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OZET

DOGU KARADENIZ BOLGESINDE YAYILIS GOSTEREN Ricania simulans’DAN
ASETILKOLINESTERAZIN SAFLASTIRILMASI VE INHIBISYONU

Bu c¢alismada, Ricania simulans’m (Walker, 1851) (Hemiptera: Ricaniidae) nimf ve
erginlerinden asetilkolinesterazin saflagtiriimasi ve enzim inhibisyonu tizerinden bu zararliyla miicadele
amaclanmistir.

Asetilkolinesterazlar, Edrofonyum-Sepharose 6B afinite kolonuyla Ricania simulans’in ergin ve
nimflerinden, tek asamada saflastirilmustir. Saflastirilan asetilkolinesterazlarin, asetiltiyokoliniyodat
substrat1 varliginda bazi kinetik 6zellikleri incelenmistir. Enzimler, 40,0 °C'de ve pH 8,0'de en yiiksek
asetilkolinesteraz aktivitesi gostermistir. Ricania simulans asetilkolinesterazlarinin Km, Vmaks Ve kcat
degerleri sirastyla erginler i¢in 0,04+0,01 mM, 2.000,0+250 EU/mg protein ve 104,5+13 dk?, nimfler
icin  0,02£0,01 mM, 500,0£52 EU/mg protein ve 30,364 dk* olarak hesaplanmustir.
Asetilkolinesterazin bilinen inhibitdrleri takrin ve edrofonyum klortir ile yapilan ¢aligmalarda erginler
i¢in sirasiyla 1Cso degerleri 18,0+0,3 ve 1,2+0,4 puM, nimfler i¢in 2,4+0,3 ve 0,6+£0,09 uM olarak
belirlenmistir. Yeni sentezlenmis bilesiklerle yapilan inhibisyon ¢alismalarinda, Ricania simulans
asetilkolinesterazin erginlerinde en etkili olan [Zn(HL)(bipy)(OCIO3)] bilesiginin ICso degeri 3,2+0,8
wM; nimfler i¢in en etkili olan [Ni(HL)(bipy)(OClO3)] bilesiginin ICsq degeri 4,6+0,8 uM olarak tespit
edilmistir. Dogal bitki ekstraktlariyla yapilan inhibisyon ¢aligmalarinda, bu asetilkolinesterazlarda en
etkili olan zeytin yapragi su ekstraginin erginler ve nimfler igin sirasiyla ICso degerleri 20,3+1,2 ve
16,2+0,8 ng kuru madde/mL olarak belirlenmistir. Bitki ekstraktlarinin diisiik konsantrasyonlarda etki
gostermesi ve suyla ekstrakte edilmis olmalari, bu tezde 6n plana ¢ikan sonucu olusturmaktadir. Bu
cevre dostu ekstraklarla kimyasal ilaglara gereksinim duyulmadan, bu ve benzer zararlilarla hem nimf

hem de ergin asamasinda miicadele edilebilir.

Anahtar Kelimeler: Ricania simulans, ACHE, Saflastirma, ACHE Inhibisyon, ICso
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ABSTRACT

PURIFICATION AND INHIBITION OF THE ACETYLCHOLINESTERASE FROM Ricania
simulans SPREADING IN THE EASTERN BLACK SEA REGION

In this study, it was aimed to be purified the acetylcholinesterases from the nymphs and adults
of Ricania simulans (Walker, 1851) (Hemiptera: Ricaniidae) and to struggle this pest through the
enzyme inhibition.

The acetylcholinesterases were purified in a one-step from the adults and nymphs of Ricania
simulans by Edrophonium-Sepharose 6B affinity column. Some kinetic properties of the purified
acetylcholinesterases were investigated in the presence of acetylthiocholiniodate substrate. The
enzymes showed the highest acetylcholinesterase activity at 40.0 °C and pH 8.0. The K, Vimax and Keat
values of Ricania simulans acetylcholinesterases were calculated as 0.04+£0.01 mM, 2.000.0+250
EU/mg protein and 104.5+13 min? for adults, 0.02+0.01 mM, 500.0+52 EU/mg protein and 30.3+6.4
mint for nymphs, respectively. In the studies with tacrine and edrophonium chloride, known inhibitors
of acetylcholinesterase, 1Cso values were determined as 18.0+0.3 and 1.2+0.4 uM for adults, 2.4+0.3
and 0.6+0.09 uM for nymphs, respectively. In the inhibition studies with newly having been
synthesized compounds, it was determined that the 1Csg value of the compound [Zn(HL)(bipy)(OCIO3)],
which is the most effective in adults of Ricania simulans acetylcholinesterase, was 3.2+0.8 uM, and the
ICs0 value of [Ni(HL)(bipy)(OCIlO3)] compound, which is the most effective for nymphs, was 4.6+0.8
uM. In the inhibition studies with the natural plant extracts, the 1Cso values of the olive leaf water
extract, which was the most effective on these acetylcholinesterases, were determined as 20.3+1.2 and
16.240.8 pg dry matter/mL for adults and nymphs, respectively. The result that stands out in this thesis
was that the plant extracts effected at low concentrations and they were extracted with water. Without
the need for chemical pesticides, it may be struggled by these environmentally friendly extracts with

these and similar pests, in either the nymph or adult stages.

Keywords: Ricania simulans, ACHE, Purification, ACHE Inhibition, 1Cso
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KISALTMALAR

% : Yiizde

°C : Santigrad derece

A : Angstrom

ACH : Asetilkolin

ACHE : Asetilkolinesteraz

ACHEI : Asetilkolinesteraz Inhibitor
ACHR L Asetilkolin Reseptor

AH : Alzheimer hastalig1

ATC : Asetiltiyokolin

BCHE X Biitilkolinesteraz

BSA : Si1gir Serum Alblimin

CAS : Katalitik Aktif Bolge

ChAT : Kolin Asetiltransferaz

CHE : Kolinesteraz

CoA : Koenzim A

DFP ; Diizopropilflorofosfat

dk : Dakika

DMSO : Dimetil Siilfoksit

DTNB : 5,5’-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit)
eeACHE : Electric eel Asetilkolinesteraz
EU : Enzim Unitesi

g : Gram

huACHE : Insan Asetilkolinesteraz
huBCHE : Insan Biitilkolinesteraz

ICso : Enzim Aktivitesini Yariya Diisiiren Inhibitor Konsantrasyonu
kDa : Kilo Dalton

m : Metre

M : Molar
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GIRIS

Dogu Karadeniz Bolgesi ¢ay, findik ve kivi tiretimi bakimindan Tiirkiye’nin
en Onemli bolgelerinden birisidir. Karadeniz Bolgesi kivi iiretiminin en O6nemli
merkezi durumunda olup, 12.112 dekar iiretim alam ve 17.841 tonluk iiretim ile
Tiirkiye liretiminin % 61’ini karsilamaktadir (Ak, Giiclii, Eken ve Sekban, 2015;
Kontas, 2012). Cayda ise Tiirkiye’nin toplam tiretiminin % 97’sini karsilamaktadir.
Dogu Karadeniz Bolgesi’nde bu iirlinlerde miicadeleyi gerektirecek onemli zararlilar
mevcut degilken son zamanlarda nimf ve erginleri bircok yabani ve kiiltiir bitkisinde
zararli olan Ricania simulans (R. simulans) goriilmekte ve zararlinin popiilasyonu
gittikce biiylimektedir. Zararlinin en 6nemli konakg¢ilarinin miirver, fasulye, kivi,
yabani bdgirtlen, ortanca, incir, kizilagag, karayemis, cay ve {lziim oldugu
belirlenmistir (Ak vd., 2015; Goktiirk ve Mihli, 2015). Dogu Karadeniz Bolgesinde
yetistirilen irilinlerin en dnemlisi olan ¢ayda kimyasal giibre disinda herhangi bir
kimyasal girdi kullanilmamaktadir. Tarim arazilerinin genel yapisi nedeniyle birgok
iriinde yetistiricilik cay ile birlikte yapildigi i¢in R. simulans’a karsi kimyasal
miicadeleye yonelik tedbirler diisiinlilmemektedir (Ak, Giiclii ve Sekban, 2013).
Oysaki bu tiir zararlilar i¢in en yaygin kullanilan yontem kimyasal hasere kontroliidiir.
Fakat miicadelede genel olarak kullanilan organofosfatli insektisitler ¢ok zehirli
kimyasal maddelerdir. Tiim diinyada ciddi kirlilige yol agmaktadirlar ve biiylik bir
saglik ve ¢evre sorunu olusturmaktadir (Poirier vd., 2017). Bu nedenle son zamanlarda
zararlilarla miicadele icin hedef enzim inhibisyonu c¢aligmalar1 {izerine
yogunlagilmaktadir. Bu ¢alismada, Dogu Karadeniz Bolgesi’nin en dnemli tarimsal
irlinleri olan ¢ay, findik, kivi basta olmak iizere tiim tarim {iriinlerde biiyiik kayiplara
neden olan ve gittikge popiilasyonu artan R. simulans zararlisindan asetilkolinesteraz
(ACHE) saflastirilarak, yeni sentezlenmis kimyasallar ve bazi bitki ekstraktlar ile

hedef enzim inhibisyonu iizerinden miicadele amaglanmistir



1. GENEL BIiLGILER

1.1. Literatiir Ozeti

Kolinesterazlarin varligi Dale tarafindan 1914'de 6ne siiriilmiis ve 1926'da
Loewi ve Navratil tarafindan yapilan deneyle kurbaga kalplerinde asetilkolinesterazin
varligi dogrulanmistir. Henry Dale, kolin esterlerini pargalayan bir enzim olan
ACHE’nin, otonomik ve somatik motor sinir sistemlerinde ndrotransmisyonda rol
oynadigin1 ve ACHE inhibitorii olan fizostigmin faaliyetinin hedefi oldugunu 6ne
stirmiistiir. ACHE’ nin saflastirilmasi ve karakterizasyonu i¢in ¢ogunlukla elektrikli
yilan baligi ile memeli beynine odaklanilmistir (Nachmansohn, 1970). 1937'de
Marnay ve Nachmansohn, noromiiskiiler kavsaklarda Torpedo ve Electrophorus'un
elektrik organlarinda yiiksek konsantrasyonlarda ACHE g6zlemislerdir (Taylor, 1991,
Massoulié¢, Pezzementi, Bon, Krejci ve Vallette, 1993; Katz ve Barohn, 2021).
Oldukga aktif bir ACHE c¢ozeltisi ilk olarak 1939'da Nachmansohn ve Lederer
tarafindan Torpedo marmorata'nin elektrik dokusundan elde edilmistir. Sadece 30 mg
protein igerigine sahip 1 kg dokunun, saatte 2-4 kg asetilkolin (ACH) metabolize ettigi
fark edildiginde bu malzemenin enzimi izole etmedeki olaganiistii degeri ortaya
cikmustir. 1940'larda Electrophorus electricus'un elektrik dokusundan ekstrakte edilen
enzim ¢ozeltisinin birkag yiiz kat saflastirilmasiyla, saatte mg protein basina 440 mmol
ACH metabolize eden spesifik aktivite elde edilmistir (Leuzinger ve Baker, 1967).

Ham homojenatlar ACHE'den baska enzimler de igerir ve bu enzimler
tarafindan, ACHE inhibitorlerinin (ACHEI) indirgendigi veya alikonuldugu yada her
ikisinin birden oldugu komplikasyonlardan kaginmak i¢in ACHE'nin saflastirilmasi
gerekir. Bunun i¢in degerlendirilmis olan iyon degisim kromatografisi, amonyum
stilfat ¢okeltmesi ve jel filtrasyon gibi bazi saflagtirma siiregleriyle bir miktar
saflagtirma saglanmis, fakat ACHE aktivitesinde goz ardi edilemeyecek kayiplara
neden olmustur. Bu nedenle afinite kromatografisinin, ACHE'yi diger proteinlerden
ayirmak i¢in en etkili yontem oldugu belirtilmistir (Xu ve Bull, 1994b).

ACHE’nin inhisyonunun gesitli hastaliklarin tedavisinde ve zararli haserelerin
kontroliinde farmakolojik uygulamalari oldugu kanitlanmistir (Bal vd., 2020). ACHE,
boceklerden memelilere kadar cgesitli tlirlerde ve ayrica bitki tiirlerinde genis capta
analiz edilmistir. ACHE, aktif bolge i¢indeki serin kalintisini kovalent olarak fosforile

ederek veya karbamilleyerek enzim aktivitesini inhibe eden organofosfat ve karbamat



insektisitler, sinir gazlar1 ve farmakolojik ajanlar i¢in ana hedef noktasidir ( Fournier
ve Mutero, 1994; Bourne, Taylor ve Marchot, 1995; Gémez, Nieto-Cerén, Campoy,
Muifoz-Delgado ve Vidal, 2003; Xiao, Dou, Li ve Wang, 2010; Kim ve Lee, 2018).
Substrat ve inhibitor 6zgiilliglh calismalari, ACHEmin muhtemelen boceklerdeki tek
kolinesteraz (CHE) oldugunu gostermektedir (Xu ve Bull, 1994a).

Literatiirde farkli yontemler kullanarak cesitli kaynaklardan izole edilen
ACHE’lerin saflastirma oranlar1 13 ile 38.961 arasinda degisiklik gostermektedir. Bu
kaynaklardan izole edilen bu ACHE’ler en yiiksek aktiviteyi pH 7,0-9,0 ve 35-40 °C
sicakliklar arasinda gostermekte olup molekiil agirliklart 25 ile 63,5 kDa arasinda
degismektedir.

Mytilus galloprovincialis’dan ACHE, amonyumsiilfat ile 6n saflagtirma islemi
yaptiktan sonra edrofonyum-Sefaroz 6B kolonuyla % 3 verimle 13 kat saflagtirilmistir.
Calismada substrat olarak ATC kullanmis, 35 °C sicaklikta ve pH 7,5’ta maksimum
aktivite gosteren ACHE’nin Km ile Vmas degerleri sirasi ile 1,3 mM ve 0,183
mM/dk/mg olarak hesaplanmis, molekiil agirligi ise 51 kDa olarak belirlenmistir
(Duranay, Anil, Hasbal ve Ozsoy, 2019).

Nordin vd., (2022) Diodon hystrix'den ACHE’yi prokainamid-afinite
kromatografisi kullanilarak % 66,67 verimle 20,42 kat saflagtirmislardir. Enzim 30 °C
sicaklikta ve pH 9,0'da maksimum aktivite gostermistir. Diodon hystrix'den
saflagtirllan ACHE nin spesifik aktivitesi 2297.50 U/mg, ATC varliginda Km Ve Vimaks
degerleri sirastyla 1,171 mM ve 405x10% umol/dak/mg olarak rapor edilmistir (Nordin,
Abdulla, Ahmad ve Sabullah, 2022).

Son vd., (2002) Japon bildircin beyninden ACHE’yi afinite kromatografisi ile
saflagtirmuslar ve iki farkli dolgu malzemesi kullanmiglardir. Dolgu malzemesi olarak
konkalavin-A Sefaroz kullanildiginda % 27,1 verimle 33,9 kat saflastirdiklari
ACHE’nin toplam protein miktarin1 7,7 mg, spesifik aktivitesini 0,24 U/mg protein
olarak belirlemislerdir. Ayn1 ¢alismada dolgu malzemesi olarak edrofonyum-Sefaroz
kullanildiginda ise % 4,3 verimle 10.416 Kkat saflastirilan enzimin toplam protein
miktar1 0,002 mg, spesifik aktivitesi 2.500 U/mg protein, molekiil agirligi ise yaklasik
62,5 kDa olarak belirlenmistir (Son, Shin, Choi ve Park, 2002).

Keana ve Ryan, (1999) Galleria mellonella beyninden ACHE’nin

saflastirilmasinda, afinite ile anyon degisim kromatografisini art arda kullanarak



ACHE’yi iki asamada % 321lik verimle 283 kat saflastirmislardir. izole edilen
ACHE’nin spesifik aktivitesi 0,395 U/mg, toplam protein miktar1 0,19 mg/mL olarak
belirlenmistir (Keana ve Ryan, 1999).

Xiao vd., (2010) depolanmis iiriin zararlis1 olan Liposcelis entomophila’dan
ACHE’yi afinite kromatografisi ile % 61,4 verimle 587 kat ACHE saflagtirmislar ve
molekiil agirligini 55 kDa olarak belirlemislerdir. Saflagtirlan ACHE nin K degeri
0,37 MM, Vmaks degeri 748,78 nmol/dk/ mg olarak hesaplanmistir (Xiao vd., 2010).

Zhu ve Brindley, (1992) afinite yontemi ile Lygus hesperus Knight (Hemiptera:
Miridae)’dan % 55,9 verimle 615,9 kat ACHE saflastirmiglardir. Saflastirilan
ACHE’nin toplam protein miktar1 0,234 mg, spesifik aktivitesi 38,80 U/mg, ATC
substratinmn varliginda Km degerini 6,9 x 10° M, Vmaks degerini 42,9 U/mg, optimum
sartlarim ise 37,0 °C ve pH 8,0 olarak belirlemislerdir (Zhu ve Brindley, 1992).

Guedes vd., (1998) Rhyzopertha dominica’dan afinite kromatografisiyle % 54
verimle 771 kat saflagtirdiklart ACHE’nin molekiil agirhigini 56 kDa, spesifik
aktivitesini 4,7 pmol/dk/mg, toplam proteini miktari1 ise 0,33 mg olarak
belirlemislerdir. ATC substratinin varligindaki Vmaks degeri 18,7 umol/dk/mg, Kn
degeri ise 24,2 uM olarak rapor etmislerdir (Guedes, Zhu, Kambhampati ve Dover,
1998).

Ju-Chun Hsua vd., (2008) Bactrocera dorsalis’dan yaklasik 1.500 kat % 20
verimle saflagtirdiklar1 ACHE’nin molekiil agirligimin 59,7 kDa oldugunu
belirtmislerdir (Hsu, Wu, Haymer, Liao ve Feng, 2008).

Gao ve Zhu, (2001) Schizaphis graminum (Rondani)’den % 12 verimle 2.253
kat ACHE izole etmisglerdir. pH 7,0’de en yiiksek aktivite gdsteren bu enzimin, ATC
varliginda Vmas degerini 78,0 pmol/min/mg, Km degerini 57,6 uM olarak
belirlemislerdir (Gao ve Zhu, 2001).

Gao vd., (1998)’nin yaptiklar1 ¢alismada Diabrotica virgifera’dan afinite
kromatografisiyle % 22,6 verimle 20.420 kat saflastirdiklart ACHE nin, spesifik
aktivitesi 169,49 U/mg, toplam proteini ise 0,028 mg bulunmustur. Ayn1 ¢alismada
ATC varliginda Vmaks degeri 184,81 U/mg protein, Ky degeri 19,65 uM olarak
belirtilmistir (Gao, Rao, Wilde ve Zhu, 1998).

Pamuk yaprak biti Aphis gossypii’den % 30,3 verimle, 35.100 kat
saflastirdiklar1 ACHE ’nin molekiil agirligini1 63,5 kDa olarak belirlemislerdir (Li ve



Han, 2002).

Zhu ve Clark, (1994) yaptiklari ¢caligmada Colorado patates boceginden afinite
kromatografisiyle % 51 verimle 38.961 kat ACHE saflagtirmislardir (Zhu ve Clark,
1994).

Xu ve Bull, (1994a) yaptiklar1 calismada Horn Fly (Diptera: Muscidae)’dan
saflastirdiklart ACHE’nin 37 °C'lik bir inkiibasyon sicakliginda ATC'ye karst en
yiiksek aktiviteyi pH 7,5'da sergiledigini, pH 5,5 - 7,5 arasinda lineer olarak artan
pH’1n 7,5'dan sonra ise yavas yavas diistiigiinii belirtmislerdir. Bu enzimin molekiil
agirhigini 54 kDa, ATC igin Kn degerini (9,2 £ 0,35) x10® M, Viaks degerini 239,8 +
10,8 U/mg olarak belirlemislerdir (Xu ve Bull, 1994a).

Birman, (1985) Electrophorus ACHE ve torpedo ACHE ile yaptig1 calismada
ATC varliginda Km degerlerini sirasiyla 80+7 uM ve 77+£3 uM olarak belirlemislerdir
(Birman, 1985).

Yapilan baska bir ¢alismada Blaffella germanica (Dictyoptera:
Blattellidae)’dan saflagtirilan ACHE aktivitesinin sicaklik arttikca arttig1 ve en yiiksek
aktivitenin 40 °C’de gozlendigi belirtilmistir. Ayn1 ¢alismada hem asidik, hem de
bazik ortamlarda aktivite gosteren ACHE’nin optimum pH’s1 ise 8,0 olarak
belirlenmistir (Prabhakaran ve Kamble, 1996).

Mohamed vd., (2020) yaptiklar1 bir galismada Rhynchophorus ferrugineus’den
monomerik formda iki izoenzim ACHE saflastirmislar ve spesifik aktivitelerini 3504.3
ve 2.979 U/mg protein, molekiil agirliklarinin ise 32 ve 54 kDa oldugunu
belirtmislerdir. Monomerik formlara sahip her iki izoenzimin, pH 8,0 ve 40 °C'de
optimum aktivite gosterdikleri rapor edilmistir (Mohamed vd., 2020).

Dudai ve Silman, (1974) Electrophorus electricus’un elektrik organindan
saflagtirdiklart ACHE’nin molekiil agirlhigimi 25 - 59 kDa olarak belirlemislerdir
(Dudai ve Silman, 1974).

Xu ve Bull, (1994b) Horn Fly (Diptera: Muscidae) boynuz sineklerinin kafa,
go6giis ve karin homojenatlarindaki ACHE aktivitelerini ve protein igeriklerini analiz
etmiglerdir. Toplam viicut ACHE aktivitesinin % 72,9'unu bas, % 24,4'linli gogiis ve
% 2,7'sini karnin olusturdugunu ayrica kafadaki ACHE spesifik aktivitesinin, mg
protein bazinda sirasiyla gogiis ve karindakilerden 7 ve 32 kat daha fazla oldugunu

raporlamiglardir ( Xu ve Bull, 1994b).



