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OZET
S-Amiloid peptid (AB) birikimi, norofibriler diigiimler ve néronal hiicre 6limi Alzheimer
hastaliginin en 6nemli patolojik bulgularidir. Glikojen sentaz kinaz-3 (GSK-3) glikojen
metabolizmasinda rol oynayan ubikitoz bir serin/treonin kinazdir. Bir¢ok biyolojik etki ve
fonksiyona sahip GSK-3 Alzheimer hastaliginda tau hiperfosforilasyonu ve pg-amiloid
olusumu ile iliskilendirilmistir. Bu ¢alismada Alzheimer hastaliginda geleneksel olarak
kullanim1 olan Salvia tiirlerinden daha Once noroprotektif etkisi bu mekanizmayla
gosterilmemis olan Salvia fruticosa Mill. (syn. S. triloba)’ nin infiizyonu, ugucu yagi ve
metanolik ekstresinin S-amiloid peptid ile indiiklenmis norodejenerasyondaki koruyucu
etkilerini GSK-34 inhibisyonu {izerinden gerceklestirip gerceklestirmedigi arastirilmistir. En
fazla GSK-3f inhibisyonu etki gosteren ekstre belirlendikten bu ekstrenin SH-SY5Y
noroblastoma hiicre Kkiiltiiri ortaminda S-amiloid peptidle indiiklenmis norotoksisitedeki

koruyucu rolii incelenmistir.

Bu calismada Salvia fruticosa Mill. (syn. S. triloba)’ nin toprak iistii kisimlarinin once
metanolle, daha sonra bu ekstre {izerinden sivi-sivi ekstraksiyon yontemiyle farkl
polaritelerdeki ¢oziiciilerle ekstre edilerek hazirlanmis ekstrelerinin, hidrodistilasyonla elde
edilmis olan ugucu yaginin ve bitkinin toprak istii kistmlarindan hazirlanan inflizyonunun
GSK-3f inhibitorii olup olmadiklari, dncelikle in-vitro olarak arastirilmistir. En yiiksek etki
gosteren n-BuOH ekstresi, Poliamit kolon kromatografisi yardimiyla fraksiyonlanmistir. Elde
edilen ana fraksiyonlar tekrar bu aktivite i¢in denenmistir. Bu fraksiyonlardan en yiiksek etki
gosteren FRS tizerinde agik ve kapali kolon kromatografisi, teknikleri kullanilarak saflastirma
islemi gerceklestirilmistir. Elde edilen bilesiklerin yapilar1 spektroskopik yontemler
kullanilarak aydinlatilmistir.  Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi yardimiyla standart
maddeler kullanilarak ekstrelerdeki miktarlar1 arastirilmistir ve aktif fraksiyon olan FRS’ te

Rozmarinik asitin en yiliksek oranda oldugu tespit edilmistir. N-BuOH ve FRS5’ in SH-SY5Y



noroblastoma hiicre Kkiiltiirii ortaminda S-amiloid peptidle indiiklenmis norotoksisitedeki

koruyucu rolleri, hiicre canliligis (MTT yontemi), gosterilmistir.

Bu ¢alismada, Salvia fruticosa Mill. (syn. S. triloba)’ nin p-amiloid peptid ile indiiklenmis
norotoksisitede koruyucu rolii olup olmadigi, bu etkilerini GSK-3f inhibisyonu iizerinden mi
gosterdigi ve bu inhibisyonda hangi saf maddelerin rol oynayabilecegi hususlart ilk kez

arastirilmistir.
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ABSTRACT

p-Amyloid peptide (Ap) aggregation, neurofibrillary tangles and neuronal cell death are the
main pathological evidences of Alzheimer Disease (AD). GSK-3 is a ubiquitous
serine/threonine kinase which is mainly essential for in glycogen metabolism. GSK-3 which
has known to be a multifaceted enzyme playing important roles in many biological effects and
functions has been related to tau hyperphosphorylation and g amyloid aggregation in AD.
Furthermore the in-vivo and in-vitro over expression of GSK-34 in neuronal cells has been

shown to induce apoptosis.

In this study protective effects of various extracts prepared from two Salvia species (Salvia
huberi Hedge and S. rosifolia Sm.)-which has not been studied chemically except essential oil
components and investigated pharmacologically for this effects before- on  amyloid peptide
induced neurodegeneration and the underlying mechanism will be studied regarding GSK-34
inhibition. After the most effective GSK-34 inhibitory extract is identified, the responsible
compound or compounds for this activity will be isolated. The structures of the compounds

will be elucidated via spectroscopic methods.

In this study the in-vitro GSK-34 inhibitory effects of hydro alcoholic extracts of only aerial
parts of two Salvia species and various extracts which prepared with different solvents with
increasing polarity will be evaluated. The efficient polar extracts will be fractionationed with
Polyamide column chromatography and the apolar extracts will be fractionationed with Sigel
open column chromatography. The main fractions will be evaluated for GSK-34 inhibitory
activity. The various chromatographic methods (Polyamide Column Chromatography, Silica
gel Column Chromatography, Sephadex LH-20 Column Chromatography, Vacuum Liquid
Chromatography, Middle Pressured Liquid Chromatography) carried on the most active
fraction (FR5) for isolation of the compounds. The structures of the isolated compounds are

elucidated by the mean of spectral methods including (UV, IR, MS, *H-NMR, *C-NMR, 2D-



Vii

NMR); the distribution and quantities of these compounds from S. fruticosa is investigated
using HPLC.

n-BuOH extract and FR5 were tested on SH-SY5Y neuroblastoma cell lines and their
protective effects on g-amyloid peptide induced neurotoxicity was investigated by using MTT

assay.

In this study whether Salvia fruticosa and its various extracts have protective effects on p-
amyloid peptide induced neurotoxicity and whether they show these effects through GSK-34
inhibition and which compound or compounds can play an inhibitory role on GSK-34 are

investigated fort he first time.
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Resim 1: Salvia fruticosa



1. GIRIS

Ila¢ aday1 olabilecek model molekiiller bugiine kadar dncelikle dogal kaynaklardan
elde edilmistir. Ayrica baz1 maddeleri sentezlemek miimkiin olmayabilir ya da sentez sonucu
dogal bilesik ile ayn1 kimyasal konfigiirasyon saglanamazsa etki goriilmeyebilir. Bu durumda
dogal yollardan elde edilmis ya da yar1 sentez yoluyla iiretilmis bilesikler kullanilir.
Giliniimiizde hala dogal kaynaklardan elde edilen bilesikler dogrudan kullanimda ve/veya
sentetik ila¢ gelistirme sahasinda model bilesik olarak énemlerini korumaktadir. Tiirkiye bitki
cesitliligi agisindan yeni dogal bilesik arastirmalarinda cok 6nemli bir yere sahiptir.

Alzheimer hastaligi, dejeneratif norolojik bir rahatsizlik olup, amiloit £ proteinini
iceren senil plaklarin olusumu ve beyinde kolinerjik noromediyatorlerin kaybi ile
karakterizedir. Hastalarda gozlenen en 6nemli biyokimyasal degisim asetilkolin diizeyinin
hippokampus ve beyin korteksinde azalmasidir. Bu nedenle asetil kolinin hidrolizinden
sorumlu olan enzim asetilkolinesteraz (AchE) inhibisyonunu saglamak, Alzheimer
hastaliginin en onemli tedavi yontemlerinden biridir. Giinliimiizde Alzheimer hastaliginin
tedavisinde en iyi sonuglarin alindig1 tek ilag grubu asetilkolinesteraz inhibitorleridir.

Asetilkolinesteraz inhibitorii olarak ilk kullanilan madde dogal kaynaktan izole edilen
fizostigmindir. Daha sonra bu bilesige benzer maddeler sentezlenmis ve diger sentetikler
AchE inhibitorleri olarak kullanilmistir. Bunlar, takrin, donepezil, rivastigmin, metrifonat,
eptastigmin ve fenserin gibi sentetiklerdir. Galanthus tiirlerinden elde edilen galantamin de
onemli bir AchE inhibitoriidiir. Gliniimiizde yaygin olarak Ginkgo biloba ekstrelerini iceren
preparatlar da hafiza tizerindeki iyi edici 6zelliklerinden dolay: kullaniimaktadir.

Alzheimer hastalif1 i¢in bircok patolojik mekanizma Onerilmis olsa da AP’ nin
Alzheimer hastaliginin baslamasi ve ilerlemesinde anahtar bir molekiill oldugu
diisiiniilmektedir. Amiloid kaskat hipotezine gore S-amiloid fragmaninda (1-42) (Ap42)

meydana gelen artig S-amiloidin oligomerizasyon ve depozisyonu sonucunda birikmesine



neden olmaktadir. Birikmis Ap42, oksidatif stres olusturup, merkezi sinir sisteminin
homeostazisini degistirerek enflamatuvar cevap ile demansin asil sebeplerinden biri olan
noronal hiicre kaybina neden olmaktadir (36,37,41,43).

Glikojen sentaz kinaz (GSK-3) ilk olarak glikojen sentezini diizenleyen bir enzim
olarak tanimlanmis olmakla beraber son zamanlarda bu enzimin apoptozis ve gen
ekspresyonunu da kapsayan ¢ok cesitli biyolojik olaylarda da rol oynadigi saptanmistir. GSK-
3’ iin iki homolog izoformundan biri olan GSK-34’ nin aktivasyonunun tau patolojisi, Af
sentezi ve apoptotik noronal hiicre Oliimiinde katkisinin oldugu ¢esitli arastirmalarla
gosterilmistir. GSK-3f” nin AD’ de kilit 6neme sahip bir enzim oldugunun anlasilmasiyla
birlikte GSK-3/ inhibitor etki gosteren bilesik arayisi onem kazanmistir (7,19,21,26,32).

Bu calismada diinya genelinde ilag, kozmetik ve parfiim endiistrisinde dneme sahip
Salvia tiirlerinden biri olan ve iilkemizde dogal olarak yetisen Salvia fruticosa bitkisi tizerinde
Farmakognozik aragtirmalar yapilmasi planlanmistir. Labiatae familyasina ait Salvia cinsi
Diinya’ da yaklasik 900, Tiirkiye’de ise % 53’ ii endemik dogal olarak yetisen 99 tiirle temsil
edilmektedir. Cesitli Salvia tiirlerinin halk arasinda diyare, peptik iilser, yiiksek ates, kisirlik
tedavisinde, c¢esitli deri rahatsizliklarinda, romatizmal hastaliklarda, idrar yolu
enfeksiyonlarinda, anti-spazmodik, hemostatik, antidiyabetik ve anti-enflamatuvar olarak
kullaniliglar1 da bulunmaktadir. Salvia tiirleri, eski zamanlardan beri ¢esitli lilkelerin halk
tiplarinda hafiza iyi edici 6zelliklerinden dolayr kullanilmakla beraber Alzheimer hastaliginin
dogal tedavisinde bilimsel anlamda oldukga yeni bir potansiyeldir (67).

Geleneksel tipta demans tedavisinde kullanim1 olan ve son yillarda yapilan bir¢ok ¢aligmayla
cesitli mekanizmalarla noroprotektif etkileri gosterilen Salvia tiirleri tizerinde S-amiloid ile
indliklenmis norotoksisitede koruyucu etkilerinin olduguna dair az sayida c¢alisma
bulunmaktadir ve yapilmis bu ¢alismalarda bitkinin bu etkilerini GSK-34 enziminin direkt

inhibisyonuyla gosterip gostermedigiyle ilgili bir calisma bulunmamaktadir. Yapilan



caligmalar daha cok bu enzimin ekspresyon diizeylerinin aktive olup olmamasi, olusan p-
amiloid fibrillerinin destabilizasyonuyla iligskilendirilmistir (14).

Planlanan proje ¢alismasinda, ekstre ya da saf maddelerin GSK-3 beta inhibitor etkileri
ile beta amiloit toksisitesi arasinda herhangi bir paralellik olup olmadiginin arastirilmasi igin
Anadolu’ da dogal olarak yetisen ve S. officinalis yerine kullanilan olan Salvia fruticosa
bitkisi secilmis ve ¢aligma ii¢ asamada gerceklestirilmistir.

1. Salvia fruticosa bitkisinin toprak iistii kistmlarindan hazirlanan MeOH, n-BuOH, Su

ve Petrol eteri ekstrelerinin GSK-3 beta inhibitor etkilerinin saptanmasi,

2. GSK-3p4 inhibitor etki gosteren ekstrelerin fraksiyonlanmasi ve bu fraksiyonlarin

tekrar GKS-3 beta inhibit6r etkilerinin arastirilmasi

3. Hiicre hatlar1 iizerinde Abeta (1-42) ile toksisite olusturularak Aktif fraksiyonlarin

bu toksisiteye karsi koruyucu etkilerinin dl¢lilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

Alzheimer hastalig1 (AD), beyinde ekstraseliiler senil plak ve intrandronal ndrofibriler diigiim
(NFTs) olusumuyla karakterize norodejeneratif bir hastaliktir. Senil plaklarin ana bileseninin
normal metabolizma sonucu olusan S-amiloid peptid (AP) oldugu saptanmistir. Alzheimer
hastalig1 icin birgok patolojik mekanizma Onerilmis olsa da AP’ nin Alzheimer hastaliginin
baslamasi ve ilerlemesinde anahtar bir molekiil oldugu diisiiniilmektedir. Amiloid kaskat
hipotezine gore pS-amiloid fragmaninda (1-42) (AS42) meydana gelen artis S-amiloidin
oligomerizasyon ve depozisyonu sonucunda birikmesine neden olmaktadir (Sekil 1). Birikmis
ApA42, oksidatif stres olusturup, merkezi sinir sisteminin homeostazisini degistirerek
enflamatuvar cevap ile demansin asil sebeplerinden biri olan noronal hiicre kaybina neden

olmaktadir (36,37,41,43).

