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Oz

Calismamizda iki farkli enzim aktivitesi {izerine Cuha ¢icegi (Oenothera biennis) ile tatli badem (Prunus dulcis Mill.) yaglarinin etkileri
ne olabilecek sorusu cevaplanmak istendi. Kullandigimiz ilk enzim canlilarda CO;’in hidratasyonu ve HCOs“in dehidratasyonunu
doniistimlii olarak katalizleyerek, hiicre i¢i bikarbonat tampon sistemini olusturarak, birgok fizyolojik olayda oldukga énemli rol alan
karbonik anhidraz I-11 izoenzimleridir. ikinci enzim ise asetilkolin molekiiliiniin ayrismasini katalizleyen, Kas hiicresi ve sinir arasmdaki
sinapsta yer alan asetilkolinesteraz enzimidir. Her iki enzimin inhibitérleri, ilag olma potansiyeli tasimaktadir. Bu nedenle belirtilen
yaglarin inhibisyon etkisi arastirildi. Bu amagla ilk olarak karbonik anhidraz I-11 izoenzimi sefaroz-4B-L-tirosin-siilfanilamid afinite
kolonu ile saflagtirildi. Ardindan en az bes farkli inhibitor konsantrasyonunda enzim aktivitesi bakilarak Cuha ¢igegi (Oenothera
biennis) ve tatli badem (Prunus dulcis Mill.) yaglarinin enzim aktiviteleri tizerindeki etkileri arastirildi. Son olarak %aktivite-[I] grafigi
cizilerek Cuha cicegi (Oenothera biennis) ve tatl badem (Prunus dulcis Mill.) yaglarmin ICso degerleri tespit edildi. insan
eritrositlerinden karbonik anhidraz | izoenzimi %20,12 verimle 119 kat saflagtirilirken, karbonik anhidraz 11 izoenzimi %83,05 verimle
535,72 kat saflagtirildi. Cuha ¢icegi (Oenothera biennis) yaginin karbonik anhidraz I-11 ve asetilkolinesteraz enzim aktivitesi iizerindeki
ICso degerleri sirastyla 0,1950, 0,1406 ve 0,1097 mg/mL olarak, tatli badem (Prunus dulcis Mill.) yaginin karbonik anhidraz I-1l ve
asetilkolin esteraz enzim aktivitesi tizerindeki ICso degerleri ise sirasiyla 0,0345, 0,0266 ve 0,0394 mg/mL olarak tespit edildi.
Caligmada kullanilan her iki yag karsilastirildiginda, tatli badem (Prunus dulcis Mill.) yaginin her iki enzim aktivitesi tizerinde daha
etkili oldugunu goriilmektedir. Bu nedenle sentetik ilaglar yerine tatli badem (Prunus dulcis Mill.) yaginin s6z konusu enzimlerin sebep
oldugu hastaliklarin tedavisinde takviye ilag olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Asetilkolinesteraz, karbonik anhidraz, inhibisyon, in vitro

Investigation of Anti-enzyme Activities of Primrose (Oenothera
biennis) and Sweet Almond (Prunus dulcis Mill.) Oils

