro olarak belirgin olarak kandaki diizeyine bagl olarak kirmizi kan hiicrelerinde
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hakim, kolinesteraz inhibisyonu yapar. In vivo olarak ise doza bagimli inhibisyonu séz
konusudur ve bu etki invitrodakinin tersine beyinde gerceklesir. Etki siiresi gerek

fisostigmin, gereksede Takrin’den uzundur (Saragoglu 1998).
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Metrifonat: Organizmada non-enzimatik bir yol ile etken metaboliti olan diklorvosa
doniiserek etkinlik kazanir. Dolayisiyla metrifonat bir pro-drug’dir. Diklorvos giiclii
antikolinesteraz aktiviteye sahiptir ve enzimi geri doniisiimsiiz olarak inhibe eder.
Metrifonatin  diger enzim inhibitérii ilaglardan farki kendisinin intirinsik
antikolinesteraz etkisinin olmayisidir. Enzimatik olmayan yollardan asil aktif bilesik
olan 2,2 dimetil diklorovinil fosfata doniislir. Bu metabolitin kendisi inhibitor islevi

gortr.

Enzim inhibisyonu uzun siirelidir ve yeni enzim sentezine kosut olarak yavas diizelme
goriiliir. Hayvan deneylerinde Metrifonatin Takrine oranla daha uzun siireli inhibisyon
gergeklestirmesi daha az yan etki olasiliginin olmasi, asetilkolin saliniminda azalma
yapmamasi ve asetilkolinin kan konsantrasyonunda daha fazla sabitlik saglamasi gibi

nedenlerle Alzheimer hastaliginda klinik kullanima sokulmugstur (Saragoglu 1998).

Galantamine: Cok yeni olarak tanimlanmis kdken olarak kardelen soganindan elde
edilmis tersiyer bir alkaloid olan segici, yarismali ve geri doniisimli bir
asetilkolinesteraz inhibitoriidiir. Reseptoriin allosterik bolgesine baglanarak asetilkolinin

nikotinik reseptorler tizerindeki intrinsik etkisini arttirir (Yalgi 2001).
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Tetraalkilamonyum iyonlari: Anyonik kisma baglanir ve asetilkolinin hidrolizini

onler. Tersinir bir inhibisyon meydana getirir.

Kuarterner amonyum alkolleri: Asetilkolinesterazin non-kovalent tersinir bir

inhibitoridiir.

O H

©
H3C/r\‘\CZH5

CH,

Organofosfatlar: Asetilkolinesteraza kovalent olarak baglanir. Tersinir olmayan uzun

bir etkiye sahiptir.
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Bocek oldiiriiciiler: Tersinir olmayan bir yolla asetilkolinesterazi inhibe ederler.

Memelilerde ¢ok hizl bir etki gosterirler.
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Huperzin A: Dogal olarak bir asetilkolinesteraz inhibitoriidiir.
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Bilinen bu inhibitorlerden molekiil yapilar1 tirozin uzanti kolu ile diazonyum tuzu
olusturabilecek takrin oldugu tespit edildi. Zaten tarin Corroll ve arkadaslarinin yapmis
oldugu ¢alismada ise takrin asetilkolinesteraz enzimini yilan baligindan, sigir eritrositi
ve elektrik baligindan saflastirma isleminde yararlanilmistir. Bizde calismamizda
oncelikle takrin inhibitoriinii afinite kolonunun ligandi olarak kullanmay1 ve

asetilkolinesteraz enzimini saflastirmay1 hedefledik.

3.5.3.b. Kan Temini ve Hemolizat Hazirlanmasi

Insan kani taze olarak temin edildi. Alman taze kan santrifiij tiiplerine doldurularak,
santrifiije yerlestirilip 15 dakika 2500xg’de santriflij edildi. Santrifiijjden ¢ikarilan
tiiplerin iist kisminda kalan plazma ve 16kosit tabakast damlalikla dikkatli bir sekilde
alindi. Tiiplerin altinda kalan eritrosit peleti %0,9 NaCl ¢ozeltisi ile {i¢ defa yikandi ve
her defasinda 2500xg’de 15 dakika santrifiij edildi. Elde edilen eritrositler hacimlerinin
3 kat1 kadar buzlu hemoliz ¢ozeltisi ile hemoliz edildi ve +4 °C’de 13.000xg’de 60
dakika santrifiij yapildi. Cokelek kismi (membranlar) alinarak 5 mL 0,1 M, pH: 7,4 Na-
fosfat tamponu i¢inde siispanse edildi ve %]1’lik Triton X-100 ile ¢oziindiirildii.
Santrifiigasyondan sonra (4 °C de, 13.000xg’de 60 dk) iist kisimdaki siipernatant sonraki
calismalarda kullanilmak tizere damlalikla dikkatli bir sekilde alinip c¢okelek kismi
atild.
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3.5.3.c. Sepharose-4B-L-tirozin Afinite Jelinin Hazirlanmasi

Afinite jeli CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B matriksi iizerinde hazirlandi. Bu
kolon materyaline L-tirozin kovalent olarak takildi. Daha sonra takrine tirozin

kenetlendi.

Burada tirozin afinite jelinin uzant1 kolunu, takrin ise enzimi spesifik olarak baglayan
kismini olusturmaktadir. Takrine, AChE spesifik bir inhibitorii olup, afinite jelinin
yapisina girerek sdz konusu enzimin yiiksek oranda saflagtirilmasi amaciyla kullanildi

(Arslan et al. 1996). Afinite jeli asagidaki prosediire gore hazirlandi:
a.CNBr ile Aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye Tirozin Takilmasi:

CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B, 250 ml soguk 0,1 M NaHCO; tamponu (pH:
10) ile yikanarak bir behere aktarildi. Aym1 tamponun 20 ml’sinde 80 mg tirozin
¢cOziinmiis soguk ¢ozelti behere ilave edilerek karistirildi. Yikama, tirozin ¢ozeltisi
ilavesi ve bagetle karistirmanin, 90 saniyeden az bir slirede tamamlandig1 gézlendi ve
bundan sonra siispansiyon, 4 °C’de 2 saat siireyle manyetik karigtiricida karigtirildi ve
16 saat boyunca 4 °C’de bekletildi. Bu siirenin bitiminde yikama suyu 280 nm’de
absorbans vermeyinceye kadar bol su ile yikanarak bdylece reaksiyona girmeyen tirozin
tamamen uzaklagtirildi. Yikama 100 ml 0,2 M NaHCO; tamponu ile (pH:8,8)

tekrarlanarak tirozin takili jel, ayn1 tamponun 40 ml’si i¢ine alind1.(Sekil 3.1.)

N I ol
| 140
}‘CHfﬁ C=0CH; + NHz—?—CH2@OH M}‘CHQ—C—N—({—CHf@‘OH

0 0 COOH COOH
L-Tirozin CM-Sephadex L-Tirozin

+ OCyHsOH + CO;

Sekil 3.1. CNBEr ile aktiflestirilmis sepharose-4B’ye tirozin takilmasi
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3.5.3.d. Takrin Kenetlendirilmesi:

25 mg takrin, 0 °C civarinda 10 ml, 1M HCI iginde ¢oziildii ve igerisinde 75 mg NaNO,
bulunan 0 °C’deki 5 ml ¢ozelti, takrin ¢ozeltisine damla damla katildi. 10 dakikalik
reaksiyondan sonra diazolanmis bulunan takrin 40 ml Sepharose-4B-L-tirozin
slispansiyonuna ilave edildi. IM NaOH ile pH: 9,5’a ¢ikarilarak sabit tutulacak ve 3 saat
siireyle oda sicaklifinda yavasca karigtirildi. Daha sonra 1L saf su ve 200 ml 0,05 M
Tris-SO4 (pH: 7,4) tamponuyla yikandi. Sonra da {izerine bir miktar daha aym
tampondan konularak saklandi (Soyiit 2006). Tiim basamaktaki reaksiyonlarin agik

formiilleri asagida gosterilmistir (Sekil 3.2.).

OH 0—C=N 1)
\
—_— —_— /C=N —
OH OH 0]

Sepharose 4B Ara Uriin Imidokarbonat
Siyanat Yapist Reaktif
H
HZN—(IZ—C OH
COOH
L-Tirozin
\
N, CI*
(0] II{ - Q H }|I H
2 2
OJ-I_E—?—C OH N (0] N—?—C—@—OH
:Z COOH B N/ I COOH
N~ ~ diazolanmus
<N .
OH takrin OH
N Sepharose 4B L-Tirozin
Vs
N

Afinite Jeli

Sekil 3.2.Takrin Kenetlendirilmesi
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3.5.3.e. Afinite Kolonunun Paketlenmesi

Hazirlanan jel dengeleme tamponu (Na,HPOs pH=7,4) i¢ine alinarak jel siispanse
edilerek ve su trombu kullanilarak vakum ile havasi alindi. Siispanse edilmis jel, 1x10
cm’lik kapali sistemden olusan sogutmali kolona paketlendi. Jel ¢oktiikten sonra
peristaltik pompa yardimiyla yikama ve dengeleme tamponu ile yikandi. Kolonun
dengelenmis oldugu eluat ile tamponun 280 nm’de absorbansilarinin ve pH’larinin

esitlenmesinden anlasildi.

