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ONSOz
Salvia cinsi ile ilk galismalarim bu cinse ait S. trichoclada ile Hacettepe Universitesi Eczacilik
Fakultesi Farmakognozi Anabilim Dalinda, Prof. Dr. Omir Demirezer danigmanhginda
gerceklestirdigim ylksek lisans tezi sirasinda basladi. Yiksek lisans tezimde bu tirin
tasidid1 Alzheimer hastaliginda (AD) kullanilan ve ginumuzde tek onayli ilag grubu olan
asetilkolinesteraz enzim inhibitéri etki gésteren potansiyel ilagc etken maddeleri ve bu
maddelerin radikal stpuricu etki gosterip gdstermedigi arastirdim. Doktora calismalarimi
tamamladiktan sonra geldigim Erciyes Universitesi Eczacillk Fakiltesi nde pratik
¢alismalarimi yirutebilecegim bir laboratuvar kurma ihtiyaci dogmasiyla, fakdilte imkanlariyla
kromatografik ¢calismalarda kullanabilecegim kliclik bir miktar sarf malzemeyi temin ettikten
sonra, yeni bir proje konusu arayisina girdim. Radikal bir tedavisi bulunmayan AD igin yeni
potansiyel ilag adayr molekil arayisina devam etmenin 6zellikle yeni baslayacagim kariyerim
icin iyi bir hedef olusturdugunu disindim ve literatir arastirmalarimi bu yoénde
yogunlastirdim. Ozellikle AD hastaliginin en énemli patolojik bulgularindan biri olan beta
amiloit plaklarla ve olusum mekanizmalariyla ilgili literatirleri incelerken bu patolojinin son
yillarda yapilan c¢alismalarla GSK-3 beta enziminin aktivitesiyle arttiginin goézlendigini
gordum. Projemi hazirlarken 6zellikle bu enzimin yeni ila¢ geligtirimesinde anahtar bir roll
olabilecegini ve bu enzimin aktivitesine etkileyen bilesiklerin 6nem tasiyabilecegini disindim
ve hipotezimi de bu yonde gelistirdim.
Ulkemiz Salvia tirleri igin bir gen kaynagi niteliginde olup, son kaynaklarla %53 oraninda
endemizm oraniyla 99 taksonun varligi tespit edilmistir. Bu tdrlerin tamamina yakini
asetilkolin esteraz aktivite agisindan incelenmis; kimyasal icerikleri 6zelikle tasidiklari
diterpenler, ugucu yag ve ugucu yag bilesenleri de cesitli calismalarla gosterilmistir.
Bu calismalara ait literaturler, projenin hazirlanma agsamasinda 6zelikle tir segimi konusunda
benim icin dnemli esin kaynagi ve yol gésterici oldu. Proje ¢alismalarimiz esnasinda 6zellikle
aktivite deneylerinde 6nceden dngoéremedigimiz birgok problem yasadik ve bu problemleri
¢dzmek icin denedigimiz metodlari modifiye ederek, bu metodlara farkliliklar getirdik.
Basari ile tamamlamis oldugumuz bu proje ile burada gelistirdigimiz aktivite tayin
yontemlerini daha genis ve kapsamli bir ¢alisma ile Turkiye' deki tim Salvia’ lari, 6zellikle
GSK-3 beta inhibitor aktivite ve beta amiloit koruyucu etkileri ve acgisindan incelemeyi
hedefledik.
Proje caligmalarim sirasinda bana ve grubuma her turlu galisma imkanini saglayan, ayrica
proje c¢alismalarinin HPLC analizlerinin gerceklestirimesinde katkilarini ve destegini
goérdigumuiz sevgili anabilim dal bagkanimiz ve dekanimiz Prof. Dr. Muberra Kosar’a,
Proje calismamin her asamasinda bilgi ve deneyimlerini benimle paylasarak bana destek

olan Farmakoloji Ab. D. 6gretim Gyesi sevgili Do¢. Dr. M. Betll Yerer Aycan’ a,



Proje konusunu belirlememde bana fikir veren sevgili doktora danismanim Prof. Dr. L. Omiir
Demirezer e (Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakdiltesi Farmakognozi Anabilim Dali),
Projede yer alan molekiler farmakoloji deneylerini ylratmek icin buyidk bir 6zveriyle ¢alisan
Ecz. Bilge OdabasI’ na ve aktivite grubuna sonradan dahil olan Ecz. Alim Hiseyin Dokumacr’
ya, projenin hlcre hatlarinin ¢gogaltiimasinda yardimci olan Yrd. Dog¢. Dr. Eren Demirpolat’ a,
Kromatografi calismalarini yiriten sevgili 6grencilerim Ecz. Leyla Pasayeva, Bio. Duygu
Eroglu ve Ecz. Esra Kdngul'e,
Ekstrelerin LC-MS analizini gerceklestiren Dr. Biol. Fatih Gégere (Anadolu Universitesi
Eczacilik Fakultesi Farmakognozi Ab. D.),
Bilesiklerin yapi tayinlerinde buyuk destegini gordigim Yrd. Dog. Dr. S. Dilem Dogan’ a,
Proje caligmalarinda maddi ve manevi anlamda en buyuk destek ve motivasyon kaynagim
olan sevgili esime ve ogullarima da en i¢ten duygularimla tesekkur ederim.
Akademik olarak heniz yolun baginda olmama ragmen bu projeyi destekleyerek, dncelikle
kendime olan giivenimi kazanmami ve projenin basariyla tamamlanmasi icin gerekli olan
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OZET

