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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ASETILKOLINESTERAZ VE BUTIRILKOLINESTERAZ
ENZIMLERI UZERINDE BAZI BiTKi YAGLARININ

ETKILERININ INCELENMESI
Orhan ERBOGA

Agr1 Ibrahim Cecen Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisti

Kimya Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Murat SENTURK

Bitkilerden dogal olarak elde edilen yaglar yiizlerce yildir geleneksel tedavide kullanilan
en etkili araglardan biri olmustur. Bir ¢ok hastaligin tedavisinde yararlanilan direkt olarak
yada karisimin bir parcasi olarak dogal bitki yaglar1 onemli bir bilesen olmustur.
Caligmamizda ¢orek otu yagi, nane yagi, limon yagi, hint yagi ve lavanta yaginin AChE
ve BChE enzimleri tizerindeki inhibisyon etkileri incelendi. Bu amagla enzim aktiviteleri

tizerine inhibisyon etkisi gosteren bu maddeler igin ICso degerleri hesaplandi.

2021, 43 sayfa
Anahtar Kelimeler: Corek otu yagi, Nane yagi, Limon yagi, Asetilkolinesteraz,
Butirilkolinesteraz, Inhibisyon



ABSTRACT

MS. Thesis

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF SOME PLANT OILS ON
ACETYLCOLINESTERASE AND BUTYYRYLCOLINESTERASE ENZYMES

Orhan ERBOGA

Agr1 Ibrahim Cecen University
Graduate Education Institute

Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Murat SENTURK

Naturally extracted oils from plants have been one of the most effective tools used in
traditional therapy for hundreds of years. Natural plant oils, used directly or as part of the
mixture, have been an important component in the treatment of many diseases. In our
study, the inhibition effects of black seed oil, peppermint oil, lemon oil, castor oil and
lavender oil on AChE and BChE enzymes were examined. For this purpose, ICso values
were calculated for these substances which show inhibition effect on enzyme activities.
2021, 43 page
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1. GIRIS

1.1. Enzimler

Enzimler, ¢ok biiyiik bir kismi protein yapisina sahip olan ve canlilarn yapisindaki
biyokimyasal tepkimeleri kataliz eden biyokatalizorlerdir. Enzimlerde tipki yapisal proteinler
gibi, 12.000 ile 1.000.000 Da araliginda degisen molekiil agirligina sahiptir. Bir¢ok enzim
aktiviteleri i¢in protein yapyist disinda herhangi bir kimyasal gruba ihtiya¢ duymaz. Bazi
enzimler ise kofaktdr adi verilen Fe*?, Ca*2, Mg*2, Zn*2 veya Mn*2 gibi iyon yada iyonlara
ihtiyag duyar. Bazi enzimler ise koenzim adi verilen karmasik yapili organik Yyada
metaloorganik molekiillere ihtiyag duyarlar. Bazi enzimlerin ise aktiviteleri i¢cin hem bir yada
daha ¢ok sayida metal iyonuna hem de koenzime ihtiyact vardir. Protein yapisina ¢ok gii¢lii
hatta kovalent olarak baglanan koenzim yada metal iyonlarina prostetik grup adi verilir. Metal
iyonlar1 yada koenzimi ile beraber katalitik olarak aktif olan enzim yapisina holoenzim adi
verilir. Bu sekilde aktif olabilen enzimlerin sadece protein kismi apoenzim yada apoprotein
olarak adlandirilir. Koenzim olarak, koenzim A; agil gruplari, nikotinamid; elektron, tiamin
pirofosfat; aldehitler, gibi islevsel gruplarin gegici tasiyicisi olarak katalizlemeye yardimci
olurlar. Koenzimlerin ¢ogunlugunu gidalar yolu ile alinan vitaminler olusturmaktadir (Nelson
and Cox 2005).

Cesitli organizmalar kendilerine 6zgii olan proteinleri igerdikleri gibi, hiicre tiirleri de
yiizlerce farkli protein igermektedir. Bunun yaninda proteinler, biyolojik aktivitelerini ancak
belirli sicaklik ve pH degerlerinde gosterebilmektedirler. Bu durumdan dolay: bir proteinin tek
basina saf olarak bir hiicre veya dokudan izole edilmesi ¢ok zor bir istir. Bu zorluga ragmen su
ana kadar c¢ok sayida protein saf halde elde edilebilmistir. Giinlimiizde yiizlerce enzim kismen
saflastirilabilmis ve iki ylizden daha fazla sayida enzimde saf kristal halde elde edilebilmistir.
Enzimatik aktivitesi olmayan bir¢ok protein farkli canlilardan ¢ok yiiksek saflik derecesinde
elde edilmistir. Proteinler, sicaklik, {i¢ boyutlu yapilari, yiizey gerilimi, pH gibi birgok
faktorlerden hizli bir sekilde etkilenerek kisa siirede enzim aktiviteleri degisiklik gOstere
bilmektedirler. Bu sebepten enzim izolasyonu deneyleri olduk¢a dikkat gerektiren

calismalardir.

Saflastirmak i¢in genel olarak enzimlerin;

1. Molekiiler agirliklari,



2. Coziniirliik farklari,
3. Adsorbsiyon farkliliklari,
4. Elektriksel yiik farkliliklar1 esasina gore gergeklestirilir (Keha ve Kiifrevioglu 2008).

Proteinlerin ayrilmasi i¢in kullanilan yontemlerden birispesifik ligand esasina dayanan
afinite kromatografisidir. Baz1 proteinleri afinite kromatografisi kullanarak tek basamakta
yiizlerce proetinin bulundugu karisimlardan ayirtedilebilirler. Afinite kromatografisi bir cesit
adsorpsyon kromatografisidir, saflastirilmak istenen molekiiliin, matriks diye adlandirilan
kolona kovalent bagla baglanmis bir komplementer baglanma bilesigine (ligand) spesifik ve
tersinir baglandigi bir tekniktir. Matriks olarak sephadex, sepharose, biogel ve seliiloz gibi
farkli materyaller kullanilabilir. Kullanilacak ligandin saflagtirillmak istenen maddeye spesifik
ve tersinir baglanma 6zelligine sahip olmalidir. Kiigiik ligandlar1 (enzim inhibitdrleri gibi) direk
matrikse baglamak suretiyle elde edilen adsorbanlar, matriks ve ligandla etkilesen maddeler
arasinda sterik engelden dolay1 daha kiiciik ayirma kapasitesi gosterebilir. Bu durumda uzanti
kolu, etkili bir saflastirmay1 kolaylastirmak amaci ile matriksle ligand arasina baglanarak
kullanilir (Keha ve Kiifrevioglu 2008).
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Sekil 1.1. Afinite kromatografisinin temel elde edilis sekli.

Kiiciik bir grup olan katalitik altivite gosteren RNA molekiilleri harig biitiin enzimler
protein yapidadir. Enzimlerin katalitik aktivitesi, dogal protein yapilarinin korunmasina
baglidir. Eger enzimlerin dogal yapilar1 bozulursa yada alt birimlerine ayristirilirsa aktivitesi
cogu zaman kaybolur. Ya da enzimi olusturan yapitaslar1 olan amino asitlere ayristirilirsa,
katalitik aktivitesi ortadan kalkar. Bu sebepten enzimlerde birincil, ikincil, {igiinciil ve
dordiinciil yapilar gibi tigboyutlu yapilarin olusturulmasi katalitik aktivite i¢in esastir (Senturk
2017).

Enzimlerin etkilestigi maddeye substrat ad: verilir. Substratlar enzimlerle etkilestikten
sonra Uriine doniisiir sonrasinda iiriin ve enzim birbirinden ayrilir. Reaksiyon esnasinda
enzimlerin ti¢ boyutlu yapisinda degisiklik olabilir fakat reaksiyon sonunda baslangi¢ formuna
donerler. Enzimler reaksiyonlarin hizlarin1 artirmalarina ilaveten hiicrelerde metabolik
yolaklar i¢in 6nemli birgok reaksiyonun hizini diizenlerler. Bazi enzimlerin adlandirmasi
substrat adinin sonuna “-az” soneki getirilerek yapilirken, bazi enzimlerde ise ilk bulan bilim
insaninin koydugu isimlerle tanmir. Ornegin; iireaz, fosfataz, pepsin, tripsin v.b. gibi. Ancak
verdigimiz bu orneklerin ¢ogu enzimlerin Katalizledikleri fonksiyonlar hakkinda sinirl bilgi
verdiginden Uluslararast Biyokimya Birligi (IUB) smiflandirmay1 sistematik bir sekilde
yapilmaktadir. Ayriyeten her bir enzim i¢in enzim konseyi tarafindan belirlenen 4 rakamli bir
kod numarasi belirlenmistir (Lehninger 2000; Keha ve Kiifrevioglu 2008).