3.5.3.1. Afinite Kolonuna Numune Tatbiki ve Eliisyonu

Hazirlanan homojenat kolona tatbik edildi ve kolon 0.1 M Na-fosfat (pH:7,4) ¢ozeltisi
ile yikandi. Boylece AChE enzimi kolona tutunmus ve diger safsizliklar uzaklagtirilmis
oldu. Sonra 0.2 mM NaCl/10 mM Na,HPO, (pH:7,4) tamponu tatbik edilerek AChE
enzimi eliie edildi. Fraksiyon toplayici yardimiyla eliatlar 5’er ml halinde tiiplere alindi
ve 280 nm’deki absorbansilarina bakildi. Peristaltik pompa vasitasiyla kolonun akis hizi

20 ml/saat’e ayarlandi.

3.5.3.g. Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile

enzim safliginin kontrolii

Asetilkolinesteraz enzimi saflastirildiktan sonra %3-10 kesikli sodyum dodesilsiilfat
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli metoduna gore yapilarak

saflagtirilan enzimin saflik derecesi kontrol edildi (Laemmli 1970).

Bunun igin elektroforez plakalar1 6nce su, sonra alkol ile iyice yikandi. Plakalari
birlestiren mikalara vazelin ince tabaka halinde siiriildii. Tki cam plaka birbiri iistiine
konulup ve kiskaglarla tutturulup jel hazirlama cihazina yerlestirildi. Ayirma ve yigma

jelleri hazirlandi.
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Ayirma jeli soyle hazirlandi: 15 ml 1 M Tris-HCI (pH= 8.,8), 13,2 ml % 30' luk
akrilamid - %0,8’lik bisakrilamid, 0,61 ml %10 luk SDS, 0,4 ml %5’lik TEMED
(N,N,N".N'-tetrametil etilendiamin ve 9,4 ml destile su karistirildi. Bu karisimin iizerine
en son olarak 0,8 ml %1,5’lik amonyum persiilfat (NH4),S,0g (PER) ilave edildi.

Burada kullanilan PER kullanilmadan hemen Once taze olarak hazirland:.

Yigma jeli soyle hazirlandi: 1 M'lik Tris-HCl (pH=6,8)’den 1,24 ml, %30’luk
akrilamid-%0,8’lik bisakrilamid’den 1 ml, %10’lik SDS’den 0,1 ml, %5’lik TEMED’
den 0,1 ml ve sudan 7,36 ml alinarak karistirildi. Son olarak yine giinlilk hazirlanmis

%1,5’lik PER’den 0,20 ml ilave edildi.

Hazirlanan ayirma jeli Aywrma jeli plakalar arasina enjektorle dokiildii. Hava
olmamasina dikkat edildi. Jel yilizeyinin diizgiin olmasi i¢in %0,1’lik SDS ile ince bir
tabaka olusturuldu. Katilagincaya kadar yaklasik yarim saat bekletildi. Katilagtiktan
sonra listeki SDS dokiildii. Daha sonra y1gma jeli yiizeye kadar ilave edilecek ve iizerine
tarak dikkatlice yerlestirildikten sonra jel kurumasi i¢in bekletildi. Daha sonra tarak
dikkatlice ¢ikarilarak plakalar elektroforez tankina yerlestirildi. Olusan bosluklar
isaretlenerek, jelin iistii 6nce saf su, sonra da yiiriitme tamponu ile yikandi. Elektroforez
tankinin alt ve iist kismina yliriitme tamponu konuldu. Numuneler her birinde 20 pl
olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim 100 pl olacak sekilde 1:1 oraninda numune
tamponu konulacak 3 dakika kaynar su banyosunda inkiibe edildi. Numuneler
sogutularak, jeldeki yerine ince bir enjektorle tatbik edildi. Tank kapag: kapatilarak alt
taraftan ‘‘anot’” kablo iistten ‘‘katot’> kablo yerlestirildi. Once 80 voltta yarim saat
bekletildi. Daha sonra 150 volta ayarlanarak 4-5 saat oda sicakliginda tatbik edildi.
Akim kesilerek, cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi. Yiiriitme tamponu

tekrar kullanilmak tizere 6zel kabina alindi.

Jel, sabitlestirme ¢ozeltisinde (%50 izopropanol + %10 TCA+ %40 saf su) 15 dakika
bekletildi. Daha sonra sabitlestirme ¢ozeltisinden ¢ikarilan jel 6zel kabina konularak,
renklendirme ¢ozeltisi iistiinii ortiinceye kadar eklendi. Iki saat boyunca calkalayici

tizerinde karistirildi. Daha sonra renklendirme ¢ozeltisinden ¢ikarilarak, renksizlestirme
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cOzeltisine alindi. Belirli araliklarla degistirilmek suretiyle jelin zemin rengi agilip,
protein bantlar1 belirginlesinceye kadar 1-2 giin bu ¢dzelti icinde ¢alkalandi. Bundan
sonra jel saf su icine alindi ve fotograflar1 ¢ekildi. Renksizlestirme c¢ozeltisi, aktif
karbon {tizerinden gegirilerek tekrar kullanilabilmektedir. Elektroforezde kullanilan
renklendirme ¢ozeltisi %0,1 Coomassie brillant blue R-250, %50 metanol, %10 asetik
asit, %40 saf su ile hazirlandi. Renksizlestirme ¢ozeltisi ise %50 metanol, %10 asetik

asit, %40 saf sudan ibarettir.

3.6. Afinite Kolonunun AChE Tutma Kapasitesinin Belirlenmesi

Hazirlanacak jellerin proteini tutma kapasitesi bulunurken, sicaklik pH ve iyonik siddet
etkileri incelenmelidir. Kolonun kapasite tayin islemi su prosediire gore gergeklestirildi:
Hazirlanan jelden 1 ml alinarak dengeleme tamponuyla dengelendikten sonra 1x10
cm’lik bir kolona alindi. Eritrositlerden saflagtirilan AChE enzimi ile doyuruldu ve
Enzimlerin fazlasi yikama tamponu ile yikandiktan sonra baglanmis olan AChE enzimi
uygun eliisyon tamponuyla eliie edilerek protein miktar1 Bradford yontemi ile belirlendi.
Ayni zamanda jel kurutularak jel tartildi ve mg protein/gram-jel cinsinden AChE

enzimini tutma kapasitesi belirlendi.

3.6.1. Sicakhigin Kolon Kapasitesine Etkisi

pH 7.4 de asetilkolinesteraz enzimi farkli sicakliklarda 2,10, 15, 20 ve 25°C
sicakliklarda tutma kapsitesi belirlenerek (mg protein /g jel) basina grafik edildi.

3.6.2. pH’min Kolon Kapasitesine Etkisi

Asetilkolinesteraz enzimi i¢in kolonda pH’1in baglanmay1 nasil etkiledigini belirlemek
amaci ile farkli pH’larda (pH’s1 6,6 ile 8,2 arasinda) degisen tamponlar kullanilarak en

uygun pH i¢in sonuglar (mg protein /g jel basina) grafik edildi.
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3.6.3. Iyonik Siddetin Kolon Kapasitesine Etkisi

Asetilkolinesteraz enzimi i¢in kolonun baglanma kapasitelerini etkileyen iyonik siddetin
etkisini belirlemek amaci ile enzimin optimum pH’sinda ve en uygun baglanma
sicakliginda denemeler yapildi. Iyonik siddet 0,05 ile 0,25 M arasinda degistirilerek,

sonuglar mg protein /g jel basina grafikle gosterildi.

3.7. insan Eritrosit Asetilkolinesteraz Enzimi Uzerine Kinetik Cahismalar

Insan eritrositlerinden saflastirilan asetilkolinesteraz enziminin kinetik ozelliklerini

aragtirmak iizere asetiltiyokolin iyodat i¢in Ky ve Vmax degerleri tayin edildi. Ayrica

enzimin inhibitdrii olan takrin i¢in Iso ve K; degeri grafik edildi.

3.7.1. Insan Eritrosit Asetilkolinesteraz Enzimi i(,'in Kn ve Vi Degerlerinin

Bulunmasi

Km ve Vimax degerlerinin tespit edilmesi amaciyla; asetiltiyo kolin iyodat kullanilarak
optimum pH degerinde ve optimum sicaklikta 5 farkli substrat konsantrasyonunda
aktivite degerleri dl¢ilildii. Bu amacla asetiltiyokolin iyodat (10mM) substratinin stok
¢ozeltilerinden sirasiyla 8, 12,16, 20 ve 24 pl alinarak her bir substrat konsantrasyonu

i¢in aktivite 6l¢iimii yapildi.