B-Amiloid peptid (AB) birikimi, noérofibriler digimler ve néronal hicre 6lumia Alzheimer
hastaliginin en o6nemli patolojik bulgularidir. Glikojen sentaz kinaz-3 (GSK-3) glikojen
metabolizmasinda rol oynayan ubikitoz bir serin/treonin kinazdir. Birgcok biyolojik etki ve
fonksiyona sahip GSK-3 Alzheimer hastaliginda tau hiperfosforilasyonu ve B-amiloid
olusumu ile iligkilendirilmigtir. Bu c¢alismada Alzheimer hastaliinda geleneksel olarak
kullanimi olan Salvia tdrlerinden daha o6nce noroprotektif etkisi bu mekanizmayla
goOsteriimemis olan S. huberi ve S. rosifolia bitkilerinden hazirlanan cgesitli ekstre ve
fraksiyonlarin B-amiloid peptid ile induklenmis norodejenerasyondaki koruyucu etkilerini
GSK-38 inhibisyonu tzerinden gerceklestirip gerceklestirmedigi arastiriimistir. En fazla GSK-
3B inhibisyonu etki gosteren ekstre belirlendikten bu ekstrenin SH-SY5Y noroblastoma hucre
kultiri  ortaminda B-amiloid peptidle indiklenmis norotoksisitedeki koruyucu roli
incelenmistir.

Bu calismada Salvia tlrlerinin toprak st kisimlarinin 6nce metanolle, daha sonra bu ekstre
Uzerinden sivi-sivi ekstraksiyon yéntemiyle farkh polaritelerdeki ¢ézicllerle ekstre edilerek
hazirlanmis ekstrelerinin GSK-38 inhibitdri olup olmadiklari, o6ncelikle in-vitro olarak
arastinlmigtir. En yUksek etki gdsteren n-BuOH ekstreleri, Poliamit kolon kromatografisi
yardimiyla fraksiyonlanmistir. Elde edilen ana fraksiyonlar tekrar bu aktivite igin denenmistir.
S. huberi igin FR4, S. rosifolia icin de FR5 en aktif fraksiyonlar olarak tespit edilmistir.
Gerceklestirilen cesitli agik ve kapali kolon kromatografisi, teknikleriyle bu fraksiyonlarin
tasidigi ana bilesik olan Rozmarinik asit (RA) izole edilmistir. Rozmarinik asitin yapisi, ‘H ve
®C NMR’ larl yardimiyla dogrulanmistir. Yilksek Basingli Sivi Kromatografisi yardimiyla
standart maddeler kullanilarak ekstrelerdeki RA ve diger bilesenlerin miktarlari arastirilmigtir.
Her iki bitki icin de n-BuOH ekstreleri, SHNBU-FR4 ve SRNBU-FR5 in SH-SY5Y
ndéroblastoma hicre kiltirt ortaminda B-amiloid (1-42) peptidle indiklenmis nérotoksisitede
koruyucu roli oldugu gergek zamanh hicre analizi yontemi yardimiyla gdsterilmistir. Ayni
zamanda bu fraksiyonlarin koruyucu etkilerinin mekanizmasinin arastiriimasi amaciyla MMP
ve enzim ekspresyon duzeyleri Uzerine etkileri de arastirimistir. GSK-38 inhibisyonu yapan
ekstre ve fraksiyonlarin amiloit beta koruyucu etkinliklerini MMP’ ni artirarak gosterdigi

bulunmustur. Bu ekstrelerin ayni zamanda enzim ekspresyonunu da azalttigi gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Salvia, GSK-38, Alzheimer Hastaligi, Amiloit beta toksisitesi

viii



ABSTRACT

B-Amyloid peptide (AB) 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 8 amyloid aggregation in
AD.

In this study protective effects of various extracts prepared from two Salvia species (S.
huberi Hedge and S. rosifolia Sm.) were examined for B amyloid peptide induced
neurodegeneration and the underlying mechanism studied regarding GSK-38 inhibition.

The most effective GSK-38 inhibitory extract is identified and the protective effects on AB (1-
42) induced nourotoxicity on SHSY-5Y nouroblastoma cells was investigated.

First in-vitro GSK-3 inhibitory effects of methanolic extracts and other various extract which
was prepared with different solvents were evaluated.The most effective n-BuOH extracts
were fractionationed with Polyamide column chromatography and the main fractions were
tested for the activity again. SHNBU-FR4, SRNBU-FR5 were the most active ones and with
the further chromatographic methods the main ingredient were determined as Rosmarinic
acide (RA) and RA is isolated from the active fractions and the structure of the compound is
confirmed with the **C and "H NMR techniques. The absolute quantities of the RA and other
constituents were determined with HPLC.

The protective effects on AB (1-42) induced nourotoxicity on SHSY-5Y nouroblastoma cells
of two n-BuOH extracts, SHNBU-FR4, SRNBU-FR5 were indicated with the help of the real
time cell analysing method. The MMP and expression of the GSK-38 levels were identified

for both of the extracts and the fractions as underlying mechanisms.

As a result the GSK-38 inhibitory extracts and fractions induced MMP levels and reduced

GSK-38 expression.
Key Words: Salvia, GSK-38, Alzheimer’s Disease, Amyloid beta toxicity



