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OZET

Bu proje kapsaminda Lamiaceae familyasinda yer alan S. virgata Jacq. nin toprak tistii
kisimlarindan elde edilmis farkli polaritelerdeki ekstrelerin antioksidan, antimikrobiyal,
sitotoksik aktiviteleri ve kimyasal bilesimleri incelenmistir. Toprak Usti kisimlarindan
maserasyon ile %70’lik metanol ekstresi ve su ile %5’lik dokoksiyonu hazirlanmistir.
Ekstrelerin antioksidan aktivitelerini belirlemek amaciyla 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®)
ve 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS™®) radikallerini siipiriici
etkileri, fosfolipit oksidasyonunu engelleyici aktiviteleri, B-karoten-linoleik asit birlikte
oksidasyonunu ve demir(Il) ile selat olusumu incelenmistir. Ayrica ekstrelerin indirgeme
kapasiteleri ile spektrofotometrik (toplam fenol, toplam flavonoit, toplam flavonol) ve
kromatografik (YBSK) olarak kompozisyonlar1 da belirlenmistir. Ayn1 ekstrelerin Kronik
Myeloid Losemi hiicresi olan Jurkat hiicre serilerinde sitotoksisitesi ve yine ayni hiicre
serisinde MDA, GSH-Px ve SOD enzim aktiviteleri de incelenmistir. Metanol ektresinin
fenolik bilesiminin daha zengin ve her iki ekstrede de rozmarinik asitin ana bilesen oldugu
tespit edilmistir. Yapilan antioksidan aktivite ve sitotoksisite ¢alismalarinda rosmarinik asitin
yuksek aktivite gostermesi etkiden sorunlu bilesiklerin basinda geldigini géstermistir. Ayrica

yapilan sitotoksisite ¢aligmalar1 halkin kullanimin1 dogrular niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Salvia virgata, Antioksidan Aktivite, YBSK, DPPH®, ABTS™®, Lipit

Peroksidasyonu, Sitotoksisite



INVESTIGATION OF BIOLOGICAL ACTIVITIESAND PHENOLIC
COMPOSITION OF SALVIA VIRGATA

ABSTRACT

Within this project, the antioxidant, antimicrobial, cytotoxic activity and chemical
composition of different extracts obtained from aerial parts of S virgata Jacg. (Lamiaceae)
were investigated. The 70% methanol extract and 5% water extract of aerial parts of S. virgata
were prepared using maseration and decoction methods, resp. In order to determine
antioxidant activity of the extracts 1,1-diphenyl-2-pikrilhidrazil (DPPH®) and 2,2 "-azino-bis
(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS™®) radical scavenging effect, preventing
oxidation of the phospholipids, B-carotene-linolenic acid co-oxidation and iron(ll) chelate
formation was investigated. In addition, the reduction capacity of the extracts and the amounts
of total phenol, total flavonoid, total flavonol were measured with a spectrophotometer and
the known compounds were determined by HPLC. The cytotoxicity of the extracts was
investigated using Chronic Myeloid Leukemia cells (Jurkat cell lines) and in the same cell line
MDA, GSH-Px and SOD enzyme activities were also tested. The methanol extract enriched in
phenolic compound and rosmarinic acid as the main component in both extracts has been
identified. Rosmarinic acid was shown higher activity on antioxidant and cytotoxicity tests. In

addition, cytotoxicity studies seem to confirm the traditional usage of plant.

Key Words: Salvia virgata, Antioxidant Activity, HPLC, DPPH®, ABTS'®, Lipit
Peroxidation, Cytotoxicity



1. GIRIS/AMAC VE KAPSAM

Tiirkiye, tibbi ve aromatik bitki ¢esitliligi bakimindan diinyanin en zengin tilkelerinden
birisidir. Tiirkiye Florasi’'nda 11.000’in iizerinde tiir kayitlidir (Hedge 1982). Bunlardan
yaklagik 1000 kadar1 halk arasinda tibbi amaglarla kullanilmaktadir (Baytop1999). Halk
arasinda tibbi bitkiler en fazla ¢ay formunda tiiketilmektedir. Tibbi gaylar arasinda da 6nemli
bir kism1 Lamiaceae (Labiatae) bitkileri olusturmaktadir. Lamiaceae familyasi tiim dinyada
ucucu yaglari ile en ¢ok taninan ve calisilan bitkileri kapsar.

Ulkemizde Salvia cinsinin 89 tiirii ve 94 taksonu dogal olarak yetismektedir. Bunlarin
45 taksonu endemiktir. S fruticosa, S tomentosa ve S aramiensis gay olarak halk arasinda
yaygin olarak kullanilmaktadir. S. fruticosa “elma” ve bu bitkiden elde edilen ugucu yag ise
“elma yag1” adiyla bilinmektedir. Hem yaprak hem de ugucu yag Tiirkiye’nin 6nemli ihrag
tirtinlerindendir. 2002 yilinda, Tiirkiye’nin adacay1 yaprak ihracati 1500 tonun tlizerindedir ve
3 milyon USS$ dolar girdi saglanmistir. Adagayr Yag tiretimi ise 300-500 kg dir. S officinalis
ise tiim diinyada tibbi amagla kullanilan Salvia tridir. S officinalis Tiirkiye nin dogal bitkisi
degildir ve Ege bolgesinde kiiltiirii yapilmaktadir. (Baytop 1999, Baser 2002)

Salvia tirleri Glkemizde genellikle dahilen midevi, terlemeyi durdurucu, didretik ve
haricen yara iyi edici olarak genellikle inflizyonlar1 halinde kullanilmaktadir. Ulkemizde
yetisen ve halk arasinda tedavi amaciyla kullanilan tiirler sunlardir: S. fruticosa (Anadolu
adagayi, Elma ¢albasi), S aethiopis (Yiinlii adacay1), S. dichroantha (Kutnu), S forskahlei
(Salba), S. multicaulis (Kiirt reyhani), S. sclarea (Ayikulagi, Misk adagayi, Tiyli adagay1), S
tomentosa (Biiyiik ¢igekli adagayi), S verbenaca (Yabani adagay1), S. virgata (Yilancik), S
viridis (Yesil adagay1). (Baytop1991, Baytop1994, Baytop 1999)

Son yillarda sentetik antioksidanlarin insanlar {izerindeki zararli etkilerinin ortaya
¢ikmast nedeniyle bunlarin yerine kullanilabilecek dogal madde arayis1 hizla siirmektedir.
Salvia tiirleri de bu aragtirmalarin yogun olarak siirdiigii tiirlerin basinda gelmektedir. Tim
diinyada tibbi adagay1 olarak bilinen ve kullanilan S officinalis’in antioksidan aktivitesi de
cok iyi bilinmekte ve bu amagla da kullanilmaktadir. Salvia tirlerinin bu etkilerinden daha
cok igermis olduklar1 hidroksisinnamik asit tirevleri (kafeik ve rozmarinik asitler),
flavonoitler (luteolin, apigenin ve glikozitleri) ve diterpenoitleri (karnosol, karnosik asit ve
metil karnosol gibi) sorumludur (Deans ve Simpson 2000).

Tiirkiye florast Salvia tiirleri bakimindan da oldukg¢a zengindir. Bu tiirler arasindaki

endemizm orani da oldukca yiiksektir (yaklasik %50). Bu proje kapsaminda da iilkemizde



halk arasinda kan kanseri tedavisinde dekoksiyonu halinde kullanilan (G. Tiimen ve H.
Malyer ile sozlii goriisme) S virgata calisilmak amaciyla segilmistir. Salvia turleri 6zellikle
son yillarda antioksidan aktivite arastirmacilarinin biiyiik ilgisini ¢ekmektedir. Farklhi
tilkelerde farkl: tiirler hem aktivite hem de kimyasal ¢aligmalarda kullanilmaktadir.

Daha once grubumuz tarafindan gergeklestirilen ve yaymlanan S virgata bitkisinin
antioksidan aktivitesi ve anti-inflamatuvar aktivitesi ile ilgili bazi 6n ¢alismalar da mevcuttur.
Bu proje kapsaminda bu 6n verilerin 1s18inda in vitro - in vivo antioksidan aktivite
karsilastirilmasi, hiicre kiiltiirii ile 16semi iizerindeki etki ¢alismalart ve in vitro antimikrobiyal
aktivite caligmalar1 yapilacaktir. Bu ¢alismalar sonucunda halk arasindaki kullanima esdeger
sonuglarin bulunmasi hedeflenmektedir. Projede elde edilecek bulgular 1s18inda bitkisel ilag¢
olarak potansiyel bir Grln elde edilmesi hedeflenmektedir. Ayrica bu sekilde halk arasindaki

kullanim da dogrulanacaktir.



2. GENEL BILGILER

Ulkemiz Salvia tiirleri bakimindan oldukea zengin bir floraya sahiptir. Yaklasik 89 tiir
ve 94 takson Tiirkiye Florasinda kayithdir. Ulkemizdeki endemizm oranm ise %50
civarindadir. Bu cins ugucu yaglar1 bakimindan Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmakognozi Anabilim Dali tarafindan biiyiik oranda calisilmistir. Bu yapilan ¢alismalar
sonucunda Salvia tiirleri ugucu yaglarinin kompozisyonlarina goére farkli gruplara ayrilmistir
(Baser 2002).

Salvia tlrleri tim diinyada hem baharat olarak hem de tibbi amagla uzun yillardir
kullanilmaktadir. Bu yaygin kullanimina paralel olarak pek ¢ok farmakopede hem yapraklar
hem de preparatlar1 kayithidir. British Herbal Pharmacopoeia (BHP) 1983°de (British Herbal
Pharmacopoei 1983) ve 1996°da (British Herbal Pharmacopoei 1996) S officinalis yaprag:
kayithdir. BHP 1996 da standardize yaprak tozu da yer almaktadir (British Herbal
Pharmacopoei 1996). Alman Farmakopesi’nin 1999 basiminda S. triloba yapraklari ve tentiirii
kayithdir (Deutsches Arzneiburch 1999). S officinalis ayn1 zamanda Avusturya, Fransa,
Macaristan, Isvigre ve Cekoslovakya farmakopelerinde yer almakta ve Isvicre farmakopesinde
S officinalis ve S triloba ucucu yaglar1 da kayithdir (Reynolds 1996) Ulkemizin de 1994
yilindan beri resmi farmakopesi olan Avrupa Farmakopesi’nde ise S officinalis yapraklart
drog olarak kayitlidir (European Pharmacopoeia 1999).

Salvia, Latince kokenli olan salvare veya salvere (tedavi) sozciigiinden tiiremistir
(Kintzios 2000). Salvia tiirleri halk arasinda yaygin olarak ve genellikle cay olarak
kullanilmaktadir.

S virgata Jacq.: Yilancik olarakta bilinir (Baytop 1994) Yapraklar haricen yara
tyilestirici olarak kullanilir” (Baytop 1999). Ayrica Bursa ve Balikesir yoresinde dekoksiyonu
halinde kan kanseri tedavisinde kullanilmaktadir (G. Tiimen ve H. Malyer ile s6zlii goriisme).

Salvia’larin en 6nemli etken maddelerini terpenoitler, ugucu yaglar ve polifenoller
olusturmaktadir (Kintzios 2000). Salvia sulu ekstrelerinin ana bilesenlerini polar fenolik
asitler olusturmaktadir. Bu fenolik asitlerden pek ¢ogunun S miltiorrhiza, S. chinensisve S
yunnanensis den izole edilip yapilari aydinlatilmistir. Salvia tlrlerinde rastlanan fenolik
asitlerin baslicas1 kafeik asit tiirevlerinden olan rosmarinik asit olmakla beraber 4-
Hidroksibenzoik asit (Weng ve Wang 2000), 3,4-di hidroksibenzoik asit (protokatesik asit), 3-
metoksi-4- hidroksibenzoik asit (vanillik asit) (Lu ve Foo 2002) ve 2,4-dimetoksibenzoik asit
(Topcu ve ark 1995), hekzil 4-hidroksibenzoat ve 6,7-dihidroksikumarin (eskuletin) (Ulubelen



ve Tuzlac1 1990) ve 7-metoksikumarin (herniarin) (Lu ve Foo 2002) gibi fenolik asitlere de
rastlanmaktadir.