Ornegin; 20 pl substrat konsantrasyonunda, deney tiipiinde ;

100 ul IM Tris-HCL, 5SmM EDTA, pH 8.0 ¢ozeltisi, 50 ul DTNB, 10 pl enzim, 20 pl
substrat, 820 ul su pipetlenerek toplam hacim 1 ml’ye tamamlandi; kor olarak asetil
kolin 1iyodat yerine su konularak diger c¢ozeltiler aymi oranda kullanilip
spektrofotometrede 412 nm’de absorbans degerleri oOlgiildi. Her o6l¢iim 2 defa
tekrarlandi.  1/V-1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi.

Grafiklerin ¢izimlerinde en kiiglik kareler regrasyon dogru denklemi kullanildi. Ky ve
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Vmax degerleri grafik ve dogru denklemleri yardimiyla hesaplanarak. Ky ve Viax

degerleri Sekil 4.8°de cizilen grafik gosterildi sonuglar Cizelge 4.2°de verildi.

3.7.2. Takrin icin Kinetik calismalar

Yapilan bir ¢caligmada asetilkolinesteraz inhibitorii olarak 6-metoksi -takrin ve N-eptyl-
Takrin gibi takrin tiirevleri de sentezlenmistir (Porcelli et al 1999) takrin, donezepil,
rivastigmin ve galantamin enzimin spesifik inhibitorii iken Tetraalkilamonyum iyonlari,
kuarterner amonyum alkolleri, sarin ve soman gibi sinir gazlarim da igine alan
organofosfatlar, malation ve diazinon gibi bocek Oldiiriicliler, huperzin A gibi

maddelerde asetilkolinesteraz inhibitorleri arasinda yer almaktadir.

Bu caligmalarda ligand olarak kullandigimiz inhibitoriin K; ve Iso degerleri
hesaplanmas1 lizerine ve inhibisyon tipi hakkinda literatiirde detayli bir c¢alismaya
rastlanmamistir. Takrin inhibitorii ligand olarak kullanilmadan 6nce K; ve Isy degerleri
hesaplandi. Bdylece saflastirmada kullanilan takrin i¢in detayh kinetik ozellikler de

belirlenmis oldu.

Ligand olarak kullanilan inhibitdriin asetiltiyokolin iyodat substratina bagl olarak, Isg
degerlerinin tespit edilmesi amaciyla: oda sicakliginda ve optimum pH’da, doygun
olmayan asetiltiyokolin iyodat (0,2 mM) konsantrasyonunda ortama farkli hacimlerde

inhibitdr ¢ozeltisi ilave edilerek, % Aktivite-Konsantrasyon grafikleri ¢izildi.

Daha sonra inhibisyon tiplerinin belirlenmesi ve K; degerlerinin tespit edilmesi
amaciyla oda sicakliginda optimum pH’da 5 farkli asetiltiyokolin iyodat substrat
konsantrasyonunda ve 3 farkli sabit inhibitor konsantrasyonunda aktivite Olglimleri
yapildi. Elde edilen bu aktivite degerleri ile Lineweaver-Burk grafigi ¢izilerek

inhibisyon tipi ve K; degeri bulundu.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayini icin Kullamlan Standart Grafik

Elde ettigimiz enzim c¢ozeltilerindeki kantitatif protein tayini Bradford yontemiyle
belirlendi. Bu amagla 3.5.1.b’de anlatildig1 gibi O6nce standart grafik hazirlandi. Elde
edilen enzim ¢6zeltilerindeki protein tayinleri Bradford yontemiyle yapildiktan sonra bu

standart grafikten faydalanilarak protein miktarlari hesaplandi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Bradford metoduyla proteinlerin kantitatif tayini i¢in kullanilan standart
grafik

4.2. Eritrositlerden AChE Enziminin Saflastirilmas1 Calisma Sonuclari

4.2.1. AChE Enziminin Saflastirma Basamaklar: Sonuclari

Boliim 3.5.3.¢,3.5.3.d ve 3.5.3.e’de anlatildig1 sekilde hazirlanan kolona, alinan 30mL

kandan ayrilan 5 mL hemolizat dengelenmis kolona pipet vasitasiyla tatbik edildi.
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Yikama islemi tamamlandiktan sonra eliisyon ¢ozeltisi ile eliisyon yapildi. Eliatlar
kolon akis hiz1 60 ml/saat’e ayarlanarak fraksiyon kollektor yardimi ile 3’er ml halinde
tiiplere alindi. Her bir eliatin 280 nm protein tayini ve 412 nm’deki aktivite degerleri

Olciilerek grafikleri Sekil 4.2°de verildi.

0,16 - 0,06
g014 71 " 005~
c 0,12 +
o 01 1 T 0,04 c
8, . § | —e—280
— 0,08 + + 0,03 «
20,06 | o T4
S 0,04 19023
2 0,04 T _e o 2
2002 | \_,_," N, 0013
Ro) ~—~o—© <
< 0 T T T } T T f f f T T T T 0

123 4567 8 91011121314
Tup sayisi

Sekil 4.2. Takrin kolonundan AChE enziminin afinite kromotografisi ile saflastirma
sirasinda eliiatlarda 280 absorbans ve 412 nm de elde edilen aktivite degerleri.

Hazirlanan afinite kolonundan elde edilen enzim ic¢in saflastirma basamaklarini
belirlendi, Bu amagla hemolizat ve saflastirilan enzim ¢ozeltilerinde spesifik aktivite ve

saflastirma katsayist hesplandi hesaplandi ve sonuglar Cizelge 4.1°de gosterildi.

Cizelge 4.1. Insan kanindan AChE enziminin saflastirma basamaklar1 sonuglari.

Total
Aktivite | Protein | Protein | Total | Spesifik
Total | (EU/mL | Miktar1 | Miktar1 |Aktivite| Aktivite | Yiizde | Saflagtirma
Hacim ) (mg/mL) | (mg) (EU) | (EU/mg) | Verim | Katsayisi
Hemolizat 5 0,12 8,2 41 0,6 0,0146 100 1,00
Afinite
kromatografisi 3 0,047 | 0,0051 | 0,0153 | 0,141 9,22 23,5 658
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4.2.2. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi Sonuclari

Kromatografik islemler sonucu insan kanindan saflastirilan asetilkolinesteraz enziminin
safligin1 kontrol etmek amaciyla SDS-poliakrilamid jel elektroforezi yapildi. Bunun i¢in
Boliim 3.5°de anlatildigi gibi hazirlanan kesikli SDS-PAGE elektroforezine saflastirilan
AChE’lar yiiklendi.

AChHE i¢in standart olarak molekiil agirligi belli olan MBP (Maltose-bagli protein)-
paramyosin (fusion ile MBP and paramyosin) (80 kDa), MBP-CBD (chitin bagh
domain) (fusion ile MBP ve chitin bagli domain) (58 kDa), CBD-Mxe Intein-2CBD
(fusion 1ile chitin bagli dotmain ve Mxe Intein) (46kDa) enzimleri kullanildi.

Belirginlesen protein bantlarinin fotografi ¢ekildi (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. SDS-PAGE fotografi: Bant a; Standarlar; 1. MBP (Maltose-bagli protein)-
paramyosin (fusion ile MBP and paramyosin) (80kDa), MBP-CBD (chitin bagli domain)
(fusion ile MBP ve chitin bagli domain) (58 kDa), 3. CBD-Mxe Intein-2CBD (fusion ile chitin
bagli dotmain ve Mxe Intein) (46kDa) Bant 2 ve 3; saflagtirilmis AChE.
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4.3.Afinite kolonunun asetilkolinesteraz tutma kapasitesinin belirlenmesi

Hazirlanacak jelin tutma kapasitesi bulunurken sicaklik, pH ve iyonik siddet etkileri
incelendi. Kolonun kapasite tayin islemi su prosediire gore gergeklestirildi: Hazirlanan
jelden 1 ml alinarak dengeleme tamponuyla dengelenmis 1x10 cm’lik bir kolona alind1
ve daha 6nceden afinite ile elde edilen Asetilkolinesteraz enzimi ile doyuruldu. Enzimin
fazlas1 yikama tamponu ile yikandiktan sonra baglanmis olan Asetilkolinesteraz enzimi
uygun eliisyon tamponuyla eliie edilerek protein miktar1 belirlendi. Ayn1 zamanda jel
kurutularak tartildi ve mg protein/gram-jel cinsinden Asetilkolinesteraz enzimini tutma

kapasitesi belirlendi.

