Tiirk Biyokimya Dergisi [Turkish Journal of Biochemistry—Turk J Biochem] 2006; 31 (4) ; 182-186.

Arastlrma Makalesi [ResearCh ArtiCIC] Yayin tarihi 21 Aralik, 2006 © TurkJBiochem.com .

[Published online 21 December, 2006]

Benzoyilkolin, Indol-3-asetik Asit ve Insan Serum
Butirilkolinesteraz1 Etkilesimleri

[Benzoylcholine, Indole-3-acetic And Human Serum Butyrylcholinesterase

Interactions]

Ebru Bodur, A. Nese Cokugras

Hacettepe Univeritesi, Tip Fakiiltesi, Biyokimya
Anabilim dali, 06100, Ankara.

Yazisma Adresi
[Correspondence Address]

Ebru Bodur

Hacettepe Univeritesi, Tip Fakiiltesi,
Biyokimya Anabilim dali,

06100, Ankara.

Tel: +90 312 3245885

Fax: +90 312 3111088

e-posta: ebodur@hacettepe.edu.tr

Kayit tarihi 11 Agustos 2006; kabul tarihi 17 Kasim 2006
[Received 11 August 2006; accepted 17 November 2006]

http://www.TurkJBiochem.com

OZET

Calismamizda insan serum butirilkolinesterazi ile indol-3-asetik asidin kinetik
etkilesimini incelemeyi amagladik. Insan serumundan saflastirilan butirilkolin-
esteraz ile substrat olarak benzoyilkolin kullanilarak yapilan kinetik inceleme-
lerde Km degeri 14.22 + 2.97 uM olarak hesaplandi. Dogrusal bir Hill grafigi
elde edildi ve Hill sabiti nH = 0.95 olarak belirlendi. Bu sonuglara gore enzim,
substrat olarak benzoyilkolin ile Michaelis-Menten kinetigine uyan bir davra-
nis géstermektedir. Artan benzoyilkolin derisimleri varliginda yapilan inhibis-
yon c¢aligmalari ile, indol-3-asetik asidin etki mekanizmasinin nonkompetetif
tipte inhibisyon oldugu saptandi ve non-lineer regresyon analizi ile Ki degeri
1.86 + 0.27 mM bulundu. Daha 6nce butirilkolinesteraz ve indol-3-asetik asit ile
yaptigimiz bir ¢aligmada, substrat olarak butiriltiyokolin kullanildiginda indol-
3- asetik asidin lineer karisik tipte inhibitdr davranist gosterdigini tespit edil-
mistir. Iki substratin farkli kinetik davranis géstermesinin nedeni, butiril gruba
kiyasla daha biiylik hidrofobik hacim kaplayan benzoyil grubun aktif merkez-
deki hidrofobik cebe daha giiclii baglanmasi, buna karsilik butiril grubun bag-
lanmasinin indol-3- asetik tarafindan engellenmesi oldugu sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Benzoyilkolin, butirilkolinesteraz, indol-3-asetik asit,
inhibisyon,

ABSTRACT

In this study we studied the kinetic interaction of indole-3- acetic acid with
human serum butyrylcholinesterase. Butyrylcholinesterase was purified from
human serum and the benzoylcholine kinetics was analyzed. The enzyme had a
Km value of 14.22 +2.97 uM. The Hill plot was linear with a value of nH = 0.95,
displaying that the enzyme follows Michaelis-Menten kinetics with regard to
benzoylcholine. Through inhibition studies, indole-3-acetic acid was found to
be a noncompetitive inhibitor for human serum butyrylcholinesterase with ben-
zoylcholine as substrate. The Ki value was calculated as 1.86 + 0.27 mM. In our
previous study on human serum butyrylcholinesterase using butyrylthiocholine
as substrate, indole-3-acetic acid was found to be a linear-mixed type inhibi-
tor. This difference in kinetic behavior with regards to two different substrates
could arise from the tighter binding of the more bulky and hydrophobic benzoyl
group to the hydrophobic pocket of the active site gorge rather than the butyryl
group and that the binding of this butyryl group could be sterically hindered by
the indole-3-acetic acid.
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GIRIS