Yeni ilaglarin kesfi ve gelistirme siirecindeki 6n ¢alismalar, aday bilesiklerin
biyolojik aktivitelerinin in vitro degerlendirilmesini i¢erir. Enzim inhibitorii taramasi
i¢cin en yaygin yaklasim, aday bilesiklerin varliginda enzim aktivitesinin azalmasinin
oOlgiilmesidir. ACHE inhibitorlerinin in vitro taranmast igin, asetiltiyokolin pH 8,0'de
ACHE ve inhibitor varliginda asetik asit ve tiyokolin olusturmak {izere reaksiyona
girer. Bu yontemde, tiyokolin ile reaksiyona girdiginde ditiyobisnitrobenzoattan
(Ellman reaktifi) tiiretilen sar1 bir anyon 412 nm'de izlenir. ACHE'nin aktivitesini ve
inhibitorlerin varligindaki diisiisiinii 6l¢gmek icin kullanilan en yaygin yontemdir
(Martin-Blosca, Asensi-Bernardi, Villanueva-Camafias, Sagrado ve Medina-
Hernéndez, 2009).

Literatiirde ¢esitli kimyasal ve bitki ekstraktlarinin, farkli kaynaklardan elde
edilen ACHE’ler iizerindeki inhibisyon etkileri arastirilmis ve ICso degerleri
belirlenmistir.

ACH, beyindeki bilgilerin kaydedilmesi, depolanmasi ve hatirlanmasinda kilit
rol oynayan beynin kimyasal ara {irlinlerinden biri oldugu i¢in, yikimini 6nleyen
herhangi bir faktor, bir anti-Alzheimer ilaci olarak kabul edilebilir. Citrus aurantium
Ozlinde bol miktarda bulunan a—terpineol ve o—pinen gibi aromatik molekiillerin
ACHETI etkilerinin oldugu belirtilmistir (Pasandideh ve Arasteh, 2021).

Blattella germanica (Linnaeus) ergin ACHE igin takrin ile yapilan inhibisyon
calismasinda ICso degeri 68 nM olarak bulunmustur (Mutunga, Anderson, Wong,
Carlier ve Bloomquist, 2009).

Mentha pulegium L. nin ¢esitli fraksiyonlariyla hazirlanan ekstraktlarindan etil
asetat fraksiyonu giiclii bir ACHE inhibisyon etkisi gostermis ve ICso degeri 3,13+
0,05 pg/mL olarak raporlanmistir. En diisiik ACHE inhibisyon etkisi dietil eter
fraksiyonunda gozlenmis ve ICso degeri 144,59+0,49 ng/mL, n-biitanol fraksiyonu ise
galantamine (ICso = 6,27+1,15 pg/mL) yakin bir inhibisyon etkisi gostermis ve ICsg
degeri 32,28+1,34 pg/mL olarak belirlenmistir. Etil asetat ile yapilan fraksiyonun
standart olarak kullanilan galantaminden daha iyi inhibisyon etkisi gosterdigi rapor
edilmistir (Abbou vd., 2022). Mentha pulegium ile yapilan diger ACHE inhibisyon
calismalarinda; Giilgin vd., (2020), methanol ekstrakti ile yaptiklar1 ¢alismada ICsg
degerini 40,76 ug/mL; Mata vd., (2007), ethanol ile yaptiklar1 ¢aligmada ise 534
ug/mL olarak belirlemislerdir (Abbou vd., 2022; Giilgin vd., 2020; Mata vd., 2007).



Albuquerque vd., (2021) tipta kullanilan Lycopodiella cernua L. isimli
geleneksel c¢in bitkisinde bulunan ¢esitli bilesiklerin, ACHE’ye karst inhibitor
aktivetelerini incelemislerdir. Calismada bu bitkiden, iki serraten tipi triterpenoid ve
yeni bir hidroksi doymamis yag asidi tanimlanmustir. Bu bilesiklerin ACHE igin I1Cso
degerlerini sirasiyla 10,67+0,66 mM, 9,98+0,29 mM ve 0,22+0,03 mM olarak rapor
edilmistir (Ferreira, Albuquerque, Cardoso, M.S. Silva ve Silva, 2021).

Yapilan diger bir ¢alismada kafein, ellagik asit, enginar ekstrakti, donepezil ve
benzoik asitin in vitro fare beyninden izole edilen ACHE’nin inhibisyonu iizerine
etkileri incelenmistir. Kafeinin 1,013 mg/mL 1Cso degeri ile rekabet¢i olmayan bir
inhibisyon, ellagik asit ve enginar ekstraktinin sirastyla, 1,927 ve 5,705 mg/mL'lik I1Cso
ile rekabetci inhibisyon, donepezil ise 0,0034 mg/mL ICso ile karisik inhibisyon
modlar sergilediklerini, ancak benzoik asitin herhangi bir anti-ACHE sergilemedigini
belirlemislerdir (Abd El-Aziz, Eldin Awad, Shehata ve El-Sohaimy, 2021).

Pasandideh ve Arasteh, (2021) yaptiklar1i ¢alismada, 40 mg/mL Citrus
aurantium ekstraktinin ACHE enzimi tizerinde % 47,04’liik inhibitor etkisiyle 1Csg
degerini 42,8 mg/mL olarak hesaplamislardir. Pozitif kontrol igin kullandig
ACHE’nin bilinen inhibitérlerinden bir olan rivastigminin ICso degerini ise 2,18
mg/mL olarak belirlemislerdir (Pasandideh ve Arasteh, 2021).

Guo vd., (2020) electric eel (ee) ACHE kullanarak yaptiklar: bir ¢aligmada
takrin ve donepezilinin ICso degerlerini sirasiyla 0,02 ve 0,008 puM olarak
belirtmislerdir (Guo vd., 2020).

Oliveira vd., (2019) yaptiklar1 ¢alismada, benzoik asit tiirevlerinin ACHE’a
kars1 inhibisyon etkisinden yoksun oldugunu fakat metoksi gruplarinin eklenmesiyle,
inhibisyon etkisinin arttigin1 belirlemiglerdir. Genel yapisi Ri-CH=NO-R2 olan
sentezledikleri farkli nitron siibstitiientlerinden (tert-butil, benzil ve sikloheksil), tert-
butil parcasina sahip bilesiklerin 6nemli ACHE inhibitor aktivite sergiledigini,
metoksi siibstitlientlerinin mevcudiyeti ve sayist ile aralayict uzunlugunun ACHEI
etkisine 6nemli katkilarinin oldugu belirtilmistir. m- veya p-OCHs ikame edicilerinin
eklenmesi benzer inhibit6r potansiyellere yol agsa da, 3,4,5-trissiibstitlie ve 6zellikle
3,4-dimetoksiden tiiretilmis bilesikler icin 6nemli gelisme gozlemlemislerdir. Iki
metoksi fonksiyonu ve alt1 karbonlu bir alifatik zincire sahip olan tiirev 3,4-dimetoksi

tiirevli bir bilesik ACHE'ye karsi rekabetci olmayan bir inhibisyon etki mekanizmasi



gostermis ve I1Csg degeri 8,3 = 0,3 mM; K degeri ise 5,2 mM, 3,4,5-trisslibstitiic
tirevlerinden ise daha yiiksek ICso (bu tiirevlerden elde edilmis en diisiik ICso degeri
17,2 £ 1,3 mM degerlerine sahip oldugu rapor edilmistir. (Oliveira ve digerleri, 2019).

Giizel vd., (2019) eeACHE'nin mangan ve nikel ftalosiyanin kompleksleri ile
yaptiklari inhibisyon ¢alismalarinda ICsg degerlerini sirastyla 185,52 ve 196,11 nM
olarak bildirmistir (Giizel vd., 2019).

Aydin ve Akincioglu, (2019) oleuropeinin (OE) ACHE ve biitilkolinesteraz
(BCHE)’lar lizerindeki inhibisyon etkilerini aragtirmiglar ve ¢alisma sonuglarina gore
oleuropein, ACHE ve BCHE i¢in sirasiyla 0,07293+0,011621 uM ve 0,0675+0,0391
uM araliginda Ki degerleri ile gii¢lii bir inhibisyon etkisi gostermistir. Ayrica
oleuropeinin ICso degerleri ACHE ve BCHE enzimleri igin sirasiyla 0,3157 uM ve
0,0878 uM olarak belirlenmistir. Bu sonuglar, takrine kiyasla oleuropeinin ACHE ve
BCHE'nin etkili bir inhibitorii oldugunu gostermektedir (Aydin ve Akincioglu, 2019).

Sarria vd., (2016) yaptiklar1 g¢aligmada flavonon-metal komplekslerinin
eeACHE, insan asetilkolinesteraz (huACHE) ve insan biitilkolinesteraz (huBCHE)
aktivitelerine  etkisini aragtirmiglar ve sentezlenen komplekslerin  farkhi
organizmalardaki ACHE'ler iizerinde farkli etkileri oldugunu belirlemislerdir. Saf
flavonlar ve bunlarin imin tiirevlerinin ACHE’ler iizerine inhibisyon etkisi
gostermediklerini, bipiridin tiirevli metal komplekslerin ise bu ii¢ enzim tiirii iginde en
iyi inhibisyon sonuglar1 verdigini raporlamislardir (Sarria vd., 2016).

Andrisano vd., (2001) takrin ve edrofonyum kloriir ile huACHE inhibisyonu
tizerine yaptiklar1 ¢alismada ICsg degerlerini sirasiyla 0,45 mM ve 4,33 mM olarak
belirlemislerdir. Ayni1 ¢alismadaki kinetic verilerde huACHE pH 8,0’de maksimum
aktivite gostermistir (Andrisano, Bartolini, Gotti, Cavrini ve Felix, 2001).

Rampa vd., (2000) insan eritrosit ACHE’nin inhibisyonu tizerine yaptiklari
calismada takrinin ICso degerini 0,25 uM olarak bildirmislerdir (Rampa vd., 2000).

Yapilan bir ¢alismada huperzine A’nin bir inhibitér olarak ACHE’ye (ICso:
0,082 mM) olan etkisi, BCHE (ICso: 74,43 mM) olan etkisinden 1000 kat daha fazla
oldugu belirtilmistir (Hostettmann, Borloz, Urbain ve Marston, 2006).



1.2. Asetilkolin

Asetilkolin, ndron sinapslar1 arasinda sinir sinyallerini ileten en Onemli
norotransmiterlerden biridir (Li vd., 2020). ACH, presinaptik sinir terminalinde kolin
ve asetil koenzim A (asetil-CoA)'dan kolin asetiltransferaz (ChAT) enzimi tarafindan
sentezlenir (Sekil 1) (Whitmore vd., 2020). Asetil kaynagi, sinir ucundaki
mitokondrilerde sentezlenen asetilCoA’dir. Kolin kaynaklari ise; sinir araliginda
asetilkolin yikimiyla, viicutta fosfolipid yikimiyla agiga cikan ve diyetle alinan
kolindir. Kolin sinir ucuna sinaps veya kavsak araliindan aktif transportla

alinmaktadir. Kolinin asetillenmesi ise sitoplazmada ger¢eklesmektedir (Orak, 2011).
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Sekil 1. Asetilkolin sentezi

Asetilkolin, bir akson terminalinden salindiginda, sinapsin diger tarafindaki bir
alictya baglanmak i¢in sinaptik bosluk boyunca hareket ederek bir elektrik uyarisini
iletir. Presinaptik néron ucunda, elektriksel bir diirtii vezikiillerde biriken ACH'nin
salinimini ekzositoz yoluyla sinaptik bosluga tetikler. ACH daha sonra postsinaptik
noron yiizeyindeki bir ACH reseptorine (ACHR) baglanir ve ACH-ACHR
baglanmasi, postsinaptik ndrona sonraki uyarilar1 indiikler. Son olarak, reseptor
tarafindan tekrar sinaptik aralifa salinan ACH, asetilkolinesteraz tarafindan hizla
pargalanir. ACHE, asetilkolinin hizli hidrolizi ile noéronal uyarilarin iletimini
sonlandirir (Patocka, Kuc¢a ve Jun, 2004; Sagane vd., 2005). ACH son zamanlarda
hayvanlarda, mantarlarda, bakterilerde ve bitkilerde néronal olmayan bir dizi dokuda
tanimlanmistir. Bitkilerin bir sinir sistemi olmamasina ragmen, hem ACH hem de
ACH hidrolize edici aktivite, bitki aleminde genis ¢apta kabul gérmiistiir (Sagane vd.,
2005). Asetilkolinin hiicre i¢i etkilerine, nikotinik ve muskarinik asetilkolin

reseptorlerinin aktivasyonu aracilik eder (Patocka vd., 2004).



1.3. Asetilkolin Metabolizmasi

Asetilkolin, enzim ylizeyinin altinda dar ve derin boslugun 20 A° dibinde
uzanan ACHE aktif bolgenin esteratik kisminda doniistiiriiliir. Bolge, asetilkolinin
hidrolizinde yer alan {i¢ 6nemli amino asit kalintisindan olusur. Bu amino asitler bir
elektriksel yiik diizenleme sistemine sahiptir ve substratin enzime baglanmasi
sirasinda, ACH’in asetil grubu ile bu amino asit kalintilar1 arasinda bir etkilesim
gerceklesmektedir. Asetilkolinin aktif bolgede dogru pozisyonu anyonik bolge
tarafindan, asetilkolinin dordiinciill amonyum iyonuyla etkilesmesi yolu ile kontrol
edilir (Radi¢, Pickering, Vellom, Camp ve Taylor, 1993; Temel, 2008; Pohanka,
2012). ACHE'nin ACH ile reaksiyon mekanizmasinda, agilasyon ve deagilasyon
olmak tizere iki ana siire¢ bulunmaktadir (Sekil 2) (Duranay vd., 2019).
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Sekil 2. ACHE’nin acilasyon ve deagilasyon prosesleri ile katalitik reaksiyonu

Acilasyonun ilk adiminda; Ser 203’den His447’¢ es zamanli bir proton
transferiyle, histidinin imidazol azotu, serinin hidroksil grubu ile gegici bir hidrojen
bagi olusturur ve niikleofilik reaksiyonu tesvik eder. Boylelikle serinin hidroksil

grubundaki oksijen atomundan, asetilkolinin karbonil grubundaki elektrofilik



karbonuna niikleofilik bir saldirt baslar. Enzim ve substrat arasinda gegici olarak
kovalent bir agil bagi olusarak birinci tetrahedral ara tirtinle sonuglanir. Bu tetrahedral
ara iirlin, oksianyon bolgesinde bulunan hidrojen baglar1 ve katalitik ii¢liide bulunan
glutamik asit ile elektrostatik etkilesimler tarafindan stabilize edilir. Protonun
ACH'nin ayrilan grubuna aktarilmasiyla bag boliinmesi meydana gelir ve cepten kolin
salinimu ile sonuglanir (Patoc¢ka vd., 2004; Colovic, Krstic, Lazarevic-Pasti, Bondzic
ve Vasic, 2013; De Souza, Renna ve Figueroa-Villar, 2016; De Boer, Nguyen, Mao,
Moore ve Sorin, 2021). Bu siirecteki bir sonraki adim olan deagilasyon da; bir su
molekiiliiniin  asetilkolinin asetil grubundaki karbonil karbonu arasindaki
etkilesimiyle, oksianyon boslugunun Gly121, Gly122 ve Ala204 artiklari tarafindan
stabilize edilen ikinci bir tetrahedral ara iiriin meydana gelir (Sekil 3) (de Souza vd.,
2016). Proton daha sonra His447'den asetilserin oksijen atomuna transfer olur ve asetik
asit ve serbest ACHE tiriinlerini verir (Patocka vd., 2004; Colovic, Krstic, Lazarevic-
Pasti, Bondzic ve Vasic, 2013; De Souza, Renna ve Figueroa-Villar, 2016; De Boer,
Nguyen, Mao, Moore ve Sorin, 2021).
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Sekil 3. ACH’nin ACHE tarafindan hidroliz mekanizmasi

Inhibitdr yoklugunda substrat katalizi asagidaki gibi dzetlenebilir:

o Substrat, aktif serin ile bir kovalent kompleks (tetrahedral ara iiriin)
olusturmak {izere katalitik bolgeye baglanir.

o Kolin salinimut ile birlikte tetrahedral ara iiriin yikilir, aktif merkezdeki
serin asetillenir ve kolin anyonik alt bolgeye baglanir.

o Kolin alt bolgeden ayrilir ve gegit yoluyla ¢ikar.

° Bir su molekiilii, yeni bir tetrahedral ara {iriin olusturan asil grubunun
karbonuna saldirir.

. Aktif bolgede asetat ile bagl tetrahedral ara iirtin yikilir.

o Aktif bolgedeki asetat ayrilir ve gegit yoluyla enzimi terk eder (Valle,
2008).
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1.4. Kolinesterazlar

Kolinesterazlar, merkezi ve otonom sinir sistemlerinde ve noromiiskiiler
sinapslarda kolinerjik nérotransmitter olan ACH’nin hidrolizini katalize eden serin
hidrolazlardir. Kolinerjik yollarin aracilik ettigi kardiyovaskiiler fonksiyonunun
periferik ve merkezi sinir sistemi kontrolii, kan basincinin homeostatik bakiminda ve
strese yanitta kritik oneme sahiptir (Valle, 2008).

Kolinesterazlar, asetilkolinin kolinerjik sinapslarda salindiktan sonraki bir
milisaniye i¢inde hizli bir sekilde ortadan kaldirilmasindan sorumludur, béylece kas
kasilmasinin kesin zamansal kontroliine izin verir (Rosenberry, 1979). Kolinesterazlar,
serin esterazlardir. Kolin esterlerini diger substratlardan daha hizli hidrolize etmeleri
ve dogal karbamat alkaloid fizostigmin (eserin) tarafindan inhibe edilmeleri ile
tammmlanir. Aktif serin ile reaksiyona giren diizopropilflorofosfat (DFP) gibi
organofosfatlar ile geri dondiiriilemez sekilde inhibe edilirler (Massoulié ve digerleri,
1993). Kolinesterazlar; asetilkolinesteraz ve psddokolinesteraz olmak iizere ikiye
ayrilir. 1964 yilinda Enzim Komisyonu tarafindan "gergek ve spesifik" kolinesteraz
olarak asetilkolin asetilhidrolaz (EC 3.1.1.7), diger kolinesterazlar igin ise
psodokolinesteraz veya biitilkolinesteraz (EC 3.1.1.8) adlarinin kullanilmasi kabul
edilmistir. ACHE, eritrositlerde, sinir uclarinda, akcigerlerde, dalakta ve beynin tiim
boliimlerinde bulunur. BCHE, plazmada, karacigerde, diiz kaslarda, bagirsaklarda,
pankreasta, kalpte ve beynin beyaz maddesinde bulunur. iki enzim, temel olarak
substrat 6zgiilliikleri ve inhibitorlere karsi olan duyarliliklar1 bakimindan birbirinden
ayirt edilebilmektedir. ACHE, asetilkolini diger kolin esterlerinden daha hizli hidrolize
eder ve butirilkolin iizerinde ¢ok daha az aktiftir. BCHE ise biitirilkolini asetilkolinden
daha hizli hidroliz eder (Chatonnet ve Lockridge, 1989; Patocka vd., 2004; Pohanka,
2011; Colovic vd., 2013).

1.5. Asetilkolinesteraz

Kolinesterazlarin varligi Dale tarafindan 1914'de 6ne siiriilmiis ve 1926'da
Loewi ve Navratil tarafindan kurbaga kalplerinde yaptiklar1 deney ile
asetilkolinesterazin  varligini  dogrulamiglardir. Henry Dale, kolin esterlerini
pargalayan bir enzimin, asetilkolinesterazin otonomik ve somatik motor sinir
sistemlerinde nérotransmisyonda rol oynadigini ve bu enzimin, ilacin, yani fizostigmin

faaliyetinin hedefi oldugunu One stirmiistiir. 1937'de Marnay ve Nachmansohn,
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noromiiskiiler kavsaklarda, Torpedo ve Electrophorus'un elektrik organlarinda yiiksek
konsantrasyonlarda asetilkolinesteraz gozlemislerdir ( Taylor, 1991; Massouli¢ ve
digerleri, 1993). ACHE, sistemik olarak asetilkolin asetilhidrolaz olarak adlandirilan
kolin esterlerinin hidrolizini katalize eden 6zel bir karboksilik ester hidrolazidir. Diger
isimleri arasinda gercek kolinesteraz, spesifik kolinesteraz, kirmizi kan hiicresi
kolinesteraz, eritrosit kolinesteraz ve kolinesteraz | bulunur. ACHE; kas, sinir ve
hematopoietik hiicrelerde tiretilir ve hizli kataliz hizi nedeniyle en verimli enzimlerden
biri olarak kabul edilir. ACHE igin tercih edilen substrat, asetilkolindir (Askar, Kudi
ve Moody, 2011; De Boer vd., 2021). ACHE; sinir ve kas, merkezi ve periferik
dokular, motor ve duyusal lifler ve kolinerjik ve kolinerjik olmayan lifler gibi bir¢ok
iletken doku tiiriinde bulunur ve ACHE'in aktivitesi motor ndronlarda duyusal
ndronlardan daha yiiksektir. Iskelet kasinin sinir-kas kavsaginda bulunan ACHE, sinir
hiicresinden ziyade kas tarafindan sentezlenir. Uyarilabilir dokularda, ACHE
ekspresyonu dokuya 6zgii gelisim tarafindan diizenlenir ve enzim hem sinirin hem de
kasin hiicre dis1 ylizeyinde lokalizedir. Norotransmiter asetilkolini kolin ve asetata
hizla hidrolize ederek, kolinerjik norotransmisyonda merkezi ve periferik sinir
sistemlerinde islev goriir (Taylor, Camp ve Radic, 2009; Colovic vd., 2013; Rajesh
vd., 2017; Duranay vd., 2019). ACHE geni (Sekil 4) (Isik, 2015), insanda 7.
kromozomun uzun kolunun 22. bdlgesinde yer alan, alti1 ekson igeren ve 7 kilobaz
uzunlugunda bir gendir. Kolinesterazlarin karboksil u¢ kismindaki amino asitler
cesitlilik géstermekle birlikte korunmus durumdadir ve bu amino asitler katalitik ti¢li
(Sekil 5) adi verilen enzimin aktif merkezini olusturmaktadir (Gibney, Camp, Dionne,
Macphee-Quigley ve Taylor, 1990; Getman, Eubanks, Camp, Evans ve Taylor, 1992;
Isik, 2015).