1. GiRIS

ila¢g aday! olabilecek model molekiiller bugiine kadar éncelikle dogal kaynaklardan
elde edilmigtir. Ayrica bazi maddeleri sentezlemek mimkin olmayabilir ya da sentez sonucu
dogal bilesik ile ayni kimyasal konfiglirasyon saglanamazsa etki gértilmeyebilir. Bu durumda
dogal yollardan elde edilmis ya da yari sentez yoluyla Uretilmis bilesikler kullanilr.
Gulnumuzde hala dogal kaynaklardan elde edilen bilesikler dogrudan kullanimda ve/veya
sentetik ilag gelistirme sahasinda model bilesik olarak énemlerini korumaktadir. TUrkiye bitki
cesitliligi agisindan yeni dogal bilesik arastirmalarinda ¢ok énemli bir yere sahiptir.
Alzheimer hastaligi, dejeneratif nérolojik bir rahatsizlik olup, amiloit 8 proteinini igeren senil
plaklarin olusumu ve beyinde kolinerjik ndéromediyatorlerin kaybi ile karakterizedir.
Hastalarda gbzlenen en 6énemli biyokimyasal degisim asetilkolin dizeyinin hippokampus ve
beyin korteksinde azalmasidir. Bu nedenle asetil kolinin hidrolizinden sorumlu olan enzim
asetilkolinesteraz (AchE) inhibisyonunu saglamak, Alzheimer hastaliginin en énemli tedavi
yontemlerinden biridir. Glnlimuzde Alzheimer hastaliginin tedavisinde en iyi sonuglarin
alindigi tek ila¢ grubu asetilkolinesteraz inhibitdrleridir.
Asetilkolinesteraz inhibitori 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 tlrlerinden elde edilen galantamin de
onemli bir AchE inhibitérididr. Gunumizde yaygin olarak Ginkgo biloba ekstrelerini iceren
preparatlar da hafiza lzerindeki iyi edici 6zelliklerinden dolayi kullaniimaktadir.
Alzheimer hastalidi i¢in birgok patolojik mekanizma Onerilmis olsa da AR’ nin Alzheimer
hastaliginin bagslamasi ve ilerlemesinde anahtar bir molekll oldugu disindlmektedir. Amiloid
kaskat hipotezine goére B-amiloid fragmaninda (1-42) (AB42) meydana gelen artig B-amiloidin
oligomerizasyon ve depozisyonu sonucunda birikmesine neden olmaktadir. Birikmis AB42,
oksidatif stres olusturup, merkezi sinir sisteminin homeostazisini degistirerek enflamatuvar
cevap ile demansin asil sebeplerinden biri olan néronal hicre kaybina neden olmaktadir
(Takashima vd. , 1996, Robinson ve Bishop, 2002, Selkoe, 2003, Verdile vd. , 2004).
Glikojen sentaz kinaz (GSK-3) ilk olarak glikojen sentezini dizenleyen bir enzim olarak
tanimlanmis olmakla beraber son zamanlarda bu enzimin apoptozis ve gen ekspresyonunu
da kapsayan c¢ok cesitli biyolojik olaylarda da rol oynadigi saptanmistir. GSK-3’ Un iki
homolog izoformundan biri olan GSK-38’ nin aktivasyonunun tau patolojisi, AB sentezi ve
apoptotik néronal hiicre 6liminde katkisinin oldugu cesitli arastirmalarla gosterilmistir. GSK-
36 nin AD’ de kilit Gneme sahip bir enzim oldugunun anlasilmasiyla birlikte GSK-38 inhibitér
etki gosteren bilesik arayisi 6nem kazanmistir (Martinez ve Perez, 2008, Eldar-Finkelman ve
Martinez, 2011, Koistinaho vd. , 2011, Lei vd. , 2011, Perez vd. , 2011).



Bu ¢alismada diinya genelinde ilag, kozmetik ve parfim endistrisinde éneme sahip Salvia
cinsine ait iki endemik tir olan S. huberi ve S. rosifolia bitkileri Gzerinde farmakolojik aktivite
ve kimyasal icerik arastirmalari yapilmasi planlanmigtir. Labiatae familyasina ait Salvia cinsi
Dinya’ da yaklasik 900, Turkiye’'de ise 51’ i endemik, dogal olarak yetisen 99 tirle temsil
edilmektedir. Cesitli Salvia turlerinin halk arasinda diyare, peptik Ulser, yiksek ates, kisirlik
tedavisinde, cesitli deri rahatsizliklarinda, romatizmal hastaliklarda, idrar yolu
enfeksiyonlarinda, anti-spazmodik, hemostatik, antidiyabetik ve anti-enflamatuvar olarak
kullanihglari da bulunmaktadir. Salvia turleri, eski zamanlardan beri cesitli Ulkelerin halk
tiplarinda hafiza iyi edici 6zelliklerinden dolayi kullaniimakla beraber Alzheimer hastaliginin
tedavisinde bilimsel anlamda 6zellikle son 10 yilda daha da 6nem kazanmistir.
Geleneksel tipta demans tedavisinde kullanimi olan ve son yillarda yapilan birgok ¢calismayla
cesitli mekanizmalarla noéroprotektif etkileri gosterilen Salvia tlrleri tzerinde B-amiloid ile
indUklenmis norotoksisitede koruyucu etkilerinin  olduguna dair az sayida c¢alisma
bulunmaktadir ve yapilmis bu calismalarda bitkinin bu etkilerini GSK-38 enziminin direkt
inhibisyonuyla gosterip gdstermedigiyle ilgili bir ¢alisma bulunmamaktadir. Yapilan
calismalar daha ¢ok bu enzimin ekspresyon diizeylerinin aktive olup olmamasi, olusan g-
amiloid fibrillerinin destabilizasyonuyla iliskilendirilmistir (luvone vd. , 2006).
Planlanan proje calismasinda, ekstre ya da saf maddelerin GSK-3 beta inhibitor etkileri ile
beta amiloit toksisitesi arasinda herhangi bir paralellik olup olmadiginin arastiriimasi igin iki
endemik tir olan S. huberi ve S. rosifolia bitkileri secilmis ve c¢alisma lU¢ asamada
gergeklestirilmigtir.