Alzheimer’s Disease Pathway
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Sekil 1. Alzheimer Hastalig1’ nin patolojik mekanizmasi



Glikojen sentaz kinaz (GSK-3) ilk olarak glikojen sentezini diizenleyen bir enzim olarak
tamimlanmis olmakla beraber son zamanlarda bu enzimin apoptozis ve gen ekspresyonunu da
kapsayan ¢ok cesitli biyolojik olaylarda da rol oynadigi saptanmistir. GSK-3’ {in iki homolog
izoformundan biri olan GSK-38’ nin (Sekil 2) aktivasyonunun tau patolojisi, Af sentezi ve
apoptotik néronal hiicre 6liimiinde katkisinin oldugu ¢esitli arastirmalarla gosterilmistir. GSK-
3 nin AD’ de kilit éneme sahip bir enzim oldugunun anlasilmasiyla birlikte GSK-34

inhibitor etki gosteren bilesik arayis1 6nem kazanmustir (7,19,21,26,32).

N-terminal

” insertion typical
for CMGC kinases

Sekil 2. GSK-3f enziminin sarmal yapisi
Bu arayis sonucunda bir¢cok dogal ya da sentetik bilesik bu aktivite yonilinden incelenmis ve
dogal bilesiklerden prenilli kemferol tiirevi bir flavonoit olan ikariin, deniz canlilarindan elde
edilen palinurin, himenialdisin, meridianin, indirubinler ve manzamin alkaloitlerinin, sentetik
olarak da halometilketon, piridiloksadiazol, tiyadiazolidinon, pirazolpirimidin ve maleimit
tirevi maddelerin GSK-3 inhibitor etki gosterdigi bulunmustur (7,9,34). Bu inhibit6rlerden
ikariinin GSK-34” y1 dolayli olarak inhibe ederek PC12 ndroblastoma hiicrelerinde tau
hiperfosforlisyonunu engelledigi gosterilmistir (44). Sentetik bir non-ATP kompetetif
inhibitor olan tiyadiazolidinon bilesiginin transjenik farelerle yapilan bir ¢alismada in-vivo

olarak noronal kaybi azalttigi gosterilmistir (39). GSK-34 enziminin Af norotoksisitesindeki



rolii aydinlatilmis olmasina ragmen bu enzimin dogrudan inhibisyonunun Alzheimer
patogenezindeki koruyucu rolleri ile ilgili ¢alismalar (18) dikkate alindiginda daha Once
Alzheimer patogenezi ile asetilkolinesteraz lizerinden iliskilendirilmis olan Salvia tiirlerinin
etkisini GSK-3f enzimi lizerinden gerceklestirip gerceklestirmedigi ilk kez bu galisma ile

gosterilecektir.
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Sekil 3. GSK-3’ {in etkiledigi biyolojik olaylar ve hastaliklarla iliskisi
GSK-3f enzimi ile Alzheimer patogenezi arasinda 6nemli bir baglanti olabilecegi son yillarda
oldukga &nem kazanmistir (Sekil 3). Oyle ki bu enzimin inhibisyonunun hastaligin
patogenezinde yer alan tau fosforilasyonu ve beta-amiloid toksisitesi ile iliskilendirilmis
olmasi oldukga dikkat ¢ekicidir. O nedenle giinimiizde GSK-34 inhibisyonu gosteren veya
yapisal olarak gosterme ihtimali olan bilesiklerin bulunabilmesi yeni tedavi rejimlerinin

gelistirilebilmesine de 151k tutacaktir.
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Sekil 4. Artmis GSK-3 aktivitesinin ndronlar iizerine etkisi

Alzheimer hastalifinda geleneksel kullanima sahip bir¢ok bitki ve onlarin ekstrelerinin
asetilkolinesteraz inhibitor etki, antioksidatif aktivite, Af iireten sekretazlarin modiilasyonu,
Af degredasyonu, agir metal baglama ve apoptotik mekanizmalarla iligkileri in-vitro ve in-
Vvivo ¢alismalarla ortaya konmustur (1,2,6,25,28,29). Hastaligin semptomatik tedavisinde daha
cok fizostigmin, galantamin, huperzin A ve berberin gibi asetilkolinesteraz inhibitorii etki
gosteren alkaloit yapisinda dogal saf bilesikler ilgi géormiistiir. Galantamin ve Huperzin A’ nin
aynt zamanda p-amiloid peptid fragmanina karsi noroprotektif ve serbest radikalle
indiiklenmis sitotoksisitede etkili oldugu gosterilmistir (25). Yapilan bir ¢alismada alkaloit
dis1 farkli iskeletlere sahip c¢esitli kalkon, naftokinon, furokumarin, flavonoit, lignan,
fenilpropanoit, fenolik asit, tokoferol, sekoiridoit, triterpen ve ksanton bilesikleri
incelendiginde ksantonlarin galantamine yakin konsantrasyonlarda asetil kolinesteraz etki
gosterdigi bulunmustur (4). Cesitli hayvan modellerinde néroprotektif etkileri gésterilen ve
geleneksel kullanima sahip bitkilerin basinda ise Salvia officinalis, S. lavandulaefolia, Salvia
miltiorrhiza, Melissa officinalis, Crocus sativus, Ginkgo biloba, Angelica sinensis, Dipsacus

asper, Centella asiatica, Astragalus membranaceus, Cassia obtisufolia, Uncaria



rhynchophylla, Paeonia suffruticosa, Panax ginseng, Polygala tenuifolia, Magnolia
officinalis ve Curcuma longa gelmektedir (1). Bitkilerin bu etkileri monoterpenler,
seskiterpen laktonlar, diterpenler, triterpenler (oleanan, ursan, dammaran), triterpenik
saponinler, fenolik asitler, diarilheptanoitler, karotenoitler, bifenolik lignanlar ve
oligosakkaritler gibi ¢ok ¢esitli madde gruplarina dayandirilmistir (6,10-12,23,28,35).
Geleneksel Cin tibbinda kullanimi olan Angelica tiirlerinden A. archangelica ve A. sinensis’
in bir¢ok biyolojik etkilerinin yani sira f-amiloid ile indiiklenmis hiicre 6liimiinde koruyucu
etkilerinin oldugu ve bu etkilerini hiicresel oksidasyon mekanizmalarina etki ederek
gosterdikleri ortaya konmustur (17). Icerisinde Angelica archangelica ekstresi ve ferulik asit
bulunan Feruguard isimli iirliniin Alzheimer hastalar1 {izerinde demansin davranigsal ve
psikolojik semptomlarini anlamli bir sekilde azalttigi; ferulik asitin ayn1 zamanda fS-amiloid
fibrillerinin stabilizasyonunu da bozdugu yapilan galismalarla gosterilmistir (17,29). Baska bir
caligmada da A. sinensis’ in igerdigi fenolik asitler olan ferulik asit ve ftalik asitin diisiik
dozlarda ekstreye gore daha yiiksek noroprotektif etki gosterdigi bulunmustur (13). Yine A.
sinensis’ in metanol ekstresinin GSK-34’ nin down-regiilasyonu sonucu inhibe ederek A ile
indiiklenmis norotoksisiteyi ve tau hiperfosforlisyonunu azalttig1 gosterilmistir (45). Bagka bir
Angelica tirii olan A. officinalis ile yapilan bir c¢alismada da bitkinin igerdigi
furanokumarinlerin yiiksek biitirilkolinesteraz inhibitor aktivite gosterdigi saptanmustir (38).
Yine geleneksel Cin tibbinda kokleri kalp-damar sistemi hastaliklarini tedavi etmek amaciyla
kullanim1 ¢ok eskilere dayanan ve etkili madde olarak fenolik asitler ve abietan tip iskelete
sahip tansinonlar adi verilen diterpenleri tasiyan baska bir bitki olan Salvia miltiorrhiza’ nin
AchE aktivite, Af toksisite ve Nitrikoksit sentaz (NOS) etkileri oldugu yapilan ¢alismalarla
kanitlanmistir (22). 2011 yilinda yapilan bir ¢alismada bitkinin koklerinin igerdigi fenolik
asitlerin ~ f-amiloid ile indiiklenmis sitotoksisitede koruyucu, tansinonlarin ise

asetilkolinesteraz inhibitdr ve antioksidan etkileri oldugu gosterilmistir (24,46). Ozellikle bir



fenolik asit olan salvianolik asit B’ nin Af fibril olusumunu engelleyerek ve olusan fibrilleri
dagitarak Ap ile indiiklenmis ndrotoksisitede koruyucu rol oynadigi cesitli ¢alismalarla
gosterilmistir (5,27). Bununla birlikte Salvia officinalis ve Salvia lavandulaefolia’ nin
etanolik ekstreleri ve ucucu yaglarinin ¢ok kii¢iik dozlarda bile asetilkolinesteraz inhibitor
etkileri oldugu gosterilmis; bu ekstre ve ugucu yaglarla orta dereceli Alzheimer hastalari
tizerinde yapilan klinik denemelerde hastalarin kognitif fonksiyonlarinda iyilesme oldugu
gbzlenmistir (2,16,33,42). Yine son yillarda yapilan bir ¢alismada S. officinalis ve igerdigi
kafeik asit tiirevi bir fenolik asit olan rozmarinik asitin A ile indiiklenmis norotoksisitede
PC12 hiicrelerini koruyucu etki gosterdigi bulunmustur (14).

Calismada Salvia fruticosa Mill. (syn. S. triloba)’ nin se¢ilme nedeni; Alzheimer
patogenezinde koruyucu etkileri ile iligkilendirilmis olan Salvia tiirlerinin simdiye kadar etki
mekanizmalarmin genellikle geleneksel bir yaklagim olan asetilkolinesteraz inhibitdr etkinlik
tizerinden aragtirilmis olup, bu bitkilerin dogrudan GSK-34 inhibisyonu iizerinden Alzheimer
patogenezi ile iliskilendirildigine dair mevcut literatiir olmayisidir. Ayrica Salvia fruticosa
tilkemizde, tibbi adagay1 olarak da bilinen Salvia officinalis yerine siklikla kullanilmaktadir.
Salvia tiirleri diinya izerinde 1000 den fazla yayilis gosteren tiir sayisiyla Lamiaceae
familyasinin en zengin liyelerinden biridir. Son kayitlarla birlikte bu cins 51° 1 endemik olmak
tizere Tiirkiye’ de 97 tiirle temsil edilmektedir. Bu say1 bir¢gok komsu iilkeden ve Avrupa’ nin
tamamindan daha fazla tiire sahip oldugumuzu goéstermektedir (15). Son yillarda yapilan
calismalarda bu tiirlerin tamami asetilkolinesteraz aktivite yoniinden incelenmis ve bazi
tiirlerin yiiksek etkiler gosterdigi bulunmus ve bu bitkilerin aktivitelerinin yiiksek polifenolik,
ozellikle fenolik asitlerce zengin igeriklerinden dolayr oldugu da disiiniilmistiir
(20,30,31,40). Salvia tiirleri halk arasinda soguk alginligmmin, bogaz, karmn agrilarimin,
menstrual bozukluklarin tedavisinde, antimalaryal, dezenfektan, piirgatif ve seker diisiiriicii

olarak kullanilmaktadir. Ayrica cins iizerinde yapilan farmakolojik aktivite caligmalarinda
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bitkinin, ekstrelerinin, ugucu yaglarinin ya da icerdigi bilesiklerin, hipoglisemik, antiseptik,
antioksidan, immunomodiilator, antifungal, sitotoksik, platelet agregasyonunu inibe edici,
antiasetilkolinesteraz ve haliisinojenik etkilerinin oldugu gosterilmistir. Bitki {izerinde yapilan
fitokimyasal g¢alismalarda bugiine kadar Ozellikle abietan ve neoklerodan tip diterpenler,
oleanan, ursan ve lupan iskeletlerine sahip triterpenler, apigenin ve luteolin ve bunlarin 6-
hidroksilli tiirevlerini i¢eren flavonlar, kafeik asit monomer ve dimerlerinden olusan fenolik
asitler elde edilmistir. Bitkinin ugucu yagi lizerinde yapilan ¢alismalarda en fazla tespit edilen
monoterpenler;1,8-sineol, kafur, borneol, tuyon, a ve S-pinendir (8).