Bugiin yaklagik 2000°den fazla farkli enzim tiirii kesfedilmistir. Enzimler i¢in hem
katalizledikleri reaksiyon hem de substrat ozgiilliikleri dikkate alinarak bir siniflandirma
yontemi gelistirilmistir. Bu smiflandirmaya gore tiim enzimler enzim kataloguna, dort
basamakl1 bir say1 olan EC (enzim konseyi) numaras: altinda girerler. Ilk basamakta 6 temel
siniftan birine tyeligi belirtilirken sonraki ikisi basamak ise alt smiflar1 ve alt-alt siniflari
belirtir. Son basamak ise enzimin alt sinifta kaginci sirada oldugunu belirtir.

Alt1 temel simifin her biri, ayni reaksiyon oOzgilliigline sahip enzimleri igerir.
Oksidorediiktazlar (sinif 1), bir redoks sisteminden digerine indirgeyici ekivalentleri
katalizlerler. Transferazlar (sinif 2) bir substrattan digerine hidrojen disindaki diger fonksiyonel
gruplarin transferini katalizlerler. Cogu oksidorediiktazlarin ve transferazlarin koenzimlere
gereksinimi vardir. Hidrolazlarda (sinif 3) grup transferinde rol alirlar ancak alict her zaman bir
su molekiiliidiir. Liyazlar (sinif 4) bir ¢ift bagin uzaklastirilmasi veya olusumu ile ilgili

reaksiyonlar1 katalizlerler. Izomerazlar (smif 5) geometrik, optik ya da yapisal izomerlerin



birbirine doniistiiriilmesini kataliz eden enzimlerdir. Ligazlar (sinif 6, sentetazlar) tarafindan

katalizlenen reaksiyonlar, enerji bagimlidir. Bu nedenle, her zaman niikleosit trifosfatlarin

hidrolizi ile birlikte ger¢eklesir (Koolman et al. 2003; Keha ve Kiifrevioglu 2008).
Giinlimiizde bir¢ok enzim saflastirilmis, karakterize edilmis ve 200°den fazla enzim de

kristallestirilmistir. Yapilan genetik calismalar ve hiicre i¢indeki kimyasal reaksiyonlarin

cesitliligi daha birgok enzimin kesfedilmedigini gostermektedir. Biitiin canli hiicrelerde

meydana gelen reaksiyonlar enzimlerle ilgilidir. Enzimler canli hiicrelerde sentezlenir ve hiicre

canliligim yitirdikten sonra uzun siire etkili kalirlar. Katalitik etkileri hiicreye bagh degildir.

Enzimler, protein yapisinda olduklarindan protein 6zelliklerine sahiptirler.

Enzimlerin katalizleme giicleri “turnover sayis1” adi verilen bir degerle ifade edilir ve birim

zamanda bir mol enzimin {riine doniistiirdiigii substratin mol sayist demektir. Enzim

aktivitesine yani enzimli reaksiyon hizlarina etki eden faktorleri soyle siralayabiliriz:

Substrat konsantrasyonu

a. Enzim konsantrasyonu

b. pH

c. lIyonik siddet

d. Inhibitor ve aktivatorlerin varlig

e. Sicaklik

1.2. Asetilkolinesteraz

Asetilkolinesteraz (AChE, EC 3.1.1.7), esas olarak postsinaptik noromiiskiiler baglantilarda,
ozellikle kaslarda ve sinirlerde bulunan kolinerjik bir enzimdir. Dogal olarak olusan bir
norotransmiter olan asetilkolini (ACh) hemen asetik asit ve koline doniistiiriir veya hidrolize
eder. AChE'nin birincil rolii, ACh'nin dagilmasini ve yakindaki reseptorlerin aktivasyonunu
onlemek icin sinapslar arasindaki noéronal iletimi ve sinyallemeyi sonlandirmaktir. AChE,
organofosfatlar tarafindan inhibe edilir ve pestisitlerin ve sinir ajanlarinin énemli bir bilesenidir

(McHardy et al. 2017).



Sekil 1.2. Asetilkolin esterazin katalitik bolgesi (Bourne et al., 2011)

1.2.1. Asetilkolinesterazin yapis1 ve mekanizmasi

AChE enzimi ¢ok yiiksek bir aktiviteye sahiptir yaklasik olarak saniyede 25.000 ACh’1
parcgalayabilir. AChE enzimin aktif bolgesi iki alt birimden olusmaktadir bunlar; Ayonik alt
birim ve katyonik alt birim olarak adlandirilir. AChE'!n yapis1 ve reaksiyon mekanizmasi
enzimin kristal yapisi ile agiklanmigtir (Susman et al. 1991).

Enzimin mekanizmasinin daha iyi anlagilmasi i¢in 6nemli bir ndrotrasmitter madde ve enzimin

substrati olan asetilkolinin kimyasal yapis1 asagidaki sekilde verilmistir.

Q \ /

Sekil 1. 3. Asetilkolinin yapisi.



Asagida enzimin kataliz reaksiyonu gdsterilmektedir. Uriin olarak asetat ve kolin olusur.

® Asetilkolinesteraz | ®
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Sekil 1. 4. Asetilkolinesterazin kataliz reaksiyonu.

AChE enziminin yapinda bulunan anyonik alt birim bdlgesi ACh’1in pozitif kuaterner amini ile
baglanir. Ayrica bu bolgeye diger katyonik substratlar ve inhibitorlerinde baglandigi
bilinmektedir. Katyonik substratlar, enzimin aktif bolgesine giden aralikta yer alan 14 aromatik
yapilt amino asitlerle etkilesimden bagka anyonik bolgede yer alan negatif yiiklii amino asitler
ile bag yapmazlar (Ariel et al 1995). Aromatik araliktaki bu 14 amino asit oldukga yiiksek bir
korumaya sahiptir (Ordentlich et al. 1993). Aromatik yapili amino asitler igerisinde triptofan
84 (Trp 84) kritik bir 6énemi vardir. Trp 84’lin alanin ile yer degistirmesi AChE enziminin
reaktivitesini yaklasik 300 kat kadar azaltir (Tougu 2001). Enzimin aktif bdlgesine giden bu
aralik yaklagik 20 angstrom uzunluktadir. Aktif bolge enzimin alt kismindan 4 angstrom
yukarida bir konuma sahiptir (Harel et al. 1993).

ACh’1n asetat ve koline hidrolizlenmesi esteratik alt birim katalitik ti¢lii; serin 200, glutamat
327 ve histidin 440 amino asitlerinin bir araya gelmesiyle olusur. Bu ii¢lii amino asit grubu, 3.
amino asitin olmasi gereken aspartat yerine glutamat gelmesi diginda serin proteazlar ile
oldukga benzer bir dizilime sahiptir (Tripathi 2008). Karboksil esterin hidroliz reaksiyonu agil-
enzim ve serbest kolinin olusumuna neden olur. Daha sonra agil-enzim su (H20) molekiilii
tarafindan niikleofilik ataga ugrar ve histidin 440 amino asitinin yardimiyla asetik asiti serbest

birakilir ve tekrar serbest enzim olusur (Pohanka 2011).

1.2.2. Asetilkolinesterazin biyolojik fonksiyonu

AChE, cesitli formlarda bulunan bir glikoproteindir. Kimyasal yapidaki ¢esitliligin bir sonucu
olarak, baz1 AChE formlar1 hidrofobik iken digerleri hidrofiliktir. Hidrofilik tiirler genellikle
hiicre i¢inde asir1 hiicre i¢i ACh konsantrasyonlarini par¢calamak i¢in ¢alisir. Bununla birlikte,
lipit bagl (hidrofobik) ¢esitler, ACh'yi bilesen parcalarina (asetat ve kolin) ayirmak i¢in
sinaptik yarikta veya néromiiskiiler kavsakta calisan ACh inaktivasyonunun birincil ajanlaridir.

Lipid baglantii AChE tiirleri, post-sinaptik membran igine gomiiliir ve ACh'nin hizl



inaktivasyonunu saglamak ic¢in post-sinaptik reseptor molekiillerine stratejik olarak yakin

yerlestirilir.