Human
H I 1 2 J 1 3

W]
GRE hEle hEic hEla
Diizenleyici intron elemanlan
(Pekgok farkli baglama noktast)

Sekil 4. ACHE gen semast
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Sekil 5. Torpedo californica ACHE nin literatiirdeki ti¢ boyutlu yapisi

Sekil 5’de verilen Torpedo californica ACHE, B ve a-heliks tabakalarindan
olusur. B -tabaka yesil renklidir. Bogaz1 kaplayan on dort aromatik kalint1 sar1 renk,
katalitik tigliiyli olusturan Serin-Glutamat-Histidin aminoasitleri ise sirastyla; turuncu,
kirmiz1 ve mor renk ile gosterilmistir. Molekiil yiizeyindeki gecidi ¢evreleyen substrat
baglama bolgeleri mavi renktedir (Oakeshott, Claudianos, Russell ve Robin, 1999).

Saflagtirilmis ACHE’ nin 6zellikleri hakkindaki bilgilerin ¢ogu, yilan baligi
Electrophorus electricus’un elektrik dokusundaki ACHE’ nin ¢alismalarindan elde
edilmistir (Askar vd., 2011). TcACHE kristal yapis1t 1991'de ¢oziildiigiinden beri,
bocek ve memeli kaynaklarinin yani sira BCHE kaynakli TcACHE ve homolog
ACHE!'ler iizerinde ¢alisan bilim adamlari, ayni katalitik tiglityii kullanan diger serin
hidrolazlardan ¢ok daha yiiksek bir turnover sayisina sahip olan bu son derece verimli

hidrolazin etki seklini arastirmiglardir (Silman ve Sussman, 2008).

1.5.1. Asetilkolinesterazin Gérevi ve Onemi

ACHE sinaps, kolinerjik ve diger sinirsel mekanizmalardan sorumlu olan canli
organizmalardaki en onemli enzimlerden biridir (Askar vd., 2011; Bal vd., 2020).
Asetilkolinesterazin baglica biyolojik rolii, norotransmiter asetilkolinin kolin ve
asetata hizli hidrolizi ile kolinerjik sinapslarda uyari iletimini sonlandirmasidir.
Kolinerjik ndrotransmisyonda merkezi ve periferik sinir sistemlerinde islev goriir
(Colovic vd., 2013; Duranay vd., 2019; Rajesh vd., 2017; Sussman vd., 1991). ACHE'
nin katalitik hiz1 ACH iizerinde son derece hizlidir (~109 Ms?), substrat birlesmesi
ve ayrismasinda difiizyon siirina yaklagir (Cheng, Song, Yuan ve Xu, 2017).

Turnover sayisinin yaklasik 1,5x10%™ olmasi nedeniyle, en etkili enzimlerden biri
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olarak bilinir (Taylor vd., 2009).
Birinci asamada enzim asetillenir ve kolin salinir (Sekil 6, Sussman ve Silman,

1992), bir su molekiilii daha sonra serbest enzimi asetik asitin eszamanli salinimu ile

yeniden tiretir (Xu vd., 2010).

CH3COOCH,CH,N*(CH3)3 + AChE

|

CH;CO-AChE + HOCH,CH,N*(CHy)3

l

CH3COO~ +H* +AChE
Sekil 6. Asetilkolinesteraz mekanizmasi

Hem omurgalilarda hem de omurgasizlarda bulunan ACHE’1n ana islevi,
norotransmitter ACH hidrolizidir, bdylece ndrotransmisyonu diizenler. Merkezi ve
periferik sinir sistemlerindeki kolinerjik sinapslarda nérotransmitter ACH 'nin etkisini
sonlandiran ACHE, farmakolojik ajanlarin, yaygin kullanilan bdcek oldiiriiciilerin ve
sinir gazlarimin hedef noktasidir (Bourne vd., 1995; Fournier ve Mutero, 1994; Kim ve
Lee, 2018). ACHE’ 1 inhibe edici etkilerinin, g¢esitli hastaliklarin tedavisinde ve
zararl haserelerin kontroliinde farmakolojik uygulamalar1 oldugu kanitlanmistir; bu
nedenle, inhibitdr arayisi, agrokimyasal ve biyomedikal alanlar i¢in bir ilgi konusudur

(Bal vd., 2020).

1.5.2. Asetilkolinesterazin Yapisi ve Aktif Merkezi

Torpedo californica’nin elektrik organindan elde edilen asetilkolinesterazin iig
boyutlu yapis;, 1991°de Sussman ve digerleri tarafindan x-151m1 analizi ile
belirlenmistir. Enzim monomeri, 537 amino asit i¢eren bir a /  proteinidir. ACHE nin
molekiiler yapisi 14 a sarmal ile ¢evrili 12 iplikli karisik bir B tabakasindan olusur.
Molekiil, 45A x 60A x 65A boyutlarinda elips seklindedir (Sussman vd., 1991;
Colovic vd., 2013). ACHE yapisinin en dikkat ¢ekici 6zelligi, enzimin yarisina kadar
niifuz eden ve tabanina yakin genisleyen ~ 20 A uzunlugunda ve ~5 A (1 A=0,1 nm)

genisliginde dar ve derin gegit olusturur (Sekil 7) (Dvir, Silman, Harel, Rosenberry ve
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Sussman, 2010).

Asetilkolinesterazin aktif bolgesi, ¢cok sayida korunmus aromatik kalintilarla
kapli bu derin gegidin tabaninda bulunur. (Bartolucci, Stojan, Yu, Greig ve Lamba,
2012; Colovic vd., 2013; Moghadam, Ashouri, Roohi ve Karimi-jafari, 2021).

Periferal Bolge A

15 A

5A

Sekil 7. TCACHE'nin aktif bolge ge¢idinin sematik goriiniimdi.

ACHE'nin aktif bolgesi iki alt bolgeye ayrilir: katalitik tiglii, oksianyon deligi,
acil baglama cebi ve kolin baglama bdlgesinden olusan; gecitin tabanindaki katalitik
aktif bolge (CAS) ve gegit kenarindaki periferik anyonik bolge (PAS) (Bartolucci vd.,
2012; Macek Hrvat vd., 2020). ACHE ve BCHE aktif bolgelerinin amino asit kalinti
bilesimindeki fark, BCHE'nin ACHE'den daha biiyiik substratlar1 ve ligandlari
hidrolize etmesini veya baglamasini saglar (Macek Hrvat vd., 2020).
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Katalitik
Uclii

Sekil 8. ACHE nin temsili yapis1 ve fonksiyonel bolgeleri

Sekil 8’de ACHE nin temsili yapisi verilmis olup, A: ACHE’nin beyaz serit
modunda gorsellestirmesi B: ACHE’nin dikey eksen etrafinda 90° dondiiriilmiis
goriiniimii C: ACHE'nin baglanma bdlgelerinin biiylitiilmiis gériiniimlerini temsil

etmektedir (De Boer vd., 2021).
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1.5.2.1. Katalitik Aktif Bolge (CAS)

Bir ACHE'min ilk kristal yapisi olan Torpedo californica ile yapilan
calismalarda, katalitik aktif bélgenin 14 aromatik tortunun halkalari ile kapli derin ve
dar bir gecidin tabanina yakin oldugunu ortaya ¢ikardi. Enzimin katalitik faaliyetini
diizenleyen aktif anyon ve ester Ozelliklerine sahiptir. Ester 6zelligini serin, anyon
ozelligini ise glutamik asit saglamaktadir. Geg¢idin dibine gdmiilii oldugu i¢in erisimi
kolay olmayan CAS “katalitik iiclii” olarak bilinen Ser203, His447 ve Glu202 igerir.
Bu tiglit ACH’deki ester baglarinin hidrolizinden sorumludur. CAS’in anyonik alt
tinitesi Trp84, Tyr130, Gly199, His441 ve His444 amino asitlerinden olusur. Trp 84'iin
indol yan zinciri ACH kuaterner amino grubu ile bir katyon-n etkilesimi yapar. Ikinci
bir amino asit olan Phe330, ligandlarin taninmasinda gorevlidir (Xu vd., 2010;
Koganci ve Aslim, 2016; Moghadam vd., 2021). Sekil 8’de sar1 renk ile gosterilmistir
(De Boer vd., 2021).

1.5.2.2. Periferik Aromatik Bolge (PAS)

PAS (Sekil 8’de kirmizi) gegidin agzina yakin bir yerde bulunur. Onlarca
yildir, "periferik anyonik bdlgeyi" belirtmek i¢in kullanilmistir. Son yillarda,
kolinesteraz islevi i¢cin hayati Oonem tasiyan bu baglanma bdlgesinin aromatik
Ozelliklerinden dolay1r “periferik aromatik bolge” olarak atifta bulunulmustur.
ACHE’nin PAS'indaki énemli amino asitler arasinda serin, tirozin, aspartik asit ve
triptofan bulunur. PAS, esneklige katkida bulunan Q-dongiisii dahil olmak {izere
proteinin ylizeyindeki bir¢ok halka ve ikincil yapisal eleman ile temas kurarak, substrat
ve ligand baglanmasinda onemli bir rol oynar. Ozellikle kolin gibi pozitif yiiklii
tiirlerin bogaza tasinmasi i¢in degerlidir. Asilasyon bolgesine giden yolda substratlari
gecici olarak baglayarak katalitik etkinlige katkida bulunur. Substratin kolin
boliimiiniin katyon-r etkilesimi yoluyla aromatik asit Trp 86’ ya baglanmasina karsilik
gelir (Chen, Zhu, Zhao ve Wang, 2021; De Boer vd., 2021; Moghadam vd., 2021; Xu
vd., 2010). Yiiksiiz ve lipofilik olan bu bolge, ACH'nin kolin kisminin pozitif dortlii
aminini ve ayrica yarigmali inhibitorler olarak goérev yapan dortlii ligandlar
(edrofonyum ve N-metilakridinyum) ve organofosfatla inhibe edilmis ACHE'yi etkin
bir sekilde yeniden aktive eden dortlii oksimleri baglar. Katyonik substratlar, bu
bolgede negatif yiiklii bir amino asit ile degil, aktif bolgeye giden gecidi kaplayan 14

aromatik tortunun etkilesimi ile baglanir. Bu ge¢itteki 14 amino asidin tamamu farkl
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tiirler arasinda yiliksek oranda korunmustur. Aromatik amino asitler arasinda triptofan
84 kritiktir ve alanin ile yer degistirmesi enzim aktivitesinde 3000 kat azalmaya neden
olur (Colovic vd., 2013).

1.5.2.3. Oksianyon Boslugu

Iki glisin ve bir alaninden (Glyl121, Glyl22 ve Ala204) olusan oksianyon
boslugu (OAH, Sekil 8'de turuncu), substratin gecis durumunu stabilize eden hidrojen
bag1 donorleri saglar (De Boer vd., 2021; Moghadam vd., 2021). OAH'n alkilasyon
adimi sirasinda ayrilan gruplar lizerinde bir ¢cekme kuvveti uyguladigini ve OAH'nin
her iki kolinesterazda ACH hidrolizi i¢in enerji bariyerini diistirdiigli bilinmektedir.
OAH’daki bu kalintilar, ACH'nin karboksil oksijeni ile hidrojen bagi olusturacak
sekilde hizalanir. Bununda OAH' nin ara ve ge¢is durumlarinda etkilesimleri stabilize
etmeyi Kkolaylastirdigin1 ve hidroliz reaksiyonu sirasinda iiretilen negatif yiikiin
dengelenmesine yardim ettigi belirlenmistir (Franjesevic vd., 2019; De Boer vd.,
2021).

1.5.2.4. Agil ve Kolin Baglama Bolgesi

Bir ligand bogaza girdiginde, katalitik tigliiniin yakininda bulunan a¢il baglama
bolgesi ve kolin baglanma bolgesi (sirasiyla Sekil 8'de mavi ve yesil renk), ligandin
kataliz i¢in konumlandirilmasina yardimci olur. Agcil baglama boélgesi, (Phe295,
Phe297 ve Trp236), kolin ester serisinin daha biiyiik iiyelerinin erisimini dnleyerek
substrat segiciliginden sorumludur ve ACH'nIn asetil grubunu stabilize ettigi
belirtilmistir. Acil baglama bolgesi ve kolin baglanma bolgesi; insan ACHE'sinde
baslica triptofan, tirozin ve fenilalanin'den olusan hidrofobik bolgelerdir (De Boer vd.,
2021; Moghadam vd., 2021).

1.5.2.5. Q-dongiisii (Omega Dongiisii)

Yaklasik 30 kalintili bir diziden olusan Q-dongiisii (OML, Sekil 8'de mor),
aktif bolge ge¢it duvariin bir tarafi boyunca yer almaktadir. Bir substrat veya inhibitor
varliginda, Q-dongiisii, enzimin “nefes almasini” saglamakta, gecidin boyutunu
diizenlemede ve boylece ligandin aktif bolgeye gecisini saglamada 6nemli bir rol
oynar. OML, burulma hareketi ve pargali birimlerin dalgalanmalar: sayesinde, gegit
genislemesi gibi ii¢ boyutlu degisikliklere ugrar (Masson vd., 1997; Shi, Boyd, Radic
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ve Taylor, 2001; Cheng vd., 2017; De Boer vd., 2021).

Arastirmacilar; bir arka kapi, bir Q-dongii kapisi ve onerilen yan kap1 dahil
olmak iizere, alt tabakalarin vadiye girebilecegi bir dizi kapt oldugunu One
stirmiislerdir (De Boer vd., 2021). Substratlarin ve inhibitorlerin, uzun ve dar gegit
girisi yoluyla katalitik bolgeye girdigi, tirtinlerin ise ana ¢ikisin yani sira, arka kap1 ve
yan kapi gibi c¢ikabildigi alternatif kapilar1 vardir. Sekil 9’da ACH hidrolizinin
parg¢alanma {riinlerinin ¢ikarilmasinda yer alan {i¢ olast ACHE boélgesi; arka kapi
(Trp86, Gly448, Tyr449 ve lle451), yan kap1 (Asp74, Thr75, Leu76, Thr83, Glu84 ve
Asn87) ve acil dongii kapist (Trp236, Arg247 ve Phe297) sirasiyla; kirmizi, mavi ve
camgobegi ile gosterilmistir (Moghadam vd., 2021). Ligandlarin ¢ogu katalitik
bolgeden arka kapi yoluyla ¢ikar, bazilar1 aktif bolgede tutulur ve ¢ok azida yan
kapidan ya da ana gegitten salimir (Cheng vd., 2017; Moghadam vd., 2021).

Sekil 9. ACH hidrolizinin par¢alanma iiriinlerinin ¢ikarilmasinda yer alan ii¢ olasi
ACHE bolgeleri

1.5.3. Asetilkolinesterazin Inhibitorleri

Asetilkolin, insan viicudunun merkezi, periferik ve otonom sinir sistemleri igin
onemli bir noérotransmiterdir. Presinaptik néronda, kolin ve asetil-koenzim A'dan kolin
asetiltransferaz enzimi tarafindan sentezlenen ACH, presinaptik ndronlardaki
vezikiillerde depolanir ve ndrona sinir uyarist geldiginde vezikiiller icerigini sinaptik
araliga birakir. Sinaptik araliga salindiktan sonra, hiicre i¢i yamiti tetikleyen

postsinaptik zar tizerindeki asetilkolin reseptorlerine baglanir (Sekil 10). Sinaptik
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yarikta postsinaptik reseptore baglanmayan ACH ile sinir uyarisinin diger nérona
iletilmesinin ardindan reseptorden ayrilan ACH, asetilkolinesteraz tarafindan hidroliz
edilir (Jeger, 2013).

Akson terminali

Sinaptik

vezikiiller Sinaptik
arahik
MAst 4 VI Al .
e - ’ \..' f 44:10‘1 Ls /o l
| q.t. 7o ; - i) s".A . -
s - . Gv wnix presinaptik e .

D, .- 29) &2 R
Cr /j R e
_-! v 5 W ¥
gl J | '_ 74 i T postsinaptik

Ach reseptirleri

Sekil 10. Noronlarin diger noronlara, kas veya salgi bezleri gibi néron olmayan
hiicrelere mesaj iletimine olanak tantyan 6zellesmis baglanti noktalari olan
sinapslarin gosterimi

Kaynak: http://dent2.ege.edu.tr/dosyalar/kaynak/313_agizfizyo/7.pdf

ACHE'nin inhibisyonu asetilkolin birikimine, nikotinik ve muskarinik
reseptorlerin hiperstimiilasyonuna ve bozulmus ndrotransmisyona yol agar (Li vd.,
2021; Pohanka, 2011). Bu nedenle ACH seviyelerini arttirabilen bilesikler, kolinerjik
reseptor ligandlar1 veya asetilkolinesteraz inhibitorleri (ACHEI) olabilirler (Rampa
vd., 2000). ACHE’ nin inhibisyonu Alzheimer hastaligi (AH), miyastenia gravis,
glokom, diiz kas atonisi ve ¢esitli otonom sinir sistemi fonksiyon bozukluklar1 gibi
cesitli hastaliklarin tedavilerinde 6nemli bir terapétik etki mekanizmasi sahiptir (Li
vd., 2021; Taylor vd., 2009). AH olan hastalarda ACH diizeylerinin yetersiz oldugu
gosterilmigtir.  ACH, beyindeki bilgilerin kaydedilmesi, depolanmasi ve
hatirlanmasinda kilit rol oynayan beynin kimyasal ara iiriinlerinden biri oldugu igin,

yikiminit dnleyen herhangi bir faktor, bir anti-Alzheimer ilaci olarak kabul edilebilir
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(Pasandideh ve Arasteh, 2021). ACH'nin sinapstaki aktivitelerini diizeltmek ve kontrol
etmek i¢in ACHET'ler kullanilmigtir (Abd EI-Aziz vd., 2021). ACHE’1n inhibisyonun
sagliga olan olumlu etkilerinin yani sira olumsuz etkileride olabilir. Olumsuz etkilere
neden olan bazi ACHE inhibitdr 6rnekleri arasinda pestisitler, kimyasal savas ajanlari,
ilaglar ve fitokimyasallar bulunur (Li vd., 2021). Asetilkolinesteraz enziminin (ACHE,
EC 3.1.1.7) bircok organofosfat ve karbamat bazli insektisitin hedefi oldugu
bilinmektedir. Organofosfatlar, karbamatlar ve flavonoidler dahil olmak {izere
geleneksel pestisitlerin ACHE'nin aktivitesini etkiledigi bilinmektedir (Li vd., 2020).
Bu insektisitler, ACHE enziminin aktif bolgesinin fosforilasyon veya karbamilasyon
tipi modifikasyonlarin tesvik ederek c¢alisir. Bu modifikasyonlar ACHE aktivitesini
inhibe eder ve normalde sinir hiicresi aktivitesinin uygun sekilde diizenlenmesi i¢in
gerekli olan bir adim olan asetilkolinin hidrolizini bloke eder (Hsu vd., 2008).
ACHE'nin insektisitler tarafindan inhibisyonu, sinirlerde asir1  heyecana,
ndrotransmisyonun tikanmasina ve boceklerin 6liimiine neden olur (Chai, Liu ve
Wang, 2007).

Organofosfatli pestisitler (OP), hasere kontrolii i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. OP'lerin, asetilkolinesterazin katalitik aktivitesini inhibe etme
yetenekleri nedeniyle in vivo olarak asetilkolin birikimini indikledigi 1iyi
bilinmektedir, bu da sonugta sinir hiicresi 6liimii ve sinir sistemlerinde daha fazla islev

bozuklugu ile sonuglanir (Zhang, Li, Sun ve Gao, 2015; Chen vd., 2021).

H1 0 (S)
N
P
VAN
Ro X
Sekil 11. Organofosfatli pestisitlerin genel yapisi

Bir P=0 pargasina sahip OP’lerin genel yapisinda (Sekil 11) bulunan X (ayrilan
grup): OP asetilkolinesteraz1 fosforile ettiginde yer degistirir ve hidrolize en duyarh
olan kisimdir; R1 ve Rz en yaygin olarak alkoksi, alkil, amino, tioalkil, vb gruplardir,
diger kimyasal gelmesi de miimkiindiir; oksijen ya da kiikiirt atomu da fosfora ¢ift bag

ile baglanir. Fosforotiyonat esterler (P=S) genellikle zayif antikolinesterazlardir
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(Fukuto, 1990; Costa, 2006). Gii¢li ACHE inhibitorleri olan OP’ler; gegitteki
kalintilara kovalent olarak baglanan ve bu nedenle aktif bolgeyi terk edemeyen, geri
doniisti olmayan inhibitorler olarak kategorize edilir. OP bilesiklerinin fosfor atomu
ile enzimin esteratik bolgesi arasindaki bag, ayni1 enzim bolgesindeki asetatin karbonil
karbonu (asetilkolin i¢inde) arasindaki bagdan ¢ok daha kararlidir. Fosfor ile serinin
hidroksil grubundaki oksijen arasinda olusan bu kovalent bag, ACHE'yi geri
dontisiimsiiz olarak inhibe eder. Karbon-enzim baginin kirilmasi birkag mikrosaniyede
tamamlanirken, fosfor-enzim baginin kirilmasi, OP'nin kimyasal yapisina bagli olarak
birka¢ saatten birka¢ giine kadar siirebilir. Fosforillenmis ACHE'nin yeniden
aktivasyonu, enzim-inhibitér kompleksi "yaslandiginda" gergeklesmez (Sekil 12-c).
Yaslanma, iki alkoksi (R) grubundan birinin (enzimatik olmayan hidroliz yoluyla)
kaybindan olusur ve yaslanma hiz1 alkoksi grubunun dogasina baglhidir. Ornegin bir
izopropoksi fosfat tarafindan fosforile edilmis ACHE en hizli yaslanir (Sussman vd.,
1991, Costa, 2006; Dvir vd., 2010; Ochoa, Rodriguez ve Zuluaga, 2016; De Boer vd.,
2021). Fosforillenmis ACHE yaslandiginda, enzimin geri doniigiimsiiz olarak inhibe
edildigi diisiiniilebilir ve aktivitesini degistirmenin tek yolu, giinler alabilen bir siire¢
olan yeni enzimin sentezidir (Costa, 2006).