Baz1 Salvia tiirleri, iilkemizin ihrag¢ iriinleri arasinda yer almaktadir (3). Cinsin iilkemiz
acisindan ekonomik dneminin yani sira tiir sayisinin ve endemizm oraninin yiiksek olusu cinsi
tilkemiz agisindan bir gen merkezi konumunda olmasina da neden olmaktadir. Geleneksel
tipta demans tedavisinde kullanim1 olan ve son yillarda yapilan bir¢ok calismayla cesitli
mekanizmalarla noroprotektif etkileri gosterilen Salvia tirleri tizerinde p-amiloid ile
indiiklenmis ndrotoksisitede koruyucu etkilerinin olduguna dair az sayida calisma
bulunmaktadir ve yapilmig bu ¢aligmalarda bitkinin bu etkilerini GSK-34 enziminin direkt
inhibisyonuyla gosterip gostermedigiyle ilgili bir calisma bulunmamaktadir. Yapilan
caligmalar daha ¢ok bu enzimin ekspresyon diizeylerinin aktive olup olmamasi, olusan p-

amiloid fibrillerinin destabilizasyonuyla iliskilendirilmistir (14).
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3. DENEYSEL KISIM
3.1. Fitokimyasal Calismalar

3.1.1. Bitkisel Materyal

Salvia fruticosa bitkisi Temmuz 2012’de Antalya; Kemer, Kii¢iik Burun, maki i¢leri,
20-30 m yiikseklikten toplanmistir. Bitki &rnegi, Erciyes Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Arastirma IX Laboratuvarinda saklanmaktadir.

Calismalarimizda, bitkilerin golgede kurutulmus ¢icekli toprak {istli kisimlari
kullanilmuastir.
3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Aletler

Kimyasal Kati Maddeler: Vanilin (Merck), Kafeik asit (Caffeic acid, SIGMA®,
China), Kilorojenik asit (Chlorogenic acid, ALDRICH®, China), Rozmarinik asit
(Rosamarinic acid, ALDRICH®, USA), Ferulik asit (trans- Ferulic acid, ALDRICH®, China),
3-Hidroksi sinnamik asit (3- hydroxycinnamic acid, MERCK®, Germany), p- Kumarik asit
(p- Coumaric acid, SIGMA®, UK), Gallik asit (3,4,5- Trihydroxybenzoic acid, SIGMA®,
China), Vanillik asit (Vanillic acid, MERCK®, Germany), 3,5-Dihidroksibenzoik asit (3,5-
Dihydroxybenzoic acid, ALDRICH®, Germany), 3,4- Dihidroksibenzoik asit (3,4-
Dihydroxybenzoic acid, ABRC®), 2,3- Dihidroksibenzoik asit (2,3-Dihyroxybenzoic acid,
ALDRICH®), 4- Hidroksibenzoik asit (4-Hydroxybenzoic acid, ALDRICH®, Germany),
Apigenin  (SIGMA®), Apigenin-7-O-Glukozit  (Apigenin-7- glucoside, FLUKA®,
Switzerland), Luteolin (SIGMA®, Israel), Luteolin-7-O-Glukozit (Luteolin-7- O- glucoside,
SIGMA®), Kemferol (Kaempferol, SIGMA®, France), Rutin ( Rutin hydrate, SIGMA®,
Brazil), Kersetin (Quercetin, SIGMA®, India)

Solvanlar: Aseton, Diklorometan, Etilasetat, Kloroform, Metanol, n-Butanol, n-
hekzan, Petrol Eteri, Stilfiirik asit, Toluen (Merck, Carlo Erba)

Adsorbanlar: Kromatografik caligmalarda kullanilan adsorbanlar Tablo 3. 1’ de
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verilmistir.

Tablo 3.1. Kromatografik ¢alismalarda kullanilan adsorbanlar

Yontem Adsorban

ITK Normal faz silika jel (Hazir aluminyum plak, Kieselgel 60 Fs4
0,2 mm, Merck 5554)
Ters faz silika jel (Hazir aluminyum plak, RP-18, 0,2 mm,
Merck 5559)

KK Normal faz silika jel (Kieselgel 60, 0,063-0,2 mm, Merck
7734)
Sephadex (LH-20, Fluka)

Prep. HPLC Ters faz silika jel (LiChroprep RP-18, 40-63 um, Merck)

HPLC Ters faz silika jel (Teknokroma C18 analitik kolon (250 x 4.6

mm, partikiil ¢ap1 5 um))

Revelator: Vanilin / H,SO,4 (Vanilin® in derisik siilfirik asit igindeki % 1’°lik
¢oOzeltisi). Piiskiirtmeden sonra 110°C’ de birkag¢ dakika 1sitilir.
Solvan Sistemleri: Kromatografik c¢alismalarda kullanilan solvan sistemleri Tablo

3.2.”de verilmistir.



Tablo 3.2. Kromatografik ¢alismalarda kullanilan solvan sistemleri

Solvan Sistemi

Kromatografik Yontem

Aseton

CHCl;

CHCls- EtOAc (97 : 3—90 : 10)
CHCl5- MeOH (98 : 2)

CHCI3 - MeOH-H,0 (80 : 20: 2)
CHCI3 - MeOH-H,0 (70 :30: 3)
CHCI3 - MeOH-H,0 (61:32:7)
CHCl3- MeOH (100 : 0 — 0 : 100)
CH,CI,

CH,Cl; - EtOAc (95:5 — 90 : 10)
EtOAC

MeOH

MeOH-H,0 (0 : 100 — 100 : 0)
Toluen

Toluen - CH.Cl, (1: 1)

SK

SK

ITK, SK
ITK, SK
ITK, SK
ITK, SK
ITK, SK
SK

SK

ITK, SK
SK

SFK, SK
Prep. HPLC, TF-ITK
SK

SK

13

ITK: Normal faz silika jel ince tabaka kromatografisi, Prep. HPLC: Preparatif yiiksek

basingli sivi kromatografisi, SK: Silika jel kolon kromatografisi, SFK: Sephadex LH-20

kolon kromatografisi, TF-ITK: Ters faz silika jel ince tabaka kromatografisi

Aletler:
IR Spektrofotometresi : Mattson 1000 FT-IR
UV Spektrofotometresi : Agilent 8453

Kiitle Spektrometresi : Agilent 5973 EI-MS
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NMR Spektrometresi : Varian Mercury Plus 400 MHz
Liyofilizator - Virtis Freezemobile 6

Rotavapor - Biichi

UV Lambasi : Camag (Tip: 29000)
Kromatografi Tanki : Camag (cam kiivet, 22 x 23 x 8 cm)

3.1.3. Kromatografik Yontemler

ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Kolon kromatografisi ¢alismalarinda toplanan fraksiyonlarin izlenmesinde ve
bilesiklerin sahit maddeler ile karsilastirilmasinda, normal faz ve ters faz silika jel kapli hazir

aluminyum plaklar kullanilmistir.

Numune Tatbiki: Numuneler bir pastor pipeti yardimiyla, plagin alt ucunun 1 cm
yukarisindan ve 0,6 cm araliklarla tatbik edilmistir. Kromatografi tankina konulan plaklar 7 -

10 cm mesafe boyunca siiriiklenmistir.

Acik Kolon Kromatografisi

(Calismalarimizda adsorban olarak 6n fraksiyonlama igin silika jel, saflagtirma i¢in
silika jel ve Sephadex LH-20 kullanilmis olan agik kolon kromatografisi yonteminden
yararlanilmistir. Fraksiyonlar 6n fraksiyonlamada 100’ er ml, saflagtirilma asamalarinda ise 5
- 10 ml toplanmis ve kontrolleri ITK ile yapilmustir. Aym Rf degerine sahip olan ve
revelasyon sonucunda benzer goriinen fraksiyonlar bir araya toplanmuigtir.

Kolonun Hazirlanmasi

Normal faz silika jel kolon kromatografisi (SK):
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Istenilen miktarda tartilan silika jel yeterli miktarda solvan sistemi ile siispansiyon
haline getirilmistir ve karisim alt ucuna pamuk yerlestirilmis olan cam kolona aktarilmistir.
Kolondan yeterli miktarda solvan sistemi gegirilerek adsorbanin yerlesmesi saglanmustir.
Adsorban {izerinde 2 - 3 mm solvan kalincaya kadar beklenmis ve solvan sisteminde

¢Oziilmiis olan numune kolona tatbik edilmistir.
Sephadex LH-20 kolon kromatografisi (SFK):

Istenilen miktarda tartilan Sephadex LH-20, yeterli miktarda metanol ile
karistirllmistir. Karisim, alt ucuna pamuk yerlestirilmis olan cam kolona doldurulmus ve
adsorban tamamen yerlesinceye kadar kolondan metanol gegirilmistir. Adsorbanin tizerinde 1

- 2 mm solvan kalinca MeOH’da ¢6ziilen numune kolona tatbik edilmistir.
Kolon Kromatografisi I¢cin Numune Tatbiki

Coziicii yardim ile tatbik: Numune yeterli miktarda solvan/solvan sistemi iginde
tamam1 c¢oziildiikkten sonra, bir pastor pipeti yardimi ile kolona tatbik edilmistir. Kolon
muslugu agilarak numune adsorbana emdirilmistir. Kolonun iizerine, adsorban ylizeyinin
bozulmasini engellemek i¢in pamuk yerlestirilmis ve kolona yeterli miktarda solvan sistemi

eklenerek eliisyona baglanmistir.

Preparatif Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi (Prep. HPLC)

Adsorban : LiChroprep Cig (40 - 63 pm, Merck)
Kolon - Sepacore Hazir Doldurulmus Kartus
Peristaltik Pompa : Dionex P680 HPLC Pumps
Enjektor : Rheodyne (Loop 2 ml)

Solvan Sistemi : MeOH - H;0 (% 0 - 100 MeOH)
Akis Hizi - 5 ml/dak

Basing :5-15 bar
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Fraksiyon Hacmi :5-10ml
Fraksiyon Toplayici - Biichi C-660

Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi Calismalar1 (HPLC)

Cihaz : Agilent Technologies 1200 Series

Dedektor : UV-DAD; 280 nm, 320 nm ve 360 nm

Kolon : Ters Faz C18 kolon (Teknokroma Mediterranea Sea 1g)
Solvan Sistemi : A) metanol/su/asetik asit (10:88:2, h/h/h),

: B) metanol/su/asetik asit (90:8:2, h/h/h)

: C) metanol
Akis Hiza : 1 mL/dak
Gradient : Solvent karisimi igerisinde B’nin orani; 15 dakikada

%15’ e, 3 dakikada %40’ a c¢ikar ve 12 dakika boyunca bu sekilde devam eder, 5 dakika i¢inde
%100’ e ulastiktan sonra C’nin oran1 2 dakikada %15°e, 11 dakikada %30’ a ulasir ve
ardindan 2 dakikada i¢inde baslangi¢ durumuna geri doner.

Yiiksek Basinchi Sivi Kromatografisi Kiitle-Spektrometresi (HPLC-MS/MS)

Cihaz : Shimadzu 20A HPLC MS/MS

Dedektor : Applied Biosystems 3200 Q-Trap MS/MS
Iyonlasma Modu : Elektro Sprey Iyonizasyon (ESI), negatif iyonlagma
Kolon : GL Science Intersil ODS 4,6 x 250 mm, 5 p

Kolon sicakhgi 40 °C

Mobil Faz : A) metanol/su/formik asit (10:89:1, h/h/h),

: B) metanol/su/asetik asit (89:10:1, h/h/h)
Akis Hizi : 1 mL/dak

Gradient : Mobil Faz B, 30 dakika i¢inde 0-100%" e ¢ikmustir.
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3.1.4. Ekstraksiyon ve Fraksiyonlama Calismalari

Golgede kurutulmus, toz edilmis bitkisel materyal (250 g) 2,5 L MeOH ile 37 °C’ de 8
saat siireyle 3 defa ekstre edilmistir. Ekstreler sicakken silizge¢ kagidindan siiziilmiis ve
stizlintiiler birlestirilmistir. Birlestirilen siiziintiiler, rotavaporda, diisiik 1s1da ve algak basig¢
altinda kuruluga kadar yogunlastiritlmistir (MeOH ekstresi, 33 g, % 13,2).

Ham metanol ekstresi 250 mL suda ¢oziildiikten sonra bir ayirma hunisine alinmus,
sirasiyla PE (4 x 250 mL) ve n-BuOH (4 x 250 mL) ile ekstre edilmistir. PE ve n-BuOH
ekstreleri birlestirilerek rotavaporda, 40 °C’de ve algcak basing altinda kuruluga kadar
ugurulmus ve liyofilize edilmistir (n-BuOH ekstresi, 9 g, % 3,6; PE Ekstresi 4,1 g %1,64).

9 g n-BuOH ekstresi, suyla ¢oziilerek PA kolona tatbik edilmistir. Eliisyonda solvan
sistemi olarak H,O:MeOH’ 1n 100:0, 75:25, 50:50, 25:75, 0:100 oranlarda karisimi
kullanilmistir. Kolondan 250’er mL toplanan fraksiyonlar ITK ile kontrol edilerek 5 ana
fraksiyonda (Fr. 1-5) toplanmis ve yogunlastirilmislardir (Fr. 1: 500 mg, Fr. 2: 600 g, Fr. 3:

200 mg, Fr. 4: 400 mg, Fr. 5: 4,2 g).