Abstract

In our study, the question of what might be the effects of Primrose (Oenothera biennis) and sweet almond (Prunus dulcis Mill.) oils on
two different enzyme activities was asked. The first enzyme in our study is carbonic anhydrase I-11 isoenzymes that play a very important
role in many physiological events, by transforming catalysis of CO; hydration and HCOs dehydration in living things, by creating an
intracellular bicarbonate buffer system. The second enzyme, the acetylcholinesterase enzyme, which was located in the synapse between
the muscle cell and nerve, catalyzes the decomposition of the acetylcholine molecule. Inhibitors of both enzymes have the potential to
be drugs. Therefore, the inhibition effect of the specified oils was investigated. For this purpose, the first carbonic anhydrase |-l
isoenzyme was purified by the sepharose-4B-L tyrosine-sulfonamide affinity column. Then, by looking at enzyme activity in at least
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five different inhibitor concentrations, effects of evening primrose (Oenothera biennis) and sweet almond (Prunus dulcis Mill.) oils on
enzyme activities were investigated. Finally, 1Cso values of Primrose (Oenothera biennis) and sweet almond (Prunus dulcis Mill.) oils
were determined by drawing activity%-[I] graph. Carbonic anhydrase | isoenzyme was purified from human erythrocytes 119 times in
20.12% yield, while carbonic anhydrase 1l isoenzyme was purified 535.72 times in 83.05% yield. I1Cso values of the primrose oils
(Oenothera biennis) on carbonic anhydrase I-11 and acetylcholinesterase enzyme activity were 0,1950, 0,1406 and 0,1097 mg / mL,
respectively. 1Cso values of the sweet almond oil (Prunus dulcis Mill.) on carbonic anhydrase I-11 and acetylcholine esterase enzyme
activity were 0.0345, 0.0266 and 0.0394 mg/mL respectively. When both oils used in the study are compared, we see that sweet almond
oil (Prunus dulcis Mill.) is more effective on both enzyme activities. Therefore, instead of synthetic drugs, sweet almond (Prunus dulcis
Mill.) oil is thought may be used as a supplement in the treatment of diseases caused by the enzymes in question.

Keywords: Acetylcholinesterase, carbonic anhydrase, inhibition, in vitro

1. Giris

Tum kisimlar1 yenebilen Cuha ¢icegi (Oenothera biennis), Onagraceae familyasina ait otuzun tlizerinde iilkede ticari iiretimi yapilan
bir bitkidir (NTP, 2009; Kaya, 2010). Sadece geceleri ¢igek agan Cuha gigegi, gecesefasi, yabani gecesefasi, kir ¢uha ¢icegi, ates bitkisi,
gece yaki otu, krallarin panzehiri ve genis ¢an ¢igegi isimleri ile de bilinir (Jennifer ve ark., 2001; Kaya, 2010). Bitki kadar bitkiden
elde edilen yagida degerlidir. Soguk pres, ¢oziicii ekstraksiyonu veya siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu yontemleri kullanilarak
elde edilen Cuha ¢igegi yaginin iiretiminde Cin basi cekmektedir (Favati ve King 1991; Jennifer ve ark., 2001; Kaya, 2010). Cuha ¢igegi
yag1 gama linoleik asit (Jennifer ve ark., 2001; Birch ve ark., 2001; NTP, 2009; Kaya, 2010,) iceren antioksidan, antienflamatuar,
antikoagiilan ve immiinomodiilatér bir yagdir (Jennifer ve ark., 2001; Birchve ark., 2001; Ismail ve ark., 2008; Riaz ve ark., 2009; Kaya,
2010). Oksiiriik, astim, romatoid artrit ve deri hastaliklarmda da kullanildig1 belirtilmistir (Hederos ve Berg, 1996; Ammar ve ark 2000).
Gida endiistrisinde basta kuruyemis olarak tiiketilmesinin yaninda farkli kullanim alanlar1 da bulan tatli badem ise (Prunus dulcis Mill.)
Rosaceae familyasinin Prunoideae alt familyasinda yer alan bir meyve tiirlidiir (Akalin, 1952; Bayrak ve Yilmaz, 2009). Soguk pres,
¢oziicli ekstraksiyonu veya siiperkritik ekstraksiyon gibi farkli yontemler ile elde edilen yag1 en az meyvesi kadar faydalidir (Ronceroa
ve ark., 2016). Orjinine gore degismekle birlikte tatli bademin yaklasik %50 oraninda yag icerdigi ve bu yagin omega-9 ve omega 6
yag asitleri bakimindan zengin oldugu ifade edilmistir (Balta, 2013; Ronceroa ve ark., 2016). Badem yaginin dermatolojik (Sultana ve
ark., 2007; Ahmad, 2010), anti-enflamatuar, anti-hepatotoksisite ve anti-kanser (Davis ve Iwahashi 2001; Zohary ve Hopf 2001; Hyson
ve ark., 2002; Jenkins ve ark., 2002; Sultana ve ark., 2007; Ahmad, 2010) etkilerinin oldugu ifade edilmistir. Ayrica kolesteroli
diistirdiigii ve kardiyovaskiiler hastaliklarda da etkili oldugu belirtilmistir (Spiller ve ark., 1998; Chen ve ark., 2006; Jenkins ve ark.,
2006). Yapilan literatiir ¢alismalar1 neticesinde Cuha ¢icegi (Oenothera biennis) ile tath badem (Prunus dulcis Mill.) yaglarmin karbonik
anhidraz I-II ve asetilkolin esteraz enzim aktiviteleri lizerindeki etkilerinin arastirilmadigi tespit edilmistir. Bu nedenle iki farkli yag
orneginin gesitli hastaliklar ile baglantili olan karbonik anhidraz I-1I ve asetilkolin esteraz enzim aktiviteleri iizerindeki etkilerinin ne
olabilecegi sorusu bu ¢alismada cevaplanmak istenmistir.