1. Bitkilerin toprak Ustl kisimlarindan hazirlanan MeOH, n-BuOH, Su ve Petrol eteri

ekstrelerinin GSK-3 beta inhibitor etkilerinin saptanmasi,

2. GSK-3B inhibitér etki gosteren ekstrelerin fraksiyonlanmasi ve bu fraksiyonlarin

tekrar GKS-3 beta inhibitér etkilerinin arastiriimasi,

3. Hucre hatlar Uzerinde AB (1-42) ile toksisite olusturularak, aktif fraksiyonlarin bu

toksisiteye karsi koruyucu etkilerinin élgtlmesi,
4. Etkinin mekanizmasinin belirlenmesi,

4. Etkiden sorumlu bilesik ya da bilesiklerin tayin edilmesi amaglanmistir.



2. LITERATUR OZETi

Alzheimer hastaligi (AD), beyinde ekstraseliler senil plak ve intranéronal nérofibriler digum
(NFTs) olusumuyla karakterize nérodejeneratif bir hastaliktir. Senil plaklarin ana bileseninin
normal metabolizma sonucu olusan B-amiloid peptid (ABR) oldugu saptanmistir. Alzheimer
hastaligi igin birgok patolojik mekanizma 6nerilmis olsa da AR’ nin Alzheimer hastaliginin
baslamasi ve ilerlemesinde anahtar bir molekil oldugu dusundimektedir. Amiloid kaskat
hipotezine gore B-amiloid fragmaninda (1-42) (AB42) meydana gelen artis B-amiloidin
oligomerizasyon ve depozisyonu sonucunda birikmesine neden olmaktadir (Sekil 1). Birikmis
AB42, oksidatif stres olusturup, merkezi sinir sisteminin homeostazisini degistirerek
enflamatuvar cevap ile demansin asil sebeplerinden biri olan néronal hiicre kaybina neden
olmaktadir (Takashima, Noguchi vd., 1996, Robinson ve Bishop, 2002, Selkoe, 2003,
Verdile, Fuller vd., 2004).

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

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 c¢ok cesitli biyolojik olaylarda da rol oynadigi saptanmigtir. GSK-3’ Un iki
homolog izoformundan biri olan GSK-38’ nin (Sekil 2) aktivasyonunun tau patolojisi, AB
sentezi ve apoptotik noéronal hicre oluminde katkisinin oldugu cesitli arastirmalarla
gosterilmistir. GSK-38’ nin AD’ de kilit neme sahip bir enzim oldugunun anlasiimasiyla



birlikte GSK-38 inhibitor etki gosteren bilesik arayisi 6nem kazanmigtir (Martinez ve Perez,
2008, Eldar-Finkelman ve Martinez, 2011, Koistinaho, Malm vd., 2011, Lei, Ayton vd., 2011,
Perez, Palomo vd., 2011).

N-terminal

” insertion typical
for CMGC kinases

Sekil 2. GSK-38 enziminin sarmal yapisi

Bu arayis sonucunda birgok dogdal ya da sentetik bilesik bu aktivite ydninden incelenmis ve
dogal bilesiklerden prenilli kemferol turevi bir flavonoit olan ikariin, deniz canlilarindan elde
edilen palinurin, himenialdisin, meridianin, indirubinler ve manzamin alkaloitlerinin, sentetik
olarak da halometilketon, piridiloksadiazol, tiyadiazolidinon, pirazolpirimidin ve maleimit turevi
maddelerin GSK-3 inhibitér etki gosterdigi bulunmustur (Rao vd. , 2006, Hamann vd. , 2007,
Eldar-Finkelman ve Martinez, 2011). Bu inhibitérlerden ikariinin GSK-38" yi1 dolayh olarak
inhibe ederek PC12 néroblastoma hicrelerinde tau hiperfosforlisyonunu engelledigi
gOsterilmistir  (Zeng vd. , 2010). Sentetik bir non-ATP kompetetif inhibitér olan
tiyadiazolidinon bilesiginin transjenik farelerle yapilan bir ¢alismada in-vivo olarak ndéronal
kaybi azalttig1 gosterilmistir (Serend vd. , 2009). GSK-38 enziminin AB ndrotoksisitesindeki
rolu aydinlatimis olmasina ragmen bu enzimin dogrudan inhibisyonunun Alzheimer
patogenezindeki koruyucu rolleri ile ilgili caligmalar (Koh vd. , 2008) dikkate alindiginda daha
once Alzheimer patogenezi ile asetilkolinesteraz Uzerinden iligkilendirilmis olan Salvia
turlerinin etkisini GSK-38 enzimi tzerinden gerceklestirip gergeklestirmedigi ile ilgili mevcut

literatlir bulunmamaktadir.
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Sekil 3. GSK-3' Un etkiledigi biyolojik olaylar ve hastaliklarla iliskisi

GSK-3 enzimi ile Alzheimer patogenezi arasinda dnemli bir baglanti olabilecegi son yillarda
oldukga 6nem kazanmistir (Sekil 3). Oyle ki bu enzimin inhibisyonunun hastalgin
patogenezinde yer alan tau fosforilasyonu ve beta-amiloid toksisitesi ile iliskilendiriimis
olmasi oldukca dikkat ¢ekicidir. Bu nedenle gliinimuzde GSK-38 inhibisyonu gdsteren veya
yapisal olarak gosterme ihtimali olan bilesiklerin bulunabilmesi yeni tedavi rejimlerinin

gelistirilebilmesine de 1sik tutacaktir.

Intracaliular Extraceiiuiar

Microtubule ~a PP P 4P E
o - 4 Py l
Increase tau e
phosphoryiation@ &\
S ~ Thas—— 13 Increase -A
e = = formation and
- ‘/ g toxicity
Increased GSK-3 aCtIVIty’f
DecreaseLTP: !“\ ) / \ "‘ = Increase microglial

activation.