3.2. Aktivite Calismalar

3.2.1. Kimyasal Maddeler ve Aletler

Kimyasal Kati Maddeler: DMSO (Dimetilsiilfoksit, Lab-Scan, Poland), HEPES [(4-(2-
hidroksietil) piperazin-1-etansulfonik asit); Sigma Aldrich, USA], EDTA (BioShop, Canada),
EGTA (Bio Basic Canada Inc. Canada), Magnezyum asetat (BioShop, Canada), Apigenin,
(Sigma Aldrich, USA), Ferulik asit, (Sigma Aldrich, USA), TDZD-8 (Sigma Aldrich, USA),
SB 415286 (Sigma Aldrich, USA), Glikojen sentaz kinaz-3f (GSK-34, Novus Biologicals,
USA, Milipore), Fosfoglikojen sentaz peptit-2 (Millipore,USA), PMSF (fenilmetilsiilfonil
florid, AppliChem, Germany), EGTA (Bio Basic Canada Inc. Canada), Benzamidine (Sigma

Aldrich, USA), 2-Merkaptoetanol (Merck, Germany), Sukroz (BioShop, Canada), Brij-35
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(AppliChem, Germany), Tris-HCI (Multicell, Canada), NaCl (Sodyum kloriir, AppliChem,
Germany), NaOH (Sodyum Hidroksit, Merck, Germany). Pen/strep: (Sigma P4333)
L-glutamine (Sigma, 67513), FBS (Fetal Bovine Serum, Biochrom, cat no:S0113), Tripsin
edta (Life technologies, Kat no: 25200-056), PBS (Phosphate Buffer Saline Oxoid, Kat
no:BR00146).

Aletler/Ekipman

Plate Incubator :Biosan Thermo Shaker
Microplate Reader : Bioek Synergy HT, Gen5
Vortex - Wise mix

Laminar Kabin :Safe Fast Elite

-80 Buzdolab1 :New Brunswick, U570-86
Hiicre Sayim Cihaz1 : Cedex innovatis XS
XCelligence : ROCHE, ACEA

CO2’ li inkiibator : New Brunswick 170R

3.2.2. In-vitro GSK-3 g Aktivite Calismalari

Cozeltilerin Hazirlanmasi

Inhibitor aktivitesi denenecek olan maddeler final konsantrasyonda (Ekstre ve fraksiyonlar
icin; 50, 100, 250, 500 pg/mL) %1’ gegmeyecek oranda DMSO da ¢dziilerek istenilen
konsantrasyona assay buffer (analiz tampon) ile tamamlanmistir.

Analiz tamponu; 50 mM HEPES (pH 7,5), 15 mM magnezyum asetat, 1 mM EDTA, 1 mM
EGTA’ dan olusmaktadir. Enzim ise enzim tamponu (50 mM Tris/HCI (pH: 7,5), 150 mM
NaCl, 0,1 mM EGTA, 0,03% Brij-35, 270 mM sukroz, 0,2 mM PMSF, 1 mM benzamidine,
% 0,1 2-merkaptoetanol) i¢inde hazirlamistir.

Deney Prosediirii
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Salvia huberi Hedge ve Salvia rosifolia Sm. ekstresi, ana fraksiyonu, bu fraksiyonlardan elde
edilen saf maddelerin ve daha once yapilan ¢alismalarda Salvia tiirlerinde varlig1 saptanan
fenolik asit ve flavonoit yapisindaki saf maddelerin GSK-3f inhibisyon diizeyleri 6l¢timii

Kinase-Glo Luminescent Kinase Assay (Promega) yontemine gore gerceklestirilmistir.

OH 0P,

\/\ 8
L
L H HL +ATP +1i2 ﬂ H f +AMP +PPi+ CO,
Mg
\“ \ﬁ--;

Oxyluciferin [‘} +L]gh <

_""’\ )
/

FIG. 1. Assay principle of the Kinase-Glo luminescent kinase assay.

HO

Beetle Luciferin

Sekil 5. Kinaz-Glo ile GSK-3 beta aktivite 6l¢iim yonteminin mekanizmasi
Bu yonteme gore, 96’lik siyah renkli plakalarin igerisine assay buffer (analiz tampon) ile
hazirlanmis 10 pL test inhibitor eklendi iizerine enzim buffer(enzim tampon) ile hazirlanmis
10 uL (20 ng) GSK-34 eklenerek inhibitor maddeyle karistirildi sonra assay buffer(analiz
tampon) la hazirlanmis 20 pLL (1 uM ATP ve 25 uM substrat) eklenerek 30 °C’ de 30 dakika
inkiibe edildi. 30 dakika inkiibasyonun sonunda reaksiyon 40 uL Kinase-Glo reaktifi
(Luciferin+Luciferaz) ilave edilerek durduruldu. 30°C’* de 10 dakikalik inkiibasyondan sonra
Synergy multifonksiyonel mikroplate (BioTek Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA )
okuyucuda liiminesans degerleri okundu. Deney, inhibisyon varsa, inhibe olmadan geriye
kalan GSK-34’ nin yeteri kadar ortama eklenen ATP ve substrati kullanmasi, bu reaksiyondan
kalan ATP yardimi ile luciferazin, luciferini oksiluciferine ¢evirmesi ve olusan 1stmanin
dlgiilmesi esasina dayanir. Inhibe olmamis enzimden geriye kalan ATP ne kadar fazla ise

inhibisyon ve 1s1ma o kadar fazladir.
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Hesaplar

Negatif kontrol olarak standart GSK-3f inhibitorii, pozitif kontrol olarak da herhangi bir
inhibitér madde tagimayan test ¢ozeltisi kullanildi ve % inhibisyon degeri, asagidaki formiille
hesaplanda.

% inhibisyon= 100 X (inhibitér test ¢Ozeltisinin liminesansi- ortalama pozitif kontrol
liiminesans1)/(ortalama negatif kontrol liiminesansi- ortalama pozitif kontrol lliminesansi)
Tim test ¢ozeltileri en az iki bagimsiz denemede her konsantrasyon i¢in {i¢ defa tekrarlanarak

hesaplandi.

3.2.3. Hiicre Kiiltiir Deneyleri

3.2.3.1. Hiicrelerin ¢cogaltilmasi ve Genel Hiicre Kiiltiir Uygulama Prosediirii

Calismada SH-SY5Y (Human Neuroblastoma Cell, ATCC No: CRL-2266) hiicreleri DMEM-
F12 besi yerinde ¢ogaltilarak, ekstre ve saf maddelerin SH-SYSY néroblastoma hiicrelerinde
hiicre canlilig1 iizerine etkileri (SRB yontemi) ile belirlendi.

50 mL Besiyeri Hazirlamak icin

e %5 Penisilin/streptomisin=> 0,5 mL

e %10 Fetal Bovine serum (inaktive)* - 5 mL
e L-glutamin - 0,5mL

e DMEM-F12 — 44 mL

*EBS inaktive etmek icin

e Su banyosu 37 °C’ye 1sitilir. -20°C’deki Fetal Bovine serum 37 °C’de eridikten sonra
56 °C’ye 1s1 yiikseltilir. Yarim saat bekletilir. Ve 10 mL’ lik hacimlerde falkon
tiiplerine ayrilarak -20 °C’ de muhafaza edilir.

e Buislemi yapmamizin amaci zararl proteinleri 1siyla inaktive etmektir.

Hiicreleri, dondurma, donmus hiicreleri cozme, vikama islemleri
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Hiicre cozme (Cryodan ¢ozme) ve Flaska alma

e Hiicreler -80 °C’den alinip +37 °C’ de ¢dziinmeleri saglanur.

e Hiicreler PBS igeren tiipe alinir ve birkag kez pipetaj yapilir [ImL cryo (freezing
medium) i¢in 10 mL PBS]

e 1000 rpm’ de 5 dk +20 °C’ de santrifiij edilir.

e Pellet (hiicre) kismi1 alinip stipernatant atilir.

e Pellet hazirlanan besi yerinin 1 mL’ sinde siispande edilerek, flaska alinir, iizeri flaskin
biiyiikliigline gore taze besi yeri ile tamamlanip inkiibatore koyulur.

Yikama islemi (PASAJ)

Yapisan karakterdeki SHSY-5Y hiicreleri i¢in asagidaki islemler sirastyla uygulanir.

e Yikama islemi i¢in dnce flaskin i¢indeki eski besi yeri atilir.

e Kabin igine yaklasik 5 mL PBS koyulur. PBS ile hiicreler tekrar yikanir ve PBS atilir.
(Tiim proteinleri uzaklagtirmak igin)

¢ Buislem esnasinda flaskin hiicrelerin yapisik oldugu tarafi fazla zedelenmemelidir.

e Flasktaki hiicrelerin {lizerine yapisan hiicre oldugu i¢in, hiicreleri kaldirmak i¢in 3-5
mL Tripsin edta koyulur ve 37 °C’ lik CO5’ 1i etiivde 3-4 dk bekletilir.

e Bu islem sonunda hiicreler kalkmamigsa hiicre kiiltiir kabinin kenarina kuvvetlice
vurulur.

e 5dk y1 gegirmeden hiicre kiiltiir kabinin tripsin-edta miktarinin iki kat1 kadar yaklasik
10 mL taze besi yeri eklenir (Tripsini bloke etmek icin)

e Bu karisim santrifiij tiipiine alinip 1500 rpm’ de oda 1sisinda 5 dk santrifiij edilir.

e Ust kisim uzaklastirilarak pelleti taze besi yerinde ¢oziiliir, kiiltiir kabina alinarak

etiive koyulur.
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e Yapisan hiicrelerde devamli tripsinize etme islemine gerek yoktur. Hiicreler kabin
tabanin1 tamamen kaplamamissa eski besi yeri uzaklastirilip yerine taze besi yeri
koyulur.

e Eger hiicreler ¢ok ¢ogalmissa tripsinle kaldirip iki ayr1 kiiltiir kabina alinabilir ya da
yarist dondurularak kaldirilir.

Hiicre sayimi

e 1 mL besi yerinde siispande edilmis hiicreden 20 pL alarak 2 mL’ lik ependorf tiipiine
pipetlenir.

e 20 uL tripan mavisi ilave edilir (1/1 seyreltme)

e Buradan da 10 pL alinarak hiicre sayim cihazinin lamellerine koyularak hiicre
sayilabilir.

e Cihazin yaptig1 sayim bize mL’ de hiicre sayisim1 verir. Burada dikkat edilmesi
gereken c¢ok sayida pipetaj yapilmasi ve olasi agregasyonun en aza indirilmesidir.
Cihaz tiim hiicre sayisin1 ve canli hiicre sayilarini ayr1 ayr1 verir. Hesaplama yapmak
icin canli hiicre sayis1 kullanilmalidir. Hesaplama asagidaki sekilde yapilir.

1 well 12500
110 well 110 x 12500

Toplamda 1375000 hiicre 100 pL * 110 kuyu= 11 mL de siispande edilir ve her kuyuya 100

uL pipetlenir.
ImL’ de X adet Hiicre varsa; (X= cihazda sayilan hiicre sayisi)
AmL’ de 1 375 000 hiicre vardir.

PBS (phosphate buffer saline-fosfat tamponu) pH= 7.4

4 ticari PBS tableti 400 mL distile su ile mavi kapakli sterilizasyon sisesinde ¢oziiliip, sisenin

kapag1 aliiminyum ile kaplanarak sterilize edilir.
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Elimizde tampon tabletlerinden yoksa asagidaki kimyasallarla da tampon ¢ozelti

hazirlanabilir.

icerigi Tartilan miktar (q) (500mL) 1000 mL
136 mM NaCl->(Ma: 58.443) 3,97 7,94

2 mM KCI - (Ma: 74,555) 0,075 0,15

8 mM Na,HPO4H,0 - (Ma: 177,99) 0,71 1,42

1,5 mM KH,PO, - (Ma: 136,09) 0,102 0,204

Hazirlanan ¢ozelti distile su ile 500 mL’ ye tamamlanir. pH metrede balik yardimiyla

karigtirilarak homojen hale getirilir.

Cozeltinin pH’ sin1 7,4’ e ayarlamak i¢in hazirlanan ¢6zelti

bazikse> HCI asidikse—> NaOH ile pH 7,4’e ayarlanir.

Hazirlanan tampon ¢6zeltisi otoklavda 121 °C’ de 20 dk sterilize edilir.

Hazirlanan 50 mL PBS’ nin icerisine 1,5 mL penisilin/strep. koyulur ve hiicre
yikama ¢ozeltisi olarak kullanilir.