Okaryot ve prokaryotlarda gériilen, birbirinden bagimsiz yedi farkli gen ailesi tarafindan kodlanan karbonik anhidraz (CA,
E.C.4.2.1.1) enzimi bir metalo enzimdir (Gul ve ark., 2017a; Vullo ve ark 2017; Kocyigit ve ark., 2019). Insanda sadece aktif merkezinde
Zn*" iyonu bulunduran a-CAs bulunmaktadir (Gul ve ark., 2017b; Topal ve ark., 2017; Kocyigit ve ark., 2019). Baz1 CA izoformlari
insan viicudunda birgok kritik noktadaki fizyolojik olaylarda etkin rol oynarlar (Kocyigit ve ark., 2019). Metabolizmada gérev alan
enzimlerin, daha fazla ya da daha az aktiviteye sahip olmasi farkli metabolik yolaklarda ¢esitli problemlere yol agmaktadir (Bigake,
2015). Benzer sekilde enzimlerin normalde bulunmalari gereken hiicrelerin disinda farkl bir dokuda olmalari veya daha fazla ya da az
eksprese olmalar1 halinde cesitli hastahiklarin olustugu anlasilamaktadir (Ozaslan ve Sivri, 1998). Bu nedenle CA izoenziminin
inhibisyonu veya aktivasyonu oldukca 6nemlidir. Hatta hCA izoenzimlerinin inhibitorlerinin epilepsi, glukoma ve 6demin yani sira son
donemde oldukga problem olan obezite ve kanser tedavisinde de kullanilabilecegi belirtilmektedir (Boztas M ve ark., 2015; Taslimi ve
ark., 2016a; Akincioglu ve ark., 2015; Giilgin ve ark., 2016; Goksu ve ark., 2016). Bugiin literatiirde bilinen CA inhibitorleri,
stilfonamidler, asetazolamidler, dorzolamidler, metazolamidler ve brinzolamidlerdir (Supuran, 2007; Krasavin ve ark., 2016; Gokcen
ve ark., 2017). Ancak bu inhibitdrler sentetik kimyasallardir ve bir¢ok yan etkiye sahiptirler (Smirnoviené ve ark., 2017; Kocyigit ve
ark., 2019) bu nedenle CA izoenzimlerinin yeni inhibitérleri aranmaya devam etmektedir. Calisma konusu olan diger enzimimiz ise
Asetilkolinesteraz (AChE, E.C.3.1.1.7) enzimidir. Kas hiicresi ve sinir arasindaki sinapsta yer alan AChE, asetilkolin molekiiliiniin
(ACh) hidrolizinden sorumludur (Darvesh ve ark., 2008). Cogunlukla yash insanlarda goriilen neurodegenerative bir hastalik olan
(Tarawneh ve Holtzman, 2012; Habtemariam, 2019) Alzheimer hastalifinda (AH), beyin ve hipokampus kortekslerinde ACh seviyesi
azalmaktadir (Akincioglu ve ark., 2014). AChE enzimi AH ile olan iliskisi nedeniyle bugiin bir¢ok aragtirmanin konusu olmustur (Aksu
ve ark., 2016). AH ilaglarinin AChE enzim aktivitesi lizerinde inhibisyon etkisi gostermesi, (Aksu ve ark., 2016) etkili bir tedavi i¢in
AChE enziminin inhibitorlerinin arastirilmasina sebep olmustur (Taslimi ve ark., 2016b). Donepezil, rivastigmine ve galantamin AH
tedavisinde kullanilan AChE enziminin inhibitérleridir. Ancak bazi hastalarda siirlt yararlarinin olmasinin yani sira bir¢okta yan etkiye
sahip olduklar1 ifade edilmistir (Habtemariam, 2019). AChE dogal inhibitorii olarak farkli ailelerden ¢esitli bitki tiirleri ¢caligilmustir,
basta kardelen olmak iizere Nergisgiller (Amaryllidaceae), Lycopodiaceae ve Kuzukulagigiller (Polygonaceae) en ¢ok ¢alisilan bitki
grubudur (Santos ve ark., 2018).