Sekil 12’de (Salgado, 2013) asetilkolinesteraz inhibitorlerinin  saldiri
mekanizmalarin1 gosterilmektedir. Asetikolinin ACHE tarafindan mikrosaniyeler
icinde hidrolize olup, enzimin tekrar serbest hale gelmesi c¢ok kisa siirede
gerceklesmektedir (Sekil 12-a). AH tedavisinde kullanilan ve geri doniisimli bir
inhibitdr olan fizostigminin etkisiyle bu hidrolizlenme islemi gecikmekte veya
yavaglamaktadir (Sekil 12-b). Bir organofosfat bilesigi olan dizopropilflorofosfat,
ACHE’lere kovalent baglanarak fosforilasyonuna neden olup onu geri doniisiimsiiz

olarak inhibe etmektedir (Sekil 12-c).
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(a) ACh+ACHE

Asetil enzim ara maddesi
(t12 =mikrosaniye)

(b) Fizostigmin+ ACHE (c) DFP+ACHE

Karbomil enzim ara maddesi

Fosforil enzim ara maddest
(t12=13-20 dakika)

(t12 = saatler/giinler)

\\ Yaslanma

Hizh  Yavas

Dogal ACHE fnaktif ACHE

Sekil 12. Asctilkolinesteraz inhibitorlerinin saldiri mekanizmalari

Karbamatlar, karbamik asitten (NH2COOH) tiiretilen organik bilesiklerdir.
Biyolojik olarak aktif karbamatlarin genel yapisindaki (Sekil 13, Colovic vd., 2013)

X: oksijen veya kiikiirt, R1 ve Ry: genellikle organik veya alkil substitlienttir ancak

hidrojende olabilir ve Rs ¢cogunlukla bir organik substitiient veya bazen de bir metal

olabilir.

X
R J‘I\ R3
“\T X/

Rz

Sekil 13. Karbamatlarin genel yapisi

Karbamat inhibitorleri, organofosfor inhibitorleri gibi kolinesterazin aktif

bolgesine baglanir. Kovalent bag stabil degildir ve karbamat kismi bir siire sonra aktif

bolgeden dekarbamilasyon yoluyla ACHE’den kolayca hidrolitik olarak ayrilir.
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Karbamat baglama mekanizmasi bazen, karbamat parcasinin kendiliginden
gerceklesen hidrolizi ve kolinesteraz aktivitesinin yeniden olusumu nedeniyle yalanci
geri donilisimsliz  olarak adlandirilir. Farmakolojik agidan, karbamatlar ve
organofosfor inhibitorleri arasinda biiytlik bir fark vardir. Birgok karbamat kan beyin
bariyerini gegmez ve karbamat parcasinin onu gegmek i¢in modifiye edilmesi veya
kapsiillenmesi gerekir. Kuarterner amonyum igeren piridostigmin ve neostigmin buna
orneklerdir. Kan beyin bariyeri tiim karbamatlar tarafindan asilmaz degildir, 6rnegin
rivastigmin ve fizostigmin beyindeki ACHE'ye kolayca ulasir. ACHE ve BCHE,
bitkilerden ve mantarlardan gelen bir grup sekonder metabolit tarafindan inhibe
edilebilir. Galantamin ve huperzin, farmakolojide kullanilan bitki alkaloitlerinin
ornekleridir. Alkaloidler o-kokain, a-solanin, tomatin, berberin, palmatin ve
jatrorrhizin, kolinesterazlar1 inhibe eden diger metabolitlerdir. Aflatoksinler, ikincil
metabolitler olarak eklenebilir (Costa, 2006; Pohanka, 2014; Vinotha Alex ve
Mukherjee, 2021).

Fizostigmin, ti¢ilinciil bir amin karbamat (Sekil 14; CisH21N30>) asetilkolin
esteraz inhibitoriidiir. Bat1 Afrika'da yetisen Physostigma venenosum'dan bir alkaloid
olan fizostigmin (Antilirium®, Isopto®, eserine), bilinen en eski asetilkolinesteraz
(ACHE) inhibitoriidiir. 1864'te kalabar fasulyesinden izole edilmis, 1935°te de ilk kez
sentezlenmistir. Kendiliginden olan hidroliz, dogal enzimi ve islevi yeniler.
Fizostigmin, yalanc1 substrat gibi davranarak enzimlerin anyonik ve esteratik
bolgeleriyle etkileserek karbamillenmis fonksiyonel olmayan bir enzim elde etmek
tizere ACHE'yi inhibe eder. Fizostigminin {igiinciil amin yapisi, kan-beyin bariyerine
niifuz etmesine ve merkezi ve periferik kolinerjik etkiler gostermesine izin verir. Kan
beyin bariyerini gegme konusundaki essiz yetenegi, onu antikolinerjik toksisitenin
merkezi ve ¢evresel etkilerini tersine ¢evirmek icin paha bicilmez bir panzehir yapar.
Etkinligine ragmen, trisiklik antidepresan doz asimi olan hastalarda fizostigmin
uygulamasindan sonra ani kalp durmasi olan hastalarin yaymlanmasinin ardindan
fizostigmin yeterince kullanilmamaktadir (Triggle, Mitchell ve Filler, 1998; Salgado,
2013; Arens ve Kearney, 2019; Batiha vd., 2020).
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Sekil 14. Fizostigminin genel yapisi

Kolinesteraz inhibitorleri (takrin, donepezil, rivastigmin ve galantamin), AH’
da kullanim i¢in onaylanan ilk ilag kategorisidir (Seltzer, 2007).

Takrin (1, 2, 3, 4-tetrahidroakridin-9-amin; Sekil 15), kan beyin bariyerini
kolayca gegen ve ACHE inhibisyonu diisiik fakat yine de etkili inhibisyon yoluyla
Alzheimer hastaliginmi iyilestirmek i¢in kullanilan oldukga etkili sentetik bir ilagtir.
Diisiik biyoyararlanimi ve kisa yar1 dmrii nedeniyle fizostigmin 1979'da kesildikten
sonra, 1993'te takrin AD ilac1 olarak recete edilen ilk ACHE inhibitoriidiir (Wagstaff
ve McTavish, 1994; De Los Rios, 2012; Pohanka, 2014).

N

~

7
NH,

Sekil 15. Takrinin genel yapist

Takrinin kristal yapisinin arastirilmasiyla, takrinin 4-aminokinolin kisminin,
enzime baglanmasindan sorumlu olan bélge oldugu anlasilmistir. Halka nitrojen
atomu aracilifiyla His 440'm oksijen atomuna dogrudan hidrojen bag: ile baghdir
(Sekil 16, Rampa vd., 2000). Amino azotu bir su molekiilii ile bir hidrojen bagi
olusturur. AD semptomlan iizerindeki faydali etkilerinin kanitlariyla birlikte, bazi
durumlarda kullanimini sorunlu hale getiren birka¢ olumsuz yan etki gostermesi
nedeniyle, ikinci nesil ilag donepezil'in gelistirildigi diger birgok ACHE inhibitorii
tizerinde calisild1 ve gelistirmeye yonelik arastirma gabalari halen devam ediyor (Harel
vd., 1993; WIlodek, Clark, Scott ve McCammon, 1997; Rampa vd., 2000; Zhao ve
Tang, 2002).
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Sekil 16. Takrinin secili aminoasitlerle etkilegimi

Donepezil, ACHE'nin spesifik, giiglii ve pipiridin tipi (Sekil 17, De Los Rios,
2012), esas olarak rekabet¢i olmayan fakat ayni zamanda bir miktar rekabetci
inhibisyonunu sergileyen karisik bir asetilkolinesteraz inhibitorii olarak tanimlanir.
Orijinal olarak Eisai ve Pfizer tarafindan gelistirilen Alzheimer hastalig i¢in oldukga
etkili bir ilag¢ olarak Aricept ticari adi altinda mevcuttur (Dooley ve Lamb, 2000; De
Los Rios, 2012; Pohanka, 2014).

O
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Sekil 17. Donapezilin genel yapisi
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Rivastigmin, karbamilleyici, uzun etkili geri dontigiimlii ve rekabetci olmayan
bir karbamat asetilkolinesteraz inhibitoriidiir. Rivastigmin, hafif ile orta siddetli
Alzheimer hastalig1 olan hastalarda oral tedavi olarak gosterilir. Rivastigmin, su
andaki mevcut olan ACHEI'lerden farkli bir yapisal formiile (Sekil 18) sahip bir
inhibitordiir. Takrin ve donepezil, asetilkolinesteraz enzimine baglanma dakikalar
icinde hidrolize edildiginden kisa etkili veya geri doniislimlii ajanlar olarak
siniflandirilirken, rivastigmin; ACHE {izerinde 10 saate kadar uzun siireli inhibisyonu
nedeniyle uzun etkili veya yalanci geri doniisii olmayan bir ajan olarak siniflandirilir.
Klinik oncesi biyokimyasal calismalar, rivastigminin periferik inhibisyona gore
merkezi sinir sistemi segiciligine sahip oldugunu gostermistir (Spencer ve Noble,
1998; Jann ve FCCP, 2000).
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Sekil 18. Rivastigminin genel yapisi

Galantamin (Sekil 19, Colovic vd., 2013) ilk olarak 1950'lerde Galanthus
nivalis'ten izole edildi. Alkaloid olan galantamin ikili bir etki sekline sahip olup,
ACHE'nin yarismali bir inhibitérii ve nACHR'nin allosterik bir modiilatoriidiir.
ACHE'nin bir inhibitorii olarak asetilkolinin bozunmasini bloke eder ve bdylece
mevcut ACH’ nin konsantrasyonunu arttirir. nACHR ’nin allosterik giiclendirici ligand1
olarak, reseptor tarafindan iiretilen iyon akisini arttirir. Galantamin. ACHE ve nACHR
tizerindeki ikili etkisi, ACHE'y1 inhibe eden diger pazarlanan ilaglardan farkli olarak
bir avantajdir. Ayn1 zamanda bu alkaloidin ACHE (ICso: 1,995) i¢in BCHE'den (ICsp:
12,59 uM) daha secici oldugu rapor edilmistir (Hostettmann vd., 2006; Pohanka,
2014).
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Sekil 19. Galantaminin genel yapisi

Huperzia serrata (Lycopodiaceae) gelencksel Cin tibbinda ates, iltihabi
durumlarin tedavisi ve hafizanin iyilestirilmesi i¢in kullanilmis bir alkaloiddir (Sekil
20, De Los Rios, 2012). 1980'lerin basinda, huperzin A bu geleneksel ilagtan izole
edilmistir. Ayrica Lycopodium selago ve Lycopodium varium (Lycopodiaceae)'da
bulunur. Huperzine A, rekabetci olmayan veya karisik bir mekanizma ile hareket eden
secici bir ACHE inhibitoriidiir. Huperzin A ve enzim arasindaki kompleksin oldukga
yavas ayrismasi, huperzin A’nin uzun etki siiresini agiklamaktadir. Ayrica, bir
inhibitor olarak ACHE (ICso: 0,082 mM) olan etkisi, BCHE (ICso: 74,43 mM) olan
etkisinden 1000 kat daha fazladir. Bununla birlikte, Huperzine A, kan beyin bariyerini
gecemeyecek kadar polarite gibi baz1 dezavantajlar sunar. Huperzine A, ACHE'nin
periferik anyonik bdlgesine baglanabilir ve etkinin, amiloidojenik siirecin
tyilestirilmesinden sorumlu oldugu bildirilmektedir. ACHE inhibisyonunun yani sira,
huperzin A, N-metil-D-aspartat reseptoriiniin giiglii bir rekabet¢i olmayan
inhibitoridiir (Hostettmann vd., 2006; De Los Rios, 2012; Pohanka, 2014).

Sekil 20. Huperzin A’nin genel yapisi
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Edrofonyum kloriir (Sekil 21), néromaskiiler kavsakta asetilkolin artisina
neden olan hizli baslangich ve kisa siirede etkili, geri doniisiimlii ve yarismali bir
asetilkolinesteraz inhibitortidiir. Edrofonyum Kkloriir, kisa stireli etkisi nedeniyle
1960'lardan beri otoimmiin bir sinir-kas hastaligi olan miyastenia gravisin (MG) tani
testinde (tensilon testi) kullanilir ve bu test MG’li hastalarin antikolinesteraz
tedavisinin fazla olup olmadigini belirlemek i¢in de kullanilir. Edrofonyum viicuttaki
hem nikotinik hem de muskarinik reseptorlerde asetilkolin seviyesini arttirdigindan,
muskarinik reseptor aracili yan etkiler ortaya ¢ikabilir. Edrofonyum kuaterner bir
bilesiktir, bu nedenle kan beyin bariyerine niifuz etme kabiliyeti diisiiktiir bu nedenle
antikolinesterazin etkileri esas olarak merkezi sinir sisteminin disinda gerceklesir (Naji

ve Owens, 2021; Pope, 2017).
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Sekil 21. Edrofonyum kloriiriin genel yapisi

Oleuropein (Sekil 22, Winkelhausen, Pospiech ve Laufenberg, 2005),
sekoroitler adi1 verilen kumarin benzeri bilesiklerin ¢ok 6zel bir grubuna aittir (Soler-

Rivas, Espin ve Wichers, 2000).

Sekil 22. Oleuropein genel yapisi

31



Zeytin agacinin yapraklart ve cekirdekleri, antioksidan ve antimikrobiyal
ozellikler sergileyen oleuropein, verbascoside, ligstroside, tirosol ve hidroksitirosol
gibi zeytin biyofenolleri bakimindan zengindir. Zeytin agacinin tiim kisimlar1 ve yagi
oleuropein icermesine ragmen, zeytin agacinin yapraklari bu bilesigin en zengin
kaynagidir (Ansari, Kazemipour ve Fathi, 2011). Arastirmacilar, oleuropeinin
hastaliga ve bocek istilasina kars1 agaca diren¢ kazandirdigini belirtmislerdir (Soler-
Rivas vd., 2000). Oleuropein antikanser, noroprotektif, kardiyoprotektif,
gastroprotektif, antidiyabet, hepatoprotektif, antiobezite ve radyoprotektif gibi
farmakolojik aktivitelere sahiptir. Oleuropeinin en 6nemli 6zelligi ise antioksidan ve
antiinflamatuar aktiviteleridir. Bu nedenle glokom ve AH tedavisi igin etkili bir

inhibitor ve dogal kaynak olarak dnerilmektedir (Aydin ve Akincioglu, 2019).

1.6. Ricania simulans

Ricania tiirleri icerisinde Orosanga japonica (Melichar, 1898) (Homoptera:
Ricaniidae) (Yalanci kelebek) diinyanin bir ¢ok iilkesinde 6nemli bir zararli bocek tiiri
olarak kabul edilmektedir Orosanga japonica 2018 yilina kadar R. simulans olarak
biliniyor iken, 2018 yilinda yapilan DNA testleri sonrasi bdlgede yayilis gosteren
tiirtin Orosanga japonica (Ricania japonica) oldugu tescillenmistir (Goktiirk, 2020).
Diinyada bitki zararlisi Hemipterler icerisinde Ricania tiirlerinden R. simulans,
anavatan1 olan Giliney Asya’dan 1900’lii yillarda Rusya’ya, 1950’li yillarda
Giircistan’a, 2006 yilinda da Tiirkiye’nin Dogu Karadeniz Bdlgesi’ne yayilmistir
(Goktiirk ve Mihli, 2015).

Bu tarihten itibaren bolgede zarar yapmaya baslayan ve her yil zararini arttiran
R. simulans’in erginlerinin gévdesi 8-11 mm uzunlugunda olup kanat agikliklar1 13-
14 mm arasinda degisen, kahverengi tonlarinda kelebek goriinimiindedir (Sekil 23).
Bundan dolayr yore halki tarafindan “vampir kelebek” olarak adlandirilmaktadirlar.
Bes nimf donemine sahip olan R. simulans’in son donem nimfleri 4,5 mm boyunda ve
3 mm eninde olup siislii ve sar tiylidiir (Sekil 24). Agustos ayinda yumurtalarin
(Sekil 25) taze bitki filizlerine ve ince dallarin daha ¢ok alt kisimlarina ince yariklar
acarak birakarak kisi yumurta doneminde gecirmektedir. Mayis aymin sonunda
nimfler, temmuz ayinin baslarinda ise erginler ortaya ¢ikmaya baslar (Goktiirk, 2020;
Goktiirk ve Aksu, 2014; Gokturk, Kordali ve Bozhuyuk Usanmaz, 2017). Konak ayirt

etmeksizin sebzeler, ¢alilar ve agaglarla beslenen bu zararlinin nimfleri ve erginleri;
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faslilye, misir, lahana, biber ve patlican basta olmak iizere tiim tarim bitkilerinde,
calilarda ve geng agaclarin siirgiinlerinde bitkilerin 6z suyu ile beslenerek yaptig
direkt zararin yaninda, bazi 6nemli bitki patojeni funguslarin (Cylindrocarpon sp.,
Fusarium sp. ve Pestalotiopsis quepinii) vektorliigiinii de yapmaktadir. Biiyiik bir
bolimi Dogu Karadeniz Bolgesi’ nde yetistirilen cay, kivi ve findik bu zararl tiiriin
tehditi altindadir(AKk vd., 2013; Goktiirk ve Aksu, 2014; Gokturk ve Mihli, 2016) . Bu
tiir zararlilarin kontrolii i¢in en yaygin se¢enek kimyasal hasere kontroliidiir. Dogu
Karadeniz Bolgesi’nde yetistirilen iirlinlerin en 6nemlisi olan ¢ayda organik tarim
yapildig1 i¢in herhangi bir kimyasal girdiye izin verilmemektedir. Bu nedenle ¢ay
ekimi i¢in ayrilan bu bolgede R. simulans’a kars1 kimyasal miicadele yontemlerine izin

verilmemektedir (Ak vd., 2013; Gokturk, Tozlu ve Kotan, 2018).

Sekil 23. Ricania simulans erginleri
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Sekil 25. Ricania simulans yumurtalari
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal
Bu tez caligmasinda, Artvin ilinin sahil kesimlerinden Mayis-Eyliil aylar
arasinda periyodik olarak R. simulans’m nimfleri ve erginleri toplandi ve enzim

kaynagi olarak kullanildi. Toplanan tiim R. simulans’lar -20°C de muhafaza edildi.
2.2. Yontem

2.2.1. Kullanilan Cihazlar
Bu calismada kullanilan tiim cihazlar, marka ve modelleriyle birlikte Tablo

1’de verildi.

Tablo 1. Tez calismasinda kullanilan cihazlarin adlari, markalar1 ve modelleri

Cihazin Adx Cihazin Markasi Cihazin Modeli

Spektrofotometre Shimadzu UVv-1601
Yiiksek Performansli Sivi

Kromatografisi (HPLC) Agilets o
Calkalamali Inkibator Lab. Companion SI1-600

Etiv Memmert UN-110
Sonikator QSonica Q125
Sogutmali Santrifiij Termo Scientific ~ Heraeus Multifugure X3R
Protein elektroforezi Bio-RAD Mini Protean Tetra Cell
pH metre Thermo Scientific Orion 3
Vorteks Velp Scientifica Vortex Mixer
Terazi Precisa XB 220A
Buzdolabi Vestel NF48001

Derin dondurucu Vestel FT280

2.2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Sodyum karbonat, Sodyum hidroksit, Hidroklorik asit,
Dipotasyumhidrojenfosfat, Potasyumdihidrojenfosfat, Bromofenol mavisi, Glisin,
Gliserol, Sodyum asetat, Sodyum dodesil siilfat (SDS), Bakir siilfat, Hekzan, Nitrik
asit (Merck firmasindan satin alindi).

ATC, 5,5’-Ditiyobis (2-Nitrobenzoikasit) (DTNB), Takrin, Edrofonyum
kloriir, Epoksi ile aktive edilmis Sefaroz 6B, Triton X-100, N,N,N’,N’-
Tetrametilendiamin (TEMED), Akrilamit, N,N'-Metilen Bisakrilamit, Amonyum
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persiilfat (APS), Tris, Tris-HCI, Sodyum kloriir, Borik asit, Potasyum sodyum tartarat,

Commansie Brillant Blue G- 250, B-Merkaptoetanol, Sigir serum albiimin (BSA),
Asetik asit, Metanol, Etanol, Dimetil siilfoksit (DMSO), Potasyumdikromat, Giimiis

nitrat, p-formaldehit, Fosforik asit, Silikajel 60 (Sigma firmasindan satin alindi).

Protein standart (14,4-98 kDa) (Bio-Techne firmasindan satin alindi).

2.2.3. Kullanilan Cozeltiler

2.2.3.1. Tampon Cozeltiler

0,1 M (pH 4,0) 100 mL Sodyum Asetat Tamponu: 0,487 ml asetik asit ve
0,124 gram sodyum asetat yaklagik 85 ml saf suda c¢oziiliip, pH’s1 4’
ayarlanarak hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

0,1 M (pH 4,5) 100 mL Sodyum Asetat Tamponu: 0,368 ml asetik asit ve
0,488 gram sodyum asetat yaklagik 85 ml saf suda ¢oziiliip, pH’s1 4,5’a
ayarlanarak hacmi 100 mL’ye tamamlandu.

0,1 M (pH 5,0) 100 mL Sodyum Asetat Tamponu: 0,206 ml asetik asit ve
0,525 gram sodyum asetat yaklasik 85 ml saf suda c¢oziiliip, pH’s1 5’e
ayarlanarak hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

50 mM 500 mL (pH 7,0) Fosfat Tamponu: 0,274 gram K;HPO4 ve 3,192
gram KH2PO4 yaklasik 450 mL saf suda ¢oziiliip, pH’s1 7,0’e ayarlanarak
hacmi saf su ile 500 mL’ ye tamamland1

50 mM 500 mL (pH 7,0) Fosfat Tamponu: 1,661 gram K:HPO4 ve 1,052
gram KH2POj4 yaklagik 450 mL saf suda ¢oziiliip, pH’s1 7,0’e ayarlanarak
hacmi saf su ile 500 mL’ ye tamamland1

50 mM 500 mL (pH 7,4) Fosfat Tamponu: 2,646 gram K:HPO4 ve 1,335
gram KH2POs yaklasik 450 mL saf suda ¢oziiliip, pH’s1 7,4’e ayarlanarak
hacmi saf su ile 500 mL’ ye tamamlandi.