10 ml PBS’ye = 300 pL pen/strep

Hiicre dondurma cryvo cozeltisi

e Hiicreler santrifiij edildikten sonra siipernatant atilir.

e Hiicreler 950 uL besiyeri (%10 FBS ve penisilin-streptomisin ilaveli) ile siispande
edilerek, steril ependorf tiipiine aktarilir iizerine 50 pL %100 lik DMSO ¢ozeltisi
eklenir (final % 5 DMSO) ve -80 °C’ de dondurulur.

3.2.3.2. SRB Yontemiyle Toksik Olmayan Doz Belirleme Calismalar:

SRB Prosediirii

SRB: Sulphorhodamine B (Santa cruz, SC253615A)
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Calismadan 24 saat once flasktaki hiicreler sayilarak 96 well plakalara ekim yapildi. Kuyucuk

basina 100 uL.> de 12 500 hiicre olacak sekilde ekim yapilir.

24 saat sonunda plakalara yapismis olan hiicrelerin iistiindeki besi yerleri atildi ve
hazirlanan ekstre konsantrasyonlarindan 100 pL alinarak diisiik konsantrasyondan
yiiksege dogru plakalara eklendi.

Inkiibasyon siiresi (24 saat) sonunda +4 °C TCA (trikloro asetik asit) kuyucuklardaki
final konsantrasyonu %10 olacak sekilde eklendi.

1 saat +4 °C’ de bekletildi.

Kuyularin icerigi uzaklastirildi ve 5 defa deiyonize su ile yikandi.

Kuyular kurutulduktan sonra %1 asetik asit i¢inde hazirlanmis % 0,4 SRB boyasi
kuyulara 50 pL eklendi.

30 dk oda sicakliginda bekletildi

Kuyularin igerigi uzaklastirildi ve 5 defa %1 asetik asit ¢ozeltisi ile yikand1

Kuyular kurutulduktan sonra 10 nM Tris baz1 100 pL eklendi.

5 dk calkalayicida calkalandiktan sonra 492 nM’ de absorbans 6lg¢iildii.

3.2.3.3. SHSY-5Y hiicrelerini Amiloit beta (1-42) toksisitesinden koruyucu etkinin

gerc¢ek zamanh hiicre analiz cihaz ile 6l¢iilmesi

Gergek zamanl hiicre analizi calismalar:

SRB yonteminde yapilan ekim ve dozlama islemleri Xcelligence analizinde de yapilir. Tek

fark kullanilan 96 lik plate lerin impedans dl¢limiine olanak veren bir yapida olmasidir. Bu

test ile uygulanan maddelerin hiicre canlilif1 iizerine yaptiklari etki ger¢ek zamanli olarak

izlenecektir.

Xcelligence, gercek zamanli olarak hiicre yasayabilirligini Olglimiine olanak veren bir

protokoldiir. Bu test ile hiicre kiiltiirii ortaminda uygulanan maddelerin zamana bagl hiicre
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canlilig1 iizerine etkileri incelenebilmektedir. E- plate cihaza yerlestirildikten sonra deney
baglatilir ve belirlenen periyotta (minimum 1 dakika) cell indeks hesaplayarak hiicre
canliligimi anlik olarak bilgisayara aktarir ve hiicre profilleri elde edilir. Cihaz yazilimi
sayesinde hiicrelerin yarisini 6ldiiren inhibitér doz ICsq’yi istenilen saatte veya saat araliginda
hesaplar.
Hiicre ekimi ve etken madde uygulamalar1 SRB yonteminde yapildig1 gibi yapilir. iki deney
arasindaki fark;

e 96 lik altin plate (e-plate) kullanilir

e Ekim islemi yapildiktan sonra plate sekilde goriilen cihaza baglanarak inkiibatore

yerlestirilir.

e Canlilik analizi cihazin yazilimi araciligiyla belirlenen periyotta 6l¢iiliir.

array
fabricated in the electrodes electrodes with Z=Z, Z2=2Z.y

bottom of the well without cells cells attached s TECHNOLOGY

Resim 2. Xcelligence sistemi
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AP (1-42) toksisitesinin gercek zamanl hiicre analiz cihaz ile profillenmesi;

AP (1-42) oligomeri hazirlanist
Ap (1-42) (anaspec AS-20276-5 ) sirastyla 80 L NH4OH ve hemen ardindan 420 puL. PBS
(fosfat tamponu) siispande edilir ve pipetleme yapilir. Ardindan 500 uL besiyeri eklenerek

pipetaj yapilir. 4 °C de 24 saat bekletilerek AB oligomeri olusturulur.

Hesaplamalar;

1L 1M AB(1-42) 4514,04 g (MA)
1L 1 mM AP (1-42) 4514,04 mg
1mL 0,22 mM AP (1-42) 1mg

Boylece 1 mg kat1 halde gelen AP (1-42) dan 220 uM lik 1 mL stok hazirlanmis olur.

Uygulama

Xcelligence, gercek zamanli olarak hiicre canliligi 6l¢iimiine olanak veren bir protokoldiir. Bu
test ile hiicre kiiltiirii ortaminda uygulanan maddelerin zamana bagl hiicre canlilig1 {izerine
etkileri incelenebilmektedir. E- plate cihaza yerlestirildikten sonra deney baglatilir ve
belirlenen periyotta (minimum 1 dakika) cell indeks hesaplayarak hiicre canliligini anlik
olarak bilgisayara aktarilir ve hiicre profilleri elde edilir.

Xcelligence gergek zamanli hiicre analiz cihazi ile AP (1-42) oligomerlerinin hiicre biiyiimesi
ve ¢cogalmasina etkisi profillenmistir.

96 lik altin plate’ in her kuyusuna 12 500/ 100 pL SHSY 5Y noroblastoma hiicresi gelecek
sekilde pipetlenmistir. Besi yeri olarak L-glutamin ve penisilin-streptomisin ile
zenginlestirilmis DMEM-F12 kullanilmistir. Gruplar: [C, C+22 uM AP, SEFNBU-FR5, SFINF
(10, 50, 100, 250 pg/mL), Rozmarinik asit (50, 100 uM), SB 216763(5 uM)]. Her grup 3

tekrarli ¢alisilmistir ve 48 saat siirmiistiir.
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4. BULGULAR

4.1. Aktivite Calismalari
4.1.1. in-vitro GSK-3f inhibitor aktivite

S. fruticosa ana ekstreleri ve alt fraksiyonlarina ait GSK-3 beta inhibitor aktivite ¢aligmalarina

ait sonuclar asagidaki grafiklerde verilmistir.

Graphic of % GSK-38 enzyme inhibition

i

SFS %INH. SFPE %INH. SFNBU%INH. SFME %iNH

B500ug/ml  M250ug/mL  ®W100ug/mL  W50ug/mL  W25ug/mL M 10ug/mL

Sekil 6. Salvia fruticosa’ dan hazirlanan ekstrelerin GSK-3/4 inhibitor aktiviteleri (%)

% G5K-3f inhibition

w
:
m
:
"'

SFFR2 SN SFFRS %iNH. SF FRA %iNH. SFFRS %iNH.

= 250ug/mL - 100ug/mL = 50ug/mL m250g/mL = 10ug/mL

Sekil 7. Salvia fruticosa’ dan hazirlanan n-BuOH ekstresinin ana fraksiyonlarmin GSK-3f

inhibitor aktiviteleri (%)
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Sekil 8. Rozmarinik Asit” in % GSK-34 enzim inhibitor etkisi
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4.1.2. SRB yontemiyle toksik olmayan doz belirleme ¢alismalar:

Bu deneyler sonucunda toksik olmayan ekstreler ve bu ekstrelerin amiloid beta
toksisitesindeki koruyucu rollerinin arastirilmasinda kullanilacak dozlari belirlendi. Canlilik
testleri igin ekstreler 10, 100, 250, 500 pg/mL olmak iizere 4 farkli konsantrasyonda
hazirlandi. HPLC c¢alismalarinda standart olarak kullanilan saf maddeler ise 10, 100, 250, 500
UM dozlarinda calisildi. Saf maddelerle gergeklestirilen canlilik deneyleri sonucunda gallik
asitin doza bagimli olarak toksisitesinin arttig1 ancak diger saf maddelerin kullanilan dozlarda
herhangi bir sitotoksik etkisinin olmadigi belirlendi. (Standart saf maddelerin cesitli

konsantrasyonlarina ait % Canlilik Grafikleri asagida verilmistir.)

Kontrole Goére % Canlihk Kontrole Gore % Canlilik
120,00 120
100,00 100
80,00
80
60,00
40,00 60
20,00 I 40
0,00 50
& & &
(\‘ & {—e‘a *_vb@ {‘\ *'Q 0
_ Q;é‘\ @o\\ & Gallikasit 3,4DHBA 4DHBA 2,3 DHBA Kafeik asit Klorojenik Vanilik asit Kontrol
W W asit
m10yug/ml m100ug/mL m250ug/mL  m500ug/ml H10pg/mL W100pg/mL mW250pg/mL  W500 pug/mL

Kontrole Gére % Canlilik

140,00
120,00

100,00

80,00

60,00

40,00

20,00

0,00
& &

®m10pg/mL w100 pg/mL  m 250 pg/mL  ®m500 pg/mL

&

& Q\Qy
X

\

Sekil 9,10,11. Standart maddelerin SRB yontemine gore belirlenmis % canlilik tizerine

etkileri
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Ekstrelerle gergeklestirilen canlilik deneylerinde Salvia fruticosa’da petrol eteri ve N-butanol
ekstrelerinin doza bagimli olarak toksistesinin arttigi, sulu ekstre ve metanol ekstreslerinin ise
calisilan dozlarda herhangi bir sitotoksik etki gostermedigi bulundu. Bu ¢alismalar sonucunda
sulu ekstre ve metanol ekstrelerinin her dozu, petrol eteri ve butanol ekstrelerinin ise 100
ug/mLyi gegmeyen dozlarimin amiloid beta toksisitesindeki koruyucu rollerini arastirmak

tizere bundan sonraki deneylerde kullanilabilecegi sonucuna varildi.

180 -
160 -
140 -

120 -
m 10 ug/ml

100 -
W 100 ug/ml

80 7 250 ug/ml

60 - m 500 ug/ml

40 +

20 -

SFME SFNBU SFS SFINF  SFUY  SFPE  kontrol

Sekil 12. S. fruticosa ekstrelerinin SRB yontemine gore belirlenmis % canlilik tizerine etkileri

Sonug olarak Salvia fruticosa ile hazirlanan ekstrelerinin farkli dozlarda GSK-3 beta enzimi
tizerinde inhibisyon derecelerine bakildiginda en diisik dozda (10 pg/mL) en yiiksek
inhibisyonun MeOH ve n-BuOH ekstrelerinde oldugu goriilmiistiir. Saf maddelerden ise gallik
asit, rozmarinik asit, klorojenik asit ve DHBA ile gerceklestirilen deneylerde %70-%100
oraninda inhibisyon gozlenmistir. HPLC analizlerine gore de diisik dozda enzim
inhibisyonunun en yiiksek oldugu bu ekstrelerde rozmarinik asit miktarinin fazla oldugu
bulunmustur. Bu nedenle ekstrelerdeki inhibitér etkinin rozmarinik asitten kaynaklandigi
sonucuna varilabilir. O nedenle proje 6nerisinde de belirtildigi tizere ilk asamada etkili ekstre

ve saf maddeler tespit edilmis olup, bu ekstre ve maddelerin amiloit beta toksisitesi {izerinde



30

hiicrelerdeki koruyucu etkileri denenmistir. Hiicre kiiltiir caligmalarina gegilmeden 6nce de

tiim ekstre ve saf maddelerin kullanilacak non-toksik dozlar1 SRB yontemiyle belirlenmistir.

4.1.3. SHSY-5Y hiicrelerini Amiloit beta (1-42) toksisitesinden koruyucu etkinin gercek zamanh

hiicre analiz cihazi ile 6l¢iilmesi

Ekstre ya da maddelerin etkilerine bakilmadan 6nce noroblastoma hiicreleri ve 22 uM Af (1-
42) ile muamele edilen noroblastoma hiicrelerinin gercek zamanl biiylime profilleri (zamana
kars1 cell indisi) ortaya koyulmustur. Asagida belirtilen grafikte yesil renkte olan profil 22 uM
amiloit beta ile muamele edilen hiicreleri, kirmizi renkte olan ise sadece besi yeri eklenen

noroblastoma hiicrelerini gostermektedir.

N -~ ,
o F S SHSY5Y I [ |
e SHSYS5Y+AP 22 uM

Sekil 13. Af (1-42) muamele edilmis ve edilmemis hiicrelerin biiyiime profilleri

Gortildiigii gibi amiloit beta hiicrelerin biiylime egrisini negatif etkilemis, cell indeks 60.
saatlerde amiloit beta uygulanan hiicrelerde 4 civarinda iken, amiloit beta uygulanmayan
hiicrelerde 6 civarindadir.