Salvia tiirlerinde bulunan fenolik asitler kimyasal olarak gruplandirilirsa kafeik asit
tirevleri ve fenolik glikozitleri olmak iizere iki gesittir. Kafeik asit tiirevleri de kendi iginde
monomerler, dimerler, trimerler, tetramerler ve oligomerler olmak iizere 5’e ayrilmaktadir.

Kafeik asit monomerlerine, kafeik asit ile birlikte ferulik asit (Cuvelier ve ark 1994),
isoferulik asit (Ai ve Li 1992), tartarik asit (Lu ve Foo 2002) ve klorojenik asit 6rnek olarak
verilebilir.

Kafeik asit dimerlerinin en énemlisi rosmarinik asittir (Cuvelier ve ark 1994, Lu ve
Foo 2002) ve bu bilesik Salvia tiirlerinde antioksidan etkiden sorumlu asil bilesik olarak
belirlenmistir (Cuvelier ve ark 1994). Rosmarinik asit ile ilgili pek ¢ok ¢alisma yapilmistir;
hiicre kiiltiirlerinde iiretilme ¢aligmalar1 (Morimoto ve ark 1994), kimyasal sentezi (Lu ve Foo
2002), ratlarda biyolojik aktivitesi (Nakazawa ve Ohsawa 1998) gibi.

Kafeik asit trimerleri grubunda litospermik asitle beraber salvianolik asitlerin bir
kismina da rastlanir. Litospermik asitlerin metil esterlerinde yiiksek oranda setbest radikal
stiptiriicii etkiye rastlanmistir bu etkinin askorbik asitten daha yiiksek oldugu gosterilmistir.
(Kang ve ark 1997) benzer etkilerin bu grubun diger 6nemli {iyesi olan salvianolic asitlerden
salvionelik asit A da bulundugu belirtilmistir (Lu ve Foo 2002).

Kafeik asit tetramerleri ayni zamanda rosmarinik asit dimerleri de olmaktadir.
Salvianolik asit B, L, yunnaneic acid, ve sagerinik asitler bu grupta yer almaktadir. Bu
asitlerden salvianolik asit B litospermik asit olarakta bilinmekte ve Salvia tilrlerinde
potasyum, magnezyum, amonyum tuzlart halinde olduk¢a yaygin olarak bulunmaktadir.
Salvianolik asit E’ye Salvia turlerinden sadece S miltiorrhiza’ da rastlanmistir (Lu ve Foo
2002).

Kafeik asit oligomerleri sinifinda sadece yunnaneik asit A ve B bulunmaktadir (Lu ve
Foo 2002).

Ayrica Salvia tirlerinde fenolik asitlerin glikozit formlar1 da bulunmaktadir. En ¢ok
rastlanan fenolik asit glikozitleri rosmarinik asit-3-glikozit ile cis- ve trans-kumarik asitlerin
olusturdugu glikozitlerdir (Lu ve Foo 2002).

Salvia tiirlerinin  igerdigi polifenollerle ilgili yapilan c¢aligmalar flavonoitleri,
antosiyaninleri ve proantosiyanidinleri kapsamaktadir.

Flavonoitlere Salvia tiirlerinde oldukga sik rastlanmaktadir (Ulubelen ve Tuzlaci

1990). Flavonitler bitkide flavonlar, flavonoller ve glikozitleri halinde bulunmaktadir. 6-



hidroksi flovonoller bu cins i¢in taksonomik 6nem tasirlar ve Salvia tirleri icin karakteristiktir
(Thomas-Barberean ve Wollenveber 1990).

Flavonoitlerin ¢ogunlugunu luteolin ve apigenin flavonolleri ve bunlarin 6-hidroksi
tirevleri olustururlar. Salvia’larin yapraklarinda flavonollerin metil esterlerine de siklikla
rastlanmaktadir. S. yosgadensis de diger Salvia tiirlerinden farkli olarak apigeninin-4-metil
eter (acacetin) (Topcu ve ark 1996) ve luteolin-3-metil eter (chrysoeriol) ile 4-metil eter
(diosmetin)’e de rastlanmaktadir (Topcu ve ark 1995). 6-hidroksi-apigenin (scutellarein)
sadece Salvia  ekstrelerinde  bulunmaktadir. 6-hidroksi-apigenin-6,7-dimetileter
(cirsimaritin)’nin yiiksek orandaki antimikrobiyal etkisi, hispidulin’in ise antihepatotoksik
etkileri bilinmektedir (Adzet ve ark 1988, Lu ve Foo 2002, Santos-Gomez ve ark 2002).

Salvia’larda bulunan flavonollerin ¢ogunlugunu kamferol ve kersetin flavonolleri
olusturur. Bu flavonollerden kersetine sadece S dorrii’de rastlanmistir (Lu ve Foo 2002).

Flavon glikozitleri Salvia’larda siklikla bulunan glikozitlerdir ve apigenin-7-glikozit
ve luteolin-7-glikozit bu glikozitlerin baglicasin1 olusturmaktadir. Apigenin ve luteolin
glikozitleri de kendi i¢lerinde karsilastirilacak olursa luteolin glikozitlerinin Salvia tlrlerinde
rastlanma orani apigenin glikozitlerinden daha fazladir. Flavon ve flavonol aglikonlarinda
oldugu gibi burada da 6-hidroksi-flavon glikozitleri Salvia tirleri icin karakteristik bir dnem
tagimaktadir (Lu ve Foo 2001, 2002).

Antosiyaninlere Salvia ciceklerinde bol miktarda rastlanir (Lu ve Foo 2002).
Salvia’larin antosiyaninleri ilk olarak Willstater ve Bolton tarafindan 1916 yilinda incelenmis
ve salvianin pigmenti izole edilmistir. Daha sonraki yillarda yapilan ¢alismalarda bu
pigmentin yapist ile ilgili arastirmalar tekrar edilmis ve yapisi kesin olarak belirlenmistir.
Salvia’larda yapilan arastirmalar ¢iceklerde bulunan kirmizi ve pembe renklerden
pelargonidin, mavi renklerden delfinidin, menekse ve ara renklerinden ise siyanidin
antosiyaninlerinin sorumlu oldugunu gostermistir (Lu ve Foo 2002).

Proantosiyanidinler kondanse tanenler olarak da bilinmektedir ve Salvia’larda
salvitanin olarak adlandirilmiglardir. Salvia preparatlarinda tanen bulunmasi istenmez bu
yuzden poliamid kolon kullanarak veya jel filitrasyon teknikleri ile ortamdan
uzaklastirilmalidirlar. Salvia’larda salvitaninler olarak adlandirilan tanenlerin  oldugu
bilinmesine ragmen bu maddeler {izerinde ¢ok fazla ¢aligma yapilmamis ve yapilar1 tam
olarak aydinlatilmamistir (Lu ve Foo 2002).

Ulkemizde yetisen Salvia tiirleri ile pek ¢ok arastirma yapilmistir. Bu arastirmalar

genellikle terpenoit bilesiklerin izolasyonu ve ugucu yag calismalaridir.



Antimikrobiyal ve antiviral etki

Salvia tiirleri ile yapilan antimikrobiyal ¢aligmalardaki sonuglar, kullanilan Salvia turune,
kullanilan mikroorganizmanin hassasiyetine ve test edilen bilesigin tiirline gore farkliliklar
gostermektedir. S officinalis, S lavandulifolia, S. triloba gibi ugucu yag oranmi yiiksek Salvia
tiirlerinde, ucucu yaglarinda bulunan monoterpenlere bagli olarak yiiksek oranda
antibakteriyel etkiler gortlmektedir (Baricevic ve Bartol 2000, Delamare ve ark 2007). Gram-
pozitif bakterilerde bu yaglara kars1 direng, gram-negatif bakterilerden daha fazla olmustur.
Slvia ugucu yaglarmin  agiz i¢i florasinda bulunan Fusobacterium nucleatum,
Peptostreptococus anaerobius, Protonema denticola gibi bakterilere karsi etkili oldugu
gozlenmistir. Bacillus subtilis gibi bazi bakterilere karsi ugucu yagin etki gosterebilmesi i¢in
bilesimindeki 1,8-sineol, p-simen, kamfor gibi maddelerin yiiksek oranlarda bulunmasi
gerekmektedir (Baricevic ve Bartol 2000). Salvia stenophylla, Salvia repens ve Salvia
runcinata ekstrelerinde antimikrobiyal etkiye rastlanirken ugucu yaglarinda bu etki zayif
olarak bulunmustur (Kamatou ve ark 2005). Salvia cryptantha (Montbret et Aucher ex Benth.)
ve Salvia multicaulis (Vahl) ekstreleri ve ugucu yaglari iizerinde yapilan arastirmalarda sonug
tam tersi olarak gdzlenmis bu bitkilerin ekstreleri antibakteriyel aktivite gostermezken ugucu
yaglarinda bu etkiye rastlanmistir (Tepe ve ark 2004). Benzer sonuglar Salvia tomentosa
icinde gecerlidir (Tepe ve ark 2005).

Salvia officinalis, S tomentosa ve S triloba ugucu yaglari ile Brezilyali bilim
adamlarinin yaptig1 ¢alismalar da yukarida bahsedilen etkileri dogrulamaktadir. 1,8-sineol’ce
zengin bu iki yagda da Bacillus cereus, Bacillus megatherium, Bacillus subtilis, Aeromonas
hydrophilla, Aeromonas sobria, Klebsiella oxytoca bakterilerine karsi antibakteriyel etki
gostermistir (Haznedaroglu ve ark 2001, Delamare ve ark 2007).

Salvia tiirlerinden elde edilen ugucu yaglarla yapilan antifungal aktivite ¢caligmalarinda
cesitli funguslara karsi degisik sonuglar alinmistir. Salvia triloba ve Salvia lavandulifolia
ucucu yaglarmin Aspergilus niger, Aspergilus terreus, Candida albicans, ve Fusarium tir(
funguslara kars1 aktivitesi denenmis ve etkili olmadiklar1 gozlenmistir. Buna karsilik ayni
ucucu yaglarin Alternaria alternata ve Aspergillus parasitucus’a karsi gii¢lii fungustatik
etkileri oldugu goriilmiis ve aym bitkilerden elde edilen ekstreler ile yapilan caligmalarda
ucucu yagin gosterdigi yiiksek orandaki antifungal etkiye ekstrelerde rastlanmamistir
(Baricevic ve Bartol 2000).

Salvia plebeia ugucu yaginda da antifungal etkilere rastlanmistir (Baricevic ve Bartol
2000).



Baz1 Salvia tiirlerinde ugucu yaglar antimikrobiyal etkiler géstermezken bitkiden elde
edilen ekstrelerde antimikrobiyal etkilere rastlanmistir. S apiana ucucu yagi, Klebsella
pneumoniae, Bacillus subtilis, Staphilococus aureus gibi bakterilere ve Candida albicans gibi
funguslara kars1 etki gostemezken aymi bitkinin diterpen asit fraksiyonu bu
mikroorganizmalara karsi etkili olmustur (Baricevic ve Bartol 2000).

S officinalis metanol ekstresi ile yapilan ¢aligma sonuglarina gore ise gram-pozitif
bakterilere kars1 aktif bulunurken gram-negatif bakterilere karsi aktif olmadigi goriilmiistiir
(Baricevic ve Bartol 2000).