4.3.1.S1cakhigin kolon kapasitesine etkisi

pH:7,4°de Asetilkolinesteraz farkli sicakliklarda 2, 10, 15, 20 ve 25°C sicakliklarda

tutma kapsitesi belirlenerek (mg protein /g jel) sonuglar Sekil 4.4’de verildi.

0,06 -

0,05 -

0,04 -

0,03 -

Kapasite (g protein/g jel)

0.02 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Sicaklik (°C)

Sekil 4.4. Sepharose-4B-takrin jelinin farkli sicakliklarda enzimi tutma kapasitesi
grafigi.
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4.3.2. pH’nin Kolon Kapasitesine Etkisi

pH nin kolon kapasitesine etkisini arastirmak amaci ile pH’st 6,6 ile 8,2 arasinda
degisen tamponlar kullanilarak kolonun tutma kapasitesi belrilendi ve sonuclar (mg

protein /g jel basina ) belirlenerek Sekil 4.5°de verildi.

0,08 -
T
o —e—AChE
3 0,06
2
5
T 0041
:
S
M 0,02 A
O T T T T 1
6 6,5 7 7,5 8 8,5
pH

Sekil 4.5. Sepharose-4B-takrin jelinin farkli pH’larda enzimi tutma kapasitesi grafigi

4.3.3. Iyonik Siddetin Kolon Kapasitesine Etkisi

Iyonik siddetin kolonun tutma kapasitesini belirlemek amaci ile Asetilkolinesteraz
enzimi igin optimum pH ve en uygun baglanma sicakhiginda deney yapildi. Iyonik
siddet 0,05 ile 0,25 M arasinda degistirilip, sonuclar mg protein/g jel basina grafik Sekil
4.6°da verildi.
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0,06 -
—e— AChE

0,04 -

0,03 ~

0,02 ~

Kapasite (mg protein/gjel)

0,01 ~

0 T T T
0,05 0.1 0.15 0.2 0,25

Iyonik Siddet [M]

[
i

0.3

Sekil 4.6. Sepharose-4B-takrin jelinin farkli iyonik siddetlerde enzimi tutma kapasitesi
grafigi

4.4. Asetilkolinesteraz enzimine iizerine kinetik ¢calismalar

Hazirlanan afinite kromotografisi kolonundan saflagtirilan AChE enziminin kinetik
ozelliklerini aragtirmak icin asetiltiyokolin iyodat subsurati kullanilarak asetiltiyokolin

iyodat i¢in Ky ve Ve degerleri belirlendi.

4.4.1. Asetiltiyokolin iyodat substrati icin Ky ve V. degerlerinin bulunmasi

Optimum pH ve 20°C sicaklikta en az bes ayri substrat konsantrasyonunda enzim
aktivite degerleri belirlendi. Elde edilen 1/V-1/[S] degerleri yardimiyla Lineweaver-
Burk grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerden Ky ve Vi degerleri hesaplandi. Deney
prosediirii Cizelge 4.2°de verildi sonuglar Sekil 4.7°de gosterildi.



57

Cizelge 4.2. AChE enzimi i¢cin Asetiltiyokolin iyodat subsuratiyla elde edilen 1/V-1/[S]
deney prosediirii

Kor Tupu Numune Tupu
=2 ~ | = = =
) R= = — = -
: F2E|50 |22 (EIE g R
S |- |z |E|E|2E |22 |-~ |g|s |E |23| &% =
= |2 |z 2|25 |25 |2 |32 |2 |°2] 5= 2
= g n 2183 £3 | E 2L | = ZE| =
= = 23l 8| E 23 29 ~ o= @) —
a |& & El<z |42 |2 |F|E | =
0,842 0,1 [0,05| - 0,008 0,08 [0,83210,1 - 0,01 | 0,05 ] 45,24 | 12,5
0,838 0,1 (0,05 - 0,012 0,012 0,828 0,1 - 0,01 | 0,05 ] 35,84 | 8,33
[1lo 083401 (005 -| 0016|0016 [0824]0.1]| - |001]0,05]| 2832|625
0,830 0,1 (0,05| - 0,020 | 0,020 0,820 0,1 - 0,01 | 0,05 | 24,27 5
0,826 0,1 [0,05| - 0,024 | 0,024 10,8161 0,1 - 0,01 | 0,05 | 21,23 | 4,16
50
45 A
P 40 -
= B 2
= 30 A
225
N’ 20 -
Z 15 -
— 10
/
[ O T T 1
-5 0 5 10 15
1/[S] mM

Sekil 4.7. AChE enzimi i¢in Asetiltiyokolin iyodat subsuratiyla elde edilen 1/V-1/[S]
grafigi
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Cizelge 4.3. eritrositlerden elde edilen AChE’1n Asetiltiyokolin iyodat substrati ile
yapilan kinetik ¢alismanin sonuglari

Kinetik Calismalar
Optimum sicaklik (°C) 20
Optimum pH 7,4
Km (mM) 0,372
Vmax (EU/mL.dk) 0,065

4.4.2. Takrin inhibitorii K; ve Isy degerlerinin bulunmasi

Bu c¢alismada takrin inhibitorii saf suda ¢oziilerek AChE enzimi iizerine Asetiltiyokolin
iyodat substrati i¢in etkileri incelendi. Asetiltiyokolin iyodat substarati doygunlugun
altinda alind1 ve bdylece reaksiyon hizi i¢in Asetiltiyokolin iyodat’a bagli olarak

bulundu.

Isp degerlerini tespit etmek icin, sabit substrat konsantrasyonunda (Asetiltiyokolin
iyodat 10 mM) ve 5 farkli inhibitdor konsantrasyonlarinda her bir inhibitor
konsantrasyonu i¢in aktivite degerleri hesaplandi (¢aligmalarda kullanilan total takrin
¢ozeltisi ImM). Elde edilen bu degerler ve deney prosediirii Cizelge 4.3’de gosterildi ve
% Aktivite-Konsantrasyon grafikleri ¢izilerek Isy degerleri bulundu. Bu grafik Sekil
4.8’de gosterildi.
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Cizelge 4.4. Takrin inhibitorii i¢in afinite kolonundan elde edilen AChE igin,
asetiltiyokolin iyodat substratiyla yapilan % Aktivite-konsantrasyon deney prosediirii.

Kor Tupt Numune Tipu
~ ,,_-]\ =] ~ ~ =]
= = = ==
g E 5 € lga|a |E Elzg|a | £
5 |~ |c |2 |€ |25 |8 (g |2 |2 |E£E|E |2 |&=
= 3 = E = E |2 |E = =
= 1202 |22 [38(% |2 |2 |2 |538|8 [S
E = |E | B |E |25 =S |5 |E |28= |°
0,800 0,1 | 0,05 - 0,05 10,790| 0,1 | 0,05 - 0,05 ] 0,01 100 0
0,790, 0,1 | 0,05 | 0,01} 0,05 |0,780| 0,1 | 0,05 |0,01| 0,05] 0,01 | 65,15 | 0,01
0,780 0,1 | 0,051 0,021 0,05 10,770 0,1 | 0,05 |0,02| 0,05 ] 0,01 | 60,61 | 0,02
takrin 0,760 0,1 0,05 | 0,041 0,05 10,750| 0,1 | 0,05 ]0,04| 0,05] 0,01 | 49,90 | 0,04
0,740 0,1 | 0,05 | 0,06] 0,05 |0,730| 0,1 | 0,05 |0,06| 0,05 | 0,01 | 37,73 | 0,06
0,720 0,1 | 0,05 | 0,08] 0,05 |0,710| 0,1 | 0,05 |0,08| 0,051 0,01 | 31,23 | 0,08
120 7 v= 100e-15,475x
R*=0,9781
100
g 80
2
£ 60
N
40
20
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

[Tacrin] mM

Sekil 4.8.AChE igin asetiltiyokolin iyodat subsratina bagli olarak takrin ile elde edilen
% Aktivite-Konsantrasyon grafigi

Kullanilan takrin ligand i¢in, innhibisyon tipinin belirlenmesi ve K; degerinin tesbit
edilmesi amaciyla 5 farkl asetiltiyokolin iyodat substrat konsantrasyonunda ve 3 farkl

sabit takrin konsantrasyonunda aktivite 6lciimii yapildi. Inhibitérsiiz asetiltiyokolin
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iyodat substratiyla yapilan tiim caligmalarda kullanilan aktivite ol¢iimii degerleri ve
prosediirii Cizelge 4.4’de gosterildi. Inhibitorlii ¢alismalarin aktivite dl¢iim degerleri ve
deney prosediirleri ise Cizelge 4.6’da gosterildi. Aktivite degerleri boliim 3.5.2°de
anlatildig1 sekilde belirlendi. Elde edilen bu degerlerle Lineweaver-Burk grafikleri
cizilerek inhibisyon tipleri ve K; degerleri bulundu. K; degerleri bulunmasinda

kompetitif inhibisyonlar i¢in formiilii

KI MZKM 1 +—
K.
|
Non kompatitif inhibisyonlarda ise
vl V' max
max _ﬂ
1+==
K.

formiilii kullanildi. Bu grafik Sekil 4.9°da gosterildi. Elde edilen K; degerleri ise Cizelge
4.6’da gosterilmistir.
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Cizelge 4.5. AChE enzimi icin Asetiltiyokolin iyodat substratiyla takrin esliginde elde
edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirti.