50 mM 500 mL (pH 7,4) Sodyum Fosfat Tamponu: 2,157 gram Na;HPO4
ve 1,528 gram NaH;POs yaklasik 450 mL saf suda ¢oziiliip, pH’s1 7,4’e
ayarlanarak hacmi 500 mL’ye tamamlandu.

50 mM 500 mL (pH 8,0) Fosfat Tamponu: 3,748 gram K>HPO4 ve 0,476
gram KH2PO4 yaklasik 450 mL saf suda ¢oziiliip, pH’s1 8,0’e ayarlanarak

hacmi 500 mL’ye tamamlandi.
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1 M Tris tamponu (pH 9,0): 12,114 g Tris, 80 mL saf suda ¢6ziildii, 1IN HCI1
ile pH 9’a ayarlandi1 ve son olarak toplam hacim 100 mL'ye tamamlandi.
0,012 M (pH 10,0) 250 mL Sodyum Borat Tamponu: 0,1854 gram borik
asitten alinarak yaklagik 200 ml saf suda ¢oziillip, pH’s1 10,0’a ayarlanarak
hacmi 250 ml’ye tamamlandi.

0,012 M (pH 11,0) 250 mL Sodyum Borat Tamponu: 0,1854 gram borik
asitten alinarak yaklasik 200 ml saf suda ¢oziiliip 0,1M NaOH ile pH’s1 11,0’e
ayarlanarak hacmi 250 ml’ye tamamlandi.

0,5 M NaCl (pH 7,4) 100 mL Fosfat Tamponu Cozeltisi: 2,922 gram NaCl
yaklagik 80 ml pH 7,4 fosfat ¢ozeltisinde ¢oziinerek hacmi 100 mL’ye
tamamlandi.

0,2 M Edrofonyum Kloriir iceren 0,012 M (pH 11,0) Sodyum Borat
Tampon ¢ozeltisi: 0,66 gram edrofonyum kloriir, 20 mL 12 mM (pH 11,0)
borat tamponunda ¢6ziilerek 0,1M NaOH ile pH’s1 12,0’ye ayarlandi.

12 mM Edrofonyum Kloriir Ve 0,5 M Nacl Iceren (pH 7,4) 20 mL Fosfat
Cozeltisi: 48,41 mg edrofonyum kloriir alinarak 0,5 M NaCL igeren 15 mL pH
7,4 fosfat ¢ozeltisinde ¢ézlinerek hacmi 20 mL’ye tamamlandi.

% 1’lik Triton X-100: 50 pl Triton X-100 alinarak 0,1M Na,HPO4pH 7,4

tamponu ile 5 mL’ye tamamlandi.

2.2.3.2. Substrat Cozeltileri

75 mM ATC: 21,68 mg ATC, 1 mL 50 mM (pH 7,4) fosfat tamponunda
¢oziildii.
10 mM DTNB: 3,96 mg DTNB, 1 mL 50 mM (pH 7,4) fosfat tamponunda

¢Oziildil.

2.2.3.3. Protein Tayininde Kullanilan Cozeltiler

Lowry A Cozeltisi (0,1 M NaOH icinde % 2 (a/h) Na2COs3): 0,4 g NaOH ve
2 g Na2COs saf suda ¢oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi ve
cozelti 4 °C’de saklandi.

Lowry B Cozeltisi (% 1 CuSO4.5H20 c¢ozeltisi): 1 g CuSO4.5H20 saf suda
¢Oziilip hacmi 100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi ve c¢ozelti 4 °C’de

saklandu.
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Lowry C Cozeltisi (% 2 Na-K Tartarat Cozeltisi): 2 g Na-K tartarat saf suda
¢oziilip hacmi 100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi ve c¢ozelti 4 °C’de
saklandi.

Lowry D Cozeltisi: 1 kisstm Lowry B ve lowry C karistirilarak hazirland.
Lowry E Cézeltisi: 0,5 mL Lowry D ile 25 mL Lowry A karistirilarak
hazirlandi.

Sigir Serum Albiimin Cozeltisi (Img/mL): 5 mg BSA saf suda ¢oziiliip
hacmi 5 mL’ye tamamlanarak hazirlandi ve ¢6zelti 4 °C’de sakland.

0.1 M NaOH icinde % 0,1 (a/h) SDS Céozeltisi: 0,4 g NaOH ve 0,1 g SDS saf
suda ¢oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamlanarak hazirland1 ve ¢ozelti 4 °C’de

saklanda.

2.2.3.4. Sodyum Dodesil Siilfat Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

SDS-PAGE Yiiriitme Tampon (pH 8,3): 14,4 g glisin ve 3 g Tris bazi, 800
mL saf suda ¢oziilerek 5 mL %10’luk SDS c¢ozeltisi ilave edilip hacmi saf suyla
1000 mL’ye tamamlandi.

SDS-PAGE Yiikleme Cozeltisi: 150 uLL. 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 400 uL % 10
SDS, 100 pL % 0,1 bromofenol mavisi, 250 uL % 80 gliserol ve 60 pL 2-
merkaptoetanol’iin karistirilmasiyla hazirlandi ve -20 °C’de saklandi.
Akrilamid/Bisakrilamit Cozeltisi (% 30) Stok Cozelti: 29 g akrilamid’in 25
mL ¢ozeltisi ile 1 g N,N’-metilenbisakrilamid’in 25 mL ¢ozeltisi karistirilds,
toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

Boya Uzaklastirma Cozeltisi: 30 mL metanol ve 10 mL asetik asit, toplam
hacim saf su ile 100 mL’ye tamamland.

Coomassie Brillant Blue G-250, Reaktifi: 0,25 g Coomassie Brilliant Blue
G250 45 mL metanol, 45 mL saf su ve 10 ml glasial asetik asit karisiminda
coziilmesiyle elde edildi.

1 M Tris-HCI Tamponu pH 6,8: 121,14 g Tris, 800 mL saf suda ¢oziildii, 1IN
HCl ile pH 8,8'e ayarland1 ve son olarak toplam hacim 1000 mL'ye tamamlandi.
1,5 M Tris Tamponu pH 8,8: 181,71 g Tris 800 mL saf suda ¢oziildiikten
sonra 1 N HCI ¢ozeltisi ile pH’1 8,8 olacak sekilde ayarlandi ve hacmi 1000
mL’ye tamamlandi.

% 10 (a/h)’luk SDS Cozeltisi: 10 g SDS saf suda ¢oziiliip hacmi 100 mL’ye
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tamamlandi.

% 10 (a/h)’luk Amonyum Persiilfat: 1 g amonyum persiilfat saf suda ¢oziiliip
hacmi 10 mL’ye tamamlanarak hazirlandi ve ¢ozelti -20 °C’de saklandi.
TEMED: Orjinal sisesinden direk alinarak kullanildi.

Gliserol Cozeltisi % 80 (h:h): 80 mL gliseroliin hacminin saf suyla
100 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.

% 0,1 (a/h)’lik Bromofenol Mavisi: 10 mg bromofenol mavisinin saf suda
¢oziillip hacminin 10 mL’ye tamamlanmasiyla hazirland.

Dogal PAGE Yiikleme Cozeltisi: 150 uL. 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 100 uL
% 0,1 bromofenol mavisi, 250 pL % 80 gliserol ve 460 pL saf suyun
karigtirilmasiyla hazirland1 ve kii¢lik kisimlara ayrilarak, -20 °C’de saklandi.
Dogal PAGE Yiiriitme Tamponu (pH 8,3): 14,4 g glisin ve 3 g Tris baz1
yaklagik 800 mL saf suda c¢oziildiikten sonra ¢ozelti hacmi 1000 mL’ye

tamamlandi.

2.2.3.5. Diyaliz Membranlarim Aktiflestirme Cozeltileri

% 0,3’ liikk 500 mL NaHSOs Cozeltisi (a/h): 1,5 gram NaHSO3 alinarak 300
mL saf suda ¢6ziindii, hacmi 500 mL’ye tamamlandi. C6zeltinin sicakligi 80
°C’ye gelene kadar 1sitildi.

% 0,2’ liikk 500 mL H2SO4 Cozeltisi (h/h): 1 mL H>SO4 100 mL saf suda

¢ozlindii, hacmi 500 mL’ye tamamlandi.

2.2.3.6. Inhibitér Cahsmalarinda Kullamlan Cézeltiler

1 mM Takrin Cozeltisi: 2,3 mg takrin tartilarak 1 mL saf suda ¢oziildi.

1 mM Edrofonyum Kloriir Cézeltisi: 2,01 mg Edrofonyum klortir tartilarak
1 mL saf suda ¢oziindii.

1ImM K Kompleks Cozeltileri: Komplekslerin molekiil agirliklarina gore
aliacak miktar hesaplandi ve 10 mL DMSQO’da ¢6ziindii.

Bitki Ekstraktlarimn Cozeltileri: Bitki ekstraktlar1 oda sicakliginda
kurutulduktan sonra 2 g alinarak 20 mL suda homojenize edildi. Elde edilen
homojenat 20°C’de 10.000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Siipernatan kismi

inhibisyon ¢alismalarinda kullanildi.
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2.3. Deneysel Calismalar

2.3.1. Ham Ekstraktin Hazirlanmasi

Yaklasik 5’er g R. simulans erginlerinden ve nimflerinden alinarak buz
banyosu i¢inde 20 mL fosfat tamponunda (pH 7,4) sonikasyonla homojenize edildi.
Homojenatlar, 4° C'de 90 dakika 22.000xg'de santrifiijlendi. Stipernatan, gdzenek
boyutu 0,45 um olan siringa ile filtrelendikten sonra ham ekstrakt olarak kullanildi
(Son ve digerleri, 2002).

2.3.2. Edrofonyum-Sefaroz 6B Afinite Kolonun Hazirlanmasi

Epoksi ile aktive edilmis Sefaroz 6B, sinterlenmis bir cam filtre lizerinde saf
suile yikandi. Jel bulamaci, 20 mM edrofonyum kloriir iceren 12 mM borat tamponuna
(pH 11,0) aktarildi (1/2 oraninda). Jel bulamacinin pH's1 1 M NaOH ile 12'ye ayarlandi
ve 50° C'de 48 saat galkalanarak inkiibe edildi. Kolon dolgu malzemesi 1,5 x10 cm
capindaki cam kolona dolduruldu ve herbiri kolon hacminin 10 kat1 olacak sekilde
sirasiyla 0,1M sodyum asetat tamponu (pH 4,5), 12 mM sodyum borat tamponu (pH
10,0) ve saf su ile yikandi. Edrofonyum-Sepharose 6B kolonu, 280 nm'de absorbans
vermeyene kadar saf su ile yikandi. Kolon, 50 mM 100 mL fosfat tamponu (pH 7,4)
ile dengeye getirildi.

2.3.3. Enzim Orneklerinin Kolona Uygulanmasi

Hazirlanan ergin ve nimf ekstraktlar1 dengelenen bu kolona ayri ayri
uygulandi. Daha sonra kolon, protein i¢erigi 280 nm'de absorbans 0,01'in altina diisene
kadar 50 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7,4) ve 0,5 M NaCl i¢ceren 50 mM sodyum
fosfat tamponu (pH 7,4) ile yikandi. Kolondan 20 mM edrofonyum kloriir ve 0,5 M
NaCl igeren 50 mM sodyum fosfat tamponunun (pH 7,4) gegirilmesi ile eliisyon
gergeklestirildi. Eltiatlar 3 mL’ lik hacimler halinde 20 mL/saat akis hiz1 ile toplandi.
Her bir fraksiyon edrofonyum kloriir fazlasinin uzaklastirilmasi i¢in 50 mM sodyum
fosfat tamponuna (pH 7,4) karsi 24 saat siireyle ili¢ kez tampon c¢ozeltisinin
degistirlmesiyle diyaliz edildi. Elde edilen fraksiyonlarda protein miktari hesaplandi
ve enzim aktiviteleri belirlendi. Fraksiyonlarin protein miktarlarina ve enzim aktivitesi
degerlerine gore 2 eksenli grafikleri ¢izildi. Daha sonra ACHE aktivitesi gosteren
fraksiyonlar birlestirilerek saf enzim kaynagi olarak kullanildi (Hodgson ve Chubb,
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1983; Son ve digerleri, 2002).

2.3.4. Protein Tayini

Protein tayini Lowry metoduna gore yapildi (Lowry, Rosebrouggh, Farr ve
Randall, 1951). Kalibrasyon grafigi ¢izebilmek amaciyla protein standardi olarak Sigir
Serum Albilimini ¢ozeltisi (I mg/mL) hazirland1 ve deney tiiplerine sirasiyla 10, 20,
30, 40 ve 50 pL konuldu. Standart igeren tiiplerin disinda ham enzim ekstraktindan
10 puL. ve saf enzimden ayri bir deney tiipiine 50 pL ilave edildi. Standartlarin ve
orneklerin son hacimlerini 500 pL tamamlayacak sekilde 0,1 N NaOH igindeki % 0,1
(a/h) SDS ¢ozeltisinden ilave edilip vortekslendi. BSA’ nin final konsantrasyonun 20,
40, 60, 80 ve 100 ug/mL olmasi saglandi. Her bir tiipe 1 mL Lowry E ¢ozeltisi (% 2
sodyum-potasyum tartarat, %1 CuSO4.5H,0 ve 0,1 N NaOH igerisinde % 2 Na2CO3)
ilave edilip vortekslendi ve 10 dakika bekletildi. Standartlara ve numunelere saf su ile
1:1 oraninda seyreltilmis olan Folin C Reaktifi’nden 100 pL ilave edildi, vortekslendi
ve karanlik ortamda 30 dakika inkiibe edildi. BSA standartlarinin ve 6rneklerin, 650
nm’de absorbanslar okundu. Kalibrasyon grafigi cizilerek orneklerdeki protein

konsantrasyonlar1 hesaplandi.

2.3.5. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)
Ricania simulans’tan elde edilen asetilkolinesterazin saflik derecesinin
kontrolii ve molekiil agirliginin belirlenmesi, % 5°lik yigma jeli ve % 12’lik ayirma
jeli kullanarak (Tablo 2) SDS-PAGE Laemmli metoduna gore yapildi (Laemmli,
1970). Bunun igin elektroforez plakalari dnce su, sonra alkol ile iyice yikandi. iki cam
plaka birbiri istiine konulup ve kiskacglarla tutturulup jel hazirlama cihazina

yerlestirildi. Ayirma ve y1gma jelleri hazirlandi.
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Tablo 2. SDS-PAGE’de kullanilan yigma ve ayirma jellerinin bilesenleri ve oranlari

% 5’lik Yigma Jeli % 12°lik Ayirma Jeli

Bil
tesen Bilesenleri (mL) Bilesenleri (mL)
Saf su 1,4 3,3
% 30 Akrilamid/bisakrilamid 0,33 40
1,0 M Tris (pH 6,8) 0,25 -
1,5 M Tris (pH 8,8) - 25
% 10 SDS 0,02 0,1
% 10 APS 0,02 0,1
TEMED 0,002 0,004

Hazirlanan elektroforez cam plakalarin alt kismma % 12’lik ayirma jeli, st
kismina % 5°lik yigma jeli dolduruldu. Jel karigimlart plakalar arasina yiiklendikten
sonra tank SDS yiiriitme tamponu ile dolduruldu. Enzimin molekiil agirligini
belirlemek amact ile molekiil agirliklari 14,4-98 kDa arasinda degisen proteinleri
iceren standart protein ¢dzeltisiden kuyucugun birine yiikleme yapildi. Daha sonra
diger her bir kuyucuk yaklasik 25 ng protein igerecek sekilde, SDS-PAGE yiikleme
boyast ile karistirildi ve kaynar su banyosunda 3 dakika bekletildi. Protein numuneleri
ve standart, Hamilton siringasi kullanilarak kuyucuklara yiiklendi.

Elektroforez tinitesi, gii¢ kaynagina baglanarak kuyucuk basima 3 mA olacak
sekilde sabit akimda yiiriitiildii. Elde edilen jel saf suyla yikandiktan sonra Coomasie
Brillant Blue G-250 boyama ¢6zeltisi igerisinde 3 saat bekletildi. Jel tizerinde protein
bantlart belirginlesene kadar boya uzaklastirma ¢ozeltisi ile muamele edildi. Elde

edilen jel kromatogrami, jel goriintiiliime cihazinda kaydedildi.

2.3.6. Asetilkolinesteraz Aktivitesi Tayini

Bu tayin i¢in kullanilan Ellman yonteminin ilk basamaginda asetilkolinesteraz,
substrat olarak kullanilan asetiltiyokolinin, tiyokolin ve aseteta hidrolizini katalizler.
Olusan tiyokolin ile DTNB reaksiyonundan ise sar1 renkli 5-merkapto-2-nitrobenzoik
asit olusumu gergeklesir (Sekil 26, Komersova, Komers ve Cegan, 2007; Pohanka,
Hrabinova, Kuca ve Simonato, 2011). Tiyokolinin olusum orani, reaksiyon sonucu
meydana gelen bu sari renkli bilesigin UV-GB spektrofotometrede 412 nm'de

absorbansinin okunmasi ile dl¢iiliir (Ellman, Courtney, Andres ve Featherstone, 1961).
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N AChE
,N%SA\ T . /|*~/“““*5H + CH3;COOH
Asetiltiyokolin Tiyokolin
HOOC COOH

5-5'ditiyobis(2-nitrobenzoik asit)

HOOC, COOH

0N 5 |,- + Hs NO;
S-merkapto-2-nitrobenzoik asit

Sekil 26. Ellman metodunun reaksiyon mekanizmasi

Enzim {initesi (EU), 25°C’de 1 dakikada 1 pumol substratt (ATC) iiriine
donistiiren enzim miktar: olarak belirlendi.
Ozgiil aktivite (EU/mg protein), mg protein basina diisen enzim aktivitesi

olarak hesaplandi.

2.3.7. pH’1n Asetilkolinesteraz Aktivitesi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Asetilkolinesterazin optimum pH’sini1 belirlemek tizere, 0,1 M asetat (pH 4,5),
50 mM fosfat (pH 6,0, 7,0, 8,0), 1 M Tris (pH 9,0) ve 0,012 mM sodyum borat (pH
10,0, 11,0) tamponlarini kullanarak pH 4,0-11,0 sinirlar1 arasinda aktivite 6l¢timleri
yapildi. Degisen pH degerlerine karsilik cizilen aktivite grafiginden en yiiksek
aktiviteyi gosterdigi pH degeri belirlendi ( Zhu ve Brindley, 1992; Gao ve Zhu, 2001;
Mohamed, Abdel-Gawad ve Ghazy, 2007; Xiao vd., 2010).

2.3.8. Sicakhgin Asetilkolinesteraz Aktivitesi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Asetilkolinesterazin en yiiksek aktiviteyi gosterdigi pH degerinde, optimum
sicakligini belirlemek amaciyla, 10-80° C’ler arasinda 10°C artan sicakliklarda enzim
aktivitesi Ol¢iildii. Degisen sicaklik degerlerine karsilik ¢izilen aktivite grafiginden en
yiiksek aktiviteyi gosterdigi optimum sicaklik degeri belirlendi (Gao ve Zhu, 2001;
Mohamed vd., 2007; Xiao vd., 2010; Zhu ve Brindley, 1992).
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2.3.9. ACHE Inhibisyonu

1 mM konsantrasyonunda hazirlanan stok inhibitor ¢ozeltilerinden 10-100 pL
arasinda degisen hacimlerde alinarak tizerine 20’ser ul DTNB ve ATC ¢ozeltileri ilave
edilerek hacimleri 50 mM pH 8,0 fosfat tamponu ile 980 pL’ye tamamlandi. Bu
karisima, 20 ul ACHE ¢6zeltisi eklendikten sonra, 10 dakika inkiibe edildi ve ardindan
absorbanstaki degisim, ¢ift 151n demetli Shimadzu UV-1800 spektrofotometresi ile
kore kars1 412 nm’de olgtldi (Ellman vd., 1961). Kor olarak, katilan enzim hacmi
kadar 50 mM pH 8,0 fosfat tampon ilave edilen karisim kullanildi. Ayrica kompleks
cozeltiler hazirlanirken kullanilan DMSO’nun inhibisyon etkisi, hesaplanan
inhibisyon degerinden ¢ikarilarak komplekslerin inhibisyon etkisi hesaplandi. Bagil

aktivite (%) degerleri asagida verilen Denklem1’e gore hesaplandi.

Bagll Aktivite (% ): Inhibitér varhigindaki enzim aktivitesi X100 (D enklem 1)

Enzim aktivitesi

ICs0 degeri, ACHE aktivitesini % 50 oraninda azaltan inhibit6r konsantrasyonu
olarak tanimlandi ve bu deger inhibitor konsantrasyona karsi ¢izilen bagil aktivite (%)
grafigi kullanilarak belirlendi. Inhibisyon ¢alismalarinda, asetilkolinesterazin spesifik
inhibitorleri olan takrin ve edrofonyum kloriir, yeni sentezlenmis bilesikler ve dogal

bitki ekstraktlar: kullanildi.