S palaestina’dan elde edilen sirsimaritin adli flavonoiti gram-pozif ve negatif
bakterilere kars1 yiiksek oranda aktivite gostermistir (Baricevic ve Bartol 2000).

Striloba ugucu yaginin ve S officinalis sulu ve alkolli ekstrelerinin HSV (Herpes
simplex virus tip 1) e kars1 antiviral etkileri bulundugu belirlenmistir (Baricevic ve Bartol
2000).

S officinalis'ten elde edilen kafeik asit dimerlerinin HIV-1 viriisiine karst yiiksek
oranda antiviral etkiler gostermistir (Bailly ve ark 2005). Salvia Tiirlerinin ana bilesiklerinden
olan rosmarinik asitte yuksek oranda antiviral etkiler gostermektedir (Petersena ve Simmonds
2003, Pereira ve ark 2005).

Antioksidan, antiinflamatuar ve sitotoksik etki

Hiicresel membranlar doymamis yag asitlerince zengindir bu durum bu membranlar
oksidatif saldirilara agik hale getirmektedir. Salvia’larin yapisinda bulunan karnosol, karnosik
asit ve rosmarinik asitin antioksidan etkilere sahip olmasina ragmen ursolik ve oleanolik asitin
bu etkiyi gostermedigi bilinmektedir (Lima ve ark 2004, Baricevic ve Bartol 2000). S
miltiorrhiza su ekstrelerinin ana bileseni olan danshensu ve salvionolik asitin’in yiksek
oranda antioksidan aktivite gosterdikleri bildirilmistir (Ding ve ark 2005). Rosmarinic asitin
de antioksidan aktivitesi bildirilmistir (Petersena ve Simmonds 2003, Pereira ve ark 2005).
Salvia tiirlerinin antioksidan aktivite ¢alismalari ile bolimiimiizde de ¢alisma yapilmis S.
chrysophylla, S. cilicica, S. halophila, S fruticosa, S. crypthanta, S. sclarea, S palaestina
antioksidan aktiviteleri bakimindan pozitif kontrol olan BHT ile karsilagtirilmistir ve
S.chrysophylla serbest radikal stpiriict etkisi bakimindan BHT den yiiksek ¢ikmistir (Bozan
ve ark 2002). Benzer bir ¢alismada S fruticosa ekstreleri antioksidan etkileri bakimindan
incelenmis, YBSK analizleri sonucunda karnosik asit, karnosol, rosmanol, kafeik asit,
bilesenleri bulunmus ve bu bilesikler antioksidan etkiden sorumlu olarak gosterilmislerdir

(Matsingou ve ark 2003). S. officinalis'in apolar ekstrelerinde polar ekstrelerine oranla daha



yiiksek antioksidan aktiviteye rastlanmstir (Miura ve ark 2002). Ayrica antioksidan etkisinden
yapisinda bulunan kafeik asit, rosmarinik asit, karnosik asitin sorumlu oldugu belirtilmistir
(Bors ve ark 2004, Santos-Gomes ve ark 2002). Ayni bitkinin yiiksek oranda antioksidan
etkiye sahip olmasi sebebiyle yapilan bazi antioksidan aktivite ¢aligmalarin da pozitif kontrol
olarak kullanilmis ve diger bitkilerden elde edilen sonuglar S officinalis ile karsilastirilmistir
(Miliouskas ve ark 2004). Bolimiimiiz de yapilan bir ¢alismada S officinalis’in bu yuksek
orandaki antioksidan etkisini dogrulamaktadir (Kosar ve ark 2005). Salvia tirleri ve
antioksidan aktivite denilince akla gelen ilk tiir, Cin’de geleneksel olarak kullanilan 700
bitkinin i¢inde yer alan ve antioksidan etkisinin ¢ok yiiksek oldugu yapilan ¢alismalar ile de
kanitlananan S plebeia’dir (Gu ve Weng 2001). Bitki ¢inde “Lizhicao” olarak bilinir ve
bitkinin antioksidan 6zelliklerinden B-sitosterol, 2-hidroksi-5-metoksi brokhonin ve koniferil
aldehitin sorumlu oldugu gosterilmistir (Weng ve Wang 2000). Bitki ile en son yapilan
caligma yag asitlerinin oksidasyonunu 6nlemeye yonelik olmustur ve bitkiden izole edilen 6-
metoksi-luteolin-7-glikozit’in yag asitlerinin bozulmasini yiiksek konsantrasyonéarda -
tokoferolden daha iyi engelledigi goriilmistiir (Ai-Li ve Chang-Hai 2006). Cin modern
tibbinda preparatlarida kullanilan bir baska Salvia turide S miltiorrhiza’ dir ve bu bitki de
yuksek oranda antioksidan aktiviteye sahiptir (Zhao ve ark 2006).

S aethiopis koklerinden elde edilen etiopin ile yapilan antiinflamatuar etki
arastirmalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan ve antiinflamatuvar olarak bilinen aspirin,
ibuprofen, proksikam kadar etkili oldugu bulunmustur. Ayn1 maddenin analjezik 6zellikleri de
kayithdir. Salvia tiirlerinin ana bilesenlerinden olan rosmarinik asitin de antiinflamatuar
aktivitesi bildirilmistir. (Petersena ve Simmonds 2003)

S canariensis’den elde edilen galdosol’iin tiimér olusumunu Onleyici etkileri
bulunmus fakat ayn1 maddenin yiiksek oranda sitotoksik oldugu bildirilmistir. (Baricevic ve
Bartol 2000)

S miltiorrhiza ekstrelerinin X-1sin1 radyasyonundan koruyucu etkileri bildirilmis ve bu
bitkiden elde edilen tansinone adli maddelerin insan tiimor hiicrelerini yok ettigi buna karsilik
baz1 sitotoksik etkiler gosterdigi rapor edilmistir (Baricevic ve Bartol 2000).

S prezewalskii var. mandarinorum’dan elde edilen pirzavakinon adli bilesigin de
akciger kanseri olusumunu engelledigi bildirilmistir (Baricevic ve Bartol 2000).

Hepatoprotektif etki

S miltiorrhiza metanol ekstresi ve ayni bitkinin koklerinden elde edilen su ekstresinin

hepatoprotektif etkileri oldugu ve bu etkinin salvionik asit A’dan ileri geldigi, ayrica
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Salvia’larda bulunan litospermik asit B’den tureyen litospermat B’nin de benzer etkileri
oldugu bildirilmistir (Baricevic ve Bartol 2000, Lin ve ark 2006). S plebeia da Taiwan’da
geleneksel olarak hepatit tedavisinde kullanilmaktadir (Baricevic ve Bartol 2000).

Toksite calismalart

Salvia tiirleri ister inhalasyon yoluyla kullanilsin ister dahilen alinsin yiiksek dozlarda
merkezi sinir sistemi Uzerine olumsuz etkiler yapabilir. Salvia cinsinin bu 06zellikleri
yiizyillardir bilinmektedir. Son yillarda arstirmalar haliisinojenik etkileri olan S. divinorium
izerine yogunlasmistir (Ruiz ve ark 2006). Fareler {izerinde yapilan ¢alismalarda 0.3 g/kg
dozda ugucu yag verilen hayvanlarda olumsuz etkiler gorilmezken, doz 0.5 g/kg’a
cikartildiginda merkezi sinir sisteminde olumsuzluklar goriilmeye baslanmis verilen doz 1.25
g/kg’a ¢ikartildiginda ise oliimciil olmustur. Ugucu yagin bu toksik etkisi tuyon, kamfor gibi
keton turevi terpenoitlerinden ileri gelmektedir. Bu nedenle ugucu yaglarin dahilen
alinmamasi tavsiye edilmektedir. S. lavandulifolia’nin igeriginde yiiksek miktarda bulunan
sabinil asetatdan dolay1 hamilelerde ¢ocuk diisiiriicii etkileri olabilmektedir. Bu nedenle Salvia
cinsi preparatlart ve ham drog hamilelikte dikkatli bir sekilde kullanilmalidir (Baricevic ve
Bartol 2000).
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3. GEREC VE YONTEM

Deneysel ¢alismalarimizda Uludag kampus alanindan (Bursa) toplanan Salvia virgata
bitkisinin toprak iistii kisimlari kullanilacaktir. Uygulanacak deneysel g¢alismalar asagida

siralanmustir:

3.1.  Ekstrelerin hazirlanisi

Kurutulmus toprakiistii kisimlar1 kaba toz edildikten sonra oda sicakliginda
calkalayicida %70 metanol kullanilarak ekstre edilecektir. Ayrica bitkiden %5’°lik dekoksiyon
hazirlanacaktir. Elde edilen ekstreler yogunlastirilip analiz anmna kadar -18 °C’de

saklanacaktir.

3.2.  Toplam fenol miktar tayini

Ekstrelerin igerdikleri toplam fenoller gallik asite esdeger olarak Folin-Ciocalteu
yontemi (Singleton ve ark 1999) kullanilarak hesaplanacaktir. 6 mL distile su igeren 10 mL
Olcekli kap icerisine 100 pL oOrnek cozeltisi ve 500 uL Folin-Ciocalteu reaktifi ilave
edilecektir. 1 dakika sonra 1.5 mL %20’lik sulu Na,COj3 ilave edilip 10 mL’ye su ile
tamamlanacaktir. Kontrol olarak ekstre icermeyen reaktif karigimi kullanilacaktir. 2 saat 25
°C’de inkiibe edildikten sonra absorbans 760 nm’de Olciilerek gallik asit kalibrasyon egrisi ile
karsilagtirilacaktir. Toplam fenolik madde miktar1 gallik asite esdeger olarak hesaplanacaktir.

Uc paralel deney yapilarak sonuglar ortalama degerler olarak verilecektir.

3.3. Toplam flavonoit miktar tayini

Ekstrelerin igerdikleri toplam flavonoit miktarlar1 rutine esdeger olarak (RE)
MORre/Jekstre Olarak hesaplanacaktir (Miliauskas ve ark 2004). 1 mL metanolde hazirlanmis
ekstre (10 g/L), I mL etanolik aluminyum triklorit (20 g/L) ile karistirilip ve 25 mL ye etanol
ile seyreltilecektir. Cozeltilerin absorbanslar1 20 °C de 40 dakika bekletildikten sonra 415 nm
de olgiillecektir. Sahit ¢ozelti 1 mL ekstre ve 1 mL asetik asitin 25 mL etanolik ¢ozeltisi
olarak hazirlanacaktir. Rutinin kalibrasyon egrisi etanolde c¢oziilerek ayni sekilde

hazirlanacaktir. Biitiin 6l¢timler dort paralel olarak alinip ve ortalama sonuglar kullanilacaktir.

3.4. Toplam flavonol miktar tayini
Ekstrelerin igerdikleri toplam flavonol miktarlar1 rutine esdeger olarak (RE)

MQRre/Jekstre Olarak hesaplanacaktir (Miliauskas ve ark 2004). Rutinin kalibrasyon egrisi 0.5-
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0.015 mg/mL konsantrasyonlardaki etanolik rutin c¢ozeltilerinin 2 mL sinin 2 mL etanolik
aluminyum triklorit (20 g/L) ve 6 mL sodyum asetat (50 g/L) ile karigtirllmasi ile
hazirlanacaktir. Cozeltilerin absorbanslar1 20 °C de 2.5 saat bekletildikten sonra 440 nm de
olgtilecektir. Ayni islemler rutin yerine 2 mL ekstre (10 g/L) ile yapilacaktir. Biitiin 6lgtimler

dort paralel olarak alinip ortalama sonuglar kullanilacaktir.

3.5.  Yiiksek basin¢h sivi kromatografisi (YBSK) ile fenolik bilesiklerin analizi

YBSK calisma sartlart.