Bireysel kimyasal nitelikler ve anatomik diizenlemeler, ¢esitli AChE formlar1 arasinda biiyiik
Olclide farklilik gosterse de, tiim tiirler i¢in kataliz mekanizmasi carpici bigimde benzer
kalmaktadir. Her durumda, AChE'nin aktif sitesi, her ikisi de ACh'nin bozulmasi i¢in kritik
oneme sahip iki alt siteden olusur. Anyonik bdlge, bir ACh molekiiliinii enzime baglama gorevi
goriir. Ik kesfedildiginde, bu sitenin, ACh molekiiliiniin pozitif yiiklii dortlii nitrojeniyle
elektrostatik olarak etkilesime giren bir veya daha fazla negatif yiiklii gruptan olustugu
diisiiniiliityordu. Ancak daha yakin zamanlarda, hidrofobik etkilesimlerin, substratin bu
bolgesinin enzime baglanmasinda daha Onemli olmasa da esit derecede Onemli oldugu

diistintilmektedir (https://web.williams.edu/imput/synapse/pages/IVA2.html).

1.2.3. Asetilkolinesteraz inhibitorleri

AChE inhibitérleri AChE enziminin aktivtesini azaltarak yada tamamen durdurarak ACh’in
yikilmasin1  engeller. Boylelikle norotransmitter gorevi olan ACh’m  ortamdaki
konsantrasyonunu ve bulunma siiresini arttirir. AChE inhibitorleri genellikle geri doniistimlii,
yart geri donilisimlii ve geri doniisiimsiiz olacak sekilde etki gosterirler (Pohanka 2012;
Zilbeyaz et al. 2018).

Ilag olarak kullanilan AChE inhibitérleri genelde yarismali veya yarismasiz geri doniisiimlii
molkiillerden se¢ilir. Bu inhibitorlere karbamatlar, fizostigmin, neostigmin, pyridostigmine,
ambenonium, demekaryum, rivastigmin, fenantren tiirevleri, galantamin, kafein (yarigmasiz),
piperidinler, donepezil, takrin (tetrahidroaminokridin, THA), edrofonyum, Huperzin A,
ladostigil, ungeremine, lactucopicrin ornek olarak verilebilir (Pohanka 2012; Zilbeyaz et al.
2018; Cavdar et al. 2019; Ozil et al. 2019).

Yari-geri doniistimlii ve geri doniisiimsiiz AChE inhibitorleri daha ¢ok kimyasal silahlar ve
pestisitlerin yapiminda kullanilir. Bu inhibitorlere organofosfatlar, ekotiofat, sarin, diazinon,
ethiofencarb, propamocarb, diizopropilfluorofosfat, malathion, soman, galantamin, cadusafos,
klorprifos, pinmicarb, oxamyl, siklosarin, diklorvos, dimethoat, tabun, parathion, aldicarb,
bendiocarb, phenmedipham, bufencarb, pirimicarb, huperzine A, Karbaril, karbendazim,
propoxur, karbetamit, karbofuran, karbosulfan, chlorbufam, chlorpropham, formetanate,
methiocarb, methomyl, propham, onchidal ve kumarinler 6rnek olarak verilebilir (Pohanka

2012).



1.2.4. AChE enziminin inhibitorlerinin kullanim alanlar

AChE enzimi inhibitdrleri birgok alanda kullanilir. Bu alanlar asagida siralanmastir.

e Dogal olarak bitkisel ve hayvansal kaynakli zehirler AChE enzimini inhibe edebilirler.
e Sinir gazlar1 kimyasal silah olarak kullanilabilir.

e Insektisitlerde bulunurlar (Colovic et al. 2013).

e Tibbi tedavide, glaucoma ve myasthenia gravis hastaligi tedavisinde, antikolinerjik
zehirlenmeye karsi tedavide antidot olarak, non-depolarlayici kas gevseticilerin etkisini tersine
cevirmek igin, Alzheimer hastaligi (AH) gibi hastaliklarin néropsikiyatrik semptomlarinin
tedavisinde ozellikle tepkisizlige karsi, Lewy Body Dementia ve Parkinson Hastalig1 (PH) gibi
hastaliklarin tedavisinde kullanilir (Taylor et al. 2012). Butirilkolinesteraz (BChE, E.C. 3.1.1.8)
enzimi inhibitorleride son yillarda AChE inhibitorlerigibi AH tedavisinde énemli uygulama

alani bulmustur (Taylor et al. 2012).

2.5. Kolinesterazlarin Molekiiler ve Protein Yapilar:

Kolinesteraz enzimleri (AChE ve BChE) molekiiler formlarinin farliligina, ¢oziintirliik
ozelliklerine, kuarterner yapilari ve kendilerini olusturan alt birim sayisina gore siniflandirilirlar
(Massoulie et al.,, 1993; Massoulie 2002). AChE enzimi Tip I G2 yapisindadir ve
glikofosfatidilinositol ¢ipasi i¢erir (Massoulie et al., 1993). Tip II G1 ve G2 yapisindaki AChE
ve BChE enzimlerinin ise hidrofobik yapidaki bir ¢ipa ile zara tutunurlar (Massoulie et al.,
1993; Massoulie et al., 2008). A12 asimetrik yapisi igeren distilfit bagilari ile olusan ti¢ katalitik
alt birim birbirine, kollajen yapida tg¢lii heliks kuyruk ile tutunarak bu yapiyr olusturur
(Massoulie et al., 1993).

Insan ve sigir gibi memelilerin beynindeki kaudat ¢ekirdek AChE’si G4 tetramerleridir,
ayrica asimetrik kollajen kuyruklu AChE memeli kas dokusunda bulunmaktadir, (Sekil 2.4)
(Chatonnet and Lockridge 1989; Lockridge 1988).

Insan serum BChE enzimi ise iki disiilfit bag ile birbirine baglanmis dimerlerden olusan
G4 tetrameri halinde bulunmaktadir (Chatonnet and Lockridge 1989; Blong et al. 1997).

Kolinesterazlar, glikoprotein yapida olan monomer veya oligomerlerdir (Chatonnet and

Lockridge 1989). insan serumunda BChE’nin biiyiik bir kismi ¢dziinebilir halde olan G4
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formunda bulunmaktadir, ne bir glikolipid ¢ipa ne de kollajen kuyrugu vardir, yapisi birbirine
es dort alt birimin olusturdugu tetramerdir (Masson and Lockridge 2010). BChE’nin bir
monomerinin molekiiler agirlig1 yaklasik olarak 90 kDA, bir dimeri ise yaklasik 180 kDa’dir
(Lockridge 1990).

Kolinesteraz inhibitorleri

Kolinesteraz inhibitorleri (asetilkolinesteraz inhibitorleri olarak da adlandirilir),
asetilkolinin normal par¢alanmasini bloke eden bir grup ilagtir. Asetilkolin viicutta bulunan ana
norotransmiterdir ve hem periferik sinir sisteminde hem de merkezi sinir sisteminde iglev goriir.
Omegin, asetilkolin, kaslar1 harekete gecirmek igin motor noronlar tarafindan salmnir;

asetilkolin ayrica uyarilma, dikkat, 6grenme, hafiza ve motivasyonda 6nemli bir role sahiptir.

Kolinesteraz inhibitorleri, asetilkolinin pargalanmasindan sorumlu olan kolinesteraz
enziminin etkisini bloke eder. Bu, sinaptik yariktaki (iki sinir ucu arasindaki bosluk) asetilkolin

seviyelerini artirir.

Kolinesteraz inhibitorlerinin ana kullanimi Alzheimer hastalarinda demans tedavisi
icindir. Alzheimer hastali1 (AH) olan kisilerin beyindeki asetilkolin seviyeleri azalmistir.
Kolinesteraz inhibitorlerinin kognisyon gibi bunama semptomlar1 iizerinde orta diizeyde bir

etkiye sahip oldugu gdsterilmistir.

Kolinesteraz inhibitorleri vazodilatasyon, g6z bebeklerinde daralma, artan ter salgisi, tiikiirtik
ve gozyasi, yavas kalp hizi, solunum yolunda mukus sekresyonu ve hava yollarinin daralmasi

gibi yan etkilere neden olma egilimindedir (Anonim 1).