Daha sonrasinda noroblastoma hiicreleri ve amiloit beta ile muamele edilen néroblastoma
hiicrelerine ekstreler ve aktif fraksiyon olan FRS ilave edilerek hiicreler lizerindeki koruyucu
etkileri aragtirllmistir (Sekil 14, 15, 16). Asagidaki grafikte S. fruticosa infiizyonunun, n-
buOH ekstresinin ve GSK-3p etkinligi en yiiksek olan FR5’ in degisen konsantrasyonlarda 22
uM Ag ile muamele edilen SHSY-5Y noéronlar iizerine etkileri goriilmektedir. Sekil 17 de

goriildiigii gibi Amiloit beta toksisitesine karsi rozmarinik asit ve FR5 in cell indeksi amiloit
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beta kontroliiniin tizerine ¢ikmustir. Bu etki amiloit beta toksisitesinden koruyucu

olabilecekleri anlamina gelmektedir.

. b SHSY5Y+AB 22 uM, Kontrol 1 ]
: i : SHSY5Y+AB 22 uM,SFINF (250,00pg/mL), mmmmmm
SHSY5Y+AB 22 M, SFINF (100,00pg/mL), NN
SHSY5Y+AB 22 uM,SFINF (50,00g/mL), mmmmm
SHSY5Y+AB 22 uM,SFINF (10,00pg/mL),

Cell Index

s E
0o 5o 10.0 150 20,0 20 0.0 30 40,0 450
318, 1.3498) Tima (in Hour)

SHSY5Y+AB 22 uM, Kontrol 1 |
SHSY5Y+AB 22 uM, SFNBU (250,00pg/mL), s
SHSY5Y+AB 22 uM, SFNBU (100,001g/mL), HESSES.
SHSY5Y+AB 22 uM, SFNBU (50,00pg/mL),
SHSY5Y+AB 22 uM, SFNBU (10,00ug/mL),

s
00 50 100 150 200 250 0.0 3s0 400 as0
1007, -0.4327) Time (in Hour)

Sekil 15. n-BuOH ekstresinin Af 22 uM ile muamele edilmis hiicreler {izerine etkisi

SHSY5Y+AB 22 uM, Kontrol I
SHSY5Y+AB 22 uM, FR5 (250,00pg/mL), S
SHSY5Y+AB 22 uM, FR5 (100,00pg/mL), NS
SHSY5Y+AB 22 uM, FR5 (50,00ug/mL), — Emmmm
SHSY5Y+AB 22 uM, FR5 (10,00ug/mL),

SHSY5Y+AB 22 uM, Kontrol 1 |
SHSY5Y+AB 22 uM, SB 216763 5uM,  mmmmmm
SHSY5Y+AB 22 uM, RA (100,00pg/mL), NS
SHSY5Y+AB 22 uM, RA (50,00pg/mL), .

CelIndex

00 50 10.0 150 200 5.0 200 a0 400 450
26.16, 1.9327) Time (in Hour)

Sekil 17. Rozmarinik asit, SB 216763 bilesiklerinin A 22 uM ile muamele edilmis hiicreler
lizerine etkisi



32

4.2. Kromatografik Cahismalar
4.2.1. HPLC ve LC-MS/MS ¢ahsmalari

Kromatografik ¢aligmalarda her iki aktivite testinde en yiiksek aktiviteye sahip olan FRS’ in
icerigi HPLC ve LC-MS/MS calismalari ile tespit edilmistir. Ayrica fraksiyon iizerinde
izolasyon c¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Buna gore hem HPLC hem LC-MS/MS
caligmalarinda en fazla miktarda olan maddenin rozmarinik asit oldugu tespit edilmistir. Diger
fraksiyonlarin da icerik analizleri gerceklestirilmis ve aktivitenin fraksiyonlarin igerdigi
rozmarinik asit miktartyla dogru orantili olarak arttigi belirlenmistir. LC analizine gore

fraksiyonun igerdigi diger maddeler agsagida verilmistir.

W AAG Companion App. Detector A Channel 2 from Sample 1 (sfnbufr5 kisa kolon 0-100 40dk mp Meoh yerine ACN) of FG139F perihan gurbuzakis. Max. 394.7 mAU.

mAU

180

100

Sekil 18. FR5’ in LC-MS/MS Kromatogrami

Tablo 4.1. FR5’ in LC-MS/MS kromatogramina gore i¢erdigi maddeler

Rt Madde* Rt Madde*
16.4 Kafeik asit ve dihidroksi | 20.09 | Apigenin glukronit
kumarin
16.7 Luteolin/kamferol rutinozit 20.66 | Rozmarinik asit
17.8 Luteolin /kamferol glikozit 27.7 300 ma’li  bir metoksiflavanoit

(diosmetin, kamferid, pratensein,
farresol, hispidulin vb.)

18.3 Rhamnetin/isorhamnetin 28.1 Cirsiliol
glukozit
18.5 Luteolin/ kamferol glukronit 31.9 Cirsimaritin
18.6 Diosmin/neodiosmin 39.2 Hydroxy-tetramethoxyflavone

* www.scht.com/datasheet-203022-daphnetin.html
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Sekil 19. FRS5’ in HPLC Kromatogrami

Tablo 4.2. FR5” in HPLC kromatogramina gore i¢erdigi maddeler ve miktarlar

SFNBU FR.S5 (ng/g ekstre)

Flavonoitler Lut-7-O-glu 58,13 + 4,09
Api 7-O-glu 60,25 +2.41

Hydroksisinnamik asitler Kafeik Asit 58,75 £ 0,75
Rozmarinik asit 3138,54 £37,51

4.2.2. Izolasyon ve yapi tayin calismalari

Fraksiyon 5° in farkli kromatografik metodlar kullanilarak gergeklestirilen izolasyon
calismalarinda FR5’ ten birinin rozmarinik asit oldugu kesinlestirilen 3 madde izole
edilmistir. Diger iki maddenin ITK davranislarina bakilarak, birinin triterpen ve digerinin de
fenolik asit tiirevi bir madde oldugu disiinilmektedir. Maddelerin yap1 tayin g¢aligmalari

devam etmektedir. Asagida rozmarinik asite ait spektral bulgular yer almaktadir.
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Rozmarinik Asit

(= a-O-kafeoil-3',4'-dihidroksifenilaktik asit)

C13H1603 (MAZ360)

UV Amaks. (MeOH) nm IR vmaks. (% 1 KBr) cm™

215 1600 (C=C)
296 1680 (COOH)
321 3180-3400 (OH)

Rozmarinik Asit

Krem renkli, amorf bir toz goriiniimiinde olan STB-2 bilesiginin ITK analizinde,
vanilin/H,SO, reaktifi kullanilarak 1sitilmasi sonucunda, zamanla solan pembe bir renk
gozlenmistir. Bilesigin UV spektrumunda (Amaks, 215 nm, 296 nm, 321 nm) goriilen
absorpsiyon pikleri ve IR spektrumunda gozlenen hidroksil (OH), ester karbonili, asidik
karbonil gruplarina (C=0) ve aromatik halkalara ait absorpsiyon bantlar1 iki aromatik halkali
ester yapisinda bir fenolik asit varligin1 géstermistir.

EI Kiitle Spektrumunda m/z 360 [M]= molekiiler iyon piki, *H NMR spektrumu ve *C
NMR spektrumu yardimiyla bilesigin kapali formiilii C1gH160g Olarak bulunmustur.

Bilesigin tiim proton ve karbon degerleri, 1D ve 2D NMR (DQF-COSY, HMQC ve

HMBC) spektrumlar1 birlikte yorumlanarak belirlenmistir.



35

STB-2 bilesiginin *"H NMR spektrumu, fenil laktik asit bilesiginin ‘H NMR
spektrumuna benzemekle birlikte STB-2 bilesiginde ikinci bir aromatik yapinin varligi
goriilmiistir. 3-(3',4'-dihidroksifenil)-laktik asitteki 2', 5', 6' numarali konumlardaki aromatik
halkaya ait proton rezonanslari, rozmarinik asitte 6y 6,47 (dd, J = 8/1,5 Hz, H-6"), 6,58 (d, J =
8 Hz, H-5) ve 6,65 (d, J = 1,5 Hz, H-2'")’ de gézlenmistir. oy 2,74 (dd, J = 13,9/10,6 Hz, H-7,))
ve oy 3,07 (d, J = 13,9 Hz, H-7y") de iki proton degerindeki dublet-dublet sinyaller ve 4 4,85
(d, J = 10,6 Hz, H-8') diisiiniilen dihidroksi fenil laktik asit yapisim1 dogrulamistir. Bu
sinyallere ilave olarak 6,16 ppm (d, J = 15,7 Hz, H-8), 6,72 ppm (d, J = 8 Hz, H-5), 6,90 ppm
(d, J = 8 Hz, H-6), 7,02 ppm (s, H-2), 7,35 ppm (d, J = 15,7 Hz, H-7)’ da kafeik asite ait
karakteristik piklerin de varlig1 dogrulanmistir.

B¢ NMR spektrumunda gozlenen alt1 tane aromatik karbon sinyali d¢ 116,6 (d, C-5),
117,3 (d, C-27), 120,3 (d, C-6"), 130,5 (s, C-17), 145 (s, C-3') ve 145, 6 (s, C-4")], bir karbinol
sinyali [6c 76,5 (d, C-8)] ve bir karboksil sinyali [6c 173,6 (s, C-9')] ile DEPT 90
spektrumundaki ¢ 37,8 [t, C-77] sinyali bir CH;, grubunun varligi diistiniilen dihidroksi fenil
laktik asit yapisini dogrulamigtir. Bununla birlikte spektrumda goriilen: ¢ 115,4 (d, C-8),
115,7 (d, C-2), 116 (d, C-5), 121,5 (d, C-6), 126,2 (s, C-1), 144,2 (d, C-7), 146,6 (s, C-3),
149,3 (s, C-4) ve 166,9 (s, C-9).sinyalleri, yapida esterlesmis bir kafeik asit bulunduguna
isaret etmistir.

STB-2’nin proton DQF-COSY spektrumunda 2,74 ppm ve 3,07 ppm’ de gozlenen Hj-
7' protonlart ile 4,85 ppm’ de gézlenen H-8' protonu arasinda ve 6y 6,47 (H-6") ile 64 6,58 (H-
5') arasinda yakin mesafe etkilesimleri goriilmiistiir. DQF-COSY yardimiyla ayrica diger spin
sistemleri: H-7/H-8 ve H-5/H-6 protonlar1 olarak saptanmistir. Bilesigin HMBC
spektrumunda 8' protonunun, C-9, C-1' ve C-9' konumlarindaki karbon atomlartyla uzak
mesafe etkilesmeleri saptanmis ve bu da bilesigin kafeik asit kismiyla 8' konumundan

baglanmis oldugunu dogrulamistir.
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Bilesigin yapisinda yer alan proton ve karbon sinyallerinin ¢oziimlemelerinde
kullanilan 1D ve 2D NMR analizlerine dayanarak bilesigin kafeik asit igeren disiibstitiic bir
fenolik asit oldugu saptanmustir.

STB-2 bilesiginin yapisi, elde edilen bulgular ve literatiirde kayitli bulgularin birlikte
degerlendirilmesi sonucunda rozmarinik asit (a-O-kafeoil-3’,4'-dihidroksifenilaktik asit)
olarak aydinlatilmistir (47,48).

Tablo 4.3. Rozmarinik Asit (STB-2) bilesiginin **C (100 MHz, CD3;0D) ve 'H
(400 MHz, CD30D) NMR spektroskopik degerleri.

C/H DEPT oc (ppm) on (ppm), J (Hz) HMBC (H—C)
1 C 126,2
2 CH 115,7 7,02s C-3
3 C 146,0
4 C 149,3
5 CH 116,0 6,72d (8) C-1,C-3,C-4,C-6
6 CH 1215 6,90d (8)
7 CH 1442 7,35d (15,7) C-1, C-2, C-6, C-8,
C-9
8 CH 1154 6,16 d (15,7) C-1,C-9
9 C 166,9
1 C 130,5
2' CH 117,3 6,65d (1,5) C-3
3 C 145,0
4 C 145,6
5 CH 116,6 6,58 d (8) C-1,C-3, C-4
6' CH 120,3 6,47 dd (8/1,5) c-2
7 CH; 37,8 2,74 dd (13,9/10,6)
3,07d (13,9)
8 CH 76,5 4,85d (10,6) C-1', C-9, C-9

9 C 173,6
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5. TARTISMA

Planlanan aktivite ve izolasyon galismalar1 i¢in, Salvia fruticosa bitkisinin golgede
kurutulmus, toz edilmis kisimlar1 (250 g) 2,5 L MeOH ile 37 °C’ de 8 saat siireyle 3 defa
ekstre edilmigtir. Ekstreler sicakken siizge¢ kagidindan siiziilmiis ve siiziintiiler
birlestirilmistir. Birlestirilen sliziintiiler, rotavaporda, diisiik 1sida ve algak basi¢ altinda
kuruluga kadar yogunlastirilmistir (MeOH ekstresi, 33 g, % 13,2).

Ham metanol ekstresi 250 mL suda ¢oziildiikten sonra bir ayirma hunisine alinmais,
sirastyla PE (4 x 250 mL) ve n-BuOH (4 x 250 mL) ile ekstre edilmistir. PE ve n-BuOH
ekstreleri birlestirilerek rotavaporda, 40 °C’de ve algak basing altinda kuruluga kadar
ugurulmus ve liyofilize edilmistir (n-BuOH ekstresi, 9 g, % 3,6; PE Ekstresi 4,1 g %1,64).