Cihaz : Agilent s1v1 kromatografisi sistemi

Dedektor : PDA dedektor (200-500 nm arasi)

Kolon : C18 analitik kolon (250 x 4.6 mm, 5 [(n partikiil ¢ap1)
Sicaklik :22C

Akim hizi : 1 mL/dak
Hareketli faz : A) metanol/su/asetik asit (10:88:2, h/h/h)
B) metanol/su/asetik asit (90:8:2, h/h/h)

C) metanol
Gradient akis

zaman hareketli faz A hareketli faz B hareketli faz C

(dak) (%) (%) (%)
0 15 85 0
15 30 70 0
18 40 60 0
30 40 60 0
35 0 100 0
37 0 85 15
48 0 70 30
50 15 85 0

YBSK da ayrilan bilesiklerin tutunma zamanlar1 ve UV spektrumlar1 standartlarla
karsilastirilarak tanimlanacaktir. Biitiin standart ve 6rnek cozeltiler licer kere analiz edilerek

ortalama degerler verilecektir.

3.6. Indirgeme giiciiniin belirlenmesi

Ekstrelerin demir(lll)’ G indirgeme kapasiteleri Oyaizu 1986 yoOntemine gore
yapilacaktir. 1 mL ekstre ¢ozeltisi 2.5 mL 0.2 M fosfat tamponu (pH 6.6) ve 2.5 mL %1 lik
potasyum hekzasiyanoferrat ¢ozeltisi ile karigtirilacaktir. 50 C de 30 dakika inkiibe edildikten
sonra 2.5 mL %10 luk trikloro asetik asit (TCA) ilave edilecek ve karisim 10 dakika santrifiij
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edilecektir. Son olarak, 2.5 mL ist kistm 2.5 mL su ve 0.5 mL %0.1 lik FeCl; ilave edilip
karistirtlarak 700 nm de absorbanslar1 okunacaktir. Ekstrelerin indirgeme giicleri askorbik
asite esdeger olarak (AscAE) mmol askorbik asit/g ornek olarak verilecektir (Dorman ve ark
2003). Biiylik AscAE degeri zengin indirgeme kapasitesini gostermektedir. Tiim analizler dort

paralel olarak yapilip ortalama degerler olarak verilecektir.

3.7.  1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH"®) radikalini stiplrtci etki tayini

Ekstrelerin DPPH® radikalini siipiiriicii etkileri Gyamfi ve ark.’nin metoduna 1999 gére
yapilacaktir. Tris-HCI tamponu (50 mM, pH 7.4) igerisinde hazirlanmis 50 ulL ekstre ¢ozeltisi
450 pL Tris-HCI1 tamponu (50 mM, pH 7.4) ve 1 mL 0.1 mM metanolde hazirlanmis 1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil ¢cozeltisi (DPPH?®) ile kanistirilacaktir. Kontrol olarak ekstre icermeyen
reaktif karisim1 ve pozitif kontroller (BHT, askorbik asit) kullanilacaktir. Oda sicakliginda ve
karanlikta 30 dakika inkiibe edildikten sonra absorbanslar 517 nm de okunacaktir. Inhibisyon
yiizdesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanacaktir. ICso degerleri nonlineer regresyon
egrileri kullanilarak (Sigma Plot 2001 version 7.0, SPSS Inc., Chicago, IL) hesaplanacaktir.

Degerler dort paralel deneyin ortalamasi olarak verilecektir.

% |nh|b|5y0n = [(AbSkontro| - AbS@mek) / AbSkontro|] X 100

3.8. 2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-sulfonik asit) (ABTS™) redikalinin
supdurtcu etki tayini
Ekstrelerin ABTS"® radikalini siipiiriicii etkileri Re ve ark.’nin metoduna 1998 gére
yapilacaktir. ABTS™ radikali (7 mM) ABTS’in sulu cozeltisi ile K;S,0g (2.45 mM, son
konsantrasyon)’nun karanlikta 12-16 saat bekletilmesiyle meydana gelir ve absorbansi oda
sicakliginda 734 nm de 0.700 (£0.030) olacak sekilde ayarlanir. Bu sekilde hazirlanan radikal
cozeltisi (1.485uL) ile ekstre cozeltileri (15 pl) karistirilacak ve 734 nm de 1 dakikalik
araliklarla 15 dakika siiresince reaksiyon kinetigi Olcililecektir. Konsantrasyona karsilik

Ol¢iilen inhibisyon yiizdeleri Troloks’a esdeger olarak (TEAC) hesaplanacaktir.

3.9. Askorbat-Fe(l11)-katalizli fosfolipit per oksidasyonunun inhibisyonu
Ekstrelerin hidroksil radikalini supurict etkileri Aruoma ve ark. yontemine (1997)
gore yapilacaktir. Sigir beyin ekstresi (Bovine brain extract, Folch type VII) 10 mM PBS (pH

7.4) ile kanstirilip buz banyosu igerisinde seffaf bir siispansiyon olana kadar (5 mg/mL
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fosfolipid lipozomu) ultrasonik banyoda tutulacaktir. 0.2 mL lipozom, 0.5 mL PBS tamponu,
0.1 mL 1 mM FeCls ve 0.1 mL ekstre ¢ozeltisi karigtirilacaktir. Peroksidasyon reaksiyonu 0.1
ml 1 mm askorbat ilavesiyle hizlandirilacaktir. Karisim 37 °C de 60 dakika inkiibe edilecektir.
Inkiibasyondan sonra &ncelikle 50 uL %2’lik (a/h) butillenmis hidroksi toluen (etanol
icerisinde) daha sonra da 1 mL %?2.8 (a/h) trikloroasetik asit ve 1 mL %1 (a/h) 2-
tiyobarbitiirik asit (TBA, 0.05 M NaOH igerisinde) ilave edilecektir. Karistm 100 °C de su
banyosunda 20 dakika isitilacaktir. Reaksiyon sonucunda olusan (TBA)2-MDA kromojenleri
2 mL n-butanol ile ekstre edilerek butanol fazlarinin absorbansi 532 nm de okunacaktir.
Inhibisyon yiizdesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanacaktir. ICsg degerleri nonlineer
regresyon egrileri kullanilarak (Sigma Plot 2001 version 7.0, SPSS Inc., Chicago, IL)

hesaplanacaktir. Degerler dort paralel deneyin ortalamasi olarak verilecektir.
% inhibisyOI’l = [(Abskontro| - Absc')mek) / Abskontro|] X 100

3.10. B-karoten/linoleik asit oksidasyonunu inhibe edici etki tayini

Ekstrelerin antioksidan aktivitesi B-karoten soldurma deneyine gore yapilacaktir
(Oomah ve Mazza 1996, Velioglu ve ark 1998). Kisaca, 1 mL p-karoten (0.2 mg/ml
kloroform igerisinde) icerisinde linoleik asit (40 mg) ve Tween 20 (400 mg) bulunan kap
igerisine ilave edilecektir. Kloroform azot altinda yogunlastirilacaktir. 50 ml distile su ilave
edilecek ve hizla calkalanacaktir. Kontrol, 6rnek ve standart konulmadan ayni prosediir ile
hazirlanacaktir. Kontrol ve orneklerin sahitleri ise B-karotensiz olarak hazirlanacaktir. Tim
numunelerin 6rnekleri 470 nm de spektrofotometrede Olgulecektir. Sonra Ornekler termal
otooksidasyon icin 50 °C de 105 dakika su banyosunda bekletilecektir. B-Karoten’in solma
derecesi 15 dakikalik periyotlarla 6rnek alinarak izlenecektir. Antioksidan aktivite sonucu ii¢

deneyin ortalamasi olarak verilecektir (Oomah ve Mazza 1996, Velioglu ve ark 1998).
AAY% = [1'(Abobrnek'Abslosbrnek)/ (Abokontrol'AbSlOSkontrol)] x 100

3.11. Demir(II) selat (kelat) aktivite

Demir(Il) iyonlarinin ekstrelerle kelasyonu Carter (1971)’e gore yapilacaktir. Iki yiiz
mikrolitre ekstre ¢ozeltisi 100 uL 2.0 mM sulu FeCl; ve 900 uL metanol karistirilir. Kontrol
cozeltileri ya pozitif kontrolleri icerecek ya da ekstreleri igermeyecektir. Reaksiyon

karistminin 5 dakikalik inkiibasyonundan sonra reaksiyon 400 uL 5.0 mM ferrozin c¢ozeltisi
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ile hizlandirilacak ve 10 dakikalik bekleme stiresinden sonra absorbans 562 nm de
okunacaktir. Demir kelasyon aktivitesi kontroliin absorbansi (Ax) ve drnek absorbansi (Ag)
kullanilarak asagidaki esitlige gore hesaplanacak ve Na,EDTA ya esdeger (mgnazenta/Jsmek)

verilecektir. Sonuglar tg¢ paralel deneyin ortalamasi olarak verilecektir.
[(Ax—As) I Aq] x 100

3.12. Antimikrobiyal aktivite caliymalari

Antimikrobiyal etkinlik testlerinde Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Saphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis
ATCC 29212, Candida albicans ATCC 90028 ve Candida glabrata RSKK 90018 (Refik
Saydam Kiiltir Koleksiyonu) mikroorganizmalar1 kullanildi. Gentamisin ve flukonazol
standartlar ticari olarak temin edildi. Gentamisin ve flukonazol standart ¢ozeltileri distile su
icerisinde ¢oziilerek hazirlandi. Biitiin bakteri izolatlar1 MHA plaklarda 37 °C de bir gece ve
biitiin Candida izolatlar1 SDA plaklarda 35 °C de 24-48 saat inkiibe edilerek hazirlandi.
Organizmalarin canlilig1 ve safli1 en az iki pasaj alinarak kontrol edildi.

Ekstre ve standartlarin ¢ozeltileri 1256, 625, 312.5, 156.25, 78.125, 39.06, 19.5, 9.76
ug/mL konsantrasyonlarda MHB igerisinde dilte edildi.

Bakteriyel testler Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) M100-S16 (CLSI
2006). Standartina uygun olarak yapildi. Bakteri siispansiyonlari 10° CFU/mL olarak
hazirlandi ve 0.5 Mc Farland standart yogunlugu kullanilarak seyreltildi (10" CFU/mL).
Bakteri siispansiyonlarinin 10° CFU/mL yogunluktaki ¢ozeltileri bilesiklerin iki kez diliie
edilmis ¢ozeltilerine ilave edildi. Bu sekilde dagitildiktan sonra her kuyucukta 10* CFU/mL
bakteri bulunmaktadir. Kiiltiirler 37 °C de inkiibe edilerek 24 saat sonra MIK (minimum
inhibisyon konsantrasyonu) degerleri okundu. Deneyler 3 kere tekrar edilerek ortalam degerler
kullanilda.

Candida stispansiyonlart SDA plaklarda 35 °C de 24-48 saat inkibe edilerek
hazirlandi. Kiiltiirler pH 7 deki L-glutamin tamponu ile hazirlanmis RPMI-1640 besiyeri
kullanilarak CLSI M27-A standartina gore hazirlandi. Maya kiiltiirleri 10* CFU/mL olarak
hazirlandi ve 0.5 Mc Farland standart yogunlugu kullanilarak seyreltildi (10° CFU/mL). Maya
siispansiyonlarinin 10° CFU/mL yogunluktaki c¢ozeltileri bilesiklerin iki kez diliie edilmis

¢ozeltilerine ilave edildi. Bu sekilde dagitildiktan sonra her kuyucukta 10* CFU/mL bakteri
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bulunmaktadir. Kiiltiirler 35 °C de inkiibe edilerek 48 saat sonra MIK (minimum inhibisyon

konsantrasyonu) degerleri okundu. Deneyler 3 kere tekrar edilerek ortalam degerler kullanildi.