Kor Tiipii Numune Tiipii

; ~ =}

o g o - = = - -
=l el = 33 E|E | g 22 |s

= — 2 E — 5 SE |
£ | E 3 T | = ~|Ex | E T |= | < q>= |2
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0,01] 0,05 | 61,72 | 8,33
0,01] 0,05 | 52,35 | 6,25
,0210,01] 0,05 | 42,55 5
0,02 10,011 0,051 37,70 | 4,16
0,04 {0,011 0,05 84,75 | 12,5
0,04 {0,011 0,051 68,02 | 8,33
0,04 {0,011 0,05 | 58,81 | 6,25
0,04 [0,01] 0,05 | 48,54 5
0,04 10,011 0,051 45,24 | 4,16
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0,024 | 0,766 | 0,1 | 0,06 | 0,05 0,024 | 0,756 | 0,1 | 0,060,011 0,05 | 52,35 | 4,16
120 - + Kontrol
100 4 m [[1]=20mM
~ ]0 A A [I2]=40mM
-
I
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=
_,, 40 .
—
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Sekil 4.9. AChE enzimi icin asetiltiyo kolin substratiyla takrin esliginde elde edilen
1/V-1/[S] grafigi.
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Cizelge 4.6. AChE enziminin ii¢ farkli inhibitér konsantrasyonuna karsi ¢izilen Lineweaver-
Burk grafiklerinden elde edilen K; degerleri ve sabit substrat konsantrasyonunda 5 farkli
inhibitoér konsantrasyonuna karsi cizilen aktivite — [inhibitor] grafiginden elde edilen Iso
degerleri

Inhibitor Isp (mM) [inhibitor]  K; degeri Ortalama K; Inhibisyon
(mM) (mM) (mM) sekli
2,107 2,8.107

takrin 4510°  4.10° 3,8.107° 3,76.10° £1.107 Yarismasiz

6.107° 4,6.107°
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5. SONUC ve TARTISMA

Enzim calismasi oldukga pratik 6neme sahiptir. Baz1 hastaliklarda, 6zellikle kalitimsal
bozukluklarda bir ya da daha fazla enzim eksikligi veya tamamen yoklugu sdzkonusu
olabilir. Diger bir grup hastalifa da enzimin asir1 aktivitesi neden olabilir. Enzimlerin
aktivitelerinin kan plazmasinda, eritrositlerde veya doku orneklerinde Ol¢limii belli
hastaliklarin tanisinda 6nemlidir. Bir¢ok ilag, biyolojik etkilerini enzimlerle etkileserek
ortaya c¢ikarir. Enzimler sadece tipta degil aym1 zamanda kimya endiistrisinde, gida

sanayinde ve ziraatte biiyiik 0neme sahiptirler.

Asetilkolinesteraz enzimi kolinerjik sinapsis ve kavsaklarda hem sinir u¢larindan hem
de kavsak sonrasi veya postsinaptik membran iizerinde yerlestigi gdézlenmistir. Son
zamanlarda yapilan arastirmalarda, asetilkolinesterazin beyinde nonkolinerjik

noronlarda da bulundugu gosterilmistir.

Asetilkolinesteraz membrana bagli bir enzimdir. Beyinin gri cevherinde, sinir
hiicrelerinde, kasta, akciger, dalak ve eritrositlerde bulunur (Milatovic and Schetinger
2000). Ayn1 zamanda sarkoplazmik retikulum, lokosit, trombosit, kemik iligi ve
plasentada mevcuttur (Wilson and Nachmansohn, 1954). Asetilkolinesteraz kolinerjik
sinapsiste noOrotransmitter asetilkolini hidroliz ederek birkag fiziksel olayin

diizenlenmesinde 6nemli rol oynar.

Asetilkolinesteraz enzimini inhibe eden ilacglara kolinesteraz inhibitorleri veya
antikolinesterazlar denilmektedir. Kolinesteraz inhibitorleri asetilkolinesterazin yikimini
inhibe ederek santral ve periferal kolinerjik fonksiyonu giiclendirmektedir. I Diinya
Savasindan 6nce sadece reversibl kolinesteraz inhibitorleri bilinirken savas sirasinda
uzun siire etkili ve oldukca toksik bilesikler olan irreversibl bilesikler gelistirilmistir.
Bu inhibitorler, enzimi tersinir veya tersinir olmayan sekilde inhibe ederek asetilkolin
hidrolizini engeller ve reseptorler iizerinden artmis bir etkinin ortaya ¢ikmasina neden

olurlar (Ercan 2002).



64

Kolinesteraz inhibitorleri klinik olarak Myastenia Gravis, glokom, ve Alzheimer
Hastalig1 gibi hastaliklarda kullanilmaktadir. Alzheimer Hastalig1 tedavisi i¢in ilk olarak
takrin gelistirilmis daha sonra donapezil, rivastigmin ve galantamin kullanima girmistir.
Ayni1 zamanda takrin hem asetilkolinesteraz hemde butirilkolinesterazin her ikisini de

inhibe etmektedir.

Alzheimer hastalifinda kolinerjik kayip oldugu bilgisi 1970’lerden itibaren tedavi igin
bir umut 15181 haline gelmistir. Parkinson hastaliginda dopamin eksikliginin giderilmesi
ile hastaligin belirtilerinin tedavi edilir hale gelmesi ile parallellik kurulmus ve
Alzheimer hastalarinda da kolinerjik sistemin giiclendirilmesinin hastalig1 tedavi
edebileceginden yola ¢ikilmistir. Ancak zamanla arastirmalar gostermistir ki Alzheimer
hastaliginin karmasik yapis1 sadece kolinerjik eksikligi degil, hem belirgin hiicre
kaybini, hem de diger beyin kimyasallarinin dengesinde kayda deger bir bozulmayi

icermektedir.

Kolinesteraz inhibitorleri 1990’larda Alzheimer hastaliginin tedavisi i¢in kullanima

sunulmustur.

Bu ilaglar iginde ilk kullanima giren takrindir. Daha sonra Donepezil, Rivastigmine ve
Galantamine kullanima sunulmustur. Bu ilaglarin hepsi Asetilkolinin yikimini
engellerler. Asetilkolin dikkat ve bellek stireclerinde 6zellikle dnemli rol oynayan bir
kimyasal habercidir. Yikiminin azalmasinin, beyinde kullanilabilirligi artirmasi ve
yukarda sozii edilen zihinsel siiregleri iyilestirmesi beklenir. Yapilan klinik ¢aligmalarda
erken ve orta evre Alzheimer hastalarinda bu ilaglarin zihinsel islevlerde kismen
tyilestirici ya da zihinsel yikimi yavaslatici etkisinin goriildiigii bildirilmistir. Ancak bu
yiiz giildiiriicli sonuglar tiim Alzheimer hastalarinin %30-40’1nda goriilmektedir, diger

hastalarda bir etki gdzlenmemektedir.

Alzheimer hastalig1 heniiz nedeni tam aydinlatilamayan sekilde beyin hiicrelerinin
programlanandan daha erken 6lmesi nedeniyle olmaktadir (yasla beraber her kiside

beyin hiicre 6liimii olmaktadir ama Alzheimer hastaliginda bu siire¢ ¢ok hizli ve erken
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olmaktadir). Hastaligin nedeni tam olarak bilinmese de bir takim risk yaratan durumlar
giinlimiizde tanimlanmistir. Bu faktorlerden yas degistirilemez faktor iken gecmiste
yasanan depresyonlar degistirilebilir faktdrdendir. Damar hastaliklar1 (kalp krizi,
hipertansiyon, kolestrol yiiksekligi) gegmiste ciddi kafa yaralanmalar1 ve diigiik egitim

diizeyi de hastaliga sebeb olan faktorler arasindadir.

Bu hastalik yeni bir hastalik olmasa da hastalarin sayis1 giderek artmaktadir. Ciinkii
hastalikla ilgili en onemli risk faktorii yastir ve yaglanma kagimilmaz bir durumdur.
Gilintimiizde tiim diinyada en hizli artan yas grubu 65 yas ve lizeridir. Su an Tiirkiye’de
300 bin alzheimer hastas1 oldugu diisiiniilmektedir. Geng niifusun giderek yaslanacagi
bir iilke olarak Tirkiye’de 30-40 yil sonra bu hastalifin en 6nemli saglik sorunu

olacagini soylemek miineccimlik olmayacaktir.