Memoryand Neuronal death

learning abilities

=

Sekil 4. Artmig GSK-3 aktivitesinin néronlar Gzerine etkisi

Alzheimer hastaliginda geleneksel kullanima sahip birgok bitki ve onlarin ekstrelerinin
asetilkolinesteraz inhibitér etki, antioksidatif aktivite, AG Ureten sekretazlarin modulasyonu,
AB degredasyonu, agir metal baglama ve apoptotik mekanizmalarla iligkileri in-vitro ve in-
vivo galismalarla ortaya konmustur (Takashima, Noguchi vd., 1996, Selkoe, 2003, Kimura
vd. , 2011, Koistinaho vd. , 2011, Senol vd. , 2011, Zhang vd. , 2011). Hastahgin
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semptomatik tedavisinde daha ¢ok fizostigmin, galantamin, huperzin A ve berberin gibi
asetilkolinesteraz inhibitoru etki gésteren alkaloit yapisinda dogal saf bilesikler ilgi gérmustdr.
Galantamin ve Huperzin A’ nin ayni zamanda S-amiloid peptid fragmanina karsi néroprotektif
ve serbest radikalle indiklenmis sitotoksisitede etkili oldugu gosterilmistir (Liu vd. , 2010).
Yapilan bir calismada alkaloit digi farkli iskeletlere sahip cesitli kalkon, naftokinon,
furokumarin, flavonoit, lignan, fenilpropanoit, fenolik asit, tokoferol, sekoiridoit, triterpen ve
ksanton bilesikleri incelendiginde ksantonlarin galantamine yakin konsantrasyonlarda asetil
kolinesteraz etki gosterdigi bulunmustur (Brihlmann Corinne, 2004). Cesitli hayvan
modellerinde noroprotektif etkileri gosterilen ve geleneksel kullanima sahip bitkilerin basinda
ise Salvia officinalis, S. lavandulaefolia, S. 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
(Akhondzadeh vd. , 2003). Bitkilerin bu etkileri monoterpenler, seskiterpen laktonlar,
diterpenler, triterpenler (oleanan, ursan, dammaran), triterpenik saponinler, fenolik asitler,
diarilheptanoitler, karotenoitler, bifenolik lignanlar ve oligosakkaritler gibi ¢ok cesitli madde
gruplarina dayandinimistir (Howes ve Houghton, 2003, Howes vd. , 2003, Ono vd. , 2004,
Houghton ve Howes, 2005, Eckert, 2010, Liu vd. , 2010, Rhein vd. , 2010).

Geleneksel Cin tibbinda kullanimi olan Angelica tirlerinden A. archangelica ve A. sinensis’ in
bircok biyolojik etkilerinin yani sira B-amiloid ile indiklenmis hiicre 6liminde koruyucu
etkilerinin oldugu ve bu etkilerini hlcresel oksidasyon mekanizmalarina etki ederek
gosterdikleri ortaya konmustur (Kiyoshi, 2010). igerisinde Angelica archangelica ekstresi ve
ferulik asit bulunan Feruguard isimli Uranidn Alzheimer hastalari Uzerinde demansin
davranigsal ve psikolojik semptomlarini anlamli bir sekilde azalttigi; ferulik asitin ayni
zamanda B-amiloid fibrillerinin stabilizasyonunu da bozdugu vyapilan c¢alismalarla
gOsterilmistir (Ono vd. , 2005, Kiyoshi, 2010). Baska bir calismada da A. sinensis’ in icerdigi
fenolik asitler olan ferulik asit ve ftalik asitin dlislk dozlarda ekstreye gére daha yuksek
noroprotektif etki gosterdigi bulunmustur (Huang vd. , 2008). Yine A. sinensis’ in metanol
ekstresinin GSK-38" nin down-regllasyonu sonucu inhibe ederek AB ile indiklenmis
norotoksisiteyi ve tau hiperfosforlisyonunu azalttigi gosterilmistir (Zhang vd. , 2011). Bagka
bir Angelica tiri olan A. officinalis ile yapilan bir calismada da bitkinin icerdigi
furanokumarinlerin yiksek bdutirilkolinesteraz inhibitor aktivite gésterdigi saptanmistir (Senol
vd. , 2011).

Yine geleneksel Cin tibbinda kokleri kalp-damar sistemi hastaliklarini tedavi etmek amaciyla
kullanimi ¢ok eskilere dayanan ve etkili madde olarak fenolik asitler ve abietan tip iskelete
sahip tansinonlar adi verilen diterpenleri tagiyan baska bir bitki olan Salvia miltiorrhiza’ nin
AchE inhibitér aktivite, AB koruyucu ve Nitrikoksit sentaz (NOS) inhibitdér etkileri oldugu

6



yapilan ¢calismalarla kanitlanmistir (Lin vd. , 2008). 2011 yilinda yapilan bir galismada bitkinin
koklerinin icerdigi fenolik asitlerin B-amiloid ile indiklenmis sitotoksisitede koruyucu,
tansinonlarin ise asetilkolinesteraz inhibitdr ve antioksidan etkileri oldugu gosterilmigtir (Liu
vd. , 2010, Zhou vd. , 2011). Ozellikle bir fenolik asit olan salvianolik asit B’ nin A fibril
olusumunu engelleyerek ve olusan fibrilleri dagitarak AB ile indiklenmis norotoksisitede
koruyucu rol oynadigi cesitli calismalarla gésterilmistir (Ming-Ke Tang, 2001, Durairajan vd. ,
2008). Bununla birlikte Salvia officinalis ve Salvia lavandulaefolia’ nin etanolik ekstreleri ve
ucucu yadlarinin ¢ok kiguk dozlarda bile asetilkolinesteraz inhibitoér etkileri oldugu
gosterilmis; bu ekstre ve ugucu yaglarla orta dereceli Alzheimer hastalari tzerinde yapilan
klinik denemelerde hastalarin kognitif fonksiyonlarinda iyilesme oldugu goézlenmistir
(Akhondzadeh vd. , 2003, Perry vd. , 2003, Tildesley vd. , 2003, Kennedy vd. , 2011). Yine
son yillarda yapilan bir calismada S. officinalis ve icerdigi kafeik asit tlrevi bir fenolik asit
olan rozmarinik asitin AR ile indiklenmis norotoksisitede PC12 hicrelerini koruyucu etki
gosterdigi bulunmustur (luvone, De Filippis vd., 2006).