2.6. Ucucu Yaglar

Ugucu yaglar olan ugucu sivi aroma maddeler, dogal kaynaklardan, genellikle
bitkilerden elde edilirler. Basit bir anlamda yag degildirler, ancak genellikle yaglarla suda zay1f
bir ¢oziiniirliigii paylasirlar. Ugucu yaglarin genellikle bir kokusu vardir ve bu nedenle gida
aromalarinda ve parfiimerde kullanilir. Genellikle koku ekstraksiyon teknikleriyle (damitma,

soguk presleme veya Solvent ekstraksiyonu gibi) hazirlanirlar. Ugucu yaglar, aroma



yaglarindan (yagh bir ¢oziicii i¢indeki ugucu yaglar ve aroma bilesikleri ), inflizyonlardan ayirt
edilir. Tipik olarak ugucu yaglar, genellikle yiizlerce ayr1 aroma bilesiginin oldukca karmasik

karisimlaridir (https://en.wikipedia.org/wiki/List_of essential_oils).

2.7. Cahsmada Kullanilan Bitkisel Yaglar

Corek otu yag

N. sativa tohumlarindan elde edilir ve ¢ok sayida terapotik yarari nedeniyle geleneksel

tipta 2.000 yildan uzun siiredir kullanilmaktadir.

Corek otu yagimin potansiyel saglk yararlar

Geleneksel tedavide, ¢orek otu yagi (COY) nin farkli saglik sorunlarini tedavi etmek
i¢in kullanilmistir. Onerilen biitiin geleneksel tiptaki kullanimlarinda etkinligi kamtlanmamus
olsa da, COY ve bitki bilesikleri saghik i¢in c¢esitli faydalarla iliskilendirilmistir.
COY antioksidanlar bakimindan zengindir - hiicreleri, serbest radikal adi verilen kararsiz
molekiillerin neden oldugu hasara karsi korumaya yardimci olan bitki bilesikleri igerir.
Arastirmalar, iltihab1 azaltabileceklerini ve kalp hastaligi, AH’1 ve kanser gibi durumlara kars1

koruyabileceklerini gosterdiginden, antioksidanlar saglik i¢in 6nemlidir (Zhang et al., 2015).

Ozellikle COY, giilii antioksidan ve antiinflamatuar etkilere sahip timokinon agisindan
zengindir. Sonug olarak, arastirmalar bu bilesigin beyin sagligini1 koruyabilecegini ve gesitli

kanser tiirlerinin tedavisinde yardimci olabilecegini gostermektedir (Akram Khan and Afzal,
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2016). Astim, solunum yollarimizin astarinin sistigi ve etrafindaki kaslarin biiziiliip nefes
almanizi zorlastirdig1 kronik bir durumdur. Arastirmalar, COY’in ve o&zellikle yagdaki
timokinonun, hava yolundaki iltihab1 azaltarak ve kaslari gevseterek astimin tedavisinde
yardimci olabilecegini gostermistir. Astimli 80 yetiskinde yapilan bir ¢alisma, 4 hafta boyunca
giinde iki kez 500 mg ¢orek otu yagi kapsiilii almanin astim kontroliinii énemli 6lgiide

iyilestirdigini bulmustur (Koshak et al. 2017).

Diyabetli bireyler i¢in, siirekli olarak yiiksek kan sekeri seviyelerinin bobrek hastaligi,
g6z hastalig1 ve felg dahil olmak iizere gelecekteki komplikasyon riskini artirdigi gésterilmistir.
Tip 2 diyabetli kisilerde yapilan birka¢ ¢alisma, glinde 2 gram ezilmis tam siyah tohum
dozunun, aclik kan sekeri diizeylerini ve 2-3 ay boyunca ortalama kan sekeri diizeylerinin bir
Olgiisti olan hemoglobin Alc (HbAlc) diizeylerini 6nemli Olglide azaltabilecegini
gostermektedir (Kaatabi et al. 2015).

Cogu calisma kapsiillerde ¢orek otu tozu kullanirken, COY’inkan sekeri seviyelerini
diistirmeye yardimer oldugu da gosterilmistir. Tip 2 diyabetli 99 yetiskinde yapilan bir
calismada, 20 giin boyunca COY’1n giinde hem 1/3 gay kasig1 (1.5 mL) hem de 3/5 ¢ay kasig
(3 mL), plaseboya kiyasla HbAlc seviyelerini 6nemli 6l¢iide diislirdiiglinti buldu (Rachman et
al. 2017) .

Noroinflamasyon, beyin dokusunun iltihaplanmasidir. AH ve PH gibi hastaliklarin
gelisiminde 6nemli bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Ilk test tiipii ve hayvan arastirmalari,
¢orek otu yagindaki timokinonun ndroinflamasyonu azaltabilecegini one siiriiyor. Bu nedenle,
AH veya PH gibi beyin bozukluklarina kars1 korunmaya yardimci olabilir. 40 saghkli yash
yetiskinde yapilan bir c¢alismada, 9 hafta boyunca giinde iki kez500 mgN.
sativa kapsiilii aldiktan sonra hafiza, dikkat ve bilis 6l¢iilerinde 6nemli gelismeler bulundu (Bin
Sayeed et al. 2013).

Nane yagi

Nane, nane ailesindeki aromatik bir bitkidir. Bah¢e nanesi, nane ve su nanesi arasinda bir
melezdir. Diinyanin birgok bolgesinde dogal olarak bulunabilir. Nane esansiyel yagi, nane

bitkisinin yapraklarindan elde edilebilir ve ¢esitli farkli amaglar i¢in kullanilir.
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Nane yaginin potansiyel saghk yararlar

irritabl bagirsak sendromu (IBS) tedavisinde plaseboya kiyasla nane yagi kapsiillerinin
etkinligini inceledi. Arastirmacilar, nane yagi ile yapilan tedavinin karin agrisini ve IBS'nin
diger semptomlarini iyilestirdigini buldu. Nane yagmin IBS ve diger gastro intestinal (Gl)
kosullarinin semptomlarini hafifletmeye yardimci oldugu spesifik yollar biiyiik odlgiide
bilinmemektedir. Cocuklarda ve ergenlerde GI durumlart igin bitkisel ilaglarla ilgili
caligmalarin bir bagka incelemesi, nane yagiin, plaseboya kiyasla karin agrisinin siiresini,
sikligini ve siddetini azaltmada etkili oldugunu buldu

(https://www.healthline.com/health/benefits-of-peppermint-oil#uses).

Keklik iizimii yagi ve mentol, gerilim tipi bas agrilari, migren bas agrilari ve diger
nedenlerden kaynaklanan agrilar1 tedavi etmek i¢in kullanilmistir. Migren tedavisi igin yiizde
10 mentol sollisyonunun topikal uygulamasina bakti. Alin ve sakaklara uygulandiklarinda,
katilimcilarin plaseboya kiyasla daha uzun siire agr kesici ve daha az mide bulantis1 ve 151k
duyarliligina sahip oldugunu buldular. Migren igin bir tedavi jeli kullanimini arastirdi. Jel,
bilesenlerinden  biri olarak mentol igeriyordu ve migren basladiginda cilde
uygulandi. Arastirmacilar, uygulamadan iki saat sonra en az bir siddet seviyesinde énemli bir
iyilesme oldugunu buldular. Nane yag: tabletlerinin yutma giigliigii ¢eken ve kalp dis1 gogiis
agrist olan kisiler izerindeki etkisini inceledi. Katilimcilarin yarisindan fazlasi semptomlarinda
bir iyilesme oldugunu bildirdi (https://www.healthline.com/health/benefits-of-peppermint-
oil#uses).
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Limon yag:

Limon esansiyel yagi, ayn1 zamanda bir ev saglig1 ilaci olarak da hizmet veren tamamen
dogal bir bilesendir. Taze limon kabugundan, yag salinirken kabugunu delerek dondiiren bir
"soguk presleme" islemiyle ¢ikarilir. Limon esansiyel yagi seyreltilebilir ve topikal olarak
cildinize uygulanabilir, ayrica havaya yayilabilir ve solunabilir. Bazi insanlar, bitkinlikle
savasan, depresyona yardimci olan, cildinizi temizleyen, zararli viriisleri ve bakterileri 6ldiiren

ve iltihab1 azaltan bir bilesen olarak limon esansiyel yagini kullanir.

Fareler iizerinde yapilan ¢aligmalar, limon esansiyel yaginin, ii¢ stres testi deneyi
sirasinda giiclii bir sakinlestirici ve ruh hali iyilestirici ajan oldugunu gosterdi. Ayni ¢aligma,
limon esansiyel yaginin stresi azaltmada lavanta ve giil gibi diger esansiyel yaglardan daha

etkili oldugu sonucuna varmigtir (Komiya et al. 2006).