Hazirlanan bu ekstreler oncelikle Baki et al. (49) yontemi esas alinarak modifiye
edilmis GSK-34 aktivite tayin yontemiyle Olgiilmiistiir. Ekstrelere ait sonuglar asagida

verilmistir.

Graphic of % GSK-368 enzyme inhibition
120

100

bk

SFS %INH. SFPE %INH. SFNBU%INH. SFME %iNH.
B 500ug/mL W 250ug/mL 100ug/mL B 50ug/mL B 25ug/mL 10ug/mL

Sekil 6. Salvia fruticosa’ dan hazirlanan ekstrelerin GSK-34 inhibitor aktiviteleri (%)

Grafikten anlagilacag tizere S. fruticosa’ dan hazirlanan n-BuOH alt ekstresinin GSK-34’ y1

inhibe edici 6zelligi doza bagiml olarak artmakta ve kullanilan en yiiksek konsantrasyonda



38

enzimin %100’ e yakin inhibe oldugu goriilmektedir. Bunun iizerine 9 g n-BuOH ekstresi,
suyla g¢oziilerek PA kolona tatbik edilmistir. Eliisyonda solvan sistemi olarak HoO:MeOH’ 1n
100:0, 75:25, 50:50, 25:75, 0:100 oranlarda karisimi kullanilmistir. Kolondan 250’er mL
toplanan fraksiyonlar ITK ile kontrol edilerek 5 ana fraksiyonda (Fr. 1-5) toplanmis ve

yogunlastirilmiglardir (Fr. 1: 500 mg, Fr. 2: 600 g, Fr. 3: 200 mg, Fr. 4: 400 mg, Fr. 5: 4,2 g).

Elde edilen fraksiyonlar tekrar in-vitro GSK-3f aktivite testlerine tabi tutulmustur.

Fraksiyonlara ait sonuglar asagida verilmistir.

% GSK-3f inhibition

20
60
40
20
. ‘..
SFFR1% SF FR2 %INH. SFFR3 %INH. SF FR4 %INH. SFFRS %INH.
-20

m 250ug/mL W 100ug/mL SOug/mL m 25ug/mL ' 10ug/mL

Sekil 7. Salvia fruticosa’ dan hazirlanan n-BuOH ekstresinin ana fraksiyonlarmin GSK-3f4
inhibitor aktiviteleri (%)

Grafikten de goriilecegi lizere PA kolondan %100 MeOH ile eliie edilen FRS
kullanilan en yiliksek dozda enzimi tamamen inhibe etmistir. En diisiik doz olan 10 pg/mL’ de
dahi % 40’ a varan inhibisyon goriilmektedir. Bunun iizerine FRS iizerinde kromatografik
caligmalar ylriitiilmiis ve icerigi HPLC, LC-MS/MS yontemleriyle aydinlatilmis. Fraksiyonun
tasidigt major maddeler cesitli kromatografik yontemler kullanilarak izole edilmistir.

Fraksiyona ait HPLC ve LC-MS/MS kromatogramlar1 asagida verilmistir.
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W AAG Companion App. Detector A Channel 2 from Sample 1 (sfnbufr5 kisa kolon 0-100 40dk mp Meoh yerine ACN) of FG139F perihan gurbuzakis. Max. 394.7 mAU.

ass 20.95
380

Absorbance, mAU

Sekil 18. FR5’ in LC-MS/MS Kromatogrami
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Sekil 19. FRS’ in HPLC Kromatogrami

HPLC ve LC-MS/MS kromatogramlarina bakildiginda en fazla miktarda bulunan
maddenin rozmarinik asit oldugu anlasilmaktadir. Fraksiyon SP-LH 20 jel kolonda eliisyon
solvan sistemi olarak MeOH kullanilarak ayrima tabi tutuldugunda ITK davranislari goz
oniinde bulundurularak 3 madde izole edilmistir. Bunlardan miktar bakimindan en fazla
olaninin yapisinin Rozmarinik asit (RA) oldugu gergeklestirilen NMR analiziyle de
dogrulanmistir.

RA’ in GSK-3f inhibisyonu iizerindeki etkisi incelendiginde, 100 upg/mL
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konsantrasyonda enzimi % 46 inhibe ettigi gbzlenmistir. RA’ nin GSK-3 beta inhibisyon

aktivitesini gosteren grafik asagida verilmistir.

50,00
40,00
30,00
20,00

10,00 B RA %iNH.
0,00

S & & & & &

Sekil 8. Rozmarinik Asit’ in % GSK-3f enzim inhibitor etkisi
RA’ nin 100 pg/mL (~277,7 uM) konsantrasyonda dahi aktivitesinin % 50 lere

ulasamamas1 maddeye ait ICso degerinin hesaplanmasina imkan tanimamistir. Bu dozda
ekstrelerdeki gibi yliksek etki goriilmemesi, RA’ nin tek basina degil birlikte bulunduklari
maddelerle daha yiiksek etki gosterdigini gostermistir.

GSK-3f  deneylerinin  tamamlanmasindan sonra  hiicre  kiiltiir ~ deneyleri
gerceklestirilmistir. Hiicre kiiltiir deneylerinde standart saf maddeler ve ekstreler
kullanilacagindan oncelikle hiicreler iizerinde toksisite olusturmayan dozlar SRB yontemiyle
belirlenmistir. Sonrasinda bu dozlardan daha diisiik dozlar kullanilarak Af (1-42) kullanilarak
olusturulan toksisitede ekstre ve fraksiyonlarin koruyucu etkileri tam zamanli hiicre analizi
yontemiyle Olclilmiistiir. Buna gore infiizyon ve n-BuOH ekstrelerine ait sonuglar asagida
verilmistir.
olabilecekleri anlamina gelmektedir.

SRR = = —— SHSY5Y+ARB 22 uM,SFINF (250,00pg/mL),

SHSY5Y+AB 22 M,SFINF (10,00pg/mL),

- SHSY5Y+AB 22 uM, Kontrol I

it — SHSY5Y+AB 22 uM,SFINF (100,00pg/mL), NEmmmm
- SHSY5Y+AB 22 uM,SFINF (50,00pg/mL), M
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Sekil 14. S. fruticosa infiizyonunun Af 22 uM ile muamele edilmis hiicreler lizerine etkisi

SHSY5Y+AB 22 uM, Kontrol 1 |
SHSY5Y+AR 22 uM, SFNBU (250,00pug/mL),
SHSY5Y+AR 22 uM, SFNBU (100,00pg/mL), NN
SHSY5Y+AB 22 uM, SFNBU (50,00pg/mL),
SHSY5Y+AB 22 uM, SFNBU (10,00ug/mL),

Ced Index

00 50 o 250
1007, -0.4327) Time (in Hour)

Sekil 15. n-BuOH ekstresinin AS 22 uM ile muamele edilmis hiicreler tizerine etkisi

Bu iki grafik incelendiginde ekstrelerin doza bagimli etkilerinin oldugunu ve en diisiik
dozlarda daha etkin olduklarini soyleyebiliriz. FRS5” in koruyucu etkisine bakildiginda ise
(Sekil 16) 10 pg/ mL dozda koruyucu daha yiiksek konsantrasyonlarda ise toksik oldugu
goriilmistiir. FRS’ in ana maddesi olan RA’ nin tek basina etkinligi incelendiginde ise (Sekil

17) A (1-42) toksisitesi lizerine anlamli bir etkinligini olmadigini gériilmektedir.

SHSY5Y+AB 22 uM, Kontrol 1 |
SHSY5Y+AB 22 uM, FR5 (250,00ug/mL),
SHSY5Y+AB 22 uM, FR5 (100,00pg/mL), HEmm.
SHSY5Y+AB 22 uM, FR5 (50,00pg/mL),
SHSY5Y+AB 22 uM, FR5 (10,00ug/mL),

CellIndex

SHSY5Y+AR 22 uM, Kontrol 1 |
SHSY5Y+AB 22 uM, SB 216763 5 uM,

SHSY5Y+AB 22 uM, RA (100,00pg/mL), NN
SHSY5Y+AB 22 uM, RA (50,00pg/mL),  mmm

o 5. 25,
2616, 1.9327) Time (in Hour)

Sekil 17. Rozmarinik asit, SB 216763 bilesiklerinin Af 22 uM ile muamele edilmis hiicreler
lizerine etkisi

Bu sonuglar GSK-3/4 aktivite testleriyle paralellik gostermekte ve ekstrelerde goriilen
aktivite fraksiyonlama ve saflastirma ile azalmaktadir.
Ulkemizde infiizyonu seklinde siklikla tiiketilen bir ¢ay olan S. fruticosa’ nin su

ekstresinin hiicre kiiltiir deneylerinde diger ekstrelere gore daha etkili oldugu goriilmiis, fakat
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GSK-3 beta inhibisyon deneylerinde diger ekstrelerden daha az etki gosterdigi saptanmistir.
Ayni sekilde GSK 3/ inhibitor aktivitesi diger ekstrelerden daha yiiksek olan n-BuOH ekstresi
ise AS (1-42) toksisitesine karsi inflizyondan daha diisiik etki géstermistir. Bu sonuglar bize
hiicre kiiltiir denemelerinde GSK-34 inhibisyonu disinda diger koruyucu mekanizmalarin da

rol oynayabilecegini gostermistir.
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6. SONUC & ONERILER

Bu proje galismasi kapsaminda Farmakognozik agidan incelenen S. fruticosa bitkisinin
GSK-3 beta inhibitor etkisi arastirilmis ve bitkinin 6zellikle bu etkiden sorumlu bilesikleriyle
diger sekonder metabolitlerinin yapilar1 tayin edilmistir. Fraksiyonlarda bilesiklerin énemli
kismini olusturan rozmarinik asit etkiden sorumlu bilesik olarak saptanmuistir.

S. fruticosa bitkisi fenolik maddeler agisindan ¢ok zengin bulunmustur. Bunlardan
fenolik izole edilmis ve yapilart spektroskopik yontemlerle aydinlatilmistir ve aydinlatilmaya
devam etmektedir. HPLC ve LC-MS/MS ile tespit edilen kimyasal igerige bakilirsa fenolik
yapida bilesiklerin biiyiik bir kisminin ayni fraksiyonda toplanmis olmasi, S. fruticosa ekstre
ve fraksiyonlarinin uygun formiilasyonlari halinde Alzheimer tedavisinde yardimer rol
oynayabilecegini diistindliirmiistiir.

Ozellikle Akdeniz ve Kiy1 Ege’de genis yayilim gosteren bu bitki zengin fenolik
icerigi sebebiyle ilag adayr molekiillerin elde edilmesinde potansiyel bir kaynak olarak
distiniilebilir.

S. fruticosa bitkisi Tiirkiye’ de de ekonomik ve endiistriyel 6neme sahip bitkiler

arasinda olmaya aday bir tiirdiir.



44

Referanslar

1. Akhondzadeh S.,Noroozian M.,Mohammadi, M.,Ohadinia S.,Jamshidi A.H., Khani M.,
Melissa officinalis extract in the treatment of patients with mild to moderate Alzheimer’s
disease: a double blind, randomised, placebo controlled trial, Journal of Neurology,

Neurosurgery & Psychiatry, 74(7), 863-66, (2003).

2. Akhondzadeh S.,Noroozian M.,Mohammadi M.,Ohadinia S.,Jamshidi A.H., Khani M.,
Salvia officinalis extract in the treatment of patients with mild to moderate Alzheimer's
disease: a double blind, randomized and placebo-controlled trial, Journal of Clinical

Pharmacy and Therapeutics, 28(1), 53-59, (2003).

3. Baytop, T., Tiirkiye' de Bitkiler ile Tedavi (Gegmiste ve Bugiin), Nobel Tip Kitabevleri,

Istanbul, (1999), 142-144.

4. Brithlmann C., Marston. A., Hostettmann K., Carrupt P.A., Testa B., Screening of Non-
Alkaloidal Natural Compounds as Acetylcholinesterase Inhibitors, Chemistry &

Biodiversity, 1, 819-29, (2004).

5. Durairajan S.S.K.,Yuan Q.,Xie L.,Chan W.-S.,Kum W.-F.,Koo I.,Liu C.,Song Y.,Huang J.-
D.Klein W.L., Li M., Salvianolic acid B inhibits AP fibril formation and disaggregates
preformed fibrils and protects against Ap-induced cytotoxicty, Neurochemistry

International, 52(4-5), 741-50, (2008).

6. Eckert G.P., Traditional used Plants against Cognitive Decline and Alzheimer Disease,

Frontiers in Pharmacology, 1, 1-10, (2010).



45

7. Eldar-Finkelman H., Martinez A., GSK-3 inhibitors: preclinical and clinical focus on CNS,

Frontiers in Molecular Neuroscience, 4, 1-18, (2011).

8. Eser, P., Salvia trichoclada Benth. Uzerinde Farmakognozik Arastirmalar, (M.Sc.),

Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Ankara, (2007).