Dogal iiriinlerin sentetik iirlinler yerine giderek tercih edildigi de yadsinamaz bir gergektir. Bir kimyasali sentezlemek hem pahali
hem de uzun bir siire¢ gerektirmektedir. Bu nedenle dogal iiriinlerin enzimler tizerindeki etkileri arastirilarak etkili konsantrasyonu
belirlenerek fitoterapi kapsaminda hastaliklarin tedavisinde kullanilmalidir. Caligmamiz kapsaminda Cuha ¢icegi (Oenothera biennis)
ile tatll badem (Prunus dulcis Mill.) yaglarinin hCA I-1I ve AChE enzimleri iizerindeki etkileri ilk kez arastirilmistir.
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2. Materyal ve Metot

2.1. Kullanilan Kimyasallar

Sefaroz-4B, siilfanilamid,Tris, Na;SO4 NaCl, Na,HPO4, NaCH3;COO, NaClOs, p-nitrofenil asetat, etilendiamin tetra-asetik asit
(EDTA), asetilkolin iyodat, 5,5'-ditiobis (2-nitrobenzoik asit), sodyum sitrat ve Asetilkolinesteraz; Sgma-Aldrich Chemie GmbH ihracat
Departmani Eschenstrasse 5, 82024 Taufkirchen, Almanya’dan, Cuha ¢igegi (Oenothera biennis) ve tatli badem (Prunus dulcis Mill.)
yagt; yerel pazarlardan, L-tirosin; Merck’ten KGaA Frankfurter strasse 250, D-64293 Darmstadt Germany, ¢alismada kullanilan diger
kimyasallar ve ¢oziiciiler Merck (KGaA Frankfurter strasse 250, D-64293 Darmstadt Germany) ya da Sgma-Aldrich (Chemie GmbH
Ihracat Departman1 Eschenstrasse 5, 82024 Taufkirchen, Almanya)’den temin edilmistir.

2.2. Metot

2.2.1. Yag Ekstrelerinin Hazirlanmast

Cuha cigegi (Oenothera biennis) ile tatl badem (Prunus dulcis Mill) yaglarmin stok ¢dzelti 1 mg/mL olacak sekilde %96’1ik
Etanolde seyreltildi. Calisma sirasinda kullanilan seyreltmeler i¢in saf su kullanildi. (Akkemik ve ark., 2017).