3.13. Sitotoksisite caligmasi

Bu calismada “NIH AIDS Research & Reference Reagent Program, USA”
programindan temin edilen Jurkat (Clone E6-1, ATTC, TIB-152) hiicreleri kullanilacaktir.
Calismalar siiresince bu hiicreler + 37°C’ de CO; 'li inkiibatérde delikli kapakli hiicre kiiltiir
kaplar1 i¢inde tutulacak ve diizenli olarak takip edilip besi yerleri iki giin ara ile degistirilerek
kiiltiir stirdiiriilecektir. Cogalan hiicrelerin bir kismi dondurulup - 80°C’de muhafaza
edilecektir.

Jurkat Hicrelerinin Kiltiire Edilmesi

Ticari olarak satin alinan ve krio tiip iginde dondurulmus olan jurkat htcreleri -
80°C’den ¢ikarildiktan sonra, + 37 °C’ de ¢oziiliip, hiicrenin iizerine 5 ml PBS ekleyerek 1600
rpm’de 5 dakika 20°C’de santrifiij edilecektir. Siipernatan atildiktan sonra hiicre pelleti
tizerine 5 ml kadar taze besi yeri ekleyip yavasca pipetleyerek homojenize edilecek ve delikli
hiicre kiiltiir kabina aktarilip CO; 'li inkiibatore kaldirilacaktir.

Calisma siiresince kullanilacak olan Jurkat hiicrelerinin devaminin saglanmasi ve
canliliginin korunmasi i¢in pasajlar yapilacaktir.

Jurkat Hicrelerinin Pasaji

Flask icinde kudlttre edilecek hucreler iki ginlik inkiibasyon siresinin sonunda, 15
ml’lik falkon tiiplere aktarilacak ve 800g’de +20 C°de 5 dakika santriflij edilip siipernatan
kisim dikkatlice uzaklastirilacaktir. Pelet penisilin iceren yaklasik 5 ml Fosfat Buffer Saline
(PBS, pH; 7,3) tamponu i¢inde hiicrelere zarar vermeyecek sekilde ¢oziiliip ayn1 kosullarda
tekrar santrifiij edilecektir. Siipernatan uzaklastirildiktan sonra olusan pellet O6nceden
hazirlanmis besi yeri iginde ¢oziilerek kiiltlir kabina aktarilacaktir.

Pasajlama igleminin iki giin arayla yapilma nedeni olas1 kontaminasyonlardan ve 6lii
hiicre kalintilarinin zararl etkilerinden canli hiicrelerin etkilenmesini 6nlemektir.

Hiicre Dondurma ve Saklama

Hiicreler besi yeri degistirirken oldugu gibi santrifiij ve yikama islemlerine tabi
tutulacak, son asamada olusan pellet krio ¢6zeltisi icinde ¢oziiliip krio tiiplerine birer ml
olacak sekilde dagitilacaktir. Hazirlanan kriolarin kademeli olarak donmalarin1 saglamak icin
ilk olarak +4C®de yarim saat, -20C°’de 3 saat bekletildikten sonra -80C°’ye kaldirilacaktir.

Hiicre kiiltiirii besi yeri igerigi, PBS tamponu ve krio ¢6zeltisi igerigi Tablo 1’de verilmistir.
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Fetal Bovine Sera’un Inaktivasyonu

Fetal Bovin Sera (FBS), besiyerinin en 6nemli protein kaynagidir. Inaktivasyon islemi
ile 1stya duyarli komplement proteinler denatiire edilir. Ayrica 0.22 um’lik filtreden
gecirilmelerine ragmen mikoplazma gibi mikroorganizmalar hala ortamda mevcut olabilir.
Isiyla gergeklestirilen bu inaktivasyon prosesi sayesinde besiyeri kontaminasyon riski

azaltilmis olur.

Tablo 3.13. : Hiicre kiiltiirii besi yeri igerigi, PBS tamponu ve krio ¢ozeltisi igerigi

Hiicre Kiiltiirii Besiyeri Icerigi | PBS Tamponu, Krio Cozeltis
1L (PH:7,4)
RPMI-1640 (Sigma®) 136 mM NaCl % 10 DMSO
2mM L-glutamin 2 mM KCL (Dimetilsulfoksit)
%71 penicillin/streptomicine 8 mM % 90 Inactivated Fetal Bovine
%10 Inactiveted Fetal Bovine Nay;HPO4.H,0 Serum
Sera (FBS) 1.5 mM KH;PO,
+ 4C° 15-25C° - 20C°

Inaktivasyon isleminde -20C°’de muhafaza edilen FBS almip 37C°’lik su banyosuna
konacak ve burada araliklarla calkalanarak erimesi sagalanacaktir. Tamamen eridikten sonra
15 dakika kadar yine aralikli olarak karistirilacak ve FBS’nin 1sisinin 37C*ye gelmesi
beklenip su banyosunun 1sis1 +56C°ye ¢ikarilacaktir. 5 dakika su banyosunu 1sisinin
+56C*ye gelmesi beklenip 1s1 tamamen yiikselince her 10 dakikada bir karigtirmak suretiyle
yarim saat su banyosunda bekletilecek siire sonunda steril tiiplere boliiniip ve -20°C’de
saklanacaktir.

Trypan Mavisi Canlilik Testi (Sitotoksisite Testi)

Etkisi arastirilacak bitki ekstreleri hiicreler iizerine toksik etkili olup olmadigina gore
incelenecektir. Bitki ekstresi icin tek bir konsantrasyonda c¢ift kontrollii olarak inhibitdrler
denenip etlivde 48 saat inkiibe edilecek, inklbasyon sonrasinda her bir kuyucuktaki canli ve
Oli hiicre sayis1 trypan mavisi ile boyama yapilarak Thoma laminda sayilacaktir. Bu test de
her inhibitdr i¢in ayr1 kuyucuga on milyon hiicre ve uygun konsantrasyon oraninda ekstre
konulup, kontrol hiicre grubuna ekstre yerine ayn1 oranda steril distile su konulacaktir. Olii

hiicreler mavi renkli boyanacaktir.
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3.14. MDA, GSH-Px ve SOD aktivitelerinin olgiilmesi
Hazirlanan hiicre kiiltiirlerinde in vivo antioksidan etkinlik total antioksidan tayini,
glutatyon peroksidaz, sliperoksit dismutaz aktivitesi ve TBARS diizeyleri ticari kitler araciligt

ile kit prosediiriine gore spektrofotometrik olarak dl¢iilmek suretiyle degerlendirilecektir.
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4. BULGULAR

Salvia virgata toprak iistii kisimlarindan %70 metanol ve su ekstreleri hazirlandi. Elde
edilen ekstreler Vakum altinda yogunlastirildiktan sonra -18C de analiz edilene kadar

bekletildi. Ektrelere ait verimler Tablo 4.1.” de verilmistir.

4.1. Toplam fenol, flavonoit ve flavonol miktar tayini

Ekstrelerin toplam fenol, toplam flavonoit ve toplam flavonol miktarlar1 deneysel
kisimda verilen yontemler kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Toplam fenol
miktarlar gallik asite, toplam flavonoit ve toplam flavonol miktarlari ise rutine esdeger olarak
hesaplanmistir. Sonuglar Tablo 4.1. da verilmistir. Sulu metanol ekstresinin toplam fenol,
toplam flavonoit ve toplam flavonol igerikleri bakimindan su ekstresine gére daha zengin

oldugu bulunmustur.

Tablo 4.1. : S virgata ekstrelerinin toplam fenol, flavonoit ve flavonol miktarlari

. Verim Toplam Fenol ® Toplam Flavonoit®  Toplam Flavonol ©
Ekstre
[%] [mgGAE/ gekstre] [ngE/ gekstre] [ngE/ gekstre]
I 1 1 1 1 1
SME 25.94 195.22 +0.25 62.20 £ 0.57 1524 £1.12
SSE 24.99 120.14 £ 2.27 14.17 £ 0.83 9.62 £ 0.60

*(SME), %70 metanol ekstresi; (SSE), su ekstresi; ® mgeag/Jekstre; b MQRe/Jekstre; © MORE/Jekstre

4.2.  Yiiksek basin¢h s1ivi kromatografisi (YBSK) ile fenolik bilesiklerin analizi

Ekstrelerin  Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (YBSK) sistemi ile yapilan
analizlerinde PDA dedektor kullanilmis ve miktar tayinleri benzoik asit tiirevleri i¢in 280
nm’de, hidroksisinnamik asit turevleri i¢in 320 nm’de ve flavonoitler igin ise 360 nm’de

yapilmustir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.2. de verilmistir.

Ekstreler icerisinde p-OH-benzoik asit, kafeik asit, o-kumarik asit, rosmarinik asit ve
luteolin kalitatif ve kantitatif olarak belirlenmistir. p-OH-Benzoik asit 280 nm de, kafeik asit,
O-kumarik asit, rosmarinik asit 320 nm de ve luteolin 360 nm de analiz edilmislerdir.

Ekstrelerin icerisindeki tanimlanan bu bilesiklerin miktarlar1 standart maddelerden hazirlanan
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kalibrasyon egrileri kullanilarak belirlenmis ve sonuglar Tablo 4.2.’de verilmistir. Maddelerin

tanimlanmasinda hem tutunma zamanlar1 hem de UV spektrumlart kullanilmaistir.

Tablo 4.2. : S virgata ekstrelerinin YBSK sonuglar1

Ekstreler
Bilesik
SSE SME
p-OH-benzoik asit 0.83 +0.013% 0.69 + 0.040
kaffeik asit 0.77 £0.001 0.97 £ 0.004
o-kumarik asit 0.90 + 0.002 3.25+0.240
rozmarinik asit 26.81 £ 0.047 66.94 +£0.471
luteolin 0.22 +£0.003 0.97 £0.031

*(SME), %70 metanol ekstresi; (SSE), su ekstresi; “mg/g, Ort + SD

4.3. Indirgeme giiciiniin belirlenmesi

Maddelerin indirgeme gii¢leri ile antioksidan aktivite arasinda genellikle dogrusal bir
baglantt vardir. Bu nedenle indirgeme kapasitesinin belirlenmesi o maddenin antioksidan
aktivitesi hakkinda bilgi verebilir. Bu amagla S. virgata bitkisinden elde edilen ekstrelerin ve
standartlarin demiri indirgeme kapasiteleri incelenmis ve sonuglar Sekil 4.3. de verilmistir.

Burada verilen sonuglar askorbik asite esdeger olarak hesaplanmistir.

S virgata’nin toprak istii kistmlarindan elde edilen sulu metanol ve su ekstrelerin
higbirisinin demir(Ill) i indirgeme giicli pozitif kontrol olarak kullanilan askorbik asit, BHT,
BHA, gallik asit ve rosmarinik asit kadar yiiksek bulunamamustir (Sekil 4.3.). Sulu metanol
ektresinin demir(ll1)’G demir(Il)’ye indirgeme gucu istatistiksel olarak (p < 0.05) su

ekstresinden daha yiiksek olarak bulunmustur.
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Sekil 4.3. : S virgata ekstreleri ve standartlarin demir(IlI)’ i demir(II)’ye indirgeme giicii

4.4. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) radikalini stipuricl etki tayini

Viicuttan zararli ve hastalik yapici radikallerin uzaklastirilmasi olduk¢a 6dnemlidir. Bu
amacla azot merkezli stabil bir radikal olan DPPH® radikali kullanmilmistir. Biitiin ekstreler
DPPH?® radikalini fizyolojik pH da konsantrasyona bagli olarak siipiirmiislerdir. ICso degerleri,
radikalin %50’sini siipiirebilecek gerekli konsantrasyon olarak tanimlanir. Ekstrelerin 1Csg
degerleri hazirlanan dogrusal olmayan egriler kullanilarak hesaplanmis ve sonuclar Sekil

4.4.’de verilmistir.