2.3.10. Bitki Ekstraklarimin Hazirlanmasi

Bursa ilinin Orhangazi ilgesinden 2021 yilinda toplanan zeytin yapraklari,
ceviz yapraklari, ceviz yesil kabuklar1 ve ¢iar yapraklari su ile temizlendikten sonra
oda sicakliginda kurutulmaya birakildi. Kuru bitki materyallerinden 2’ser g tartilarak
20 mL saf su igerisinde 60 °C’de 24 saat boyunca ekstrakte edilerek 10.000xg'de
30 dakika santrifiijlendiler. Elde edilen ¢o6zeltilerin 60 °C’de diisiik basing altinda
evaparotor yardimiyla ¢oziiciileri uzaklastirildi. Geri kalan kuru maddeler bir spatiil
yardimiyla kazinarak 0,0001 hassasiyetle tartildilar. Miktar1 belirlenen kuru maddeler
10 mL saf suyla tekrar siispansiye edildiler. Zeytin yapragi ¢ozeltisinin Silikajel
kolonuna uygulanmasindan elde edilen fraksiyonlar ve diger bitkilerin ¢ozeltileri

inhibitor kaynagi olarak kullanildi.
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2.3.11. Silika Jel Kolonunun Hazirlanmasi ve Zeytin Yapragi Ekstraginin Kolona

Uygulanmasi

10 g silikajel tartildi ve 20 mL hekzanda 60 dakika bekletildi. 5x20 cm
boyutlarindaki kolon hekzan ile 4-5 defa yikandi. Sisirilen silikajel kolona yiiklendi ve
tekrar hekzanla yikama igslemi yapildi. Kolon 100 mL etanol:su karigimi ile dengelendi
(farkl1 polaritedeki etanol:su (20:80, 10:90, v/v) karigimlar: kullanildi). Zeytin yapragi
ekstraktindan elde edilen 15 mL siipernatan yavas yavas kolona yiiklendi. Kolondan
etanol-su karisimi gecirilerek eliisyon yapildi. Eliatlar 3 mL’lik hacimler halinde 10
mL/saat akis hiz1 ile toplandi. Fraksiyonlarin her biriyle R. simulans ACHE’larinin
aktivitesi tizerine inhibisyon etkileri belirlendi. Etkili olan fraksiyonlarin ICso degerleri
hesaplanarak, HPLC analizleri yapildu.

2.3.12. Yiiksek Performansh Sivi Kromotografisinde (HPLC) Oleuropein Analizi

Bitki ekstraktlarindaki ve zeytin yapragi fraksiyonlarindaki oleuropein
igerigini belirlemek i¢in HPLC’de uygulanan kromatografik yontem kosullar1 Tablo
3’e gore hazirlandi (Ansari vd., 2011). Oleuropein (% 80 saflikta) standart maddesinin
0,3—9,0 MM araliginda farkli konsantrasyonlardaki kalibrasyon ¢6zeltileri hazirlandi.
Bu ¢ozeltilerin alikonma zamanlarindaki pik alanlari belirlenerek kalibrasyon grafigi
cizildi. Ham bitki ekstraktlarinin ve zeytin ekstragindan elde edilen fraksiyonlarin

HPLC analizleri bu yonteme gore yapilarak oleuropein konsantrasyonlart belirlendi.
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Tablo 3. Oleuropein i¢in HPLC yontem kosullari

Yontem Sartlari Oleuropein
Kolon ACE 5 C18 (250x4,6 mm)
Dedektor uv
Dalga Boyu 280 nm
Hareketli Faz Su:Asetonitril (80;20 (h/h); pH 3)
Kolon Sicaklig 25°C
Akis Hizi ImL/dk
Enjeksiyon Hacmi 20 uL
2.4. Bulgular

2.4.1. Ricania simulans Ergin ve Nimflerinden ACHE’nin Saflastirilmasina Ait

Bulgular

50,0 mM fosfat tamponu (pH 7,4) ile dengelenen Edrofonyum-Sefaroz 6B
kolonuna, R. simulans erginlerinden ve nimflerinden hazirlanan ham enzim
ekstraktlar1 ayr1 ayr1 uygulandi. Kolon ii¢ asamali olarak eliie edildi. Birinci asamada
kolondan ¢ikan fraksiyonlar, 280 nm'de absorbans vermeyene kadar 50,0 mM fosfat
tamponu (pH 7,4) ile yiritildd (Sekil 27; 1-26. fraksiyonlar, Sekil 28; 1-29.
fraksiyonlar). Ikinci asamada kolon, 0,5 M NaCl i¢eren 50 mM fosfat tamponu ile
elisyon islemine devam edildi (Sekil 27; 26-43. fraksiyonlar, Sekil 28; 29-58.
fraksiyonlar). Bu asamaya kadar olan tiim eliiatlarda protein gézlenmesine ragmen
ACHE aktivitesi gozlenmedi. Uciincii asamada ise kolonun eliisyonu, 12,0 mM
edrofonyum kloriir ve 0,5 M NaCl igeren 50,0 mM fosfat tamponu ile sonlandirildi.
Protein tespit edilen fraksiyonlarda yapilan enzim aktivitesi tayinlerinde ilk basta
aktivite gozlenmedi. Bunun sebebi olarak kolonda tutulmus olan edrofonyum
molekiillerinin kismen eliisyon sirasinda enzim ile beraber ortamdan ayrildigi ve
enzimi inhibe ettigi diisiiniildii. Bundan dolay1 protein gdzlenen tiim fraksiyonlar bir
gece boyunca diyaliz edildi. Bu asamadan sonra tiim fraksiyonlarda protein ve enzim
tayinleri tekrarlandi. Bu asamadan sonra erginler i¢in 51-53. fraksiyonlar arasinda,
nimfler i¢in 69-71. fraksiyonlar arasinda ACHE aktivitesi tespit edildi (Sekil 27Sekil

28). ACHE aktivitesi gozlenen fraksiyonlar erginler ve nimfler i¢in ayr1 ayri
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birlestirildi. Birim hacim basina daha yiiksek protein ve aktivite elde etmek igin
birlestirilen fraksiyonlar amicon filtre yardimiyla 5000 rpm’de konsantre edildi. Bu iki

¢Ozeltide, protein miktar1 ve enzim aktivitesi tayinleri tekrarlandi.
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Sekil 27. Edrofonyum-Sefaroz 6B afinite kolonunda ergin R. simulans' tan
asetilkolinesterazin saflastirilmasi
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Sekil 28. Edrofonyum-Sefaroz 6B afinite kolonunda nimf R. simulans'tan
asetilkolinesterazin saflagtirilmasi
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Standart olarak BSA’nin kullanildig: farkli konsantrasyondaki c¢ozeltiler ile
¢izilen standart ¢alisma grafiginden y=0,004x denklemine sahip 0,9964 R? degerinde
dogrusal bir egri elde edildi (Sekil 29). Elde edilen dogru denkleminden fraksiyonlarin
ve saf enzim ¢dzeltilerinin toplam protein miktarlar1 belirlendi (Sekil 27 ve 28; Tablo
4). Saflagtirilan ergin ACHE ¢dozeltisinin 0,19 mg protein icerdigi ve spesifik
aktivitesinin 1.635,3+168 EU/mg protein oldugu, saflastirilan nimf ACHE ¢ozeltisinin
0,08 mg protein igerdigi ve spesifik aktivitesinin 6,6 = 1,2 EU/mg protein oldugu
belirlendi (Tablo 4).

Ricania simulans erginlerinden izole edilen asetilkolinesteraz edrofonyum-
Sefaroz 6B afinite kolonuyla % 34,2'lik bir verimle, tek adimda 251,6 kat saflastirildi.
Ricania simulans nimflerinden izole edilen asetilkolinesteraz, edrofonyum-Sepharose
6B afinite kolonuyla % 2,2'lik bir verimle, tek asamada 65,5 kat saflastirildi (Tablo 4).

0,45 -
0,40 -

035 - y = 0,004x
0,30 R2 = 0,9964

80,25
S

2 0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

ans

Abs

0 20 40 60 80 100 120
[BSA](ng/mL)

Sekil 29. Protein tayini i¢in ¢izilen standart ¢alisma grafigi
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Tablo 4. Ricania simulans ekstratlarindan ACHE'nin afinite kromatografisiyle
saflastirilmasinin 6zeti

. Toplam Toplam Spesifik .
Evre Hacim aktivite protein aktivite Saflastirma Verim
(mL) orani (%)
(EY) (mg) (EU/mg)
Homojenat 22,5 909,0+86,7 138,8+0,9 6,5+0,8 1 100
Eroin - Afinite 65 31074318  0,1940,02  1.6353+168 2516 34,2
Homojenat 18,0 23,8+2,1  237,42+8,17 0,1+0,04 1 100
Nimf
Afinite 0,45 0,53+0,04 0,08+0,007 6,6+1,2 65,5 2,2

Enzimlerin safligini belirlemek i¢in % 12 SDS-poliakrilamid jel elektroforezi
yapild1 (Sekil 30). Elde edilen SDS-PAGE kromatograminda R. simulans ergin ve
nimf ACHE’larina ait tekli protein bantlar1 gozlendi (Sekil 30-C-E). Saflastirilmig
ACHE’lerin alt birim molekiiler agirliklari, erginler i¢in yaklasik 52 kDa ve nimfler
icin yaklasik 59 kDa olarak belirlendi (Sekil 30, 31).

Sekil 30. Enzim 6rneklerinin sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi (A; Molekiiler
agirlik markorleri, B; ergin homojenati, C; Erginlerin saflastirma ACHE'si, D; nimf
homojenati, E; Nimfin saflastirma ACHE's1)
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Sekil 31. Enzimlerin molekiil agirligini belirlemek i¢in kullanilan Rf-molekiil
agirhig grafigi

2.4.2. Ricania simulans Ergin ve Nimf ACHE’lerine Ait Kinetik Veriler

Ricania simulans ergin ve nimf ACHE'lerin kinetik verileri enzim
konsantrasyonu sabit tutulup, farkli derisimlerdeki ATC substrati kullanilarak ¢izilen
Lineweaver-Burk grafigi ve grafikten elde edilen dogru denkleminden yararlanilarak
hesapland1 (Sekil 32 ve 33). R. simulans ergin ACHE’si i¢in ATC substrat1 varliginda
Km, Vmaks Ve Kkat degerleri sirasiyla 0,04 = 0,01 mM, 2.000,0 =250 EU / mg protein ve
104,5 + 13 dk™* olarak tespit edildi. R. simulans’in nimf ACHE’s1 igin sirasiyla bu
degerler 0,02 = 0,01 mM, 500,0 + 50 EU / mg protein ve 30,3 + 6.4 dk™* olarak
belirlendi (Tablo 5). Nimflerin ACHE’si K degerine bakildiginda ATC substratina
daha duyarli davrandi. Fakat ergin ACHE’sinin Vmaks Ve Kiat degerlerinin yiiksek
oldugu ve buna bagli olarak birim zamanda daha fazla substrati iiriine ¢evirdigi

gozlendi.
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Sekil 32. Substrat olarak ATC kullanilarak ¢izilen ergin R. simulans ACHE nin
Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 33. Substrat olarak ATC kullanilarak ¢izilen nimf R. simulans ACHE ’nin
Lineweaver-Burk grafigi
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Tablo 5. Ricania simulans ACHE 'lerinin ATC varliginda kinetik parametreleri

Evre Optimum  Optimum (I\énL]?rl:\Sg Km Kkat
0, -1
pH sicaklik (°C) protein) (mM) (dk™)
Ergin 8,0 40,0 2.000,04+250 0,04+0,01 104,5+13
Nimf 8,0 40,0 500,0+50 0,02+0,01  30,3+6,4

Ricania simulans erginlerinden ve nimflerinden saflagtirrlan ACHE’lerin
optimum pH ile sicaklik degerleri ¢izilen pH-aktivite ve sicaklik-aktivite
grafiklerinden hesaplandi (Sekil 34-37). R. simulans’in hem erginlerinin hem de
nimflerinin ACHE’lerinin maksimum aktiviteyi pH 8,0’de ve 40 °C’de gosterdikleri
belirlendi (Tablo 5).

Ricania simulans’in erginlerinin asidik kosullarda (pH 4,0-5,0) optimum
pH’daki aktivitesinin yaklasik % 3’1 kadarini gosterirken, pH 9,0’un {izerindeki alkali
ortamlarda bu aktivitenin yaklasik % 30’a kadar diistiigi belirlendi (Sekil 34).

3,5

3,0 1

2,5 A

2,0 A

1,5 A

Aktivite (EU)

1,0 A

0,5 A

0,0 T T T T T T T T
4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0 11,0 12,0
pH

Sekil 34. Ricania simulans'in erginlerinden saflagtirillan ACHE iizerinde pH’1n etkisi

Ricania simulans nimflerinden saflastirilan ACHE’ler asidik ortamlarda (pH
4,0-5,0) ve alkali ortamlarda (pH 9,0-11,0) en yiiksek aktivitenin gézlenmis oldugu
pH 8,0°deki aktivitesinin yaklasik % 70 oraninda korumasina ragmen pH 6,0 ve 7,0’de
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bu aktiviteyi yaklasik % 50 oraninda kaybettigi tespit edildi (Sekil 35).

1,6
1,4
1,2
1,0
08

0,6 -

Aktivite (EU)

0,4 -
0,2 -

0,0 T T T T T T
4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 100 110 12,0

pH
Sekil 35. Ricania simulans'in nimflerinden saflastirillan ACHE iizerinde pH’1n etkisi

Ricania simulans erginlerinin ACHE’si 20 °C’nin altindaki sicakliklarda en
yiiksek sicaklikta gozlenen aktivitesinin yaklasik % 65 oraninda kaybederken, nimfler
ise bu aktivite kaybini yaklasik % 45 oraninda 60 °C’nin istiinde kaybettigi gozlendi.
Her iki enziminde kadar, 80 °C’ye ulasildiginda aktivitelerini tamamen kaybettikleri
tespit edildi (Sekil 36 ve 37).
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Sekil 36. Ricania simulans'in erginlerinden saflagtirilan ACHE iizerinde sicakligin
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Sekil 37. Ricania simulans'in nimflerinden saflagtirilan ACHE iizerinde sicakligin
etkisi
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2.4.3. inhibisyon Cahsmalarina Ait Bulgular

2.4.3.1. Baza Kimyasallarin ACHE’nin Inhibisyonuna Ait Bulgular
Inhibisyon ¢alismalarinda, asetilkolinesterazin bilinen yarismali inhibitorleri

olan takrin ve edrofonyum kloriir ile yeni sentezlenmis olan bilesikler (Dural, 2019)
(Tablo 6 ve Sekil 38) kullanildi.

Tablo 6. Inhibisyon ¢alismalarinda kullanilan bilesik listesi

Bilesigin Bilesigin konf;:ffrifsi;lonu
kodu formiilii
(mM)
K-1 [Mn(HL)(bipy)-] (CIO4) 1
K-2 [Ni(HL)( bipy)2] (ClOa4) 1
K-3 [Ni(HL)(bipy)(OCIO3)] 1
K-4 [Cu(HL)( bipy) (OCIO3)] 1
K-5 [Zn(HL)( bipy) (OCIO3)] 1
= ) (CIOy)
\
// X | AN
@/N < 2 NN @N/N < 2 O\L/N 2 ly
-N/‘\N/ ‘N/ \N AN
\
M OHENJ/Q “DH 7
NS
Mn(ll), 1 M X Y
Ni(l1), 2 Ni(I1), 3 clo,

cu(ln), 4 clo,

Zn(Il), 5 clo,

Sekil 38. K komplekslerinin genel molekiil yapisi

Takrin ve edrofonyumun farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri varliginda
ergin ile nimflerin ACHE’lerinin aktiviteleri belirlendi ve kontrol aktivitelerine

oranlanarak % inhibisyon degerleri hesaplandi (Tablo 7 ve Sekil 39-42).
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Tablo 7. Takrin ve edrofonyum kloriir varliginda elde edilen 1Cso degerleri

Bilesik Ergin 1Cso (uM) Nimf 1Cso (uM)
Takrin 18,0+1,9 1,2+0,4
Edrofonyum kloriir 2,4+0,3 0,6 +£0,09

100
90
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30 —®
20
10

Bagil Aktivite (%)

10 20 30 40 50 60 70 80 90

[Takrin](uM)
Sekil 39. Ergin ACHE’sinin takrin varliginda elde edilen inhibitor konsantrasyonu-
bagil aktivite (%) grafigi

o
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Bagil Aktivite (%)
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[Takrin](uM)
Sekil 40. Nimf ACHE’sinin takrin varliginda elde edilen inhibitor konsantrasyonu
bagil aktivite (%) grafigi

o
=
N
w
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Sekil 41. Ergin ACHE’sinin edrofonyum varliginda elde edilen inhibitor
konsantrasyonu- bagil aktivite (%) grafigi

100

Bagil Aktivite (%)
w
o

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
[Edrofonyum](uM)

Sekil 42. Nimf ACHE’sinin edrofonyum varliginda elde edilen inhibitor
konsantrasyonu- bagil aktivite (%) grafigi

Tablo 7°de verilen K (1-5) bilesiklerin varliginda, R. simulans ergin ve nimf

ACHE!'lerinin aktivitelerinde azalma g6zlendi. Bu bilesiklerin ACHE aktivitesini %
50 azaltan inhibitor konsantrasyonlari (ICso) belirlendi. Ergin ve nimf ACHE’lerinin
ICso degerleri sirasiyla K-1 kompleksi igin 22,0+1,8 uM ve 5,6£1,2 uM,; K-2 i¢in
14,0£1,2 uM ve 16,5+1,9 uM; K-3 i¢in 16,0+£2,1 uM ve 4,6+0,8 uM; K-4 i¢in 7,2+1,4
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uM ve 6,4+0,7 uM; K-5 igin 3,2+0,8 uM ve 10,1+2,4 uM olarak belirlendi (Tablo 8

ve Sekil 43-52). Bipiridin-metal komplekslerinden erginlerde en etkili bilesik K-5,

nimflerde ise en etkili bilesik K-3 olarak tespit edildi.

Tablo 8. Ricania simulans ACHE’leri i¢in bazi1 kompleksler varliginda elde edilen

ICs0 degerleri
Kod Bilesik Ergin 1Cso (uM) Nimf 1Cso (uM)
K-1 [Mn(HL)(bipy)2] (ClO4) 22,0+1,8 5,6+1,2
K-2 [Ni(HL)(bipy)2] (ClOq) 14,0+1,2 16,5+1,9
K-3 [Ni(HL)(bipy) (OCIO3)] 16,042,1 4.6+0,8
K-4 [Cu(HL)(bipy) (OCIO3)] 7,2+1,4 6,4+0,7
K-5 [Zn(HL)(bipy) (OCIOs)] 3,2+0,8 10,142 4
100
90
80
70
S 60
L
E
= 40
2 30
m
20
10
0
0 5 10 15 20 25 30
[K-1] (uM)

Sekil 43. Ergin ACHE’sinin K-1 kompleksi varliginda elde edilen inhibitor
konsantrasyonu- bagil aktivite (%) grafigi

58



100
90
80
70
60
50
40
30 -
20 -
10

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

[K-2] (uM)
Sekil 44. Ergin ACHE’sinin K-2 kompleksi varliginda elde edilen inhibitor
konsantrasyonu- bagil aktivite (%) grafigi

Bagil Aktivite (%)
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[K-3] (nM)
Sekil 45. Ergin ACHE’sinin K-3 kompleksi varliginda elde edilen inhibitor
konsantrasyonu- bagil aktivite (%) grafigi
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Sekil 46. Ergin ACHE’sinin K-4 kompleksi varliginda elde edilen inhibitor
konsantrasyonu- bagil aktivite (%) grafigi
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Sekil 47. Ergin ACHE’sinin K-5 kompleksi varliginda elde edilen inhibitor
konsantrasyonu- bagil aktivite (%) grafigi
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Sekil 48. Nimf ACHE’sinin K-1 kompleksi varliginda elde edilen inhibitor
konsantrasyonu- bagil aktivite (%) grafigi

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

[K-2] (uM)

Sekil 49. Nimf ACHE’sinin K-2 kompleksi varliginda elde edilen inhibitor

konsantrasyonu- bagil aktivite (%) grafigi

61



100

Bagil Aktivite (% )

Bagil Aktivite (%)

P DN W DD 01 OO N 00
O O O O O o o o o
1 1 1

o

[K-3] (uM)

Sekil 50. Nimf ACHE’sinin K-3 kompleksi varliginda elde edilen inhibitor
konsantrasyonu- bagil aktivite (%) grafigi
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Sekil 51. Nimf ACHE’sinin K-4 kompleksi varlifinda elde edilen inhibitor
konsantrasyonu- bagil aktivite (%) grafigi
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Sekil 52. Nimf ACHE’sinin K-5 kompleksi varliginda elde edilen inhibitor
konsantrasyonu- bagil aktivite (%) grafigi

2.4.3.2. Baz1 Bitki Ekstraktlartyla ACHE’nin Inhibisyonuna Ait Bulgular

Sentezlenmis kimyasallarin haricinde dogal {iriin olarak; kuru zeytin yapragi,
kuru ceviz yapragi, kuru ceviz yesil kabugu, kuru ¢inar yapragi, karamiirver, kaktiis
ve aleovera su ekstreleri ile inhibisyon ¢alismalar1 yapildi. Karamiirver, kaktiis ve
aleovera ile yapilan ergin ve nimf ACHE inhibisyon ¢alismalarinda ¢ok diisiik etki
gozlenirken diger bitki ekstraktlarinin olduk¢a iyi inhibisyon etkisi gosterdikleri
gozlendi. Etkili olan bu bitkilerin saf suyla hazirlanan ekstraktlarinin kuru madde
miktarlar1 belirlendi (Tablo 9).

Tablo 9. Inhibisyon ¢alismalarinda kullamlan bitki ekstratlarinin listesi

Kuru madde
Bitki Tiirii Ekstraksiyon Fazi miktari
(ng/mL)
Kuru zeytin yapragi Saf su 0,94 + 0,08
Kuru ceviz yapragi Saf su 1,16 £0,12
Kuru ceviz yesil kabugu Saf su 1,41 £0,28
Kuru ¢inar yapragi Saf su 1,36 £0,18
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Bu bitki ekstrelerinin ACHE aktivitesini % 50 inhibe eden 1Cso degerleri
belirlendi (Tablo 10 ve Sekil 53-60). R. simulans ACHE’lerinin 1Cso degerleri kuru
zeytin yapragi ekstresinin varliginda ergin i¢in 20,3+1,2 pg kuru madde/mL ve nimf
i¢in 16,2+0,8 png kuru madde/mL; kuru ceviz yapragi ekstresi varliginda ergin i¢in
34,1+2,0 pg kuru madde/mL ve nimf i¢in 58,3+2,8 ug kuru madde/mL; kuru ceviz
yesil yaprag: ekstresi varliginda ergin i¢in 42,3+2,1 pg kuru madde/mL ve nimf i¢in
56,0+4,0 pg kuru madde/mL; kuru ¢inar yapragi ekstresi varliginda ergin igin 75,2+4,8
ug kuru madde/mL ve nimf i¢in 78,54+2,4 ug kuru madde/mL olarak belirlendi.