Limon yagi, cildinizde gelisebilecek zararli bakterileri oldiirebilen birkag esansiyel
yagdan biridir. Limon esansiyel yaginin Staphylococcus aureus gibi bakteri tiirlerine kars1 etkili
oldugu gosterilmistir. Kiigiik yaralar1 bolgesel olarak temizlemek i¢in iyi bir se¢imdir (Man et

al. 2019).

Diger aragtirmalar limon esansiyel yaginin bakterilere neden olan enfeksiyona karsi

etkisini dogruladi 2017'de ve 2018'de in vitro ve in vivo arastirmalar da yapilan bir laboratuvar
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calismasi da dahil olmak tizere cilt iltihabin1 6nleyebildigigosterildi (Ogbechie et al. 2017;
Kumar Maurya et al. 2018).

Limon esansiyel yag1 bazen aromaterapide dogal bir analjezik olarak kullanilir. Bu
yagin anti-stres ve antidepresan etkilerinin, viicudumuzun acimizi paniklemeden
yorumlamasina nasil yardimci oldugu ile ilgili olabilir. Daha kolay nefes almaniza ve bogaz
agrisin1 yatigtirmaniza yardimci olabilir (https://www.healthline.com/health/lemon-essential-
oil#feel-energized).

Biraz dinlenirken odanizda tatli, keskin kokusunu serbest birakmak i¢in limon yagi
iceren bir difiizor kurmay1 deneyin. Limon yaginin sakinlestirici 6zellikleri hem zihninizi hem
de bogazinizdaki kaslar1 gevsetmeye yardimeci olabilir.

Soguk algiligini yatistirict limon yagi1 aromaterapisini destekleyen ¢ok fazla klinik veri
yoktur, ancak limon suyunun C vitamini ve antioksidan 6zelliklerinin biraz daha kolay nefes
almaniz gerektiginde faydali oldugunu biliyoruz. Aromaterapi ile bogaz agrisini tedavi

ettiginizde limon esansiyel yaginin 6zelliklerinin ayni sekilde ¢alismast miimkiindiir.

Limon esansiyel yagi ruh halinizi canlandirir, ancak ayni zamanda beyin giiciliniizii
artirmak i¢in de ige yarayabilir. Dordiincii sinif 6grencileriyle yapilan kiigiik bir arastirmada,
limon yaginin yayildig: bir sinifta dil derslerine katilan 6grenciler sinavlarinda ¢ok daha iyi
performans gosterdi. Bagka bir ¢calismada ise limon gibi ugucu yaglarla yapilan aromaterapinin
Alzheimer hastalig1 olan kisilerin biligsel islevlerini iyilestirebilecegi sonucuna varildi (Jimbo

et al. 2009).

Lavanta yag:

Lavanta yag1, lavanta bitkisinden elde edilen ugucu bir yagdir. Agizdan alinabilir, cilde
stiriilebilir ve aromaterapi ile solunabilir. Lavanta yagi cilde ¢esitli sekillerde fayda saglayabilir.

Akneyi azaltma, cildi aydinlatmaya yardimci olma ve kirigikliklart azaltma 6zelligine sahiptir.
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Fareler tizerinde yapilan bir hayvan ¢alismasi, sa¢ biiylimesi i¢in lavanta esansiyel yagi
kullanma konusunda umut vaat ettigini gOstermistir. Caligma, lavanta esansiyel yagi

uygulamasinin sag biiytimesini destekleyebilecegini gosterdi (Lee et al. 2016).

Caligmalar, lavanta esansiyel yaginin, 6zellikle genel anksiyete bozuklugu (GAD) ile
miicadele edenlerde, stresi ve kaygiyr hafifletmeye yardimci olabilecegini gostermistir.
Lavanta, merkezi sinir sistemini sakinlestirmeye yardimci olur ve sonug olarak anksiyeteyi,
stresi ve depresyonu hafifletmeye yardimci olabilir. Bazi calismalar, lavanta yaginin,
benzodiazepinler ve SSRI'lar olarak bilinen antidepresanlar gibi receteli anksiyete ilaglar ile
karsilastirilabilir veya hatta daha etkili oldugunu gostermistir. Bir difiizor kullanmak, lavanta
yagiyla masaj yapmak ve birka¢ damla lavanta yagi ile banyo yapmak, lavanta yaginin

rahatlatic1 faydalarini elde etmenin basit yollart olabilir (Lopez et al. 2017).

Lavanta yagmin uyku ic¢in kullanimi, ozellikle iyi uyku hijyeni aligkanliklariyla
birlestirildiginde, uyku kalitesini iyilestirmeye yardimci olmak i¢in yapilan birka¢ caligmada
gosterilmistir. Ornegin, bir calisma, dogum sonrasi dénemde anneler tarafindan lavanta
aromaterapisinin kullaniminin bu dénemde kadinlarda uyku kalitesini artirmaya yardimci
oldugunu da gostermistir. Bu ¢aligmada, kaplara konulan pamuk toplarina lavanta esansiyel
yag1 uygulanmistir. Anneler lavanta yagi kokusunu 10 kez teneffiis ederek kabi sabaha kadar
basucunda tuttu. Bir kontrol grubu bir plasebo kullandi. Diger caligmalar, lavanta esansiyel

yaginin, yogun bakim {initesinde olanlar ve demansl yash yetiskinler de dahil olmak iizere
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birgok birey grubu i¢in uykuyu iyilestirmeye yardimci olabilecegini gostermistir (Lillehei et al.
2015).

Agr1 tedavisi i¢in geleneksel yontemlerle birlikte lavanta yagi kullanmak agrinin basarili
bir sekilde tedavi edilmesine yardimci olabilir. Cesitli agr tiirleri ve aromaterapinin kullanimi
tizerine yapilan birkag¢ ¢alismanin gézden gegirilmesi ve meta-analizi, aromaterapiyi bir agri
yonetimi planinin bir pargasi olarak dahil etmenin agr1 yonetimi seceneklerine giivenli ve uygun
maliyetli bir katki olabilecegini gostermistir. Bagka bir ¢alisma, lavanta aromaterapisinin
dismenorenin (agrili adet kanamasi) neden oldugu agriy1 iyilestirmeye yardimci olmanin
olumlu bir yolu olabilecegini gosterdi. Yine baska bir calisma, diz osteoartritinin neden oldugu
agr1 i¢in lavanta yagi masajinin faydalarmi tartistt (Nikjou et al. 2016).

Fareler kullanilarak yapilan bir aragtirma ¢alismasi, lavanta esansiyel yaginin insan
prostat kanseri hiicrelerinin biiylimesini engelledigini gosterdi. Lavantanin ana bilesiklerinden
biri olan Linalool'un hem tiimor hiicrelerinin biiylimesini inhibe etmede hem de apoptoza
(kanser hiicresi Oliimil) neden olmasinda birincil ajan oldugu gosterilmistir. Calismanin
belirttigi gibi, lavanta yagini potansiyel bir anti-tiimor tedavisi olarak kullanma konusunda daha

fazla aragtirma potansiyeli var (Zhao et al. 2017).

Hint yag:
Hint yagi (HY) icin belki de en iyi bilinen tibbi kullanimlardan biri dogal bir miishildir.