Kolinesteraz enzim ailesi, asetilkolinesteraz (AChE,
E.C.3.1.1.7) ve butirilkolinesteraz (BChE, E.C. 3.1.1.8)
olmak iizere ¢esitli canlilarda yaygin olarak bulunan ve
hem genetik dizilimleri hem de ii¢ boyutlu protein ya-
pilart agisindan benzerlik gosteren iki farkli enzimden
olusur (1). AChE, kolinerjik sinir iletiminin sonlandi-
rilmasinda gorev alir. BChE’nin ise gercek islevi heniiz
tanimlanamamuistir. Ayn1 monomerin olusturdugu tetra-
merik yapidaki serum BChE’si, ester bagi ve amid bagi
iceren bilesikleri parcalayabilmesi nedeni ile yabanci
bilesiklere karst korunmada onciiliilik eden biyolojik
¢dpeii enzim olarak da adlandirilir (2,3). Ozellikle giinii-
miizde savas silah1 olarak kullanilan organofosfat veya
karbamat yapili sinir gazlari ve insektisit olarak kullani-
lan benzer yapili kimyasallar ile zehirlenmelerde, BChE
profilaktik amagla kullanilmaktadir (1,4). Kolinesteraz
inhibitorleri, sadece savaglarda kullanilan kimyasal te-
ror silaht degil, Alzheimer, myastenia gravis veya glo-
kom gibi hastaliklarda da ilag olarak islev goriirler (5-8).
Ancak her iki kolinesteraz enzimine birden inhibisyon
etkisi gosteren maddelerin ilag olarak kullanimi uygun
degildir. AChE ve BChE’nin yapisal benzerligi, 6zgiil
inhibitor gelistirme cabalarini zorlagtirmasina ragmen
0zgiil kolinesteraz inhibitorii tasarimi, ilag gelistirilme-
sinde biiyiik 6nem tasir.

Bitki bityiime hormonu sinifina giren bilesikler arasinda
yer alan indol-3-asetik asit (IAA), bitki serotonini olarak
da adlandirilir (9) (Sekil 1). TA A, bitki kokenli bir bilesik
olmasina ragmen insanlarda kan, serebrospinal siv1 gibi
sivilarda da bulunur (10,11). TAA miktarinin insanlar-
da serotonin ve triptofan metabolizmasinin bozuldugu
hastaliklarda arttig1 rapor edilmistir (10-12). Ayrica son
donemde bitki peroksidazlar: ile birlikte IAA kullani-
minin yeni bir kanser tedavi yontemi olabilecegine dair
calismalar da vardir (13).

Pestisit olarak veya diger tarim zararlilariyla miicadele-
de kullanilan kimyasallarin BChE’ye etkilerini arastir-
digimiz daha onceki ¢alismalarimizda, substrat olarak
aciltiyokolin tiirevleri kullanildiginda, TAA’nin farkli
tlirlerden elde edilen BChE’ler iizerinde inhibitor etkisi
oldugunu saptamistik (14,15). Bu ¢alismada ise insan se-
rum BChE’si ile IAA’nin kinetik etkilesimini, substrat
olarak benzoyilkolin (Sekil 1) kullanarak inceledik. Bu
etkilesim, kanser tedavisi araci olarak IA A kullanilmasi
durumunda, hem BChE’nin IAA’y1 serumdan temizle-
yecek ¢opeii enzim olarak gorev alabilecek olmasi hem
de AChE’nin serotonin duyarliligina sahip olmas1 agi-
sindan 6nem tasimaktadir (16). Olas1 yeni bir kanser
tedavisi veya kolinesteraz inhibitorii gelistirimi calig-
malarina 151k tutacak IAA ile BChE etkilesimi, bizce
incelenmeye deger gorillmiistiir.

Gerec¢ ve Yontemler

Geregler

Benzoyilkolin iyodiir (BzCh), 3- (N-morpholino) propan-
sulfonik asit (MOPS) Sigma (USA)’dan ve indol-3-asetik
asit (IAA) ise BDH’dan alind1. Diger tiim kimyasallar da
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analitik kullanim i¢in tiretilmislerdir. Spektrofotometrik
Olgtimlerde Shimadzu UV-visible 1601 spektrofotomet-
resi kullanildi.