Tablo 10. Ricania simulans ACHE’lerinin bitki ekstraktlarinin varliginda ICsg

degerleri
Ergin ICso Nimf 1Cso
EkSigt (ug kuru madde/mL)  (ug kuru madde/mL)
Kuru zeytin yapragi 20,3+1,2 16,2+0,8
Kuru ceviz yapragi 34,1+£2,0 58,3+2,8
Kuru ceviz yesil kabugu 42,3421 56,0+4,0
Kuru ¢inar yapragi 75,24+4.,8 78,5+2.,4
100
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Sekil 53. Ergin ACHE’sinin kuru zeytin yapragi su ekstrakti varliginda elde edilen
inhibitor konsantrasyonu- bagil aktivite (%) grafigi
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Sekil 54. Nimf ACHE’sinin kuru zeytin yaprag su ekstrakti varliginda elde edilen
inhibitor konsantrasyonu- bagil aktivite (%) grafigi
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Sekil 55. Ergin ACHE’sinin kuru ceviz yapragi su ekstrakti varliginda elde edilen
inhibitor konsantrasyonu- bagil aktivite (%) grafigi
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Sekil 56. Nimf ACHE’sinin kuru ceviz yapragi su ekstrakti varliginda elde edilen
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Sekil 57.

inhibitor konsantrasyonu- bagil aktivite (%) grafigi
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Ergin ACHE’sinin kuru ceviz yesil kabugu su ekstrakti varliginda elde
edilen inhibitor konsantrasyonu- bagil aktivite (%) grafigi
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Sekil 58. Nimf ACHE ’sinin kuru ceviz yesil kabugu su ekstrakti varliginda elde
edilen inhibitor konsantrasyonu- bagil aktivite (%) grafigi
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Sekil 59. Ergin ACHE’sinin kuru ¢inar yapragi su ekstrakti varliginda elde edilen
inhibitor konsantrasyonu- bagil aktivite (%) grafigi
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Sekil 60. Nimf ACHE’sinin kuru ¢inar yapragi su ekstrakti varliginda elde edilen
inhibitor konsantrasyonu- bagil aktivite (%) grafigi

2.4.3.3. Bitki Ekstraktlarinin HPLC Analiz Bulgular

Bitki ekstraktlar1 arasinda en iyi ACHE inhibisyon etkisi gdsteren zeytin
yapragmin su ekstragi, farkli polaritelerde hazirlanan hareketli faz kullanilarak
silikajel kolonuyla fraksiyonlarina ayrildi. Her bir fraksiyonun R. simulans ACHE’leri
tizerindeki inhibisyon etkisi ve OE igerikleri HPLC yontemiyle belirlendi.
Oleuropeinin, ham bitki ekstraktlarinin ve zeytin yapragi su ekstraktinin silikajel
kolunundan 20:80 (h/h) ve 10:90 (h/h) oranlarinda etanol:su karisim1 kullanilarak eliie
edilen fraksiyonlarin HPLC kromatogramlar1 Sekil 61-83’de verilmistir. Tiim bitki
ekstraktlarinda ve fraksiyonlarda 3 dakika civarinda oleuropeine ait olan pikler
gozlendi ve alanlar1 hesaplandi (Tablo 11, Sekil 61 -83). Bu fraksiyonlarin HPLC
cihazi tarafindan belirlenen oleuroperinin pik alanlar1 20:80 (h:h) oraninda hazirlanan
hareketli faziyla 1’den 9’a kadar toplanan fraksiyonlarda sirasiyla 17,12; 68,05; 86,81;
97,72; 105,61; 102,96; 53,73; 24,38; 20,47 mAU*s, 10:90 (h:h) oraninda hazirlanan
hareketli fazdan ise sirasiyla 17,41; 112,42; 150,45; 174,37; 144,11; 122,85; 91,24,
39,91; 23,69 mAU*s olarak belirlendi (Tablo 11).
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Tablo 11. Bitki ekstraktlarinin ve zeytin yapragi fraksiyonlarinin alikonma zamanlari

Ekstrakt Alikonma zamam (dk) HPLC pik alanlar1 (mAU%*s)
Zeytin yapragi 3,307 164,37
Ceviz yapragi 3,330 65,46

Ceviz yesil kabugu 3,340 59,68

Cinar yapragi 3,333 26,67

Zeytin Yapragi 20:80 (h/h) 10:90 (h/nh) 20:80 (h/h) 10:90 (h/nh)
Fraksiyonlar etanol:su etanol:su etanol:su etanol:su
1. fraksiyon 3,294 4,050 17,12 17,41
2. fraksiyon 3,389 3,433 68,05 112,42
3. fraksiyon 3,746 3,319 86,81 150,45
4. fraksiyon 3,394 3,306 97,72 174,37
5. fraksiyon 3,331 3,307 105,61 144,11
6. fraksiyon 3,331 3,307 102,96 122,85
7. fraksiyon 3,335 3,309 53,73 91,24
8. fraksiyon 3,344 3,312 24,33 39,91
9. fraksiyon 3,344 3,315 20,47 23,69

2
1

05

o

A

1 2 3 4 5 6 7 8 9 mir

Sekil 61. Oleuropein standartinin HPLC kromatogram goriintiisii
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Sekil 62. Ham zeytin yapragi su ekstraginin HPLC kromatogram goriintiisii

330
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Sekil 63. Ham ceviz yapragi su ekstraginin HPLC kromatogram goriintiisii
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Sekil 64. Ham ceviz yesil kabugu su ekstraginin HPLC kromatogram goriintiisii

3:333
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Sekil 65. Ham c¢inar yapragi su ekstraginin HPLC kromatogram goriintiisii
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Sekil 66. Etanol:su karisiminin 20:80 (h/h) oldugu sartlarda eliie edilen 1.
fraksiyonun HPLC kromatogram goriintiisii
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Sekil 67. Etanol:su karisiminin 20:80 (h/h) oldugu sartlarda eliie edilen 2.
fraksiyonun HPLC kromatogram goriintiisii
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Sekil 68. Etanol:su karisiminin 20:80 (h/h) oldugu sartlarda eliie edilen 3.
fraksiyonun HPLC kromatogram goriintiisii
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Sekil 69. Etanol:su karisiminin 20:80 (h/h) oldugu sartlarda eliie edilen 4.
fraksiyonun HPLC kromatogram goriintiisii
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Sekil 70. Etanol:su karigiminin 20:80 (h/h) oldugu sartlarda eliie edilen 5.
fraksiyonun HPLC kromatogram goriintiisii
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Sekil 71. Etanol:su karisiminin 20:80 (h/h) oldugu sartlarda eliie edilen 6.
fraksiyonun HPLC kromatogram goriintiisii
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Sekil 72. Etanol:su karisiminin 20:80 (h/h) oldugu sartlarda eliie edilen 7.
fraksiyonun HPLC kromatogram goriintiisii.
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Sekil 73. Etanol:su karisiminin 20:80 (h/h) oldugu sartlarda eliie edilen 8.
fraksiyonun HPLC kromatogram goriintiisii
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Sekil 74. Etanol:su karisiminin 20:80 (h/h) oldugu sartlarda eliie edilen 9.
fraksiyonun HPLC kromatogram goriintiisii
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Sekil 75. Etanol:su karisiminin 10:90 (h/h) oldugu sartlarda eliie edilen 1.
fraksiyonun HPLC kromatogram goriintiisii
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Sekil 76. Etanol:su karisiminin 10:90 (h/h) oldugu sartlarda eliie edilen 2.
fraksiyonun HPLC kromatogram goriintiisii
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Sekil 77. Etanol:su karisiminin 10:90 (h/h) oldugu sartlarda eliie edilen 3.
fraksiyonun HPLC kromatogram goriintiisii
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Sekil 78. Etanol:su karisiminin 10:90 (h/h) oldugu sartlarda eliie edilen 4.
fraksiyonun HPLC kromatogram goriintiisii
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Sekil 79. Etanol:su karisiminin 10:90 (h/h) oldugu sartlarda eliie edilen 5.
fraksiyonun HPLC kromatogram goriintiisii
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Sekil 8b. Etanol:su karislmlnln 10:90 (h/h) oldugu sartlarda eliie edilen 6.
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fraksiyonun HPLC kromatogram goriintiisii
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;L Etanol:su karisitminin 10:90 (h/h) oldugu sartlarda eliie edilen 7.
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fraksiyonun HPLC kromatogram goriintiisii
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Sekil 82. Etanol:su karisiminin 10:90 (h/h) oldugu sartlarda eliie edilen 8.
fraksiyonun HPLC kromatogram goriintiisii
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Sekil 83. Etanol:su karisiminin 10:90 (h/h) oldugu sartlarda eliie edilen 9.
fraksiyonun HPLC kromatogram goriintiisii
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Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan oleuropein ¢ozeltilerinin HPLC analizi
sonucunda belirlenen pik alanlariyla kalibrasyon grafigi ¢izildi. Bu grafikten elde
edilen denklemle bitki ekstraktlarinin ve zeytin yapragi fraksiyonlarinin OE
konsantrasyonlar1 hesaplandi. Zeytin yapragi, ceviz yapragi, ceviz yasil kabugu ve

cinar yapragi i¢in OE icerikleri sirasiyla 206,24; 82,13; 74,88 ve 33,46 mM; 20:80
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(h:h) oraninda hazirlanan 1’den 9’a kadar toplanan fraksiyonlarda sirasiyla 21,48;
85,38; 108,92; 122,61; 132,51, 129,18; 67,42; 30,53; 25,68 mM; 10:90 (h:h) oraninda
hazirlanan 1’den 9’a kadar toplanan fraksiyonlarda ise sirasiyla 21,84; 141,05; 188,77,
218,78; 180,82; 154,14; 114,48; 50,08; 29,72 mM olarak belirlendi (Tablo 12).

Tablo 12. Bitki ekstraktlarinin 1Cso degerleri ve OE miktarlar

ICso Degerleri OF Esdeger

Materyal ug kuru madde/mL Konsantrasyon

(mM)

Ergin Nimf

Zeytin yapragi 20,3+1,2 16,2+0,8 206,24
Ceviz yapragi 34,1£2,0 58,3+2,8 82,13
Ceviz yesil kabugu 42,342,1 56,0+4,0 74,88
Cinar yapragi 75,2+4.,8 78,5+£2.,4 33,46

Bitki ekstraktlar1 arasinda en iyi ACHE inhibisyon etkisi gosteren zeytin
yapraginin su ekstrakti, farkli polaritelerde hazirlanan hereketli faz ile fraksiyonlarina
ayrildi. Herbir fraksiyonun R. simulans ACHE’leri tizerindeki inhibisyon etkisi ve OE
igerikleri HPLC yontemiyle belirlendi. 20:80 (h:h) oraninda hazirlanan etanol-su
hareketli faziyla 1’den 9’a kadar toplanan fraksiyonlarin ICso degerleri sirasiyla
erginler i¢in 7,2+0,7; 6,4+1,1; 5,4+0,5; 5,6+0,5; 4,8+0,3; 3,0+0,8; 6,2+1,4; 4,0+0,9;
3,7+0,9; nimfler i¢in 5,3+0,7; 2,6+0,3; 1,4+0 ,3; 1,2+0,3; 1,1+0,3; 3,3+0,9; 3,6+0,9;
2,1£0,2; 4,8+1,2 pg kuru madde/mL, 10:90 (h:h) oraninda hazirlanan etanol-su
hareketli faz1 i¢in bu degerler sirasiyla erginlerde 2,4+0,8; 3,2+0,8; 1,8+0,6; 1,2+0,4;
1,8+0,4; 0,6+0,1; 1,6+0,1; 2,6+0,6; 5,4+0,6; nimflerde 6,4+1,2; 1,8+0,2; 1,2+0,2;
1,6+0,2; 1,3+0,2; 1,2+0,3; 1,4+0,3; 3,0+=0,7; 2,0+£0,5 ng kuru madde/mL olarak
belirlendi (Tablo 13).
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Tablo 13. Zeytin yapragi fraksiyonlarinin ICso degerleri ve OE miktarlar

ICs0 Degerleri 1Cs0 Degerleri
ug kuru OE Esdeger ug kuru OE Esdeger
Fraksiyon madde/mL Konsantrasyon madde/mL Konsantrasyon
(20:80) (mM) (10:90) (mM)
Ergin  Nimf Ergin  Nimf
1. 7,2+0,7 5,3+0,7 21,48 2,4+0,8 6,4+1,2 21,84
2. 6,4+1,1 2,6+0,3 85,38 3,2+40,8 1,8+0,2 141,05
3. 5,440,5 1,4+0,3 108,92 1,8+0,6 1,240,2 188,77
4. 5,6+0,5 1,2+0,3 122,61 1,2+0,4 1,640,2 218,78
5. 4,8+0,3 1,1+0,3 132,51 1,8+0,4 1,30,2 180,82
6. 3,0+0,8 3,3+0,9 129,18 0,6+0,1 1,240,3 154,14
7. 6,2+1,4 3,6+0,9 67,42 1,6+£0,1 1,4+0,3 114,48
8. 4,0+0,9 2,1£0,2 30,53 2,6+0,6 3,0+0,7 50,08
9. 3,740,9 4,8+1,2 25,68 5,4+0,6 2,0+0,5 29,72

82



3. SONUCLAR

3.1. Tartisma ve Sonuglar

ACHE c¢ozeltisi ilk olarak 1939'da Nachmansohn ve Lederer tarafindan
Torpedo marmorata'nin elektrik dokusundan elde edilmistir (Leuzinger ve Baker,
1967). ACHE’n ozellikleri hakkindaki ilk bilgiler Electrophorus electricus yilan
baliginin elektrik dokusundan amonyum siilfat fraksiyonlariyla saflastirilan ACHE’
den elde edilmistir (Lawler, 1961). ACHE’nin saflastirilmasi ve karakterizasyonnda
cogunlukla elektrikli yilan baliginin elektrik dokusu ve memeli beynine
odaklanilmigtir (Nachmansohn, 1970). Farkli yontemler kullanarak gesitli bocek
tirlerinden; Lygus hesperus (Knight) (Heteroptera: Miridae) (Zhu, Brindley ve Hsiao,
1991), Leptinotarsa decemlineata (Say.) (Coleoptera: Chrysomelidae) ( Zhu ve Clark,
1994), Helicoverpa armigera (Hiibn.) (Lepidoptera: Noctuidae) (Xiwu vd., 1998),
Diabrotica virgifera (Coleoptera: Chrysomelidae) (Gao vd., 1998), Galleria
mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae) (Keane ve Ryan, 1999), Blattella germanica
(Linnaeus) (Blattodea: Blattellidae) (Prabhakaran ve Kamble, 1996), Schizaphis
graminum (Rondani) (Hemiptera: Aphididae) (Siegfried, Ono ve Swanson, 1997),
Aphis gossypii (Homoptera: Aphididae) ( Li ve Han, 2002) ve Rhynchophorus
ferrugineus (Olivier) (Coleoptera: Curculonidae) (Mohamed vd., 2020) ACHE’ler
saflagtirllmistir. ACHE'nin saflastirilmasi i¢in, gesitli yontemler kullanilmis fakat
afinite kromatografisinin, ACHE'yi diger proteinlerden ayirmak i¢in en etkili yontem
oldugu belirtilmistir (Xu ve Bull, 1994b).

Literatiirde cesitli kaynaklardan farkli kolonlar ile izole edilen ACHE’lerin
saflagtirma oranlar1 13 ile 38.961 arasinda degisiklik gostermektedir. Edrofonyum-
Sefaroz 6B afinite kolonuyla izole edilen R. simulans ACHE’lerinin saflastirma
oranlar1 (Sekil 27 ve 28; Tablo 4) literatiirdeki bu verilerle genel olarak uyum gosterdi.
Ricania simulans ACHE’lerinin saflagtirma oranlari, Japon bildircin beyninden 33,9
kat (Son vd., 2002), Diodon hystrix’kinden 20,42 kat (Nordin vd., 2022) Muytilus
galloprovincialis’den 13 kat (Duranay vd., 2019) saflastirilan ACHE’lerin saflagtirma
oranlarindan daha yiiksektir. Galleria mellonella’dan 283 kat, Liposcelis
entomophila’dan 587 kat (Xiao vd., 2010), Latrodectus hesperus’dan 615,9 kat (Zhu
ve Brindley, 1992), Rhyzopertha dominica’dan 771 kat (Guedes vd., 1998),
Bactrocera dorsalis’den 1.500 kat (Hsu vd., 2008), Schizaphis graminum 2.253 kat
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(Gao ve Zhu, 2001), Diabrotica virgifera’dan 20.420 kat (Gao, Rao, Wilde ve Zhu,
1998), Aphis gossypii’den 35.100 kat (Li ve Han, 2002) ve Colorado patates
boceginden (Leptinotarsa decemlineata) 38.961 kat saflastirilan ACHE’lere gore
saflagtirma oranlar1 daha disiiktiir. Edrofonyum-Sefaroz 6B kolonu ile Mytilus
galloprovincialis ACHEsinin saflagtirma orani 13 kat (Duranay vd., 2019) iken Japon
bildircim1 kaynak olarak kullanildiginda ise bu oran 10.416 kat (Son vd., 2002) olarak
belirlenmistir.

Edrofonyum-Sefaroz 6B afinite kolonuyla tek adimda R. simulans ergin ve
nimflerinden saflastirilan ACHE’ler, baz1 bécek calismalarindan elde edilen verilerle
tutarli olsa da, ayn1 kolon ile farkli kaynaklardan saflastirilmis ACHE’ler ile
farkliliklar gosterdi. Literatiirdende anlagilacagi lizere aymi kaynaklardan farkli
yontemler ile yada ayn1 yontem ile farkli kaynaklardan saflastirilan ACHE’lerin
saflagtirma oranlar1 ve verimleri farklilik gostermektedir. Bu nedenle bu tez
caligmasinda ayn1 yontem ve ayni dolgu malzemesi ile saflastirilan R. simulans ' m
ergin ve nimf ACHE’lerinin, saflastirma oranlarinin ve verimlerinin farkli olmasi
yukarida bahsedilen literatiirdeki verilerle uyum gostermektedir.

Yapilan bu ¢alismada, nimflerin toplam protein miktarinin, erginlerin toplam
protein miktarindan yiiksek olmasina ragmen, erginlerin ACHE’lerinin spesifik
aktivitelerinin nimflerden daha yiiksek oldugu gozlendi (Tablo 4). Bunun sebebi,
nimflerin daha yiiksek miktarda protein igermelerine ragmen daha az ACHE protein
tiretmesine dayandirilabilir. Saflastirilan ACHE proteinlerinin erginlerde daha yiiksek
¢tkmasi bunu kanitlamaktadir. Nimfler konak¢ilarinin iginde ve ¢evresinde daha dar
bir alanda yasamlarini siirdiiriirken, ergin olduktan sonra daha genis bir alana
yayilabilirler. Bu, nimf ve yetiskin habitatlar1 arasindaki farkliliklara neden olan
duyusal gereksinimleri (konak tanmima, es konumu, yumurtlama, kiimelenme ve
savunma gibi) karsilamak icin duyusal ekipmanin yani sira sinir sisteminin de
degismesi gerektigi anlamina gelir. Bu nedenle erginlerin nimflere gére daha gelismis
bir sinir sistemine sahip olmalar1t muhtemeldir (Piersanti, Rebora, Salerno ve Anton,
2020). Yapilan bir ¢alismada, Bactrocera dorsalis'in farkli evrelerinden elde edilen
ACHE!'lerin aktivitelerindeki farkliliklar iki agidan degerlendirilmistir. Boceklerin
gelisimi siliresince siirekli degisen taleplerini karsilamak icgin protein yapisinda

meydana gelen bazi degisikliklerin oldugu ve spesifik enzimleri kodlayan genlerin
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ekspresyon diizeyindeki farkliliklarin degisikliklere neden olabilecegi bildirilmistir
(Shen, Wang, Dou ve Wang, 2012). Bu g¢alismada ergin ACHE'nin protein ve
aktivitesinin nimflere gére daha yiiksek olmasi literatiirdeki bu bilgilerle uyumludur.

SDS-poliakrilamid jel elektroforez analizi ile R. simulans ACHE’lerin alt birim
molekiiler agirliklari (erginler icin yaklasik 52 kDa ve nimfler igin yaklasik 59 kDa)
(Sekil 29-30), Electric eel (25-59 kDa) (Dudai ve Silman, 1974), Torpedo californica
(71-82 kDa) (Lwebuga-Mukasa, Lappi ve Taylor, 1976), Rhyzopertha dominica (33-
54 kDa) (Mohamed vd., 2020), Mytilus galloprovincialis (51 kDa) (Duranay vd.,
2019), Horn fly (54 kDa) (Xu ve Bull, 1994a), Liposcelis Entomophila (55 kDa) (Xiao
vd., 2010), Rhyzopertha dominica (56 kDa) (Guedes vd., 1998), Bactrocera dorsalis
(59,7 kDa) (Hsu vd., 2008), Japon bildircin beyni (62,5 kDa) (Son vd., 2002) ve Aphis
gossypii (63,5 kDa) (Li ve Han, 2002) gibi ¢esitli kaynaklarin ACHE molekiil
agirliklari ile benzerlik gosterdi. Ergin ve nimf ACHE’lerinin tek altbirim proteinlerine
ait molekiil agirliklarindaki farklilik (yaklasik 7kDa), zararlinin bu evrelerde farkl
ACHE izoenzimleri sentezlemelerinden kaynaklanabilir.