HY uyarict bir miishil ilact olarak siniflandirilir, yani bagirsaklarda bulunan materyali iten
kaslarin hareketliligini artirarak bagirsaklarin temizlenmesine yardimci olur. Agizdan
tilkketildiginde, HY ince bagirsakta pargcalanir ve HY daki ana yag asidi olan risinoleik asidi
serbest birakir. Risinoleik asit daha sonra bagirsak tarafindan emilerek giiclii bir miishil etkisi

gosterir (Tunaru et al. 2012).
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Yaralara HY siirmek, iyilesmeyi destekleyen ve yaralarin kurumasini 6nleyen nemli bir
ortam yaratir. Klinik ortamlarda yaralari tedavi etmek i¢in kullanilan popiiler bir merhem olan
Venelex, HY ve Myroxylon agacindan elde edilen bir balsam olan Peru balsami igerir

(https://www.healthline.com/nutrition/castor-oil#TOC_TITLE_HDR_4).
HY, doku biiylimesini uyarir, boylece yara ve ¢evre arasinda bir bariyer olugarak enfeksiyon

riskini azaltir. Ayrica kurulugu ve yara iyilesmesini geciktirebilen 6lii deri hiicrelerinin

birikmesini de azaltir (Rowe et al. 2009).
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2. KURAMSAL TEMELLER

Kolinesteraz enzimleri, bir¢ok dokuda, viicut sivilarin ve plazmada bulunan
enzimlerdir. inhibitdre hassasiyet seviyelerine ve substrat dzgiilliiklerine gore asetilkolinesteraz
ve biitirilkolinesteraz dige iki gruba ayrilirlar (Radic et al. 1993). AChE enzimi kas, beyin ve
eritrosit zarinda bulunan asil kolinesteraz enzimidir (Grisaru et al. 1999). Kolinerjik
sinapslardan asetilkolinin salimasindan sonra kolinesterazlar yardimiyla pargalanmasi sonucu
sinir iletileri sonlanir (Massoulie et al. 1993). BChE enzimi ise kolin esterlerini ve bu
bilesiklerin tiyol analoglarini, nitroasetanilidleri, ksenobiyotikleri, amitriptilin, aspirin,
drofenin ve benaktizin gibi ilaglari; pestisitler, siiksinildikolin, insektisitler gibi karbamat
tiirevlerini ve birgok organofosfat yapisindaki maddeleri pargalayabilen, serumda bulunan ana
detoksifiye edici enzimlerdendir (Massoulie et al. 1993; Masson et al. 2010). Birgok tiir
kimyasal bilesigi hidrolizleyebilmesine ragmen, BChE enziminin dogal substrati
bilinmemektedir (Masson et al. 2010). Ancak, en uygun substrat1 biitirilkolindir (Augustinsson
et al. 1971). Biitirilkolin ise sigir kornea epitelinde ve beyninde tespit edilmistir, gorevi tam
olarak bilinmemekle birlikte, norotransmitter 6zellikte bir madde oldugu diistiniilmektedir

(Duysen et al. 2012).

Dekametonyum, edrofonyum ve propidyum BW284C51°e benzer sekilde etki
gosterbilen ligandlar olaral gorev yaparlar (Masson et al. 1994; Saxane et al. 1997).
Dekametonyum BChE enziminin yarigmali inhibitorii olarak davranirken, AChE enzimi i¢in
ise karigik tip inhibisyon goriilmektedir (Saxane et al. 1997). Propidyum bilesigi AChE
enziminin periferal anyonik bodlgesine baglanarak inhibisyon etkisini gosterirken AChE
enziminin aktif bolgesiyle etkilesemeyen bir ligand olmakla birlikte BChE enziminin aktif

bolgesi ile etkilesebilmektedir (Saxane et al. 1997; Bourne et al. 2010).

Alzheimer hastalig1 tedavisinde kullanilan takrin, serum BChE ve AChE enzimlerini
cok etkili bir sekilde inhibe edebildigi i¢in bu hastalikta ilag olarak kullanilmaktadir (Saxane et
al. 1997). Takrin molakiilii kolinesteraz enzimlerinin aril agil amidaz (AAA) ve esteraz

aktivitelerini etkileyerek inhibisyon etkisini gostermektedir (Rajesh et al. 2009a).
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Kaslardaki sinir iletimini engelemek amaci ile kullanilan bir ligand olan siiksinilkolin,
nikotinik asetilkolin reseptorlerini yarigmali inhibe ederek kas gevsemesini sagladigi igin tibbi
miidahalelerde anestezik ilag olarak kullanilmaktadir (Monaharan et al 2007; Lockridge 1982).
Siiksinilkolinin inhibe edemedigi atipik BChE varyantlari, siiksinilkolin apnesi diye adlandirilan

klinik olgunun ortaya ¢ikmaktadir (Lockridge 1982).

Terpenlerin seskuiterpen sinifindan olan huperzin A molekiilii, dogal bir alkaloid
tirevidir ve kolinesteraz enzimlerini inhibe edebildigi i¢cin Alzheimer hastaligi tedavisinde
kullanilmaktadir (Rajesh et al. 2009a). Kolinesterazlarin AAA aktivitesini inhibe edici 6zelligi
bulunmaktadir (Rajesh et al. 2009a; Rajesh et al. 2009b).

Karacigerde sentezlenip plazmaya aktaritlan BChE enzimi insanlarda serumdaki
proteinlerin yaklasik % 0.01’ini teskil etmektedir (Massoulie et al. 2008). Ayriyeten BChE
enzimimi bir gorevide toksik bilesiklerin AChE enzimine ulagsmadan detoksifiye edilmesinin
saglanmasidir (Soreq and Seidman 2001; Malfitano et al. 2014). BChE enzimi kalp, damar,
beyin, ince barsak, plazma, akciger, kas, karaciger, dalak, tiikiiriik ve deri olmak {izere bir¢ok

dokuda bulunmaktadir (Soreq and Seidman 2001).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan kimyasal maddeler

Deneylerde kullanilan NaOH, Tris, NaCl, NaCH3COOQO, HCI, glisin, HsPO4, NaNs, gliserol,

potasyum fosfat, asetiltiyokolin iyodat, potasyum bisfosfat, butiriltyokolin iyodat, HCH3COO,
5,5’-Dithiobis(2-nitrobenzoik asit), KCI, etanol, E.Merck AG’den satin alindi.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Tez ¢alismamizda yararlanilan alet ve cihazlar asagida belirtilmistir.

Sogutmali santrifiij  : Thermo SL16R

Spektrofotometre : Shimatzu 2800

pH metre : Schott pH-Meter CG840
Peristaltik pompa : Gilgon miniplus3
Hassas terazi : Ohaus PA214C
Otomatik pipet : Thermo scientific

Magnetik karistirict  : Stuart SB162

Saf su cihazi : Barnstead Easy Pure UV/UF
Buzdolaplari : Arcelik

Derin dondurucu: Argelik Freezer (-20°C’ye kadar)

3.1.3. Kullanilan cozeltiler ve hazirlanmasi

Cozeltiler hazirlanirken kullanilan saf su ve deionize sudur. Baz1 ¢ozeltilerin hazirlanmasinda
kullanilan suda sterildir.

1. 0,1 M Tris-HCI, pH = 8,0 (AChE enzimi aktivite 6l¢iimii i¢in): 12,11 g Tris 950 ml distile
suda c¢oziilerek, 1 N’lik HCI ile pH’s1 8,0’e ayarlandikten sonra toplam hacim distile su
kullanilarak 1 litreye tamamlandi.

2. 0,1 M KH2PO4 (pH=7,8) (BChE enzimi aktivite 6l¢iimii i¢in): 0,68 g KH2PO4 tartilarak 85
ml distile suda ¢6ziildii, 1 N’lik HC1 ile pH=7,8’¢ ayarlandi ve hacim 100 ml’ye tamamlandi.
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3. 2 mM asetiltiyokolin iyodat ¢ozeltisi: 5,96 mg asetiltiyokolin iyodat alinarak 10 ml saf suda
¢oziilerek hazirlanir.

4.2 mM S-butiriltiyokolin iyodat ¢ozeltisi: 6,34 mg S-butiriltiyokolin iyodat alinarak 10 ml saf
suda ¢oziilerek hazirlanir.

5. 2 mM DTNB (5,5’-Dithiobis(2-nitrobenzoik asit) ¢ozeltisi: 7,73 mg DTNB alinarak 10 ml
0,1 M KH2PO4 (pH=7,8) tamponunda ¢oziilerek hazirlanir.

3.2. Yontem

3.2.1. Ellman yontemine gore AChE/BChE inhibitor etkisi 6l¢iilmesi

AChE ve BChE enzimleri spektrofotometrik olarak Ellman yontemine gore tayin edilecektir.
Ellman yonteminde, substrat olarak oksi ester olan asetilkolin yerine tiyol ester olan
asetiltiyokolin kullanilir. Ellman metodunun prensibine gore asetiltiyokolin, asetilkolinesteraz
tarafindan hidroliz edilir ve hidroliz sonucu agiga ¢ikan tiyokolin, Ellman reaktifi olan DTNB
[5,5°-ditiyo-bis-(2-mtrobenzoik asit)] ile reaksiyona girer. Reaksiyon sonucunda sari renkli
kromofor TNB (5-tiyo-2-nitrobenzoik asit) olusur. Reaksiyon sonunda olusan bu sar1 renkli
bilesigin olusum hiz1 (rengin siddeti), 412 nm de absorbans 6l¢iimii yapilarak belirlenir (Ellman

et al. 1961). Bu sar1 rengin siddeti, AChE/BChE enzim aktivitesi ile dogru orantilidir.