9. Hamann M., Alonso, D.,Martin-Aparicio, E.,Fuertes, A.,Pérez-Puerto, M.J.,Castro,
A.,Morales, S.,Navarro, M.L.,del Monte-Millan, M.,Medina, M.,Pennaka, H.,Balaiah,
A.,Peng, J.,Cook, J.,Wahyuono, S., Martinez, A., Glycogen Synthase Kinase-3 (GSK-3)
Inhibitory Activity and Structure—Activity Relationship (SAR) Studies of the Manzamine
Alkaloids. Potential for Alzheimer’s Disease, Journal of Natural Products, 70(9), 1397-

405, (2007).

10.  Houghton P.J., Howes M.J.R., Natural Products and Derivatives Affecting

Neurotransmission Relevant to Alzheimer’s and Parkinson’s Disease, Neurosignals, 14(1-

2), 6-22, (2005).

11. Howes M.J.R., Houghton, P.J., Plants used in Chinese and Indian traditional medicine
for improvement of memory and cognitive function, Pharmacology Biochemistry and

Behavior, 75(3), 513-27, (2003).

12.  Howes M.J.R.,Perry N.S.L., Houghton P.J., Plants with traditional uses and activities,
relevant to the management of Alzheimer's disease and other cognitive disorders,

Phytotherapy Research, 17(1), 1-18, (2003).

13. Huang S.-H.,Lin C.-M., Chiang B.-H., Protective effects of Angelica sinensis extract

on amyloid B-peptide-induced neurotoxicity, Phytomedicine, 15(9), 710-21, (2008).



46

14, luvone T.,De Filippis D.,Esposito G.,D'Amico A., 1zzo A.A., The Spice Sage and Its
Active Ingredient Rosmarinic Acid Protect PC12 Cells from Amyloid-B Peptide-Induced
Neurotoxicity, Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, 317(3), 1143-49,

(2006).

15. Kahraman A., Bagherpour S., Karabacak E., Dogan M.,Dogan H. M. ,Uysal 1., Celep
F., Reassessment of conservation status of the genus Salvia (Lamiaceae) in Turkey II,

Turkish journal of Botany, 36, 1-22, (2012).

16. Kennedy D.O.,Dodd F.L.,Robertson B.C.,Okello E.J.,Reay J.L.,Scholey A.B., Haskell
C.F., Monoterpenoid extract of sage (Salvia lavandulaefolia) with cholinesterase inhibiting
properties improves cognitive performance and mood in healthy adults, Journal of

Psychopharmacology, 25(8), 1088-100, (2011).

17. Kimura T., Hayashida H., Murata M., Takamatsu J., Effect of ferulic acid and
Angelica archangelica extract (Feruguard) on behavioral and psychological symptoms of
dementia in frontotemporal lobar degeneration and dementia with Lewy bodies, Geriatrics

Gerontology International, 11 (3), 309-14, (2011).

18. Koh S.H.,Noh M.Y., Kim S.H., Amyloid-beta-induced neurotoxicity is reduced by

inhibition of glycogen synthase kinase-3, Brain Research, 1188 (0), 254-62, (2008).

19. Koistinaho J.,Malm T., Goldsteins G., Glycogen Synthase Kinase-3beta: A Mediator
of Inflammation in Alzheimer's Disease?, International Journal of Alzheimer's Disease,

2011, 1-9, (2011).



47

20. Kolak U., Hacibekiroglu I., Oztirk M., Ozgdk¢e F., Topcu G., Ulubelen A.,
Antioxidant and anticholinesterase constituents of Salvia poculata, Turkish journal of

Chemistry, 33, 813-23, (2009).

21.  Lei P.,Ayton S.Bush A.l, Adlard P.A., GSK-3 in Neurodegenerative Diseases,

International Journal of Alzheimer's Disease, 2011, 1-9, (2011).

22. Lin H.Q.,Ho M.T.Lau L.S.Wong KJK.,Shaw P.C., Wan D.C.C.,, Anti-
acetylcholinesterase activities of traditional Chinese medicine for treating Alzheimer's

disease, Chemico-Biological Interactions, 175(1-3), 352-54, (2008).

23. Liu P.,Hu Y.,Guo D.H,Lu B.-R.,Rahman K.,Mu L.-H., Wang D.X., Antioxidant
activity of oligosaccharide ester extracted from Polygala tenuifolia roots in senescence-

accelerated mice, Pharmaceutical Biology, 48(7), 828-33, (2010).

24. Liu T.,Jin H.,Sun Q.R.,Xu J.H., Hu H.T., The neuroprotective effects of tanshinone
ITA on B-amyloid-induced toxicity in rat cortical neurons, Neuropharmacology, 59(7-8),

595-604, (2010).

25.  Liu X, Xu K.,Yan M.,Wang Y., Zheng X., Protective effects of galantamine against
AB-induced PC12 cell apoptosis by preventing mitochondrial dysfunction and endoplasmic

reticulum stress, Neurochemistry International, 57(5), 588-99, (2010).

26. Martinez A., Perez D.l., GSK-3 Inhibitors: A Ray of Hope for the Treatment of

Alzheimer's Disease?, Journal of Alzheimer's Disease, 15(2), 181-91, (2008).

27.  Ming-Ke T., Zhang J.T., Salvianolic acid B inhibits fibril formation and neurotoxicity

of amyloid beta-protein in vitro, Acta Pharmacologica Sinica, 22(4), 380-84, (2001).



48

28.  Ono K.,Hasegawa K.,Naiki H., Yamada M., Curcumin has potent anti-amyloidogenic
effects for Alzheimer's B-amyloid fibrils in vitro, Journal of Neuroscience Research, 75(6),

742-50, (2004)

29.  Ono K. Hirohata M., Yamada M., Ferulic acid destabilizes preformed B-amyloid
fibrils in vitro, Biochemical and Biophysical Research Communications, 336(2), 444-49,

(2005).

30. Orhan I.,Kartal M.\Naz Q.,Ejaz A.)Yilmaz G.Kan Y., Konuklugil B.,Sener B.,
Choudhary 1.M., Antioxidant and anticholinesterase evaluation of selected Turkish Salvia

species, Food Chemistry, 103(4), 1247-54, (2007).

31.  Orhan LE.Senol F.S.Ozturk N.Akaydin G., Sener B., Profiling of in vitro
neurobiological effects and phenolic acids of selected endemic Salvia species, Food

Chemistry, 132(3), 1360-67, (2012).

32. Perez D.I.,Palomo V.,Pérez C.n.,Gil C.,Dans P.D.,Luque F.J.,Conde S., Martinez A.,
Switching Reversibility to Irreversibility in Glycogen Synthase Kinase 3 Inhibitors: Clues
for Specific Design of New Compounds, Journal of Medicinal Chemistry, 54(12), 4042-56,

(2011).

33. Perry N.S.L.,Bollen C.,Perry E.K., Ballard C., Salvia for dementia therapy: review of
pharmacological activity and pilot tolerability clinical trial, Pharmacology Biochemistry

and Behavior, 75(3), 651-59, (2003).

34. Rao K.V.,Donia M.S.,Peng J.,Garcia-Palomero E.,Alonso D.,Martinez A.,Medina
M.,Franzblau S.G.,Tekwani B.L.,Khan S.I.,Wahyuono S.,Willett K.L., Hamann M.T.,

Manzamine B and E and Ircinal A Related Alkaloids from an Indonesian



49

Acanthostrongylophora Sponge and Their Activity against Infectious, Tropical Parasitic,

and Alzheimer's Diseases, Journal of Natural Products, 69(7), 1034-40, (2006).

35. Rhein V.,Giese M.,Baysang G.,Meier F.,Rao S.,Schulz K.L.,Hamburger M., Eckert A.,
Ginkgo Biloba Extract Ameliorates Oxidative Phosphorylation Performance and Rescues

AB-Induced Failure, PLoS ONE, 5(8), e12359, (2010).

36. Robinson S.R., Bishop G.M., AP as a bioflocculant: implications for the amyloid

hypothesis of Alzheimer’s disease, Neurobiology of Aging, 23(6), 1051-72, (2002).

37. Selkoe D.J., Aging, Amyloid, and Alzheimer's Disease: A Perspective in Honor of

Carl Cotman, Neurochemical Research, 28(11), 1705-13, (2003).

38. Senol F.S., Wozniak S., Khan K., Hasan, M.T., Orhan E.I.,Sener B., Glowniak K., An
in vitro and in silico approach to cholinesterase inhibitory and antioxidant effects of the
methanol extract, furanocoumarin fraction, and major coumarins of Angelica officinalis L.

fruits, Phytochemistry Letters, 4(4), 462-67, (2011).

39. Seren6 L.,Coma M.,Rodriguez M.,Sanchez-Ferrer P.,Sdnchez M.B.,Gich I.,Agulld
J.M.,Pérez M.,Avila J.,Guardia-Laguarta C.,Clarimoén J.,Lled A., Gémez-Isla T., A novel
GSK-3pB inhibitor reduces Alzheimer's pathology and rescues neuronal loss in vivo,

Neurobiology of Disease, 35(3), 359-67, (2009).

40. Senol F.S.,Orhan I.,Celep F.,.Kahraman A.,Dogan M.,Yilmaz G., Sener B., Survey of
55 Turkish Salvia taxa for their acetylcholinesterase inhibitory and antioxidant activities,

Food Chemistry, 120(1), 34-43, (2010).



50

41.  Takashima A.,Noguchi K.,Michel G.,Mercken M.,Hoshi M.,Ishiguro K., Imahori K.,
Exposure of rat hippocampal neurons to amyloid 3 peptide (25-35) induces the inactivation
of phosphatidyl inositol-3 kinase and the activation of tau protein kinase I/glycogen

synthase kinase-3p, Neuroscience Letters, 203(1), 33-36, (1996).

42. Tildesley N.T.J.,Kennedy D.O.,Perry E.K.Ballard C.G.,Savelev S.,Wesnes K.A.,
Scholey A.B., Salvia lavandulaefolia (Spanish Sage) enhances memory in healthy young

volunteers, Pharmacology Biochemistry and Behavior, 75(3), 669-74, (2003).

43.  Verdile G.,Fuller S.,Atwood C.S.,Laws S.M.,Gandy S.E., Martins R.N., The role of
beta amyloid in Alzheimer’s disease: still a cause of everything or the only one who got

caught?, Pharmacological Research, 50(4), 397-409, (2004).

44,  Zeng K.-W.Ko H.,Yang H.O., Wang X.-M., Icariin attenuates [-amyloid-induced
neurotoxicity by inhibition of tau protein hyperphosphorylation in PC12 cells,

Neuropharmacology, 59(6), 542-50, (2010).

45.  Zhang Z.,Zhao R.,Qi, J.,Wen S., Tang Y., Wang D., Inhibition of glycogen synthase
kinase-3p by Angelica sinensis extract decreases -amyloid-induced neurotoxicity and tau
phosphorylation in cultured cortical neurons, Journal of Neuroscience Research, 89(3),
437-47, (2011).

46.  Zhou Y.Li W.Xu L., Chen L., In Salvia miltiorrhiza, phenolic acids possess

protective properties against amyloid P-induced cytotoxicity, and tanshinones act as

acetylcholinesterase inhibitors, Environmental Toxicology and Pharmacology, 31(3), 443-52,

(2011).



51

47. Kelley, C. J., Harruff, R. C. ve Carmack, M. (1976). The polyphenolic acids of
Lithospermum ruderale. 1l. Carbon-13 nuclear magnetic resonance of lithospermic and

rosmarinic acids. Journal of Organic Chemistry. 41(3), 449-455.

48. Mehrabani M., Ghassemi N., Sajjadi E., Ghannadi A. ve Ardakani M. S. (2005). Main
phenolic compound of petals of Echium amoenum Fisch. and C. A. Mey., a famous medicinal

plant of Iran. Daru, 13(2), 65-69.

49. Baki, A., Bielik, A., Molnar, L., Szendrei, G., Keserii, G., A High Throughput
Luminescent Assay for Glycogen Synthase Kinase-3 Inhibitors, Assay and Drug

Development Technologies, 5(1), 75-83, (2007).



52

Proje Calismasi Sonucunda Uretilen Yaynlar
1. Giirbiiz P., Kongiil E., Kosar M., Odabasi B., Aycan M.B., Pasayeva L., Eroglu D.,
Paksoy M., "Salvia Fruticosa Mill.” In Gsk-38 Inhibitér Etki Gosteren Bilesiklerinin
Hplc-Dad Ile Analizi", BIHAT 2014-21. BITKISEL ILAC HAMMADDELERI
TOPLANTISI, NEVSEHIR, TURKIYE, 28 Mayis - 1 Haziran 2014, ss.P10-P10
2. Girbiiz P., "Hplc-Dad Analysis Of Gsk-38 Inhibitors From Salvia Fruticosa Mill.",
Natural products and Drug Discovery- Future Perspectives, Viyana , AVUSTURYA,

13-14 Kasim 2014, no.30, pp.30-30