Calismada Salvia huberi ve S. rosifolia’ nin segilme nedeni; Alzheimer patogenezinde
koruyucu etkileri ile iligkilendirilmis olan Salvia tirlerinin simdiye kadar etki mekanizmalarinin
genellikle geleneksel bir yaklasim olan asetilkolinesteraz inhibitdér etkinlik Uzerinden
arastirilmis olup, bu bitkilerin dogrudan GSK-38 inhibisyonu izerinden Alzheimer patogenezi
ile iligkilendirildigine dair mevcut literattr olmayigidir.

Salvia tlrleri dunya Uzerinde 1000 den fazla yayilis goOsteren tir sayisiyla Lamiaceae
familyasinin en zengin Uyelerinden biridir. Son kayitlarla birlikte bu cins 51’ i endemik olmak
uzere Turkiye’ de 99 tirle temsil edilmektedir. Bu sayi birgok komsu Ulkeden ve Avrupa’ nin
tamamindan daha fazla ture sahip oldugumuzu goéstermektedir (Kahraman Ahmet 2012).
Son yillarda yapilan galismalarda bu turlerin tamami asetilkolinesteraz aktivite yoninden
incelenmis ve baz turlerin ylksek etkiler gosterdigi bulunmus ve bu bitkilerin aktivitelerinin
yuksek polifenolik, 0Ozellikle fenolik asitlerce zengin igeriklerinden dolayr oldugu da
dusundlmastir (Orhan vd. , 2007, Kolak Ufuk, 2009, Senol vd. , 2010, Orhan vd. , 2012).
Salvia tirleri halk arasinda soguk alginliginin, bogaz, karin agrilarinin, menstrual
bozukluklarin tedavisinde, antimalaryal, dezenfektan, plrgatif ve seker duslrici olarak
kullaniimaktadir. Ayrica cins Uzerinde yapilan farmakolojik aktivite ¢aligmalarinda bitkinin,
ekstrelerinin, ucucu yaglarinin ya da icerdigi bilegiklerin, hipoglisemik, antiseptik,
antioksidan, immunomodulator, antifungal, sitotoksik, platelet agregasyonunu inibe edici,
antiasetilkolinesteraz ve halusinojenik etkilerinin oldugu goésterilmigtir. Bitki Uzerinde yapilan
fitokimyasal calismalarda bugline kadar Ozellikle abietan ve neoklerodan tip diterpenler,
oleanan, ursan ve lupan iskeletlerine sahip triterpenler, apigenin ve luteolin ve bunlarin 6-

hidroksilli tirevlerini iceren flavonlar, kafeik asit monomer ve dimerlerinden olusan fenolik



asitler elde edilmistir. Bitkinin ugucu yagi Gzerinde yapilan ¢alismalarda en fazla tespit edilen
monoterpenler;1,8-sineol, kafur, borneol, tuyon, a ve B-pinendir (Eser, 2007).

Bazi Salvia turleri, lkemizin ihra¢ Grunleri arasinda yer almaktadir (Baytop, 1999). Cinsin
ulkemiz agisindan ekonomik éneminin yani sira tir sayisinin ve endemizm oraninin yuksek
olusu cinsi Ulkemiz agisindan bir gen merkezi konumunda olmasina da neden olmaktadir.
Geleneksel tipta demans tedavisinde kullanimi olan ve son yillarda yapilan birgok calismayla
cesitli mekanizmalarla néroprotektif etkileri gosterilen Salvia tarleri tGzerinde B-amiloid ile
indiklenmis norotoksisitede koruyucu etkilerinin  olduguna dair az sayida calisma
bulunmaktadir ve yapiimig bu calismalarda bitkinin bu etkilerini GSK-38 enziminin direkt
inhibisyonuyla goésterip gdstermedigiyle ilgili bir calisma bulunmamaktadir. Yapilan
¢alismalar daha ¢ok bu enzimin ekspresyon dizeylerinin aktive olup olmamasi, olusan -
amiloid fibrillerinin destabilizasyonuyla iliskilendirilmistir (luvone, De Filippis vd., 2006).



3. GEREG ve YONTEM
3.1 Fitokimyasal Galismalar
3.1.1 Bitkisel Materyal

Salvia rosifolia bitkisi Temmuz 2013’ te Erzurum; Oltu, Camlidere koéyu Ustleri, akintil
yamagclar, 1460 m yUkseklikten toplanmistir. Salvia huberi bitkisi Temmuz 2013’ te Erzurum,;
Tortum, Balikh kéyu Gzeri, Mezra civari, akintil yamaglar 1540 m ylkseklikten toplanmistir.

Bitkilere ait 6rnekler sirasiyla Paksoy 1860 ve Paksoy 1859 toplayici numarasi ile Elazig
Universitesi Fen Fakiltesi Herbaryumu’ nda saklanmaktadir. Bu ¢alismada bitkinin, acik

havada ve goélgede kurutulmus cicekli toprak Gstu kisimlari kullaniimigtir.