Saflastirma Caliymalart

Insan serum BChE’si, giinii gegmis plazmadan Sarkarati
(17) yontemine gore elektroforetik olarak tek bant gozle-
nir sekilde yaklasik 18 000 kez saflastirildi. Saflastirma
sirasindaki protein taramalar1 280 nm’deki absorbans
Ol¢timii iizerinden, saflastirma basamaklarinda protein
tayinleri ise Bradford yontemi kullanilarak yapild1 (18).
Saf BChE’in protein miktar1 ise 280 nm’de saf BChE
i¢in saptanan X = 1.8 degerinden hesaplandi (19).

Img/ml
Aktivite Tayini ve Inhibisyon Calismalari
BChE aktivitesi substrat olarak benzoyilkolin (BzCh)
kullanilarak 6lgiildii (20). 11k hizlar 37 °C’de, 50 mM
MOPS (pH 7.4), 6.25 ng BChE ve 5-50 uM BzCh ige-
ren aktivite ortaminda, 240 nm’deki absorbans diisii-
sii lizerinden belirlendi. Calismalarda kullanilan TAA,
% 0.1 etanol iceren 100 mM MOPS pH 7.4 tamponda
glinliik olarak hazirlandi. TAA’nin inhibitor etkisi 0-4
mM araliginda ¢alisildi. Deneysel ortamdan kaynakla-
nabilecek etkilesimler, salt IAA, enzim igermeyen ak-
tivite karigimi gibi farkli kor karigimlart hazirlanarak
ortadan kaldirildi. Her 6l¢tim en az ii¢ kez tekrarlandi.
Bir tinite BChE, yukarida belirtilen kosullar altinda
dakikada 1 pmol iiriin olusumunu katalizleyen enzim
miktaridir.

Istatistik Incelemeler

Calisma verilerinin istatistik incelemeleri ile inhibis-
yon modellemeleri Systat 11.0 istatistik analiz prog-
raminin non-lineer regresyon modiili kullanilarak
gergeklestirildi.

Sonuglar

Substrat Kinetigi

BChE, agil grup tasiyan pozitif ytkli kolin tiirevi
substratlar1 ile Michaelis-Menten kinetigine uygun dav-
ranig sergilememekte, ya substrat aktivasyonu ya da
substrat inhibisyonu gostermektedir (1,2). Calismamiz-
da aromatik halka tasiyan pozitif ytiklii bir substrat olan
benzoyilkolin (Sekil 1) ile BChEin gosterdigi kinetik
davranis incelendi ve veriler Systat 11.0 istatistik analiz
programinin non-lineer regresyon modiilii kullanilarak,
Vm degeri 5.39 = 0.82 uM /dak/ mg protein ve Km de-
geri ise 14.22 +2.97 uM olarak hesaplandi (Sekil 2). Vm
degeri kullanilarak elde edilen Hill grafiginden hesapla-
nan BzCh i¢in Hill sabitinin (n,,= 0.95) 0.90 degerinden
biiylik bulunmasi, enzimin substrat olarak benzoyilko-
lin kullanildiginda Michaelis-Menten kinetigine uydu-
gunu gosterdi (Sekil 2 I¢ grafik) (21).

IAA ile inhibisyon Calismalart

Sabit BzCh (50 uM) ve artan IA A derigimleri ile yapilan
incelemelerde BChE’nin ilk hizlart dlglilerek IAA’nin
inhibitor etkisi tespit edildi (Sekil 3). TAA, yiiksek

Bodur ve Cokugras



“\/‘\N/
/N

o
Benzoyilkolin

=T

CH,COOH

Indol-3-asetik asit

Sekil 1. Benzoyilkolin ve indol-3- asetik asidin kimyasal yapilari.
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Sekil 2. BChE’nin artan BzCh ile gézlenen kinetik davranist. I¢ gra-
fik: Hill grafigi, biliylik grafik: Michaelis Menten grafigi.

derisimlerde suda ¢oziilebilen bir madde degildir. Calis-
mamizda [AA’in ¢oziildigl kosullarin deney ortamini
etkilememesi amaci ile ¢6ziiciiniin olasi en diisiik etkile-
simini yaratacak kosullar saglandi. Bu nedenle de daha
yiksek IAA derisimlerinde ilk hizin sifira ulasip ulas-
madig1 tespit edilemedi ve gézlenen inhibisyonun tipini
belirlemek tizere ileri kinetik ¢alismalar yapildi.