Asetilkolinesteraz enzimini inhibe eden ilaglara kolinesteraz inhibitorleri veya
antikolinesterazlar denilmektedir. Kolinesteraz inhibitorleri asetilkolinesterazin yikimini
inhibe ederek santral ve periferal kolinerjik fonksiyonu giiclendirmektedir. Bu
inhibitdrler, enzimi tersinir veya tersinir olmayan sekilde inhibe ederek asetilkolin
hidrolizini engeller ve reseptorler iizerinden artmis bir etkinin ortaya ¢ikmasina neden

olurlar (Ercan 2002).

Asetilkolinesteraz inhibitorleri Asetilkolini parcalayan asetilkolinesterazi inhibe ederek
sinaptik araliktaki asetilkolin miktarini1 ve dolayistyla kolinerjik iletimi artirirlar. 6-9 ay
kadar tabloyu bulundugu noktada sabitlerler. Progresyonu yavaslatirlar ancak tedaviye
erken evrede baslanmalidir. Etkileri {i¢iincii ayda belirginlesir. Ila¢ kesildikten 4-6 hafta

sonra kaybolur.

Asetilkolinesteraz enzimi literatiirde bilinen enzimin saflastirilmasi iizerine bir¢ok
kromatografik metod olup mevcut yontemler hem uzun hemde maliyeti bizim
buldugumuz yonteme gore daha pahalidir. Buldugumuz yontemle enzim ¢ok az miktar
kandan kisa siirede, saflastirilmakta ve boylece inhibisyon c¢alismalarina daha fazla

olanak saglamaktadir.
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Afinite kromatografisi proteinlerin ayrilmasi i¢in kullanilan yontemlerden biri olup
spesifik ligand esasina dayanir (Keha ve Kiifrevioglu 2009). Bugiin bir ¢ok protein
afinite kromatografisiyle ¢ok kere bir basamakta ¢ok kompleks karigimlardan
saflagtirilmast  basarilmistir.  Afinite kromatografisinde, saflastirilmasi istenen
molekiiliin, matriks adi verilen bir kolon maddesine kovalent olarak immobilize edilmis
bir komplementer baglanma bilesigine (ligand) spesifik ve tersinir baglandig1 bir teknik
olarak bilinmektedir. Genelde dolgu maddeleri Sephadex, Sepharose, Biogel gibi farkli
jellerden olusur. Ligandin saflastirilacak madde igin spesifik ve tersinir baglanma
afinitesine sahip olmas1 gerekir. Matriksle ligand arasinda etkilesmeler olmamasi igin

uzanti kollar1 takilir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Enzimlerin afinite kromatografisi teknigi ile saflagtirilmasi ¢ok 6nemlidir. Bu sebeple
eritrositlerden saflagtirilan asetilkolinesteraz i¢in sepharose 4 B—L tirozin takrin kolonu
ilkez bu calismada hazirlandi. Bu hazirlanan kolondan saflastirilan enzimin kinetik
ozellikleri, SDS-PAGE elektroforezi ve kullanilan ligandlarin kinetik 6zellikleri
belirlendi. Elde edilen degerleri tartismadan once aragtirmada kullanilan yontemlerin

secilis sebeplerini agiklayalim

Calismalarimiz esnasinda hazirlanan afinite kolonlarindan elde edilen -eliiatlardaki
enzim muhtevast 280 nm de absorbans Olgiimiinde proteinlerin yapisinda bulunan
aromatik halkaya sahip amino asitlerin (fenilalanin, tirozin, triptofan) s6z konusu dalga
boyunda UV isinlarin1 absorblama esasina dayanmaktadir. AChE enzimi i¢in aktivite

Ol¢iimii ise 412 nm de yapildi.

Kantitatif protein tayinler Bradford metoduyla ile belirlendi. Afinite kromatografisi ile
saflastirilan enzim ¢6zeltisi ve hemolizattaki protein miktarlari bu yontemle bulundu.
Bu yontem, proteine coomassie brillant blue G-250’nin baglanmasi esasina dayanir.
Olusan kompleks 595 nm’de maksimum absorbans gosterir. Proteine boyanin
baglanmasi ¢ok hizli gelisir. Protein—boya kompleksi ¢ozeltilerde uzun siire kalir. Bu

yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir (Bradford and Williams 1976).
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Protein tayin islemlerinde su prosediir takip edildi ve standart grafik hazirlandi: 1
ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden standart sigir albiimin ¢dzeltisinden tiiplere 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pl alindi. Saf su ile tiim tiiplerin hacmi 0,1 ml’ye
tamamlandi. Her bir tiipe Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifinden 4,9 ml ilave
edilip vorteks ile karistirildi. 10 dakika sonra 595 nm’de 3 ml’lik kiivetlerde kore karsi
absorbans degerleri okundu. Kor olarak numune yerine 100 pl aktivite tayin tamponu ve
4,9 ml Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifi kullanildi. Absorbans degerlerine
karsilik gelen mg protein degerleri standart grafik halinde hazirlandi. Protein tayini
yapilan numuneler i¢in ayni yontem uygulandi ve standart grafikten miktar tayini

yapildu.

Kolinesteraz aktivite tayini, gliclii antikolinesteraz aktivitesi tagiyan insektisitlerle
olusan akut ve kronik zehirlenme olaylarinda tedaviye yon verilmesi bakimindan klinik
yonden Onemlidir. Serum ve eritrosit kolinesteraz aktivite degerleri ¢esitli patolojik
durumlarda anlamli bir klinik veri olarak kabul edilmektedir. Asetilkolinesteraz

enziminin aktivitesi Ellman Metoduyla yapildi.

Asetilkolinesteraz asetilkolinin tiyokoline hidrolizini katalizler. Tiyokolinin olusum
orani, 5-tiyo-2-nitrobenzoik asitin olusumundan kaynaklanan bir sar1 rengi iireten 5,5-
ditiyobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) ile tiyokolinin reaksiyonunun takibiyle 6l¢iildii.
Sar1 anyonun olusum orani 412 nm’de 6lgiildi. (Ellman et al. 1961). Aktivite tayininde
1 enzim tinitesi 10mM asetiltiyokolin’in dakika bagma 37 °C’de pH:8 tiyokoline ve

asetat’a ¢eviren enzim miktar olarak tanimlandi.

Takrinin Asetilkolinesteraz enzimini inhibe ettigi literatiir de de bilinmektedir. Fakat bu
inhibitoriin detayli kinetik oOzellikleri hakkinda bir ¢aligmaya rastlanmadi. Takrin
yapisinda —sebest NH, bulundurur ve amino grubu aromatik halkada diazonyum tuzu
olusturabilir ve L-Trozin molekiiliine baglanabilir. Diazonyum tuzu olusturularak

yapilan afinite jeli asagidaki prosediire gore hazirlandi.
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Daha 6nce karbonik anhidrazin saflastirilmasinda kullanilan jel aktiflestirme metodu ve
tirozin takilmasi tarfindan bulunmustu, Bu amagcla biz basit modifikasyonlaral asagidaki

sekilde takrini jele modifiye etmeyi basardik (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Yapilan yontemde, CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B, 250 ml soguk 0,1 M
NaHCOs; tamponu (pH: 10) ile yikanarak bir behere aktarildi. Ayni tamponun 20
ml’sinde 80 mg tirozin ¢oziinmiis soguk cozelti behere ilave edilerek karistirildi.
Yikama, tirozin ¢ozeltisi ilavesi ve bagetle karistirmanin, 90 saniyeden az bir siirede
tamamlandig1 gozlendi ve bundan sonra siispansiyon, 4 °C’de 2 saat siireyle manyetik
karigtiricida karistirildi ve 16 saat boyunca 4 °C’de bekletildi. Bu siirenin bitiminde
yikama suyu 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar bol su ile yikanarak bdylece
reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzaklastirildi. Yikama 100 ml 0,2 M NaHCO;

tamponu ile (pH:8,8) tekrarlanarak tirozin takili jel, ayni tamponun 40 ml’si i¢ine alindu.

25 mg takrin, 0 °C civarinda 10 ml, 1 M HCl icinde ¢oziildii ve igerisinde 75 mg NaNO,

bulunan 0 °C’deki 5 ml ¢oOzelti, takrin ¢ozeltisine damla damla katildi. 10 dakikalik
reaksiyondan sonra diazolanmis bulunan takrin 40 ml Sepharose-4B-L-tirozin
stispansiyonuna ilave edildi. 1 M NaOH ile pH: 9,5’a ¢ikarilarak sabit tutulacak ve 3
saat siireyle oda sicakliginda yavagg¢a karistirildi. Daha sonra 1 L saf su ve 200 ml 0,05
M Tris-SO4 (pH: 7,4) tamponuyla yikandi. Sonra da iizerine bir miktar daha ayni

tampondan konularak sakland1

Hazirlanan jel dengeleme tamponu (Na,HP0, pH:7,4) icine alinarak jel siispanse edilerek
ve su trombu kullanilarak vakum ile havasi alindi. Siispanse edilmis jel, 1x10 cm’lik
kapal1 sistemden olusan sogutmali kolona paketlendi. Jel ¢Oktiikten sonra peristaltik
pompa yardimiyla yikama ve dengeleme tamponu ile yikandi. Kolonun dengelenmis
oldugu eluat ile tamponun 280 nm’de absorbansilarinin ve pH’larinin esitlenmesinden

anlasildi.