2.2.2. Insan Eritrosit Karbonik Anhidraz Izoenzimlerinin Saflagtirumast

flk olarak insan eritrosit ¢ozeltisinden 10 mL almarak bes kat1 kadar buzlu su ile hemoliz olmast saglandi. Hemoliz olan ¢ozelti
4°C’de 10.000 xG’de 60 dakika santrifiij (Thermo Scientific/Megafuge 16R) edilerek ¢okelek atildi (Akkemik ve ark., 2017; Akkemik
ve ark., 2018). Siipernatant saflastirma isleminde kullanilincaya kadar 4°C’de saklandi. Hemolizatin pH’s1 kat1 Tris ile 8,7 ayarland:
(Akkemik ve ark., 2017; Adem ve ark., 2019). Ardindan elde edilen hemolizat 6nceden dengelenen (dengeleme tamponu: 25 mM Tris—
HCI/100 mM Na,SO4 (pH: 8.7)) sefaroz-4B-L-tirosin-siilfanilamid afinite kolonuna yiiklendi. Kolon safsizliklar1 uzaklastirmak igin
(yikama tamponu: 25 mM Tris—HC1/22 mM Na,SO4 (pH 8.7)) yikama tamponu ile 280 nm’deki absorbans farki 0,05 oluncaya kadar
yikandi. Son olarak karbonik anhidraz I ve II izoenzileri (hCA I igin; 1.0 M NaCl/25 mM Na,HPO,4 (pH 6,3) hCA 1I i¢in; 0,1 M
NaCH3;C0O0/0,5 M NaClOs (pH 5.6)) eliisyon tamponlari ile eliie edildi (Akkemik ve ark., 2017; Akkemik ve ark., 2019). Saflastirilan
hCA 1 ve hCA II izoenzimleri ayr1 ayr1 50 mM Tris—SOs4 (pH 7,4) tamponuna kars1 24 saat diyaliz edildi (Akkemik ve ark., 2017).
Enzim safligit SDS-PAGE (Laemmli, 1970) ile protein miktar1 Bradford (Bradford, 1976) yontemi ile kontrol edildi.

2.2.3. hCA I-II Izoenzimlerinin Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzim aktivitesi 348 nm’de spektrofotometrik (Shimadzu UV-1280 Spektrofotometresi) olarak belirlendi. Bu yontemde substrat
olarak p-nitrofenil asetat kullanilmaktadir (Verpoorte ve ark., 1967).

2.2.4. Insan Eritrosit Asetilkolin Esteraz Enziminin Aktivitesinin Belirlenmesi

AChE’nin aktivitesinin belirlenmesinde spektrofotometrik yontem olan Ellman ve ark., (1961) yontemi kullanildi. Bu yontemde
asetilkolin iyodat substrat olarak kullanildi. Kiivet i¢i konsantrasyonlar1 0,1 M Tris-HCI, 0,5 mM EDTA pH:8,0, 0,5 mM asetilkolin
iyodat, 0,025 mM 5,5'-ditiobis (2-nitrobenzoik asit), %0,05 sodyum sitrat olacak sekilde hazirlanan ¢ézeltiye 5,32x107 U
asetilkolinesteraz enzimi ilave edilerek 412 nm de absorbans 6l¢iildii (Polat ve ark., 2015; Kocyigit ve ark., 2019).

2.2.5. Inhibison Calismast

Insan eritrosit CA-I, CA-II izoenzimlerinin ve AChE enziminin aktiviteleri iizerine Cuha ¢icegi (Oenothera biennis) ile tatli badem
(Prunus dulcis Mill.) yaglarinin etkileri in vitro sartlarda arastirildi. Cuha ¢igegi (Oenothera biennis) ile tatli badem (Prunus dulcis
Mill.) yaglarmim her birinin bes farkli konsantrasyonunda enzim aktivitesi bakildi (Ellman ve ark., 1961; Verpoorte ve ark., 1967). Yag
icermeyen aktivite dl¢iimii kontrol olarak kabul edildi (%100 aktivite). Cuha cicegi (Oenothera biennis) ile tatl badem (Prunus dulcis
Mill.) yaglarn konsantrasyonlarina kars1 %aktivite grafigi ¢izildi. Elde edilen grafikten ICsodegerleri tespit edildi (Ellman ve ark., 1961;
Verpoorte ve ark., 1967; Akkemik ve ark., 2017; Kocyigit ve ark., 2019).