S virgata ckstreleri ile yapilan galismalar sonucunda her iki ekstrenin de fizyolojik
pH da siipiiriicti etki gosterdikleri belirlenmistir. Sekil 4.4.’e gore, S. virgata ekstrelerinden
%70 metanol ekstresinin su ektresine gore daha aktif oldugu tespit edilmistir. Bununla
beraber, her iki ektre de pozitif kontrol olarak kullanilan askorbik asit, BHT, BHA, rosmarinik

asit ve gallik asit kadar etkili bulunmamustir.
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Sekil 4.4. : S virgata ekstreleri ve standartlarin DPPH® radikalini stiplriicu aktiviteleri

45. 22-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-sulfonik asit) (ABTS'™) redikalinin
supdurtcu etki tayini
Serbest radikal supdriict etki testlerinde genellikle DPPH® radikali kullanilmaktadar.
Fakat bazen ¢0ziiniirlik ve benzer spektral girisimler nedeniyle aymi radikal
kullanilamamaktadir. Alternatif bir radikal olan ABTS™® azot merkezli oldukca stabil bir
radikaldir. Bu nedenle ektrelerin radikal supuruci etkilerini onaylamak igin ABTS radikal
stiptiriicti etki testi de yapilmis ve sonuglar Trolox’a esdeger olarak Sekil 4.5.” de verilmistir.
Ekstreler iki farkli dozda analiz edilmistir. Sekil 4.5.’e gore su ektresinin metanol ekstresine
gore daha aktif bulunmustur. Tiim ekstre ve standartlarda etki konsantrasyonla dogru orantili

bir sekilde artig gostermistir. Her iki ekstre de askorbik asitten daha aktif bulunmustur.
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Sekil 4.5. : S virgata ekstreleri ve standartlarin ABTS™® radikalini stipiiriicii aktiviteleri

4.6. Askorbat-Fe(l11)-katalizli fosfolipit per oksidasyonunun inhibisyonu

Coklu doymamis yag asitlerince zengin fosfolipitler biyolojik olarak Onemli
molekiillerdir ve hidroksil radikali kaynakli bozulmaya agiktirlar. Ayrica lipitlerin oksidatif
bozulmasi yaglarca zengin {lirlinlerin acilagmasinin da temelini olusturur. Bu nedenle bu
oksidatif hasar1 engelleyici yeni dogal maddelerin bulunmasi 6nem kazanmistir. Bovine-brain
kaynakli fosfolipit lipozomlarinin askorbat-Fe(l11)-katalizli hidroksil radikalli bozunmasinda
hidroksil radikalini siipiiriicii etki esasina gore fizyolojik pH da TBA-reaktif bilesiklerin
formasyonun inhibisyonu olgiiliir. Sekil 4.6.” da goriildiigii gibi ekstreler kullanilan dogal ve
sentetik standartlar kadar aktivite gosterememistir. Metanol ekstresinin su ekstresine gore
daha aktif oldugu bulunmustur. Metanol ekstresinin ana bileseni olan rosmarinik asit ise
hidroksil radikallerini olduk¢a diisiik konsantrasyonda (ICsp: 0,077 mg/mL) siipiirmiis ve

fosfolipitlerin bozunmasini engellemistir.
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Sekil 4.6. : S virgata ekstreleri ve standartlarin fosfolipit peroksidasyonunu inhibisyonu

4.7. B-karoten/linoleik asit oksidasyonunu inhibe edici etki tayini

Gida lipitleri ve hiicre membranlar1 oksidatif ajanlarla kolaylikla okside olabilen
doymamis yag asitleri, linoleik ve arasidonik asitleri icerirler. Bu nedenle doymamis yag
asitleri tizerinden yapilan oksidasyon deneyleri nem tasimaktadir. Beta-karoten/linoleik asit
soldurma deneyi oOzellikle hiicre duvarindaki ve gidalardaki doymamis yag asitlerinin
oksidasyonunun tanimlanmasinda siklikla kullanilir. Bu ¢alismada S. virgata’dan elde edilen
metanol ve su ekstrelerinin B-karoten/linoleik asit soldurma deneyinde pozitif kontroller olan
BHT, BHA ve askorbik asit ile ana bilesen olan rosmarinik asite karsi test edilmis ve sonuglar
Sekil 4.7 de gosterilmistir. Sekil 4.7. de goriildiigii gibi en yiiksek aktiviteyi BHA
gosterirken askorbik asit ise prooksidan olarak etki etmistir. Metanol ekstresi ise oksidasyonu
hemen hemen BHT ile esdeger oranda engellemis ve su cktresinden daha fazla etki
gostermistir. Ana bilesen olan rosmarinik asit de oldukca yiliksek oranda lipitlerin
oksidasyonunu engellemistir. Askorbik asitin prooksidan etkisi literatiirde de belirtilmektedir.
Apolar antioksidanlar lipit/hava ara yilizeyinde toplanirlar ve emiilsiyonlarda su fazinda

bulunan askorbik asit gibi polar antioksidanlardan daha ylksek aktivite gdsterirler
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(Siddhuraju ve Becker 2003). Bu nedenle polar bilesik alan gallik asit daha apolar olan

rosmarinik asite oranla daha az aktivite gostermistir.
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Sekil 4.7. : S virgata ekstreleri ve standartlarin 3-karoten/linoleik asit oksidasyonunu

inhibe edici etkisi

4.8. Demir(Il) selat (kelat) aktivite

Gidalar sik sik proses islemleri sirasinda gecis Ozellikli metal kontaminasyonuna
maruz kalirlar. ki degerlikli gegis metal iyonlar1 oksidatif prosesin katalizlenmesi, hidroksil
radikallerinin formasyonu ve Fenton kimyasi gibi hidroperoksit dekompozisyon reaksiyonlari
gibi 6énemli rol oynarlar (Halliwell, 1997). Bu prosesler demirin selasyonu ve deaktivasyonu
ile sonlandirilabilir. Bu nedenle, ekstrelerin demir(I) iyonlarmin selasyonuna etkileri
incelendi ve Na;EDTA ya esdeger olarak hesaplandi (mg Na,EDTA/g ekstre). Sonuglar Sekil
4.8. de verilmistir. Su ve metanol ekstreleri demir(I) iyonunun selasyonu lizerine etki
gostermislerdir. Bu ekstreler icerisinde bulunan flavonoitler bu etkiden sorumlu bilesiklerdir.
Flavonoitler yapilarindaki yan aromatik halka tizerindeki hidroksil gruplari araciligiyla demiri

baglayarak bu etkiyi gostermektedir. Her iki ektre de EDTA kadar aktif bulunamamuistir.
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Sekil 4.8. : S virgata ekstreleri ve standartlarin demir(Il) selat aktivitesi

4.9. Antimikrobiyal aktivite calismalari

Ekstrelerin antimikrobiyal etki deneyleri klinik olarak 6nemli patojenler olan S
aureus, E. faecalis, E. coli, P. aeruginosa, K. pneumonia, C. albicans ve C. glabrata ‘ya kars1
yapilmistir. Ekstreler 500 pg/mL konsantrasyonda uygulandiktan sonar elde edilen sonuglar
MIK (ug/mL) degerleri olarak Tablo 4.9.” da verilmistir. Burada elde edilen sonuglara gére su
ektresi higbir mikroorganizmaya karsi etki géstemezken alkol ekstresi ise sadece S. aureus’a
kars1 etkili olmustur. Rozmarinik asit ise ayn1 dozlarda P. aeruginosa, S. aureus ve E.
faecalis’e kars1 orta derecede aktivite gostermistir. Higbir ektre ve standart madde Candida

tiirlerine karsi aktif bulunmamastir.

4.10. Sitotoksisite calismasi

Sitotoksisite deneyleri ilag endiistrisinde sik¢a kullanilan deneylerdendir. Maddelerin
hiicreler iizerindeki sitotoksik etkileri hiicre canliligi deneyleri ile olgiilmektedir. Bu
deneylerde ise hiicre membranlarinin farkli boyalarla boyanmasi ile sayimlar yapilmaktadir. S.
virgata’dan elde edilen su ve metanol ekstrelerinin sitotoksik ¢zellikleri Jurkat (l6semi)

hiicrelerinde trypan mavisi canlilik deneyi kullanilarak ol¢iilmiistiir. Bu deneyde pozitif
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standartlar olarak hem sentetik hem de organik maddeler kullanilmistir. Sonuglar %
inhibisyon olarak Sekil 4.10.” da gosterilmistir. Ekstrelerin hiicre canlilig1 tizerine etkileri 0.25
ve 0.50 mg/mL dozlarda incelendiginde metanol ekstrelerinin her iki dozda da etki gosterdigi,
su ektresinin ise sadece yiiksek dozda etkili oldugu belirlenmistir. Su ektresi diigiik dozlarda
hiicre canliliginin artmasina neden olmustur. Su ekstresi 0.50 mg/mL dozda diger metanol
ekstrelerinden daha yiiksek aktivite gostermistir. Standart maddelerden askorbik asit ve gallik
asit her iki dozda da yiiksek etki gosterirken ekstrelerdeki ana bilesen olan rosmarinik asit ise

yiiksek dozda askorbik asite esdeger bir aktivite gdstermistir.

Tablo 4.9. : Salvia virgata ektrelerinin antimikrobiyal etkileri

Mikroorganizma MK

SME SSE RA GA
Pseudomonas. aeruginosa Ni Ni 500 NI
Escherichia coli Ni Ni Ni Ni
Staphyl ococcus aureus 500 Ni 500 500
Enterococcus faecalis Ni Ni 500 500
Candida albicans Ni Ni Ni Ni
Candida glabrata Ni Ni Ni Ni

MIiK, minimum inhibisyon konsantrasyonu (ug/mL); Ni, etki yok
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Sekil 4.10. : S virgata ekstrelerinin sitotoksik etkileri
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4.11. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim aktivitesi

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimi yapisinda 4 selenyum atomu igeren,
glutatyonun oksidasyonuyla, hiicre zarlar1 igin oksidatif etkili olan hidrojen peroksit ve
organik peroksitlerin suya ve alkollere indirgenmesini saglayan, etkinligi i¢in selenyuma

ihtiya¢ duyan, oksidorediiktaz sinifindan bir enzim.

H,0, + 26SH ———— GSSH + 2H,0

Viicudun dogal antioksidan savunma mekanizmasi igerisinde yer alir. Bu enzimin
aktivitesi selenyum, vitanim C ve E varliginda artar. Enzim aktivitesinin en fazla oldugu
dokular ise eritrositler ve karacigerdir. Lipitlerin ve dolayisiyla hiicre zarinin oksidasyonunun
engellenmesi igin 6nemli bir enzimdir (Goger 2006).

Salvia virgata ekstrelerinin Jurkat hicre serisi Gzerinde GSH-Px enzim aktivitesi
zaman karsi olarak 0.25 ve 0.50 mg/mL konsantrasyonlarda test edilmistir. Elde edilen
sonuglar Sekil 4.11.” de verilmistir. Biiyiik deger yiiksek aktiviteyi ifade etmektedir. Sekil
4.11.°e gore en yiiksek aktiviteyi su ekstresi ve rozmarinik asit gostermistir. Metanol ekstresi

aktivite gdstermemistir.
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Sekil 4.11. : S virgata ekstrelerinin GSH-Px enzim aktivitesi Uzerine etkisi
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4.12. Silperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivites

Hiicre membranlarinda ve DNA iizerinde dogrudan veya dolayli olarak hasar yapan
stiperoksit anyon radikalinin aerobik organizmalarda ortamdan uzaklastirilmasinin hayati
Onemi vardir. Siiperoksit anyon radikalinin organizmadan uzaklastirilmasi isleminden
sorumlu olan siiperoksit dismutaz enzimidir. Siiperoksit dismutaz enziminin 3 farkli tipi
vardir: metal igeren siiperoksit dismutaz enzimi (Fe-SOD), manganez iceren slperoksit
dismutaz enzimi (Mn-SOD), bakir/¢inko igeren siiperoksit dismutaz enzimi (Cu,Zn-SOD)
(Cheng ve ark 2006). Superoksit dismutaz enzimi siperoksit anyon radikalini hidrojen

peroksit radikaline doniistiirerek etkisiz hale getirir (Bachmayer 2004).