AChE / BChE enzimlerinin enzim iinitesi degeri hesaplanirken kullanilan formiil;

AOD V1 1
EU/ml = ---mmm- X - X -

t VE 13,6
Enzim tinitesi hesaplama formiiliindeki simgeler asagidaki gibidir;
EU/mi : 1 ml ¢ozeltide bulunan enzim {nitesi degeri
AOD : Zamana gore absorbans farki degisimi
T : Zaman (DK)
13,6 : DTNB i¢in ekstinksiyon katsayisi
V1 : Toplam hacim (ml)
VE : Kiivete katilan enzim miktar1 (ml)
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3.2.2. Denenen Bitki Yaglari icin ICso degerlerinin belirlenmesine ait calismalar

Bazi bitki yaglariin (¢orek otu yagi, nane yagi, limon yagi, hint yagi ve lavanta yaginin) farkl
konsantrasyonlarinda aktiviteleri dlgiilerek % aktivite - [I] olarak grafikleri ¢izildi, egrinin

denkleminden ICso degerleri hesaplandi (Lineweaver and Burk 1934).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Inhibitorler I¢cin 1Cso Degerlerinin Belirlenmesine Ait Calisma Sonuclar

Calisilan enzimlerin aktiviteleri iizerine ¢orek otu yagi, nane yagi, linon yagi, hind yagi ve
lavanta yaginin inhibisyon etkilerini belirlemek amaciyla bu yaglarin stok ¢ozeltileri hazirlandi.
Bu ¢ozeltilerden degisik konsantrasyonlarda ¢o6zeltiler hazirlanarak AChE ve BChE
enzimlerinin aktivitesi lizerine etkileri arastirildi. Konsantrasyona kars1 % aktivite (%oaktivite-

[1]) olarak elde edilen grafikler Sekil 4.1-4.10’de gosterildi. Egrilerin denkleminden ICsg

degerleri hesaplandi.

AChE
y =-32,323x + 100
120 R?2=0,99

100 ¢
80

60

% Aktivite

40

20

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
[Corek otu yagi] (ug/ml)

Sekil 4.1. Corek otu yag1 ile AChE enziminin ICso garfigi.
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% Aktivite
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AChE

y =-27,545x + 100
R2=0,9943

0,5 1 1,5
[Nane yagi] (ug/ml)

Sekil 4.2. Nane yag1 ile AChE enziminin ICsp garfigi.
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60

% Aktivite

40
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AChE

y =-15,903x + 100
R*=0,9974

0,5 1 1,5 2 2,5
[Limon yagi] (ng/mL)

Sekil 4.3. Limon yag1 ile AChE enziminin ICsp garfigi.
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AChE

y =-19,986x + 100
R?=0,9947

0,5 1 1,5 2

[Hint yagi] (ug/mL)

2,5

Sekil 4.4. Hint yag1 ile AChE enziminin ICsp garfigi.

120

100

80

60

% Aktivite

40

20

AChE

y =-30,107x + 100
R2=0,9911

0 0,5 1

[Lavanta yagi] (ng/mL)

1,5

Sekil 4.5. Lavanta yag1 ile AChE enziminin ICsp garfigi.
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BChE

120
y = -34,552x + 100
R? = 0,9967

100

80

60

% Aktivite

40

20

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
[Corek otu yagi] (ug/ml)

Sekil 4.6. Corek otu yag1 ile BChE enziminin ICsp garfigi.

BChE
120 y = -25,96x + 100
100 ¢ R? = 0,9893
o
g 80 o
=
£ 60
<
=40
20
0
0 0,5 1 1,5 2
[Nane yagi] (ug/ml)

Sekil 4.7. Nane yagi1 ile BChE enziminin ICsp garfigi.
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BChE

y =-19,333x + 100
R?=0,9872

0,5 1 1,5 2 2,5
[Limon yagi] (ug/mL)

3 3,5 4

Sekil 4.8. Limon yag1 ile BChE enziminin ICso garfigi.
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60

% Aktivite

40

20

[Hint yagi] (ug/mL)

BChE
y =-20,661x + 100
R?=0,9957
[
0 0,5 1 1,5 2,5 3

Sekil 4.9. Hint yag1 ile BChE enziminin ICso garfigi.
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BChE

120
y =-34,142x + 100

100 ¢
R?=0,9866

80

60

% Aktivite

40

20

0 0,5 1 1,5 2
[Lavanta Yagi] (ng/mL)

Sekil 4.10. Lavanta yagi ile BChE enziminin ICsp garfigi.

Cizelge 4.1. Baz1 bitki yaglarinin AChE ve BChE enzimleri i¢in belirlenen ICso degerleri.

I1Cs0 (ng/mL)
Inhibitor AChE BChE
Corek otu yagi 1,547 1,157
Nane yagi 1,815 1,926
Limon yag1 3,144 2,586
Hint yag1 2,502 2,420
Lavanta yag1 1,660 1,464
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5. TARTISMA ve SONUC

Enzimler, metabolizmadaki biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen ve ylizde yiizliik bir iiriin
olusumunu saglayan, hi¢ bir yan {iriin olusumuna meydan vermeyen biyokatalizérlerdir (Keha ve
Kiifrevioglu 2008). Enzimatik reaksiyonlarda substratlar farkli molekiillere yani iiriinlere
doniisiirler. Canli metabolizmadaki tepkimelerin neredeyse tamaminin gergeklesmesi igin
enzimlere ihtiya¢ duyar. Enzimler substratlari i¢in son derece segici biyomolekiillerdir. Bu sebepten
dolay1 bir ¢ok olas1 tepkimeden sadece birka¢ tanesini hizlandirdiklari i¢in bir hiicrede bulunan
enzim gruplari o hiicrede hangi metabolik yolaklarin aktif oldugunu belritir. Enzimler genellikle
ileri ve geri tepkimeleri esit olacak sekilde kataliz ederler. Dengeyi degil, ona ulasma hizini

degistirirler (Keha ve Kiifrevioglu 2008; Senturk 2017).

Bunun yaninda, genel olarak bahsedildigi gibi ACh gibi norotransmitter madde miktarindaki
azalma yada artmalar farkl1 hastaliklarin goriilmesine sebep olmaktadir. Ornegin ACh’1n ¢ok fazla
hidrolizlenmesiyle Alzheimer hastalig1 olusmakta ve bu hastaligin tedavisi igin AChE enziminin
doniisiimlii inhibitorleri arastililmakta ve yeni molkeiiller farkli gruplar tarafindan denenmektedir
(Arslan et al., 2020).

Enzim o heliks ve B tabakalarindan olusur. Sar1 renk ile gosterilmis 14 aromatik rezidi aktif
bolgenin g¢evresinde siralanmislardir. Aktif bolgede bulunan Serin, Glutamat ve Histidin amino
asitleri katalitik ti¢liiyli olusturmaktadir. Yapilan ¢alismalarda AChE inhibisyonu, sempatik ve
parasempatik sinir sistemlerinin normal noérotransmisyonu ile etki edebilen kimyasallarin
norotoksik etkilerini belirlemede kullanilir. Organofosfatlarin, karbamat pestisitlerin (Duysen et al.
2012), enantiyomerik inhibitorlerin (Lin et al. 1998), metallerin ve gesitli kimyasallarin AChE
aktivitesini inhibe ettikleri bildirilmistir (Bocquene et al. 1995; Zilbeyaz et al. 2018; Cavdar et al.
2019). Ayrica AChE’n alifatik bilesikler ile 6zellikle de aromatik bilesikler tarafindan inhibe
edildigi bildirilmistir (Lin et al. 1998). Yapilan diger bir ¢alismada ise Pasifik Torpedo californica
elektrik organin AChE enziminin X-1g1inlari ile yapilan analizi sonucu enzimin bes 6nemli baglama

sitesine sahip oldugunu goéstermistir (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1. Asetilkolinesterazin aktif bolgesi ile asetilkolin arasindaki etkilesme.