Hazirlanan afinite kolonuna numune tatbiki i¢in hemolizat hazirland1 ve kolona tatbik

edildi ve kolon 0.1 M Na-fosfat (pH:7,4) c¢ozeltisi ile yikandi. Boylece AChE enzimi
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kolona tutunmus ve diger safsizliklar uzaklastirilmis oldu. Sonra 0.2 mM NaCl/10 mM
Na,HPO,4 (pH:7,4) tamponu tatbik edilerek AChE enzimi eliie edildi. Fraksiyon
toplayict yardimiyla eliiatlar 5’er ml halinde tiiplere alindi ve 280 nm’deki
absorbansilarina bakildi. Peristaltik pompa vasitastyla kolonun akis hizi 20 ml/saat’e

ayarlandi. Alinan bu eliiatlarin 412 nm’de aktivite 6l¢timii yapild.

Cizelge 4.1’de eritrositlerden saflastirilan enziminin saflastirma basamaklari
gosterilmektedir. Takrin ligand olarak kullanildiginda 30 mL kandan elde edilen 5 mL
hemolizat kolona tatbik edildiginde saflastirma basamaklarinin sonunda spesifik aktivite
9,22 olup enzim 658 kat saflastirilmistir. Saflastirma basamaklar1 sonunda yilizde verim

degeri ise 23,5 olarak bulunmustur.

Literatiirde saflastirma prosediirii gercekten ¢ok uzun ve olduk¢a maliyetlidir. Oysa bizi
hazirladigimiz afinite jelinin tekrar tekrar ¢ok uzun siire kullanmak tek kolonla

saflagtirmak daha az zaman alic1 ve daha az maliyetli oldugu da goziikmektedir.

Saflagtirilan AChE enziminin safligin1 kontrol etmek amaci ile bolim 3.5.3.°de
anlatildig1r gibi SDS-PAGE elektroforezi yapildi. Elektroforezin 1 kanalina molekiil
agirligr paramyosin (80 kDa), fusion ile MBP ve chitin bagli domain) (58 kDa), CBD-
Mxe Intein-2CBD (46 kDa) proteinler konuldu. Sekil 4.3’ten goriildiigi gibi AChE
enzimi literatlirde belirtildigi gibi tek bant ve yaklasik 80.000 kDal molekiil agirligina
sahip oldugu tespit edildi.

Hazirlanan takrin kolonu igin asetilkolinesteraz enzimini tutma kapsitesi ¢aligmalari
yapildi. Enzimin kolona tutma kapasitesi bulunurken sicaklik, pH ve iyonik siddet
parametrelerini incelendi ve protein/gram-jel cinsinden asetilkolinesteraz enziminin
tutma kapasitesi belirlendi. Kapasite tayin isleminde hazirlanan jelden 1 ml alinarak
dengeleme tamponuyla dengelenmis 1x10 cm’lik bir kolona alind1 ve daha 6nceden
afinite ile elde edilen asetilkolinesteraz enzimi ile doyuruldu. Enzimin fazlas1 yikama
tamponu ile yikandiktan sonra baglanmis olan asetilkolinesteraz enzimi uygun eliisyon

tamponuyla eliie edilerek protein miktar1 bulundu ve jel kurutularak tartilarak ve mg
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protein/gram-jel cinsinden asetilkolinesteraz enziminin tutma kapasitesi belirlendi

(Aslan et al. 1996).

Asetilkolinesteraz enziminin safalastirilmasinda hazirlanan kolondan sicakligin kolon
kapasitesine etkisini belirlemek amaci ile pH 7,4 da 2, 10, 15, 20 ve 25°C farkh
sicakliklarda tutma kapsitesi belirlenerek (mg protein /g jel basina) grafik edildi. Sekil
4.4’ten goriildigi gibi 2°C de jel baglanma kapsitesi diger sicakliklardan daha verimli
oldu.

Asetilkolinesteraz enzimi i¢in kolonda pH’ nin baglanmay1 nasil etkiledigini belirlemek
amaci ile farkli pH’larda (pH 6,6 ile 8,2 arasinda) tamponlar kullanilarak her pH i¢in
sonuclar (mg protein/gram-jel basina) Sekil 4.5°de grafik edildi. Buradan pH:7.4
civarinda maksimum baglanma oldugu tespit edildi. Kolonlarin baglanma kapasitelerini
etkileyen iyonik siddetin etkisini belirlemek amaci ile enzimin optimum pH ve en
uygun baglanma sicakliginda denemeler yapildi ve bu iyonik siddet 0,05 M ile 0,25 M
arasinda degistirilerek, sonuglar grafik ile gosterildi. Sekil 4.6’da goriildiigli gibi 0,1 M
konsantrasyonunda baglanma maksimum oldugu belirlendi. Hazirladigimiz afinite
kolonundan asetilkolinesteraz enzimi i¢in tutma kapsitesi testleri yapilmis oldu. 2°C’de
pH 7,4’de 0,1M iyonik sidet konsantrasyonunda optimum baglanma 0,07 mg/gjel olarak
tespit edildi.

Optimum pH ve 20°C’de asetiltiyokolin iyodat substrati i¢in Ky ve Vi, degerlerini
belirlemek iizere, her bir enzim icin en az bes farkli substrat konsantrasyonunda enzim
aktivite degerleri belirlendi. Elde edilen 1/V ve 1/[S] degerleri yardimiyla lineweaver-
burk grafikleri ¢izilerek Sekil 4.8’de Ky ve Viax degerleri bulundu. Sonuglar Cizelge
4.2°de verildi. Elde edilen sonuglardan goriildiigii gibi Ky degerleri, eritrositlerden elde
edilen asetilkolinesteraz icin 0,372 mM, olarak bulundu. Bulunan bu sonu¢ daha 6nce
farkli yontemlerle saflastirilan asetilkolinesteraz igin literatiirle uygunluk igerisindedir.
Cizelge 4.3’de gorildigi gibi, asetiltiyokolin iyodat substrati i¢in eritrositlerden elde

edilen asetilkolinesteraz Vi, degeri, i¢cin 0,065 pmol/mL.dk olarak bulundu.
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Eritrositlerden afinite kromatografisi ile elde edilen asetilkolinesteraz enzimi igin

yapilan saflastirma ve kinetik ¢calisma sonuclar1 agagida 6zetlenmistir.

Parametreler Eritrosit AChE enzimi
Protein (mg/30 ml) 0,0153
Spesifik aktivite (EU/mg protein) 9,22
Saflastirma katsayisi 658
Optimum pH 7,4
Optimum Sicaklik (°C) 37
Ky (mM) 0,372
Vmax (EU/mI) 0,065
Molekiil agirlig (kDa) 80

Ligand olarak kullanilan takrin inhibitorii i¢in detayli kinetik calisma yapildi.
Asetiltiyokolin iyodat substratina bagli olarak inhibisyon etkisini incelemek amaciyla,
doygun olmayan asetiltiyokolin iyodat (10 mM)  reaksiyon ortamina farkl
konsantrasyonlarda inhibitor ilave edilerek aktivite degerleri hesaplandi ve elde edilen

bu degerlerle % Aktivite- Konsantrasyon grafikleri ¢izilerek Isy degerleri bulundu.

Asetilkolinesteraz i¢in bu grafik Sekil 4.9°de gosterildi. Elde edilen Isy degerleri ise
Cizelge 4.6de gosterildi. Bu sonuglara gore Iso degeri 4,5.107 olarak belirlendi.

Daha sonra elde edilen asetilkolinesteraz enzimleriyle 5 farkli asetiltiyokolin iyodat
substrat konsantrasyonunda ve 3 farkli sabit inhibitér konsantrasyonunda aktivite
Olciimii yapildi. Takrin i¢in Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Sekil 4.10’da
inhibisyon c¢esiti ve K; degerleri bulundu. Elde edilen bu degerler Cizelge 4.6’da
gosterildi. Bu degerlere gore takrin yarismasiz inhibisyon etkisi gostermektedir. Ki
degerleri ise 3,76.107 dir. BSylece saflastirmada kullamilan ligandin detayli kinetik

parametreleri ve inhibisyon tipi de ilk kez bu tez kapsaminda tespit edilmis oldu.