3. Arastirma Sonuglar1 ve Tartisma

Canli organizmalardaki pH diizenleme rolleri ile ana tanpon sistemini olusturan CA’lar bir¢cok biyosentetik reaksiyonda gorev
almaktadirlar (Scozzafava et al., 2006; Supuran, 2008). Dahas1 bu enzimler hastalik belirteci veya hastalik faktorii olarak karsimiza
cikmaktadir (Scozzafava et al., 2006; Supuran, 2008; Aggarwal, 2013; Akkemik et al., 2018). Bu nedenle memelilerde 16 izoenzimi
bulunan CA’larin inhibitérleri glukoma, epilepsi, kanser, gastrit ve norolojik hastaliklar gibi gesitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir (Scozzafava et al., 2006; Supuran, 2008; Aggarwal et al., 2013). Bunun sonucu olarakta birgok arastirmaci CA’larin
inhibitorlerini veya aktivatorlerini sentezlemektedir. Ancak bir kimyasalin ilag olarak sentezlemesi i¢in klinik 6ncesi ve sonrasi
¢alismalarin tamamlanmasi, insan denekler iizerinde ¢alismalarin pozitif sonuglar vermesi gerekmektedir. Bu siire¢ hem maddi kayiba
hemde ¢ok zaman harcamaya sebep olmaktadir (Anonim, 2020). Bu nedenle bir¢ok arastirmaci dogal iiriinlerin ila¢ olarak
degerlendirilebilmesi igin sentez yerine etken madde izolasyonu, ya da direk olarak bitki ekstrelerinin sekonder metabolitleri
sayesindeki farmakolojik etkilerini tespit etmeye ¢alismislardir (Bangou ve ark. 2011; Giil¢in ve ark., 2016; Adem ve ark., 2019;
Akkemik ve ark., 2019). Bu ¢alismada ise ¢uha ¢icegi (Oenothera biennis) ile tatl badem (Prunus dulcis Mill.) yaglarinin hCA 1 ve
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hCA II enzim aktivitesi iizerindeki etkileri in vitro sartlarda arastirildi. Bu amagla ilk olarak insan eritrositlerinden hCA I izoenzimi
%20,12 verimle 119 kat saflastirilirken hCA II izoenzimi %83,05 verimle 535,72 kat saflastirildi (Tablo 1). Enzimin saflagtirildigi SDS-
PAGE ile kontrol edildi. Karbonik anhidraz izoenzimleri daha dnce ekibimiz tarafindan birgok kez saflagtirillmistir (Akkemik ve ark.,
2017; Akkemik ve ark., 2018; Adem ve ark., 2019).

Tablo 1. Karbonik Anhidraz I ve II Izoenzimlerinin Saflastirma Tablosu

Saflastirma Aktivite Protein Miktar1  Hacim Toplam Toplam Spesifik Aktivite  Saflastirma %
Basamaklan (EU/mL) (mg/mL) (mL) Aktivite (EU)  Protein (mg) (EU/mg) Katsayis1 Verim
Hemolizat 0,00273 44540,98 40 0,1093 1781639,3 6,13667E-08 1 100
hCAl 0,0022 300,984 10 0,0220 3009,8361 7,30937E-06 119,110 20,12
hCA Il 0,01513 460,328 6 0,0908 2761,9672 3,28751E-05 535,72 83,05

Insan eritrositlerinden saflastirilan hCA I-II ve asetilkolinesteraz enzimlerinin aktivitesi iizerine guha cicegi ve tath badem
yaglarinin in vitro sartlarda inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edildi (Sekil 1, Tablo 2). Tatli badem yaginin hCA II enzim aktivitesi
iizerinde en yiiksek inhibisyon etkisini gosterdigi (ICso 0,0266 mg/mL) genel olarakta galisilan her iki enzim iizerinde tatli badem
yaginin daha etkili oldugu tespit edildi. Cuha ¢igegi yaginin karbonik anhidraz izoenzimleri ve AChE enzimi iizerindeki etkileri
kargilastirildiginda AChE enzimi tizerinde (ICsp 0,1097 mg/mL) daha etkili oldugu tespit edildi (Sekil 1, Tablo 2).

Tablo 2. Cuha Cigegi ve Tatlh Badem Yaginin Anti-enzim Aktivitesi

Inhibitér Madde ICso (mg/mL)
hCA-I R? hCA-II R? AChE R?
Cuha Cigegi Yag1 0,1950 0,9414 0,1406 0,8589 0,1097 0,9549
Tatli Badem Yagi 0,0345 0,9718 0,0266 0,9769 0,0394 0,8420
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Sekil 1. Cuha Cigegi ve Tatli Badem Yagimn hCA I-11 ve AChE Enzim Aktiviteleri Uzerindeki Etkilieri