20,2 + 2H—>2 _ 1o, + 0,

Salvia virgata ekstrelerinin Jurkat hicre serisi Uzerinde Superoksit dismutaz (SOD)
enzim aktivitesi 0.25 ve 0.50 mg/mL konsantrasyonlarda test edilmistir. Elde edilen sonuglar
Sekil 4.12° de verilmistir. Biiyiik deger yiiksek aktiviteyi ifade etmektedir. Sekil 4.12” ye gore
her iki ekstre de yakin aktivite gostermistir. Fakat metanol ekstresinde aktivite konsantrasyona
bagli olarak artarken, su ektresinde azalmistir. Gallik ve rozmarinik asit ektrelerden daha az

aktif olarak bulunmustur.
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Sekil 4.12. : S virgata ekstrelerinin SOD enzim aktivitesi izerine etkisi
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4.13. Malondialdehit (MDA) miktarinin belirlenmesi

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ¢oklu doymamis yaglar1 degrade ederek malondialdehit
(MDA) olusmasina sebep olurlar. MDA reaktif bir aldehittir ve hiicrelerde toksik strese neden
olur. Bu nedenle bir aldehit olan MDA, organizmada oksidatif stresin dulzeyinin
belirlenmesinde bir biomarker olarak gorev yapar.

MDA dizeyi tiyobarbitirik asit (TBA) reaksiyonu ile 6lcilir. Bu reaksiyon sonucunda
MDA ve tiyobarbitiirik asit reaktif bilesikleri (TBARS) birlikte cevap verir. Bu bilesiklerin
TBA ile verdikleri reaksiyon sonucu olusan kirmizi rengin spektrofotometrik olarak dl¢tilmesi
ile belirlenir (Goger 2006).

Salvia virgata ektrelerinin Jurkat hiicrelerinde oksidatif stresi nasil etkiledigi MDA
dizeyinin dlgiilmesi ile belirlenmistir. Elde edilen MDA miktarlar1 Sekil 4.13.” de verilmistir.
Hem metanol hem de su ektreleri diisiik dozda (0.25 mg/mL) yiiksek doza (0.5 mg/mL) oranla
daha aktif bulunmustur. Su ekstresi 0.5 mg/mL dozda oksidatif stresi artirmis ve buna bagh
olarak MDA diizeyini ylikseltmistir. Rozmarinik asit ise 0.5 mg/mL dozda oksidatif stresi
oldukca yliksek oranda azaltmistir.

2 - H0,25mg/mL  0,5mg/mL
1,5
=
=
<1
=
0,5 -
il
0 - ‘

Met BHT BHA GA RA SME SSE
Ornek

Sekil 4.13. : S virgata ekstrelerinin MDA duzeyi Uzerine etkisi
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5.  TARTISMA VE SONUC

Salvia Lamiaceae familyasinin en yaygin cinslerinden birisidir ve pekgok iilkenin
farmakopesinde yer almaktadir. Literatiirde Salvia tiirleri ile yapilmis ¢ok sayida kimyasal ve
aktivite ¢alismalar1 mevcuttur. Bu ¢alismalar Salvia tiirlerinin igermis olduklart maddelerin
izolasyonu, yapi tayinleri ve hem bu maddelerin hem de ekstrelerin etki g¢alismalarini
kapsamaktadir (Adzet ve ark, 1988, Cuvelier ve ark 1994, Ho ve ark 2000, Weng ve Wang
2000, Gu ve Weng 2001, Lu ve Foo 2002, Miura ve ark 2002, Pizzale ve ark 2002, Santos-
Gomes ve ark 2002, Matsingou ve ark 2003, Bors ve ark 2004, Miliauskas ve ark 2004, Kosar
va ark 2005a, Ai-li ve Chang-Hai 2006, Tepe ve ark 2005, Zhao ve ark 2006) . Ayrica Salvia
tiirleri ile ilgili olarak hem tilkemizde hem de diinyada yogun olarak ugucu yag ¢aligmalar: da
yapilmaktadir. Ulkemizdeki bu ugucu yag calismalarin1 yogun olarak Anadolu Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali gerceklestirmektedir.

Bu tez kapsaminda S. virgata’nin biyolojik aktiviteleri ve etkiden sorumlu fenolik
bilesikleri kalitatif ve kantitatif olarak incelenmistir. Bu amagla bitkiden %70 metanol ve su
ekstreleri hazirlanmistir. Bu ekstreler (zerimde in vitro ve in vivo antioksidan aktivite,
antimikrobiyal aktivite, sitotoksisite deneyleri ve kalitatif ve kantitatif kompozisyon analizleri
yapildi.

S virgata’nin toprak istii kisimlarindan hazirlanan ektrelerin verimleri birbirlerine
olduk¢a yakin (%25.94 SME, %24.99 SSE) bulunmustur. S virgata’nin 6zellikle Bursa
civarinda halk arasinda kan kanserinde dekoksiyonu halinde kullanildigi kaydedilmistir. S
virgata ekstrelerinde toplam fenol, flavonoit ve flavonol igerikleri incelendiginde fenolik
bilesim bakimindan metanol ekstresinin daha zengin oldugu tespit edilmistir.

Ekstreler iizerinde yapilan YBSK analizleri sonucunda her iki ekstrede de tanimlanan
fenolik bilesikler igerisinde rozmarinik asit ana madde olarak tespit edilmistir. Rozmarinik
asit miktar1 metanol ektresinde 66.94 + 0.47 mg/g, su ektresinde ise 26.81 + 0.05 mg/g olarak
bulunmustur. Ayrica ekstrelerde kafeik ve o-kumarik asit gibi hidroksisinnamik asitler de
bulunmaktadir. Ekstrelerin igerisinde UV spektrumlarina gore flavonoit glikozitlerinin
aglikonlara gore daha yiiksek oranda bulundugu belirlenmistir. Ekstrelerde belirlenen luteolin
miktarlart metanol ektresinde 0.97 + 0.03 mg/g ve su ektresinde 0.22 + 0.00 mg/g olarak tespit
edilmistir. Yapilan literatiir taramalarinda rosmarinik asitin Salvia tiirlerinde ana bilesen
olarak bulundugu ve antioksidan aktiviteden sorumlu bilesigin de rozmarinik asit oldugu
derlenmistir. Ayrica karnosik asit, karnosol ve tiirevlerinin de Salvia tiirlerinde degisen

oranlarda bulundugu ve aktiviteden sorumlu bilesikler arasina girdigi literatiirde kayitlidir
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(Cuvelier ve ark 1994, Adzet ve ark 1998, Lu ve Foo 2002, Miura ve ark 2002, Pizzale ve ark
2002, Matsingou ve ark 2003, Kosar ve ark 2004). Ayrica Salvia tirlerinde bulunan
flavonoitlerden en yaygin olanlarinin luteolin ve apigenin ve bunlarin glikozitleri olduklar1 ve
bunlardan da luteolinin glikozitlerinin bulunma sikliginin apigenine gére daha fazla oldugu da
bilinmektedir (Lu ve Foo 2002).

Ekstrelerin demir(111)’U demir(ll)’ye indirgeme kapasitesi hidrojen verme kapasiteleri
olarak degerlendirilir (Yildinm ve ark 2000). Indirgeme kapasitesi radikal zincir
reaksiyonlarinin baglangic sathasinda olduk¢a 6nemlidir (Yildirim ve ark 2000). Literatiirde,
sulu ekstrelerin demir(111)’G demir(l1)’ye indirgeme kapasiteleri ile antioksidan aktiviteleri
arasinda yliksek korelasyon bulunmasina (Dorman ve ark 2003, 2004, Kosar ve ark 2005)
ragmen, bunun her zaman dogru olmadig1 kayithdir (Yildirnm ve ark 2000). Ekstrelerin
demir(IlT)’ti demir(Il)’ye indirgeme giicli test edilmistir. Sonuglar askorbik asite esdeger
olarak hesaplanmis (AscAE) ve bu degerler kullanilmistir. AscAE degeri biiyiidiikce aktivite
de artmaktadir. S virgata dan elde edilen metanol ektresinin indirgeme kapasitesi 1.55
mmol/g AscAE, su ektresinin ise 0.73 mmol/g AscAE olarak bulunmustur. Ektrelerin i¢erinde
ana bilesen olarak bulunan rosmarinik asitin indirgeme giicii ise 4.01 mmol/g AscAE olarak
tespit edilmistir. Fenolik madde igerigi daha zengin olan metanol ekstresinin demir(Ill)’i
indirgeme kapasitesi daha fazla olarak bulunmustur. Yiiksek aktiviteye sahip metanol ekstresi
yine yuksek oranda rozmarinik asit icermektedir. Fenolik asitler ve flavonoitler dogal
antioksidanlar olarak bilinirler. Fenolik asitler, Ozellikle hidroksisinnamatlar, antioksidan
aktivitelerini hidrojen vererek gosterirler (Rice-Evans ve ark 1996, Gu ve Weng 2001).
Hidroksisinnamatlar simifinda yer alan rozmarinik asit ve tlrevleri, cok glcli DPPH® radikal
stipiirticii bilesikler olarak bilinirler (Lu ve Foo 2002). Fenolik asitler ve flavonoitler polar
cozlculerde ¢ozundrler ve polar sistemlerde gucli aktivite gosterirler. Demir(111)’G indirgeme
reaksiyonu ve DPPH® radikal siipiiriicii etki testleri polar ortamlarda yapilmaktadir. Bu
nedenle de bu bilesiklerce zengin fraksiyonlar bu deney sistemlerinde etkili olarak
bulunmuslardir.

1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) radikali, 517 nm de maksimum absorbans veren
stabil bir radikaldir. Antioksidan 6zellikli maddeler tarafindan elektron ve hidrojen atom
transferi ile DPPH® radikalinin hidrazin tiirevlerine indirgendiginde absorbans diiser (Sekil
5.1) (Bachmayer 2004).
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| |
N® + ArOH ———— NH + Ar0®
O,N NO, O,N NO,
NO, NO,
(DPPH®) (antioksidant, 6m. fenolik) (DPPH-H) (antioksidant serbest radikali)

Sekil 5.1. DPPH* radikali ile hidrojen verici fenolik bilesiklerin reaksiyon mekanizmasi

Ekstrelerin azot merkezli stabil bir radikal olan DPPH® radikalini stiptirme kapasiteleri
fizyolojik pH da incelenmis ve sonuglar ICso degerleri olarak (mg/mL) verilmistir. ICso degeri
kiculdikce aktivite artmaktadir. S virgata bitkisinden elde edilen metanol ektresinin DPPH
radikalini stpuruci etkisi (ICso: 0.16 mg/mL) su ektresine (ICso: 0.20 mg/mL)goére daha
yiiksek olarak bulunmustur. Rosmarinik asitin 1Csp degeri ise 0.04 mg/mL olarak
belirlenmistir. Rosmarinik asitin radikal stpdriicl etkisi BHA, BHT ve askorbik asitten daha
yiiksek olarak bulunmustur. Metanol ekstresinin etkisi de askorbik asite esdegerdir. Buradan
ana bilesik olan rozmarinik asit miktar1 ile DPPH® radikalini siipiirme etkisi arasinda dogrusal
bir iliski oldugunu anlasilmaktadir. Salvia tiirleri dogal antioksidan kaynagi olarak bilinirler
ve bu amagcla yaygin olarak kullanilirlar. Giiglii radikal siipiiriicii etkiden kafeik asit tlirevleri,
karnosik asit, karnosol ve turevleri sorumlu olarak bilinmektedir (Lo ve Foo 2002, Pizzale ve
ark 2002). Flavonoitler DPPH® radikal siiptiriicii etki bakimindan daha zayif etkilidirler.
Ayrica flavonoitlerde glikozit formlarinin ve derecelerinin radikal siipiiriicii aktiviteyi
diistirdiigii literatiirde kayithidir (Ho ve ark 2000, Lu ve Foo 2002). Ayrica S. officinalis ile
yapilan es zamanli YBSK-DPPH® tiirevlendirme ydntemiyle yapilan ¢alismada rozmarinik
asit ve karnosik asit ile tlrevlerinin gticli DPPH® radikal siipiiriicii etkiye sahip oldugu da
gosterilmistir (Kosar ve ark 2004).