AChE enziminde esterik ve anyonik olmak iizere iki etkin kistm bulunur. Negatif yiiklii anyonik
kisim, iki karboksilli bir aminoasitin iyonize karboksil grubundan ibarettir. Asetilkolinin
katyonik azotu buraya elektrostatik olarak baglanmistir. Esterik kisim ise pozitif yiiklii olup,
serinin hidroksil grubu ile histidinin bazik imidazol halkasindan olusur. Bazik imidazol halkasi,
serinin hidroksil grubuna hidrojen baglar ile baglanarak onun etkinligini arttirir (Vale 1998).
Sekil 5.1°de goriildiigii gibi AChE enziminin etki mekanizmasi s0yle 6zetlenebilir.

a. Oncelikle bir oksianyon bolgesi tetrahedral ara iiriinii stabilize eder.

b. Daha sonra aktif bolgeyi olusturan bir esteraktik site esteratik karbonil grubuna (C-O)
saldirir.

c. Az sayida negatif yiik ve ¢ok sayida aromatik rezidii i¢eren bir anyonik substrat baglama
bolgesinde ACh’nin kuarterner amonyum kutbunu icermektedir. Bu gurup aromatik guruplarin
elektronlar: tarafindan farkl aktif bolge ligantlar ile tercihli etkilesim icerisinde olur.

d. Esteratik ve anyonik bir bolgeye bitisik olan ve ayni zamanda aktif bolge-selektif
aromatik baglanma bolgesi olan bu kisim aril substratlari ve aktif bolge ligantlarini baglamada
olduk¢a 6nemlidir.

e. Son olarak periferal bir anyonik baglama bolgesi hidrofobik bolgeye baglanir ve aktif

bolgeden guruplarin ayrilmasini saglar.

Biitiin yapilan bu calismalar agik bir sekilde mekanizma temelli inhibitorlerin dizayn ve
arastiritlmasina ve ayrica AChE enziminin de etki mekanizmalari ile ilgili arastirmalar
gostermektedir. Alzheimer hastaliginin tedavisi icin farkli yapilara sahip AChE inhibitorleri
lizerinde ¢aligmalar yogunlagmaktadir. Bir AChE inhibitérii olan E2020 ligand: ile kompleks
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yapmis AChE enzimi Sekil 5.2°de goriilmektedir. Bu inhibitorler de metabolizmaya, etki

mekanizmasina ve beyin selektivitesine gore degismektedir.

Genellikle; serum, barsak, cilt ve sinir uglarinda bol bulunan BChE ise ACh ve biitirilkolin i¢in
aktivite gosterebilmekle birlikte biitirilkolin i¢in daha spesifiktir (Lang et al. 1997). BChE’nin
rolii heniiz tam olarak belirlenememistir. BChE’nin goérevinin dokularda AChE tarafindan
temizlenemeyen ACh’i uzaklastirmak oldugu diisiiniilmektedir ve Cyprinus carpio’da beyin

dokusunda BChE aktivitesi bulunmamaktadir (Chuiko 2000).

AChE enzimi baskilandiginda, sinir sisteminde ACh birikmeye baglar ve merkezi sinir
sisteminde yiiksek miktardaki ACh, duyusal ve davranigsal bozukluklara, koordinasyon

bozukluguna, motor fonksiyonlarin baskilanmasina ve solunum yetmezligine yol acar (Chang

and Strichartz 2005).

Genellikle altmis yasin iizerindeki hastalarda ilerleyici zihinsel islev bozuklugunun en sik
nedeni olarak goriilen AH, norodejeneratif etki gosteren bir hastaliktir (Geula and Mesulam
1999). Bu hastaligin kesin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte kolinerjik eksikligin
giderilmesi amaciyla ACh’in sinaptik aralikta daha uzun kalmasini saglamak, giiniimiizde
hastaligin semptomatik tedavisi i¢in en ¢ok kullanilan yontemdir. Bu amaca yonelik olarak en
fazla kolinesteraz enzim inhibitorleri kullanilmaktadir (Geula and Mesulam 1999; Cavdar et al.
2019). AH'nin ileri donemlerinde beyindeki AChE enziminin aktivitesi % 55-67 oraninda
azalirken, BChE enzim aktivitesi artmaktadir (Perry et al. 1978).

Yapilan mikroskopik incelemeler, Alzheimer hastalarinda AChE’nin yan1 sira BChE
aktivitesinin de ¢ok yiiksek oranda arttigini belirlemistir. Bu durum, AH'nin tedavisinde,
AChE'nin yanisira BChE'in de inhibe edilmesinin avantajli olacagini diisiindiirmektedir (Geula

and Mesulam 1999; Durmaz 2015).

Bu ¢aligmamizda farkli pestisit molekiilleri ile AChE ve BChE enzimlerinin inhibisyon etkisi
degerlendirildi. Ellman metoduna gdre inhibisyon tiirii, ICso degerleri belirlendi (Ellman 1961).
Calismada kullanilan kimyasallarin hem AChE hem de BChE enzimlerini 6nemli 6l¢iide inhibe
ettigi gozlendi. Bu amagla kullanilan pestisitlerin i¢in AChE ve BChE enzimleri icin ICsg
degerleri sirasiyla 8,66-13.20 uM ve 9,33-11,70 uM araliginda oldugu belirlendi. Bu metotta

AChE enzimi 6ncelikle tiyokolin ve asetata parcalamaktadir. Aciga ¢ikan tiyokolin reaksiyonun
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ikinci basamaginda ilave edilen 5,5’-ditiyo-bis(2-nitro-benzoik) asit (DTNB) ile hidrolisi
sonucu 2-Nitro-5((2-trimetilamino)etil)disiilfanil)benzoata ve 5-Tiyo-2-nitro-benzoik aside
dontigmektedir. 5-Tiyo-2-nitro-benzoik asit sar1 renkli ve 412 nm dalga boyunda maksimum

absorbans gostermektedir (Ellman et al. 1961).

AChE inhibitorleri genis bir biyolojik aktivite spektrumuna sahiptir (Colovic et al. 2013).
Zehirler dogal olarak olusur ve AChE’1 kuvvetli sekilde inhibe ederler. AChE inhibitorleri sinir
gazlar1 seklinde silah olarak kullanilabilirler, insektisit olarak, ila¢ olarak agir kas zaafi
anlamina gelen, cabuk yorulma seklinde ortaya ¢ikan ve noromiiskiiler bir hastalik Myastenia
gravis tedavisinde, glukoma tedavisinde, postural tasikardi sendromu tedavisinde,
antikolinerjik zehirlenmelere karsi panzehir olarak, non-depolarizan kas gevseticilerin etkisini
tersine cevirmede, apati gibi hastaliklarin noropsikiyatrik semptomlarini tedavisinde
kullanilirlar. Ayrica Alzheimer ve Parkinson hastaliklarinin tedavisinde, dementiada
(bunamada), hafiza ve 6grenme defektleri gibi norodejeneratif bozukluklarin sipmtomal
tedavilerinde, gorsel halusinasyon gibi psikotik belirtilerde (Singh et al. 2008; Taylor et al.
2012), sizofreni hastalarinda bilissel bozukluklarin tedavisinde (Ribeiz et al. 2010; Choi et al.
2013), otizm tedavisinde (Buckley et al. 2011), uykuyu hizli birsekilde tesvik eder ve uyuma
yiizdesini arttirmada yaygin olarak kullanilmaktadir (Handen et al. 2011).

» Hali hazirda geleneksel tipta ilag olarak kullanilan bitkilerin ugucu yaglar1 yada
esansiyel yaglart son yillarda farkli hastaliklar i¢inde kullaniminin incelenmesinin ana
nedeni {iretiminin sanayi Ol¢eyinde yapilan bir iriiniin sadece dozaj ayarlamasinin
yapilarak baska bir hastalik i¢inde kulanilabilmesinin biiylik bir avanataj saglamasidir.

» Bu caligmamizda geleneksel tipta kullanilan bazi bitki esansiyel yaglarinin hem AChE
hem de BChE enzimleri i¢in etkili inhibitorler olup olmadiklarini belirlemektir.

» Bu arastirma sonucunda hem AChE hem de BChE enzimleri iizerinde sirasi ile en etkili
esansiyel yagin en yiiksekten en diisiigline dogru Corek otu yagi > Lavanta yagi > Nane
yag1 > Hint Yag1 > Limon Yag1 seklinde olduklar: tespit edildi.

» Elde ettigimiz sonuglara gére AChE enzimi i¢in en etkili olan ICso degeri 1,547 ng/mL
olan ¢orek otu yagi ve 1,660 pg/mL olan lavanta yagi iken, BChE enzimi icin ICso
degeri 1,157 pg/mL olan ¢orek otu yagi oldugunu belirledik.
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