Cesitli kaynaklardan izole edilen ACHE’ler en yiiksek aktiviteyi pH 7,0-9,0 ve
35-40 °C sicakliklar arasinda gostermektedir. Literatiirdeki ¢alismalarda ACHE’nin
cogunlukla en yiiksek aktiviteyi pH 8,0’de ve 40 °C’de gosterdigi belirtilmistir (Zhu
ve Brindley, 1992; Xu ve Bull, 1994a; Prabhakaran ve Kamble, 1996; Gao vd., 1998;
Gao ve Zhu, 2001; Mohamed vd., 2020; Nordin vd., 2022). Asidik ortamlarda ergin
ACHE’ler oldukga diisiik aktivite gosterirken, nimf ACHE’lerinin asidik ortamlarda
aktivite gosterdikleri tespit edildi. Alkali ortamlarda her iki evrenin de aktivite
gostermesi, bu zararlinin ACHE’lerinin yiliksek pH degerlerindeki degisimlerden az
etkilendigi sOylenebilir (Sekil 34 ve 35). Pond Wolf Spiderdan (Pardosa
pseudoannulata) dort ACHE izoenzimi (PpACHE1l, PpACHE2, PpACHE3 ve
PpACHE4) saflastirilmis ve ATC substrati varliginda pH degisiminin aktiviteye etkisi
arastirilmistir. Bu izoenzimlerin optimum pH'lar1 7,0 ile 8,0 arasinda olmasina ragmen,
pH 5,0-6,0 arasinda da PpACHEL'in % 20-75 oraninda, PpACHE2'nin % 55-90
oraninda, PpACHE3'iin % 10-25 oraninda ve PpACHE4'in % 10-15 oraninda
baslangi¢ aktivitelerini korumuslardir. Ayrica, bu 6rimcekten izole edilen dort
PpACHE'nin, biyokimyasal 6zellikleri ve insektisitlere kars1 farkli hassasiyetler dahil

olmak {izere cesitli enzim aktivitesi ve inhibitér hassasiyeti gosterdigi de rapor
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edilmistir (Meng vd., 2016). Sicaklik ile yapilan ¢aligmalarda da ise sicaklik 80 °C’ye
ulagtiginda her iki evrenin ACHE’lerinin aktivitelerini biiyiik bir oranda kaybettigi
belirlendi. Literatiirde gesitli kaynaklarin ACHE’sinin diisiik sicakliklarda ve 50 °C'nin
tizerindeki sicakliklarda biiyiik 6l¢iide aktivitesini kaybettigi belirtilmistir (Duranay
vd., 2019). R. simulans ACHE’leri i¢in belirlenen optimum pH (8,0) ve sicaklik (40
°C) degerleri (Sekil 34 -37; Tablo 5) literatiir bilgileriyle uyum gostermektedir.

Ricania simulans ACHE’lerinin Kmdegerlerinin (erginler i¢in 0,04 = 0,01 mM,
nimfler i¢in 0,02 + 0,01 Mm), Mytilus galloprovincialis (1,3 mM) (Duranay vd.,
2019), Liposcelis entomophila (0,37 mM) (Xiao vd., 2010) ve Heterorhabditis
bacteriophora (0,27 mM) (Mohamed vd., 2007) Km degerlerinden daha diisiik oldugu
ve boylelikle ATC substratina olan afinitesinin daha yiiksek oldugu belirlendi. Lygus
Hesperus (6,9 x 10° M) (Zhu ve Brindley, 1992), Diabrotica virgifera (19,65 uM) (J.
R. Gao ve digerleri, 1998), Rhyzopertha dominica (24,2 uM) (Guedes vd., 1998), Horn
fly (9,2 x 10°M) (Xu ve Bull, 1994a) ve Schizaphis graminum (57,6 pM) (Gao ve
Zhu, 2001) Kmn degerleriyle ise uyum sagladigi tespit edildi. Km degerlerine
bakildiginda R. simulans nimf ACHE’lerinin bu substrata erginlerden daha duyarh
oldugu gozlendi.

Literatiirdeki diger ¢alismalarda ATC varligindaki ACHE igin verilen Vmaks
degerleri (erginler i¢in 2.000,0 + 250 EU / mg protein ve nimfler i¢in 500,0 = 50 EU /
mg protein), L. Hesperus 42,9 U/mg (Zhu ve Brindley, 1992); Mytilus
galloprovincialis 0,183 mM/dk/mg (Duranay vd., 2019); Diabrotica virgifera 184,81
U/mg protein (Gao vd., 1998); Rhyzopertha dominica 18,7 umol/dk/mg (Mohamed
vd., 2020); Liposcelis entomophila 748,78 nmol dk* mg? (Xiao vd., 2010); Schizaphis
graminum 78,0 umol/min/mg (Gao ve Zhu, 2001), Horn fly 239,8 U/mg (Xu ve Bull,
1994a) ve Diabrotica virgifera 184,81 U/mg protein (Gao vd., 1998), R. simulans
ACHE’lerinin Vmaks degerleriyle ortiismektedir.

Genel olarak Km degerlerine bakildiginda nimf ACHE’lerinin substrata ¢ok
duyarli oldugu gdzlense bile Vimaks Ve Kiat degerlerine (erginler igin Kiat 104,5 + 13 dk™
ve nimfler icin Kkat 30,3 = 6.4 dk) gore ergin ACHE’leri birim zamanda daha fazla
tiriin iiretebildigi gozlendi (Tablo 5).

Inhibitér olarak kullanilan takrin ve edrofonyum kloriiriin ICso degerleri

erginler i¢in sirastyla 18,0+1,9 ve 2,4+0,3 uM ve nimfler i¢in 1,2+0,4 ve 0,6+0,09 uM
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olarak belirlendi (Tablo 7). R. simulans nimflerinin ACHE'si takrin ve edrofonyum
kloriire daha duyarliyken, erginlerin ACHE'si daha az duyarli davrandi. Bununla
birlikte, bu iki inhibitoriin her iki ACHE'ye kars1 da etkili oldugu gézlendi. R. simulans
ACHE!'lerinin inhibisyonundan elde edilen ICso degerleri literatiirdeki diger verilerle
uyumludur. Blattella germanica (Linnaeus, 1767) ergin ACHE i¢in takrin ile yapilan
inhibisyon ¢aligmasinda ICsp degeri 68 nM (Mutunga vd., 2009), diger bir ¢alismada
huACHE i¢in referans metot ile ¢alisildiginda takrin ve edrofonyum kloriiriin 1Cso
degerlerini sirastyla 0,25 uM ve 5,22 uM, ACHE kolonuyla 0,45 mM ve 4,33 mM
(Andrisano vd., 2001), eeACHE igin takrinin ICso degeri 0,02 uM (Guo vd., 2020),
baska bir ¢calisgmada eeACHE'sinin takrin ve edrofonyum kloriiniin 1Cso degerleri
sirastyla 9,16 uM ve 0,68 uM olarak (Martin-Blosca vd., 2009) ve insan eritrosit
ACHE igin takrinin ICso degerini 0,25 uM (Rampa vd., 2000), fare beyin dokusundaki
ACHE i¢in takrinin ICso degeri 125 nM (Weinstock, 1999) olarak belirtilmistir.
Mn(II), Ni(Il), Cu(Il) ve Zn(II)’nin bipiridin ligandlar1 ile sentezlenmis
kompleksler (Dural, 2019), R. simulans ACHE'lerine karsi inhibisyon aktivitesi
sergiledi (Tablo 8). Her iki evrede de etkili olan bu komplekslerden, erginlerde en
etkili olan [Zn(HL)(bipy)(OCIO3)] kompleksi (ICs0=3,2+0,8 uM), ACHE’nin
inhibitori olarak bilinen edrofonyum kloriire (ICs0=2,4+0,3 uM) yakin bir inhibisyon
etkisi gosterdi. Etkisi en az olan [Mn(HL)(bipy)2](ClO4) kompleksi (ICs0=22,0+1,8
puM) ACHE inhibitorii olan takrine (ICs0=18,0+1,9 pM) yakin bir inhibisyon
gosterirken, diger kompleksler takrine gore daha iyi bir inhibisyon etkisi gosterdi
(Tablo 8). Nimflerde ise en etkili olan [Ni(HL)(bipy)(OCIO3)] komplekside
(I1Cs0=4,6+0,8 uM) dahil olmak iizere, takrin (1Cs0=1,24+0,4 uM) ve edrofonyum kloriir
(1C50=0,6£0,09 uM) (Tablo 8) kadar olmasa da bu komplekslerin ACHE iizerindeki
inhibisyon etkilerinin olduk¢a yiiksek oldugu tespit edildi. Mangan ve nikel
ftalosiyanin kompleksleriyle yapilan bir inhibisyon ¢aligmasinda eeACHE i¢in ICso
degerleri sirastyla 185,52 ve 196,11 nM olarak bildirmistir (Giizel vd., 2019). Baska
bir ¢alismada sentezlenmis bazi bakir komplekslerinin eeACHE inhibisyonundan elde
edilen 1Cso degerleri 5,45+0,70 ile 64,67+2,20 uM arasinda oldugu rapor edilmistir
(Zanon vd., 2019). R. simulans ACHE’lerinin bakir kompleksinden elde edilen
inhibisyon verileri (ergin 1Cs0=7,2+1,4; nimf 1C50=6,4+0,72) literatiirdeki verilerle

ortigmektedir. [Cu (naringin)z], [Cu (naringenin)z], [Cu (hesperetin)z], [Cu (naringin)
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(2,2"-bipiridin)], [Cu (naringin) (fenantrolin)], [Cu (naringenin) (2,2'-bipiridin)], [Cu
(hesperidin) (fenantrolin)], [Cu (hesperetin) (2,2-bipiridin)] ve [Cu (hesperetin)
(fenantrolin)] komplekslerinin insan serumu ve elektrikli yi1lan baligindan elde edilen
ACHE’lerinin aktiviteleri iizerine etkileri arastirilmis ve bu komplekslerin sirasiyla
huACHE i¢in ICsg degerleri; 1,73 + 0,3; 0,66 + 0,2; 0,33 +0,02; 0,012 + 0,002; 0,87
+0,1; 0,25+ 0,03; 0,32 + 0,05; 0,33 = 0,05; 0,36 + 0,07 uM ve eeACHE i¢in ise 0,16
+0,03; 1,41 £ 0,4; 2,55 +£0,5; 0,17 £ 0,02; 1,4 £ 0,3; 0,46 £ 0,2; 1,77 + 0,4; 0,94 +
0,09; 0,33 £ 0,06 uM olarak rapor edilmistir (Sarria vd., 2016). Baska bir ¢calismada
Hg*2, Ni*2, Zn*2, Cd*?, As™, Pb*? ve Cu*? adet metal iyonlari, D. hystrix beyninden
saflastirilmis ACHE {izerinde test edilmis ve ACHE aktivitesini sirasiyla % 5,88, %
52,94, % 54,41, % 67,65, % 70,59, % 88,24 ve % 91,18'e diisiirerek bu metal iyonlar1
tarafindan inhibe edildigi bildirilmistir (Nordin vd., 2022). Molekiiler mekanizma tam
olarak bilinmemekle birlikte metal komplekslerinin enzimin aktif bolgesindeki CAS
ve PAS’a baglanarak ACHE’yi inhibe ettigi ileri siiriilmektedir. Bu bolgelerden PAS,
allosterik aktivatorlerde ve ligandin yeniden diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar.
Bu bolgeye baglanan substratlarin stabilizasyonu biiyiik 6l¢tide =w-katyon
etkilesimiyken, kolin ester substrat spesifikligine ise kismen Phe295 ve Phe297
aracilik eder. Enzim-inhibitdr komplekslerinin detayl1 analizinden, Trp286°daki indol
halkasinin, ligandlarin dogasina gore istifleme, aromatik-aromatik ve n-katyon dahil
olmak iizere bir dizi etkilesim modu gostererek birka¢ inhibitér ile dogrudan
etkilesime dahil oldugu ortaya ¢ikmistir. PAS'a ligand baglanmasi, substratin enzimin
aktif bolgesine baglanmasinin neden oldugu sterik engel ve CAS konformasyonlarinin
allosterik degisikliklerini indiikleyerek ACHE aktivitesini inhibe eder. Ayrica agir
metaller, bu bolgelerdeki histidin, triptofan, sistein ve metionin gibi amino asit
kalintilarina baglanirlar. Histidin igindeki imidazol grubu, serbest metal iyonlarini
cekmek icin giiclii katyon-m ¢cekimi yaratir ve bunun sonucunda substrat baglanmasi
basarisiz olur. Pozitif yiliklii metal iyonlar1, negatif yiiklii protein kalintilarin1 ¢ekerek
baglandiginda, diizenli baglanma bolgelerinin sekli degisir bu engelleyici
mekanizmay1 agiklamaktadir (Bondzi¢ vd., 2020; Johnson vd., 2021; Junaid, Islam,
Hossain, Ullah ve Halim, 2019; Nordin vd., 2022; Vyas vd., 2014). Literatiirdeki
bilgiler ve komplekslerin yapilari géz 6niine alindiginda, kompleks 1, 2 enzimin CAS

bolgesine, kompleks 3-5 ise enzimin PAS bolgesine baglanabilir. Elde edilen verilere
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gore, koordinasyonunu tamamlamamis olan metal komplekslerinin enzimin aktif
bolgesine baglanma olasiliklarinin digerlerine gére daha giiglii oldugu ve daha yiiksek
bir inhibitor etkisi gosterebilecegi sonucuna varilabilir.

Ricania simulans ACHE’lerinin {izerine zeytin yapragi, ceviz yapragi, ceviz
yesil kabugu ve c¢inar yapraginin inhibisyon etkilerine bakildi. Bunun sonucunda
erginler i¢in sirasiyla ICso degerleri sirasiyla 20,3; 34,1; 42,3; 75,2 ng kuru madde/mL,
nimfler i¢in ise sirastyla 16,2; 58,3; 56,0; 78,5 pg kuru madde/mL olarak bulundu.
Zeytin yapragi ekstraktinin her iki evredeki ACHE’ler lizerine diger ekstraktlara gore
daha yiiksek bir inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edildi. Diger ekstraktlar, 1Cso
degerlerine gore erginler lizerine daha etkiliyken, zeytin yapragi ekstraktinin nimfler
izerine daha etkili oldugu belirlendi. Bitki kaynakli insektisitler hedef olmayan
organizmalar (faydali avcilar ve parazitler) i¢in nispeten diisiik bir risk sunarlar,
genellikle ¢evrede hizla parcalanirlar ve 6ldiirlicii olmayan dozlara maruz kalan
hayvanlar tarafindan kolayca metabolize edilirler. Ayrica, tek bir aktif bilesene
dayanan geleneksel bocek oldiirticiilerin aksine, bitki kaynakli bocek 6ldiirticiiler hem
davranigsal hem de fizyolojik siiregler tizerinde uyumlu olarak hareket eden bir dizi
kimyasal bilesik igerir. Bu nedenle, zararlilarin bu tiir maddelere karsi direng
gelistirme sanslar1 daha azdir (Abdellaoui vd., 2019; Adeyemi Hassan, 2010; Scott
vd., 2003). Bu ¢alismada kullanilan ekstraktlarin suyla hazirlanmis ve oldukga diisiik
konsantrasyonlarda etkili olmasi g¢evre agisindan olduk¢a Onem arz etmektedir.
ACHE’nin inhibisyonu iizerine literatiirde yer alan bircok benzer bitkisel kaynakli
caligma mevcuttur. Pasandideh ve Arasteh, (2021) yaptiklar ¢aligmada, 40 mg/mL
Citrus aurantium ekstraktinin ACHE enzimi iizerindeki inhibitor etkisini en fazla %
47,04 bulundu ve ICso degerini 42,8 mg/mL olarak hesapladi. Pozitif kontrol i¢in
kullandi1gt ACHE nin bilinen inhibitorlerinden bir olan rivastigminin ICsg degerini ise
2,18 mg/mL olarak belirlemislerdir (Pasandideh ve Arasteh, 2021). Mentha pulegium
L. bitkisinin gesitli fraksiyonlariyla hazirlanan ekstraktlarindan eeACHE i¢in metanol
ekstraginin ICso degeri 40,76 pg/mL (Giilgin vd., 2020), etanol ekstraginin ICso degeri
534 pug/mL (Mata vd., 2007), etil asetat ekstraktinin ACHE igin ICsg degeri 3,13+ 0,05
ng/mkL, dietil eter ekstraginin 1Cso degeri 144,59+0,49 ng/mL, n-biitanol ekstraginin
ICso degeri 32,28+1,34 ug/mL ve referans inhibitor olarak kullanilan galantaminin
ICso degeri 6,27+1,15 pg/mL olarak belirlenmistir (Abbou vd., 2022) Tipta kullanilan
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Lycopodiella cernua L. isimli geleneksel ¢in bitkisinden iki serraten tipi triterpenoid
ve yeni bir hidroksi doymamis yag asidi tanimlanmistir. Tanimlanan bu bilesiklerin
eeACHE i¢in ICso degerlerini sirasiyla 10,67+0,66 mM, 9,98+0,29 mM ve 0,22+0,03
mM olarak belirlemislerdir (Ferreira vd., 2021). Fare beyninden izole edilen ACHE
icin enginar ekstragi, kafein, ellagik asit ve referans ila¢g donepezilin I1Cso degerleri
sirastyla 1,927, 1,013, 5,705 ve 0,0034 mg/mL olarak belirlenmistir (Abd El-Aziz vd.,
2021). R. simulans ACHE’lerinin zeytin yapragi, ceviz yapragi, ceviz yesil kabugu ve
cinar yapragi ekstraktlarimin varhiginda elde edilen ICso degerleriyle, literatiirdeki
benzer ¢alismalarda yer alan bitki ekstraktlarinin 1Cso degerlerinin uyumlu oldugu
belirlendi.

Zeytin yapragi su ekstraktinin her iki polaritede ayristirilan fraksiyonlarinin R.
simulans nimf ACHE’lerine daha duyarli oldugu tespit edildi. OE’nin alikonma
zamanlarindaki pik alanlarindan belirlenen OE igerikleri en fazla olan 3-6 arasindaki
fraksiyonlarda, her iki evreninde 1Cso degerlerinin genel olarak daha diisiik oldugu
bununla paralel olarak bu fraksiyonlarin nimf ACHE’lerini daha yiiksek oranlarda
inhibe ettikleri belirlendi. Literaiirdeki ¢alismalarda OE’nin eeACHE igin kullanilan
ekstraksiyon ¢oziiciisiine bagli olarak 1Cso degerleri 0,35; 0,80; 2,92; 3,60 mg/mL
(Khizrieva, Borisenko, Maksimenko ve Borisenko, 2021), 101,7 png/mL olarak
belirlenmistir (Omar, 2015). OE ile yapilan baska bir inhibisyon ¢alismasinda ACHE
ve BCHE enzimleri i¢in ICso degerleri sirasiyla 0,3157 uM ve 0,0878 uM olarak
belirlenmis ve takrine kiyasla oleuropeinin ACHE ve BCHE'nin etkili bir inhibitorii
oldugu rapor edilmistir (Aydin ve Akincioglu, 2019). Bu fraksiyonlarla yapilan
caligmalardaki ICsp degerlerinin literatiirdeki verilerle uyumlu oldugu gézlendi.

Sonug¢ olarak, R, simulans’in ergin ve nimflerinden ACHE tek asamada
saflagtirildi. Saflastirilan ACHE’lerin Kinetik verileri detayli olarak incelendi ve
literatiirde yer alan ACHE’ler ile uyumlu oldugu belirlendi. Ergin ACHE'sinin ATC
substratina daha duyarliyken nimf ACHE'sinin inhibitdrlere kars1 daha duyarli oldugu
tespit edildi. ACHE inhibitorleri olarak bilinen takrin ve edrofonyumun yaninda
sentezlenmis bazi metal komplekslerin, her iki evredeki ACHE’ler tizerine oldukga iyi
inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edildi. Bununla birlikte bazi bitkilerin su
ekstraktlarinin da bu enzimi inhibe ettigi gézlendi. Ozellikle bu bitki ekstraktlarinimn

suyla elde edilmis ve diisiik konsantrasyonlarda etkili olmalari, bu tez caligmasinda en
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dikkat ¢ekici sonucu olusturmaktadir. Bu veriler 1s181inda kimyasal ilaglara gereksinim
duyulmadan bu bitkilerin suyla hazirlanan ekstraktlart kullanilarak, bu ve benzer
zararlilarla hem nimf hem de ergin asamasinda miicadele edilebilir. Bu sayede ¢evreye

daha duyarli bir miicadele yontemi kullanilmis olacaktir.

3.2. Oneriler

Ricania simulans ergin ve nimflerinden ACHE, edrofonyum kolonu ile tek
adimda saflastirilldi. Saflagtirmada asamasinda ayni yontemle farkli kolonlar
kullanilarak veya birden fazla yontem uygulanarak, saflastirma oram1 ve verim
arttirtlabilir. Nimflerin her bir biiylime donemi ayr1 ayr saflastirilarak, tiim evreler
birbiriyle karsilastirilabilir. Inhibisyon ¢alismalarinda kullanilan kimyasal ve bitkisel
kaynaklara en duyarli olan evrenin belirlenmesi, bu zararliyla miicadelede daha faydal
olabilir.

Kullanilan bitki ekstraktlarinda ACHE enzimi {izerine inhibisyon etkisi
gosteren bir veya birden fazla etken madde igerebilir, ancak bu bilesenlerin
saflagtirilmasi ve etkilerinin ayrintili bir sekilde incelenmesi daha faydali olabilir.

Bu veriler 15181inda, bu zararlinin nimflerinin ortaya ¢ikmaya basladigi Mayis
ay1 baslarindan itibaren ACHE inhibisyonunda etkisi en yiiksek olan zeytin yapragi su
ekstraginin, bu zararlinin istila ettigi bolgelere periyodik olarak uygulanmasi
Onerilebilir. R. simulans konakgilarina periyodik olarak uygulanmasiyla,
konakgilardaki ve etrafindaki inhibitor konsantrasyonu artar. Zararlinin bu inhibitort,
solunum yaparak yada bitkilerden beslenerek emilimi ACHE’nin inhibe olmasina, bu
da sinir iletiminin zamanla azalarak sinir sistemlerinin bloke olmas1 muhtemeldir. Bu
uygulama sayesinde bu zararlinin popiilasyonu kimyasal ilaglamaya gerek kalmadan
kisa siirede kontrol altina alinabilir ve Dogu Karadeniz Bolgesi'nde hizla yayilmasi

engellenebilir.
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