Farkli sabit IAA derisimlerinde artan BzCh derigiminin
etkileri olgiilerek inhibisyon tiplemesi yapildi. Kompe-
tetif inhibisyonda Km degerinde degisiklik olur ve artan
inhibitor derisimi ile gbzlenen Km artarken Vm dege-
rinde degisim saptanmaz (22). Artan IAA- BzCh etkile-
simi Michaelis-Menten grafiklemesi ile incelendiginde
(Sekil 4 i¢ grafik) Km degerinden daha fazla Vm dege-
rinin etkilendigi gozlendi. Elde edilen verilerin Systat
11.0 istatistik programinda inhibisyon modellemesi ya-
pildiginda IAA’nin BChE’yi nonkompetetif tipte inhibe
ettigi bulundu. Nonkompetetif inhibisyon modeline ait
Lineweaver-Burk grafiklemesi (Sekil 4), istatistik ince-
lemeler ile uyumludur. Modelleme sonucunda TAA igin
Ki degeri 1.86 £ 0.27 mM olarak hesaplandi.

Tartisma

Insan serum BChE’si acil grup tastyan pozitif yiiklii
substrat1 butiriltiyokolin (BTCh) ve aromatik halka tasi-
yan pozitif ytiklii substrat: BzCh ile farkl kinetik davra-
nislar sergiler. Kolinesteraz enzimleri, agil grup tagiyan
substratlari ile ya pozitif (AChE) ya da negatif (BChE)
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Sekil 3. Artan IAA derisimlerinin sabit BzCh (50 pM) varliginda
BChE iizerine etkisi.

kooperativite gosterirler (23-25). Bu nedenle BTCh i¢in
gozlemlenen Hill grafigi yiiksek ve diisiik substrat deri-
simlerinde lineariteden sapar (21). Bu ¢alismada BChE,
BzCh ile lineer bir davranis gosterdi. Bu sonuglar BChE
tetramerinde monomerlerin BTCh i¢in farkli afiniteye
sahip baglanma bdlgeleri oldugunu, BzCh i¢in ise bag-
lanma bdlgelerinin afinitesinin esit oldugu, bu yiizden
normal Michaelis-Menten davranisi sergiledigini dii-
siindiirmektedir.

BChE’nin her monomeri dibinde aktif merkezin yer al-
dig1 bir ¢ukura sahiptir. Cukurun girisinde pozitif yiik-
li substratlar1 baglayan “periferik anyon baglayici bol-
ge” (PAS) mevcuttur. PAS’a yiiklii ucundan baglanan
substrat gukurun igine sarkitilir ve hidrofobik diger ucu
aktif merkeze komsu olan “hidrofobik cep”e baglanir.
Substratin bu pozisyonu ester bagini, bu bagin hidro-
lizinden sorumlu aktif merkez ‘“katalitik ticliisii”niin
6ntine konumlandirir ve hidroliz gerceklesir (26). BChE
aktif merkez ¢ukuru, benzer yapisal 6zellik gosteren
AChE ile kiyaslandiginda hem daha biiyliik hem de
hidrofobik amino asitlerce daha zengindir. Bu neden-
le agilkolin tiirevi substratlarda acil grup biiyiidiikce
BChE aktif merkezine baglanma afiniteleri artar (26).
Benzoyilkolin hidrofobik bir aromatik halkaya sahiptir
ve BTCh ile kiyaslandiginda enzimin BzCh’ye afinitesi-
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Sekil 4. Artan BzCh varliginda farkli ITAA derisimlerinin BChE ilk hizina etkileri. (-e-) Kontrol dogrusu, (-0-) 0.5 mM TAA, (-A-) 0.75 mM
IAA, (-0-) 1 mM IAA. i¢ grafik: Michaelis- Menten grafigi, biiyiik grafik: Lineweaver-Burk grafigi.

ni yaklasik 20 kat daha biiyiik bulduk. (Ornegin, insan
serum BChE’si i¢in BTCh kullandigimizda Km = 0.28
mM (14), BzCh kullanilan bu ¢aligmada Km = 14.22 uM
olarak hesaplandi.)