Literatiire baktigimizda bitki ekstrelerinin enzimlerin aktiviteleri iizerindeki etkilerinin arastirildigr birgok calisma oldugu
goriilmektedir (Oluba et al., 2007; Bangou, 2011; Sacan ve Yildiz, 2014; El-Hadary ve Ramadan, 2019). Dahasi karbonik anhidraz
enzim aktivitesi {izerine siyah, beyaz ve bitkisel ¢aylarin, tarhunun, ¢aksir’in, ¢irig’in, 1gkinin, esek ¢aksir’inin, cefan kavun g¢ekirdek
ekstresinin inhibisyon etkileri arastirilmistir (Yurtvermez, 2016; Sevim, 2018; Akkemik 2019). Cuha ¢icegi yaginin hCA I ve hCA 1T
enzim aktivitelerindeki ICso degerleri sirasiyla 0,1950 ve ICsy 0,1406 mg/mL olarak tespit edildi (Sekil 1, Tablo 2). Cuha ¢igeginin hCA
II enzim aktivitesi tizerinde daha yiiksek bir inhibisyon gostermesinin yani sira iki izoenzim iizerinde de yakin bir inhibisyon sergiledigi
ve Cuha ¢igegi yaginin karbonik anhidrazin s6z konusu iki izoenzimi i¢in se¢imli bir inhibisyon etkisi gostermedigi tespit edildi.
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Tatlibadem yagmin hCA I ve hCA II enzim aktivitelerindeki ICso degerleri sirasiyla 0,0345 ve 0,0266 mg/mL olarak tespit edildi
(Sekil 1, Tablo 2). Tatlibadem yaginin hCA II enzim aktivitesi tizerinde daha yiiksek bir inhibisyon gostermesinin yani sira iki izoenzim
iizerinde de yakin bir inhibisyon sergiledigi belirledi. Ancak mikro seviyede bir inhibisyon etkisi gdstermesi nedeniyle hCA I-II'nin
sebep oldugu hastaliklarda tatli badem yaginin tedavi etkisi olabilecegi diisiiniilmektedir.

Yunan ve Romali filozoflarin biraktig1 kaynaklar incelendiginde Alzheimer hastaligmin ilk tanisinin konuldugu tarihten ziyade daha
eskilere dayandigi belirtilmistir (Berchtold ve Cotman 1998). Alzheimer hastalig1 ile miicadele i¢in hastaligin sebepleri arastirilmaktadir.
Alzheimer hastalarmim beyinlerinin neokorteks ve hipokampus bolgelerinin, b-amiloid plaklarin (Glenner ve Wong 1984a, Glenner ve
Wong 1984b) hiicre dis1 birikintilerinden ve norofibriler yumaklarin hiicre i¢i birikintilerinden (Wisniewski ve ark 1976; Goedert 1989)
etkilendigi ifade edilmistir (Hostettmann ve ark., 2006). Alzheimer hastalarinin beyinlerinde kolinerjik kayip, énemli kimyasallarin
dengesinin bozulmasi ve programlanandan daha dnce belirgin sekilde hiicre kayiplarinin olmasini sdyleyebiliriz (Drachman ve Leavitt,
1974; Perry ve ark., 1977; Whitehouse ve ark., 1982). Asetilkolin esteraz enziminin inhibitérlerinin (takrin, donepezil, rivastigmine ve
galantamine) bu hastaligin tedavisinde kullanildigi belirtilmektedir (Selkoe 1992; Schumock 1998; Grutzendler ve Morris 2001;
Zarotsky ve ark., 2003). Asetilkolin esteraz enziminin inhibitdrleri enzimin substrati olan asetilkolin yikimini engelleyerek kolinerjik
iletimini artrmaktadir (Sharma, 2019). Asetilkolin esteraz enziminin doniisiimlii ve doniistimsiiz inhibitorleri mevcuttur (Lin ve ark.,
1998; Fulton ve Key 2001). Ancak enzimin doniisiimsiiz inhibitorleri oldukga toksiktir (Fulton ve Key 2001; Costa 2006). Enzimin
inhibitorlerinin Myastenia Gravis ve glokom hastaliklarinda da kullanildigi ifade edilmistir (Quinn 1987; Rahman A and Choudhary
2001). Asetilkolin estereaz enziminin inhibitorlerinin ¢ok sayida yan etkisi olmasi ve istenen etkiyi tam olarak sergilememesi farkli
inhibitorlerinin sentezlenmesine veya arastirilmasia neden olmustur (Lin ve ark., 1998). Asetilkolinesteraz enziminin ¢ok sayida dogal
kaynakli inhibitorleri arastirilmigtir (Hostettmann ve ark., 2006). Bu inhibitorler igerisinde ¢ay agact yagi, nane yagi, misket limonu
yag1, melisa yag1 ve adacay1 yagi gibi bazi esansiyel yaglarda vardir (Perry ve ark., 1996; Miyazawa ve ark., 1998; Perry ve ark., 2000;
Mills ve ark., 2004; Hostettmann ve ark., 2006). Dahas1 Cuha ¢iceginin bitki ekstresininde AChE enzim aktivitesi lizerinde inhibisyon
etkisi gosterdigi ve ICso degerinin 20,09 pg/mL oldugu ifade edilmistir (Lee ve ark., 2017). Cuha ¢igeginin bitki ekstresinin yag
ekstresine (ICso 0,1097 mg/mL) gore daha yiiksek bir inhibisyon etkisi gosterdigi literatiirdeki veri kiyaslanarak sdylenebilir.