Salvia rosifolia Salvia huberi’

Resim 1. Salvia turlerine ait herbaryum érnekleri

3.1.2 Kimyasal Maddeler ve Aletler

Kimyasal Kati Maddeler: Vanilin (Merck), Kafeik asit (Caffeic acid, SIGMA®, China),
Klorojenik 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®, lIsrael), Luteolin-7-O-



Glukozit (Luteolin-7- O- glucoside, SIGMA®), Kemferol (Kaempferol, SIGMA®, France),
Rutin ( Rutin hydrate, SIGMA®, Brazil), Kersetin (Quercetin, SIGMA®, India)

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

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

Tablo 3.1. Kromatografik ¢alismalarda kullanilan adsorbanlar

Yontem Adsorban

ITK Normal faz silika jel (Hazir aluminyum plak, Kieselgel 60 F,s,
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), Poliamit KK (Polyamide MN,
Sigma)

MPLC 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, partikil capi 5 um))

Revelatér: Vanilin / H,SO, (Vanilin’ in derigik sUlfurik asit icindeki % 1’lik ¢ozeltisi).
PUskirtmeden sonra 110°C’ de birkag dakika isitilir.
Coziicu Sistemleri: Kromatografik ¢galismalarda kullanilan ¢dzici sistemleri Tablo 3.2.'de

verilmistir.

Tablo 3.2. Kromatografik ¢alismalarda kullanilan ¢ézicl sistemleri

CGozucu Sistemi Kromatografik Yontem
Aseton SK
CHCl; SK
CHCI; - EtOACc (97 : 3—90 : 10) ITK, SK
CHCI; - MeOH (98 : 2) ITK, SK
CHCI; - MeOH-H,0 (80:20: 2) ITK, SK
CHCI; - MeOH-H,0 (70:30: 3) ITK, SK
CHCI;- MeOH-H,0 (61:32:7) ITK, SK
CHCI;- MeOH (100 : 0 — 0 : 100) SK
CH,ClI, SK
CH,CI, - EtOAc (95:5 — 90 : 10) ITK, SK
EtOAC SK
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MeOH SFK, SK

MeOH-H,O (0: 100 — 100: 0) MPLC, TF-ITK
Toluen SK
Toluen - CH,CI, (1: 1) SK

ITK: Normal faz silika jel ince tabaka kromatografisi, MPLC: Orta 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
NMR Spektrometresi : Varian Mercury Plus 400 MHz
Liyofilizator . Virtis Freezemobile 6
Rotavapor : Buchi
UV Lambasi : Camag (Tip: 29000)
Kromatografi Tanki : Camag (cam kivet, 22 x 23 x 8 cm)

3.1.3 Kromatografik Yontemler

ince Tabaka Kromatografisi (ITK)
Kolon kromatografisi galismalarinda toplanan fraksiyonlarin izlienmesinde ve bilesiklerin sahit
maddeler ile karsilastirnimasinda, normal faz ve ters faz silika jel kaph hazir aluminyum

plaklar kullanilmigtir.

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

10 cm mesafe boyunca suriklenmistir.

Acik Kolon Kromatografisi

Calismalarimizda adsorban olarak 6n fraksiyonlama icgin silika jel, saflastirma igin silika jel ve
Sephadex LH-20 kullaniimis olan agik kolon kromatografisi ydnteminden yararlanilimistir.
Fraksiyonlar 6n fraksiyonlamada 100’ er ml, saflastirima asamalarinda ise 5 - 10 ml
toplanmig ve kontrolleri iTK ile yapilmistir. Ayni Rf degerine sahip olan ve revelasyon
sonucunda benzer gérinen fraksiyonlar bir araya toplanmistir.

Kolonun Hazirlanmasi
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Normal faz silika jel kolon kromatografisi (SK):

istenilen miktarda tartilan silika jel yeterli miktarda ¢dziicli sistemi ile siispansiyon haline
getirilmistir ve karigim alt ucuna pamuk yerlestiriimis olan cam kolona aktariimistir. Kolondan
yeterli miktarda ¢o6zucl sistemi gecirilerek adsorbanin yerlesmesi saglanmistir. Adsorban
Uzerinde 2 - 3 mm ¢o6zucl kalincaya kadar beklenmis ve ¢6zicu sisteminde ¢dzilmis olan

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

istenilen miktarda tartilan Sephadex LH-20, yeterli miktarda metanol ile karistirimistir.
Karisim, alt ucuna pamuk yerlestirilmis olan cam kolona doldurulmus ve adsorban tamamen
yerlesinceye kadar kolondan metanol gecirilmistir. Adsorbanin tzerinde 1 - 2 mm ¢6zUcu

kalinca MeOH’da ¢dzllen numune kolona tatbik edilmistir.
Kolon Kromatografisi igin Numune Tatbiki

Coziicu yardimi ile tatbik: Numune yeterli miktarda ¢ozicl / ¢dzlcu sistemi icinde tamami
¢ozuldukten sonra, bir pastor pipeti yardimi ile kolona tatbik edilmistir. Kolon muslugu
acilarak numune adsorbana emdirilmistir. Kolonun Gzerine, adsorban ylzeyinin bozulmasini
engellemek igin pamuk yerlestiriimis ve kolona yeterli miktarda ¢ozlicu sistemi eklenerek

eliisyona basglanmistir.

Orta Basinch Sivi Kromatografisi (MPLC)

Adsorban : LiChroprep Cig (40 - 63 uym, Merck)
Kolon . Sepacore Hazir Doldurulmus Kartus
Peristaltik Pompa : Buchi C601
Cozuci Sistemi : MeOH - H,0 (% 0 - 100 MeOH/ACN)
Akis Hizi : 5 mL/dak
Basing :5-15 bar
Fraksiyon Hacmi :5-10mL
Fraksiyon Toplayici : Blchi C-660
Yuksek Basingh Sivi Kromatografisi Calismalari (HPLC)
Cihaz . Agilent Technologies 1200 Series
Dedektor : UV-DAD; 280 nm, 320 nm ve 360 nm
Kolon : Ters Faz C18 kolon (Teknokroma Mediterranea
Seayg)
Cozucii 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
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Akis Hizi : 1 mL/dak

Gradient : Cozucl karigimi igerisinde B’ nin orani; 15 dakikada
%15’ e, 3 dakikada %40’ a ¢ikar ve 12 dakika boyunca bu sekilde devam eder, 5 dakika
icinde %100’ e ulastiktan sonra C’nin orani 2 dakikada %15’e, 11 dakikada %30’ a ulasir ve
ardindan 2 dakikada iginde baslangi¢c durumuna geri doner.