Substrat olarak BTCh kullanildigimiz ¢aligsmalarda
IAA’y1, BChE’nin lineer karisik tipte inhibitorii olarak tes-
pit ettik (14,15). Substrat olarak BzCh kullanildigimiz bu
calismamizda ise nonkompetetif inhibisyon saptanmaistir.
Karisik lineer tip inhibisyonda inhibitdr, nonkompetetif
inhibisyonda da oldugu gibi, hem serbest enzime (E) hem
de enzim-substrat (ES) kompleksine substrat baglanma
bdlgesi disinda bir yerden baglanabilir (27). IAA’nin indol
halkasi da hidrofobik biiyiik bir gruptur ve aktif merkeze
komsu “hidrofobik cep” dahil aktif merkez ¢ukurunun
diger hidrofobik amino asitlerine de baglanabilir. Bu bag-
lanma BzCh’nin PAS’a baglanip cukura sarkitilmasina
ve “katalitik Gigli” karsisina yerlesmesine engel degildir,
fakat gukurdaki IAA varligiyla olusan konformasyon de-
gisikligi ester bagi hidrolizini engellemektedir.

BTCh kullanildiginda gozlenen lineer karisik tipte in-
hibisyonda da nonkompetetif inhibisyonda oldugu gibi
BTCh hem serbest E hem de EI kompleksine baglana-
bilir. Aralarindaki fark EI kompleksinin BTCh’ye olan
afinitesinin bir a katsayis1 kadar azalmig olmasidir (27).
Indol grubun baglandig1 bélge, butiril grubun aktif mer-
keze yerlesiminde sterik bir engel olusturarak Km dege-
rinin bitylimesine neden olurken (14), benzoyil grubun
aktif merkeze yerlesimine engel teskil etmemektedir.
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Hem asetil- hem de butirilkolinesteraz tlizerinde sapta-
nan bir baska enzim aktivitesi daha vardir. Arilagilami-
daz (AAA) ad1 verilen bu aktivitenin serotonin ve me-
latonin diizeylerine duyarli oldugu saptanmaistir (16,28).
Bu ikincil aktivitenin kolinesterazlarin gelisim sirasin-
daki rolleri ile baglantili oldugu diisiiniilmektedir. Ayri-
ca BChE’nin AAA aktivitesi izerine tiramin’in uyarici
etkisi oldugu rapor edilmistir (16,28). Biz ¢aligmalari-
mizda bitki serotonini kabul edilen IAA ile BChE’in
inhibisyonunu inceledik. Viicut sivilarinda dogal olarak
bulunan (11) ve BChE’nin esteraz aktivitesinin inhibitd-
rii olan TAA’nin, asil islevinin AAA aktivitesini diizen-
lenmek oldugu diisiintilebilir.

IAA yeni BChE inhibitorii tasarlanmasinda model ola-
rak kullanilabilir. Kompetetif inhibisyon modelinde in-
hibitdr ligandlarin aktif merkez izerinde substrat ile ayni
bolgeye baglanmasi, kolinesteraz gibi yagsamsal 6nem
tastyan enzimlere yonelik ilag tasariminda kullanimlari
agisindan sorun yaratabilir. Solunum basta olmak iizere
birgok motor sinir iletiminde yer alan kolinesterazlarin
tiim olarak inhibisyonu, ilag kullaniminda istenilen bir
durum degildir. BChE tizerinde IAA’in farkl: ytik 6zel-
ligine sahip substratlar varliginda mekanizma olarak
benzesen ve kompetetif olmayan tiirde inhibitor etkisi
gostermesi bu molekiiliin ila¢ tasariminda model olarak
kullanilmasi olasiligini arttirmaktadir. Bugiine dek TAA
ile dogrudan AChE etkilesimini arastiran bir ¢aligma ra-
por edilmemistir. Bu asamadaki amacimiz insan AChE
ile TAA etkilesimini incelemek ve kolinesteraz inhibi-
torleri gelistiriminde IAA’i ilag hammaddesi olarak kul-
lanimini daha da irdelemektir.
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