Ik defa 1938 yilinda elektrik baligmin (Torpedo mommoreta) elektrik organinda

ekstraksiyon yoluyla saflastirilan bu enzim diger esterazlardan asetilkolini hidrolize
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etmesi Ozelliginden dolay1 kolaylikla ayirt edilebilmektedir. Diisiik konsantrasyonda
substrat enziminin aktif bolgesindeki proteinin ¢ok az bir miktar1 ile reaksiyona girdigi

tespit edilmistir (Akman 2007).

Asetilkolinesteraz enzimi insan eritrositlerinden, balik karaciger ve beyninden yine
balik iizerinde yapilan caligmalarda baligin plazma ve eritrositlerden, kobra yilam
zehrinden bildircin beyninden izole edilmistir. Literatiirde belirtildigi gibi Main ve
arkadaslar1 (1974) tarafindan yapilan ¢aligmada at serumundan saflastirilma orani 4160
kat, Ralston ve ark. (1985) tarafindan yapilan ¢alismada da cenin durumundaki sigir
serumundan saflastirilan asetilkolinesteraz enziminin saflastirma orani 44000 kat olarak,
yapilan bir baska ¢alismada Waxmoth (Galleria mellonella L.) beyninden saflastirilan
asetilkolinesteraz enziminin saflagtirma orani 283 kat olarak bulunmustur (Akman
2007). Biz yaptigimiz ¢alismada takrin afinite kromotografisi yontemiyle eritrositlerden

658 kat AChE enzimini saflagtirldig: tespit edilmistir.

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda inhibitor olarak N-metilakridinium (Dudai et al. 1972;
Sekar et al. 1980) edrophonium (Chan et al. 1973; Hodgson et al.1983) ve procainamid
(Ralston et al.1983; De la Hoz et al 1986) kullanilan ligand afinite kromotografisi ile

saflastirilmistir.

Corroll ve arkadaglarinin yapmis oldugu ¢aligmada ise takrin afinite kromotografisi ile
asetilkolinesteraz enzimi yilan balifindan %92 sigir eritrositlerinden %59 ve elektrik
baligindan %27-%60 verimle saflastirma islemi yapilmistir. Corroll ve arkadaslarinin
deney prosediirii epoxy aktive sepharose 6B 10 gram alinarak 200 ml suda sisirilmis
%50 formaldehit iceren 50 mM 100 ml soydum karbonat icine 5,13 gram takrin ilave
edilmis jel yapilirken serbest epoxy giiclii niikleofillerle yerdegistirmis olup jel
kullanildiktan sonra 20 ml guanidin HCI ile yikanmis bdylece afinite ligandinin serbest
kalmasi engellenmistir ve ayn1 zamanda saklama tamponuna son konsantrasyonun %5’1
kadar etanol ilave edildi. Bu kosullarda jel bir yil saklanabildi. Bizim hazirladigimiz
afinite jeli i¢in herhangi bir saklama tamponuna gerek yoktur, jel hazirlanirken 25 mg

takrin kullanildi Corroll ve arkadaslarinin yapmis oldugu jelde ise 5,13 gram takrin
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kullanilmis olup neredeyse bizim kullandigimiz miktarin 200 katidir. Bu ¢alisma SmL

hemolizattan gerceklestirilmistir.

Lesser grain borer’dan afinite kromotografisi ile AChE saflastirilirken Zhu ve blindley
tarafindan tanimlanan afinite ligand1 3 karboksi fenil etil dimetil amonyum afinite
ligand1 olarak hazirlanirken bazi modifikasyonlarda yapilmistir. Enzim %354 verimle
771 kat saflastirilmistir (Zhu et al 1998). Bu c¢alismada eliisyondan elde edilen enzim
cozeltisi %0,1 tritonX100 Netyl igeren 0,1M pH 7,5 sodyum fosfat tamponuna karsi
diyaliz edilmistir. Eliisyon tamponu 0,IM pH 7,5 sodyum fosfat iceren  %0,1
tritonX 100 ile 0,2 M Netyl ve yikama tamponu ise 0,IM pH 7,5 sodyum fosfat iceren
%0,1 tritonX100 ile 0,2M NaCl kullanilmistir. Bu ¢alismada eliisyon sonrasi herhangi
ek isleme gerek duymadan aktive Ol¢iimii yaptik. Bilindigi iizere enzimlerin aktiviteleri
sicaklikla degisir AChE enzimi 4°C’de aktivitesini birgiin koruyabilir bir haftada enzim
aktivitesinin %40°’n1 10 giin sonra %70’n1 kaybeder enzimi en iyi saklama kosulu -80
°C’dir. Mevcut tez kapsaminda takrin afinite kromotografisi ile eritrositlerden %23,5

verimle enzim saflastirilmistir.

Asetilkolinesteraz enziminin saflastirilmasi ile ilgili bircok kromatografik yontem
olmasma ragmen enzimlerin saflastirilmasinda ¢ok 6nemli bir yontem olan afinite
kromatografisi ile ilgili literatiir de ¢ok detayli saflastirma prosediirii yoktur. Bu
calismada kullandigimiz siyanojen bromiirle aktive edilmis Sepharose 4B matriksi
kullanilarak afinite kromatografisi teknigi ile AChE enzimin saflagtirilmasi ile ilgili

hicbir bilgiye rastlanmamustir.

Takrin afinite jelinin diger kullanilan jellere istiinliigli ise; sentezinin daha kolay
olmasi, daha ucuz olmasi ve ¢esitli biyolojik materyallerden AChE nin spesifik olarak
saflastirilmasinda seciciligidir. Saflaglastirilan enzim i¢in inhibisyon, aktivasyon,
kinetik, optimum pH, optimum sicaklik, optimum substrat konsantrasyonu belirleme

amaciyla ¢alismalar literatiirde farkli dokulardan olmak iizere yapilmustir.
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Bu tez kapsaminda, asetil kolin esteraz enzimi farkili bir matriks ve uzanti kolu
kullanilarak bilinen inhibitorlerinden ligand secilerek afinite jeli hazirlanmasi
hedeflenmis ve bu jelle saflastirilmasi planlanmistir. Elde edilen eliiatlardan aktivite
gosteren fraksiyonlar toplanip ve hemolizat ve saf enzim i¢in protein tayin AChE
aktivitesi belirlenmis ve spesifik aktiviteler belirlenerek saflastirma oranina gidilmistir.
Enzim saflastirildiktan sonra ortamdaki tuzlari uzaklastirmak igin diyaliz islemi

uygulanmistir. Daha sonra SDS-PAGE ile enzim saflig1 kontrol edilmistir.

Bu amagla ilk defa asetilkolinesteraz enzimi mevcut metotlara gore farkl bir afinite jeli
hazirlanip saflastirilmast yeni bir yontem olarak literatiire katki saglayacak olmasi
calismamizi 6nemli kilmaktadir. Takrin gibi diazonyum tuzu olusturacak inhibitorler
enzimin saflastirillmasinda afinite kolonunun ligandi olarak ilk kez kullanilmistir.1,4
dihidro piridin enzimin inhibitorii ve takrin ile benzer yapiya sahip olmasina ragmen
serbest amino grubu igermediginden kolon materyali olarak kullanilamamistir. Bunun
yaninda takrin ise serbest amino grubundan dolayr diazonyum tuzu olusturmakta ve
enzimi mevcut yontemlere gore ¢ok iyi bagladigi sonuglarimizdan goriilmektedir. Bu
calismamiz asetilkolinesteraz enziminin saflastirilmasinda (diger inhibitdrlerin
donepezil, rivastigmin ve eptastigmin gibi) arastirilmasi gerektigini inhibitorler
icerisinde en 1yi ligand belirlenmesi i¢in bir baslangictir. Asetilkolinesteraz enzimi i¢in
buldugumuz afinite kromatografisi teknigi mevcut yontemlere gore daha ucuz, daha

kisa ve daha verimli ve hazirlanan kolon materyali defalarca kullanilabilir 6zelliktedir.



75

Sonu¢ Olarak;

1. Asetilkolinesteraz enzimi mevcut yontemler haricinde Sepharose-4B-L-tirozin-takrin
jeli ile saflastirilmasi ilk defa bu ¢alismada gerceklestirildi.

2. Enzimin literatiirde mevcut saflagtirma yontemlerine Ustiinliigii ortaya konularak
hazirlanan kolonun ¢ok uzun siire kullanilabildigi ve daha ekonomik oldugu tespit
edildi.

3. Afinite ile saflastirilan enzim i¢in Ky ve Vi gibi kinetik parametreleri tespit edildi.
4. Bu calismada ligand olarak kullanilan takrin i¢in detayli kinetik parametreler K, Iso
ve inhibisyon tipleri ilk defa bulundu.

5. Hazirlanan affinite kolonunun baglama kapasitesi sicaklik, pH ve iyonik siddet gibi

parametreleri hesaplandi.
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