Ekstrelerin ABTS®" radikalini siipiiriicii etkileri incelenmistir. Su ektresi her iki dozda
da (0.25, 0.50 mg/mL) daha iyi siipiiriicii etki géstermistir. Rozmarinik asit (TEAC 1.23-2.26
mg/mL) ise standart olarak kullanilan BHT’den (TEAC 0.57-1.17 mg/mL) daha aktif

bulunmustur.
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Yaglarin oksidasyonu gidalardaki oksidatif bozulmanin ve insan viicudundaki hiicresel
organellerin fizyolojik fonksiyonlarinin kaybinin en 6nemli nedenidir (Yamamoto ve Niki
1991). Potansiyel antioksidanlar olarak besin maddelerinin ve membran fosfolipitlerinin in
vitro olarak degerlendirilmesi i¢in en kullanigli model sistemleri fosfolipitlerdir. Bu amagla
sentetik antioksidanlar serbest radikalleri uzaklastirmak amaciyla kullanilmaktadir. Hidroksil
radikali basta olmak {iizere, fizyolojik olarak benzer reaktif oksijen tirleri in vivo zincir
reaksiyonlarinda bozulmay1 baglatir ve pek ¢ok hastaligin olusumunda rol oynar (Chatterjee
ve Agarwal 1988).

Bu ¢alismada demir(Ill) ve askorbik asit varliginda fosfolipit esasli lipozomlar hizla
hidroksil radikal kaynakli peroksidasyona tabi tutulmus ve malondialdehit ve benzer
aldehitlerin tesekkiilii saglanmistir. Olusan bu reaktif aldehitler 2-tiyobarbitirik asit ile
reaksiyona sakularak olusan pembe renk 532 nm de spektrofotometrik olarak Sl¢lilmiistiir.
Olusan renk siddeti reaktif aldehit miktar1 ile dogru orantili olmasi nedeniyle lipit
peroksidasyon miktar1 ve dolayistyla test maddelerinin antioksidan etkileri de bu sekilde tayin
edilmistir.

S virgata’dan elde edilen her iki ekstre de 2-tiyobarbitlrik asit reaktif turlerinin
(TBARS) olusumunu engelleyerek belli oranda antioksidan etki gostermislerdir. Her iki
ekstrede de ana fenolik bilesik olan raozmarinik asit ise oldukca yiiksek aktivite (ICso 0.077
mg/mL) gostermistir. Fenolik madde igerigi ile lipit peroksidasyonunu engelleyici etki
arasinda dogrusal bir oranti bulunmaktadir. Fenolik igerigi daha fazla olan metanol ekstresi
daha aktif (ICsp 2.016 mg/mL) bulunmustur. Bu sonuglara gore, ekstreler fosfolipitleri
oksidasyona kars1 hidroksil radikallerini lipit matriksinin icerisinde reaksiyona girmaden 6nce
tutarak korumuslardir. Bu nedenle ekstreler lipitca zengin matriksi bulunan biyolojik
memebranlarda ve gida {irlinlerinde koruyucu olabilirler.

Hiicre membranlarinda bulunan lipitler linoleik asit ve arasidonik asit gibi oksidasyona
oldukca miisait doymamis yag asitleri bakimindan zengindirler (Braca ve ark 2003, Liyana-
Pathirana ve Shahidi 2006). Bu nedenle, bu tez kapsaminda incelenen Salvia ekstrelerinin
antioksidan etkileri taranirken doymamais yag asitli deney ortamlarinin kullanilmasi énemlidir.
Bu amagla en ¢ok kullanilan deney modellerinden birisi B-karoten-linoleik asit beyazlama
testidir (Koleva ve ark 2002). Bu emiilsiyon bazli sistemde, linoleik asitten hidrojen ¢ikmasi
sonucu olusan pentadienil serbest radikalinin yuksek konjugasyona sahip olan B-karotene
hiicum etmesi sonucu reaksiyon emiilsiyonunun renginin agilmasi esastir (Amarowicz ve ark

2004). Orneklerin B-karotenin renginin agilmasini inhibe etmesi ya da geciktirmesi serbest
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radikal stpiricu etkiyi yani antioksidan etkiyi diisiindiirebilir (Liyana-Pathirana ve Shahidi
2006).

S virgata ektrelerinin PB-karoten ve linoleik asitin birlikte oksidasyonu esasina
dayanan oksidasyon deneylerinde en yiiksek aktiviteyi metanol ektresi gostermistir. Su ektresi
ve rozmarinik asit ekstresi hemen hemen benzer etki saglamislardir. Askorbik asit ise bu
deney modelinde prooksidan etki gdstermistir.

Gidalar siklikla tiretim prosesleri sirasinda ge¢is metal iyonlar1 ile kontamine olurlar.
Cift degerlikli metal iyonlar1 oksidasyon proseslerinde énemli rol oynarlar (Fenton kimyasi)
(Halliwell, 1997). Bu prosesler demirin selasyonu veya deaktivasyonu ile sonlandirilabilir. Bu
nedenle ekstrelerin demir(Il) iyonunun selasyonu iizerine etkisi incelenmis ve sonuglar
Na,EDTA’ya esdeger olarak hesaplanmistir. S. virgata ekstrelerinden metanol ektresinin su
ekstresine gore demir(Il) iyonlarini daha iyi etkisiz hale getirerek uzaklastirdigin1 géstermistir.

Salvia tiirleri ile yapilan antimikrobiyal aktivite calismalarinda genellikle apolar
fraksiyonlarin aktif oldugu bulunmustur. Salvia cinsi Lamiaceae familyasina dahil olmasi
nedeniyle ugucu yag tasiyan bir cinstir. Bu apolar fraksiyonlarin etkili bulunmasi da bu
nedenledir. Ugucu yaglarin antimikrobiyal etkileri kanitlanmistir. Bu c¢alismada ise S
virgata’nin polar fraksiyonlari ¢alisilmistir. Yapilan antimikrobiyal etki deneylerinde yiiksek
aktivite gozlenememesi de bu nedenledir. Flavonoitlerin antimikrobiyal etkileri zayiftir.
Yapilan ¢alismalar sonucunda 6 miroorganizma kiltiirinde su aktivitesi herhangi bir etki
gdstermemistir. Metanol ektresi de sadece S. aureus’ a kars: orta derecede (MIK 500 pug/mL)
etkili bulunmustur.

S virgata bitkisinin sulu ekstresi Balikesir ve Bursa yorelerinde halk tarafinda
l6semiye kars1 kullanilmaktadir. Bu ¢alismada da bu nedenle hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 Jurkat
(Kronik Myeloid Ldsemi) hiicre serisi tizerinde yapilmistir. Ektreler ve standart maddeler
Jurkat hiicre serilerine 0.25 ve 0.50 mg/mL dozlarda uygulanmis ve sitotoksisite sonuclari
Alamar Blue boyama yontemi ile belirlenmistir. Elde edilen inhibisyon yiizdeleri
degerlendirildiginde metanol ektresi her iki konsantrasyonda da inhibisyon gdstermistir. Su
ektresi ise 0.5 mg/mL dozda metanol ektresinden daha aktif bulunmustur. Rozmarinik asit ise
0.5 mg/mL dozda yaklasik %50 oraninda inhibisyona neden olmustur. Rozmarinik asit her iki
ekstrede de ana bilesen olmasit nedeniyle sitotoksisiteye bu maddenin neden oldugu
diistintilebilir. Ayrica su ektresinin aktif bulunmasi da halkin kullanimina paralel bir sonug

olarak bulunmustur.
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Bilindigi gibi kanser, oksidatif stres ve otooksidasyon savunma sistemi arasinda
arasinda dogrusal bir iligski vardir. Oksidatif stresin diizeyinin ol¢tilmesinde de MDA 6nemli
bir gostergedir. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve speroksit dismutaz (SOD) enzimleri ise
organizmada bulunan ve otooksidasyon savunma mekanizmasi igerisinde yer alan endojen
antioksidanlardir. Bu sistemler tUzerindeki etkilerin belirlenmesi ile maddelerin oksidatif stres
ve dolayisiyla kanser tlizerine etkileri hakkinda da bilgi sahibi olunabilir.

S virgata ektreleri ve standart maddelerin MDA, GSH-Px ve SOD duizeyleri (izerine
olan etkileri 0.25 ve 0.50 mg/mL dozlarda denenmistir. Bu denemeler sonucunda GSH-Px
enzim aktivitesi Uzerinde su ektresi ve rozmarinik asit en yiiksek etkiyi gostermislerdir. Bu
sonuglar sitotoksisite sonuclari ile de uyum gostermektedir.

Hiicre membranlarinda ve DNA iizerinde ¢ok 6nemli hasarlara neden olan siiperoksit
iyonlariin uzaklastirilmasi olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle bu uzaklastirma mekanizmasindan
sorumlu olan enzim SOD’un aktivitesinin belirlenmesi de bu nedenle gereklidir. SOD enzim
aktivitesi 6lcimlerinde her iki ekstre de yakin aktivite gostermistir. Fakat metanol ekstresinde
aktivite konsantrasyona bagl olarak artarken, su ektresinde azalmistir. Gallik ve rozmarinik
asit ektrelerden daha az aktif olarak bulunmustur.

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) kanser olusum siirecinde olduk¢a 6nemli bir yeri
vardir. ROS basta lipitler olmak tizere pek ¢ok molekiiliin oksidasyonunda rol oynarlar. Bu
oksidasyon siiriicinde de malondialdehit ve baska tiirevler meydana gelir. Bu tiirevlerin
miktarinin belirlenmesi bize ROS ve oksidatif stres miktar1 hakkinda bilgi verir. Bu amacla
calismamizda MDA miktar1 tiyobarbitiirik asit kullanilarak belirlenmistir. Bu deney
sonucunda hem metanol hem de su ektreleri 0.25 mg/mL dozda 0.5 mg/mL doza oranla daha
aktif bulunmustur. Su ekstresi 0.5 mg/mL dozda oksidatif stresi artirmis ve buna bagli olarak
MDA diizeyini yiikseltmistir. Rozmarinik asit ise 0.5 mg/mL dozda oksidatif stresi oldukca
yiiksek oranda azaltmuistir.

Sonug olarak, S virgata ektreleri ile yapilan ¢aligmalar sonucunda ektrelerin fenolik
bilesim bakimindan zengin oldugu ve ana bielsenin rozmarinik asit oldugu tespit edilmistir.
Yapilan aktivite caligmalarinda rozmarinik asitin yiliksek aktivite gostermesi nedeniyle etkiden
sorumlu bilesiklerin basinda geldigi diisiiniilmektedir. Halk arasinda losemi tedavisinde
kullanilan S virgata bitkisinin su ekstresinin Kronik Myeloid Ldsemi hucresi olan Jurkat
hlicre serilerinde sitotoksik 6zellik gostermesi de bu kullanimi desteklemektedir. Bundan
sonraki ¢aligsmalarda su ekstresinin etki mekanizmasi ve etkiden sorumlu bilesiklerinin tespiti

alaninda calismalarimiz devam edecektir.
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