Bu calismada Cuha cicegi ve tath badem yaglarinin asetilkolin estereaz enziminin aktivitesi iizerindeki etkilerini in vitro sartlarda
arastirildi. Elde edilen verilere gore tath badem yagi (ICso 0,0394 mg/mL), cuha ¢igegi yagma (ICsp 0,1097 mg/mL) gére AChE enzim
aktivitesi lizerinde daha etkili bir inhibisyon etkisi gdsterdi. Bu calisma neticesinde erken tani veya orta seviye Alzheimer hastalig
tedavisinde yan etkileri olan sentetik ilaglar yerine tatli badem yaginin klinik 6ncesi ve sonrasi ¢aligmalari tamamlanarak dogal ilag
olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

4. Sonug¢

Karbonik anhidraz ve asetilkolinesteraz enziminin inhibitorleri birgok hastalikta ilag olarak kullanilmaktadir. Ancak mevcut
inhibitorlerin ¢ok sayida yan etkilerinin olmasi ya da her hastada istenen etkiyi gostermemesi nedeniyle belirtilen enzimlerin
inhibitorleri gerek sentezlenerek gerekse dogal bitki ekstreleri kullanilarak arastirilmaya devam etmektedir (Bangou ve ark. 2011; Aksu
ve ark., 2016; Giilgin ve ark., 2016; Adem ve ark., 2019; Akkemik ve ark., 2019). Bu ¢alismada ilk kez ¢uha ¢icegi (Oenothera biennis)
yag1’nin karbonik anhidraz I-11 ve asetilkolin esteraz enzim aktivitesi tizerindeki (1Csp 0,1950, 0,1406 ve 0,1097 mg/mL) etkileri in vitro
sartlarda arastiridi. Cuha ¢icegi (Oenothera biennis) yagi’nin s6z konusu enzimler iizerinde yakin bir inhibisyon etkisi gosterdigi tespit
edildi. Tath badem (Prunus dulcis Mill.) yaginin karbonik anhidraz I-11 ve asetilkolin esteraz enzim aktivitesi tizerindeki ICso degerleri
ise sirastyla 0,0345, 0,0266 ve 0,0394 mg/mL olarak belirlendi. Calismada kullanilan her iki yag karsilastirildiginda tatli badem (Prunus
dulcis Mill.) yaginmn 1Csp degerinin mikro seviyede olmasi nedeniyle, her iki enzim aktivitesi {izerinde daha etkili oldugu ortaya ¢ikt.
Bu nedenle sentetik ilaglar yerine tatli badem (Prunus dulcis Mill.) yaginin s6z konusu enzimlerin sebep oldugu hastaliklarin tedavisinde
takviye ilag olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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