Yiiksek Basin¢li Sivi Kromatografisi Kutle-Spektrometresi (HPLC-MS/MS)

Cihaz : Shimadzu 20A HPLC MS/MS
Dedektor : Applied Biosystems 3200 Q-Trap MS/MS
iyonlagma Modu . Elektro Sprey iyonizasyon (ESI), negatif iyonlasma
Kolon . GL Science Intersil ODS 4,6 x 250 mm, 5 u
Kolon sicakhgi 140 °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 icinde 0—100%’ e ¢ikmistir.

3.1.4. Ekstraksiyon ve Fraksiyonlama Caligsmalari

Toprakiisti Kisimlarindan MeOH Ekstresinin Hazirlanmasi

S. rosifolia (1500 g) ve S. huberi (1280 g) bitkilerinin gdlgede kurutulmus, toz edilmis
toprakistl kisimlari 37 °C’ de MeOH ile (2,5 L x 5) ekstre edilmistir. MeOH ekstreleri
suzllerek birlestiriimis ve 37 °C’ de rotary evaporatdrde yogunlastiriimistir [SRME (126 g, %
8,5); SHME (176 g, %11,7)]*.

Toprakiisti Kisimlarindan n-BuOH Ekstresinin Hazirlanmasi:

S. rosifolia ve S. huberi bitkilerinin toprakistiu kisimlari MeOH ile ekstre edilip ham metanol
ekstresi su (350 mL) ile sispande edildikten sonra bir ayirma hunisine alinmis ve ilk olarak
petrol eteri (250 mL x 8) ile partisyona tabi tutulmustur. Petrol eteri fazi ayrildiktan sonra
kalan sulu kisim n-butanol (250 mL x 8) ile calkalanmis ve ayriimistir. Kalan su fazi ve
ayrilan iki faz da birlestirilerek rotary evaporatérde algak basing altinda 37 °C’ de kuruluga
kadar ucurulmus; su ve n-butanol fazlari ¢alismanin baglamasina kadar liyofilize edilmigtir
(SRNBU, 24 g, SRPE, 43 g, SRS, 30 g; SHNBU, 65 g, SHPE, 25 g, SHS, 66 g)*.

*[SRME: S. rosifolia Metanol Ekstresi, SRNBU: S. rosifolia N-butanol Ekstresi, SRS: S. rosifolia Su Ekstresi, SRPE: S. rosifolia

Petrol Eteri Ekstresi; SHME: Salvia huberi Metanol Ekstresi, SHNBU: Salvia huberi N-butanol Ekstresi, SHS: Salvia huberi Su
Ekstresi, SHPE: Salvia huberi Petrol Eteri Ekstresi]
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N-BuOH Ekstresinin Fraksiyonlarinin Hazirlanmasi

Ekstrelerin GSK-38 aktivite testleri sonucunda her iki bitki icin de diger ekstrelere goére
(MeOH, H,0O, PE) en yuksek inhibitdr etki gosteren n-BuOH ekstreleri Poliamit kolonla
fraksiyonlanmigtir. Elisyon ¢dziiclu sistemi olarak H,O: MeOH’' In degisen polaritelerde
(100:0, 75:25, 50:50, 25:75, 0:100) karisimlari kullanilmistir. iITK kromatogramlarina gére
birlestirilen fraksiyonlar sonucunda toplam 5 fraksiyon elde edilmis ve liyofilizatérde
kurutulduktan sonra farmakolojik aktivite calismalarina kadar +4 °C’ de saklanmistir.

Kurutulmus fraksiyonlarin miktarlari Tablo 3.3’ de tabloda verilmistir.

Tablo 3.3. Her iki Salvia turtine ait n-BuOH ekstreleri ve fraksiyonlarinin miktarlari

Ekstre/Fraksiyon Miktari (g) Ekstre/Fraksiyon Miktari (g)
SHNBU 32 SRNBU 24

SH FR1 (S. huberi FR1) 14.4 SR FR1 (S. rosifolia FR1) 5.7

SH FR2 (S. huberi FR2) 4.3 SR FR2 (S. rosifolia FR2) 3.36

SH FR3 (S. huberi FR3) 2.6 SR FR3 (S. rosifolia FR3) 5

SH FR4 (S. huberi FR4) 4.3 SR FR4 (S. rosifolia FR4) 2.8

SH FR5 (S. huberi FR5) 6.1 SR FR5 (S. rosifolia FR5) 4.9

3.2 Aktivite Caligmalan

3.2.1 Kimyasal Maddeler ve Aletler

Kimyasal Kati Maddeler: DMSO (Dimetilsulfoksit, 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-33 (GSK-36, Novus Biologicals, USA,
Milipore), Fosfoglikojen sentaz peptit-2 (Millipore,USA), PMSF (fenilmetilstlfonil florid,
AppliChem, Germany), EGTA (Bio Basic Canada Inc. Canada), Benzamidine (Sigma
Aldrich, USA), 2-Merkaptoetanol (Merck, Germany), Sukroz (BioShop, Canada), Brij-35
(AppliChem, Germany), Tris-HCI (Multicell, Canada), NaCl (Sodyum Kklorir, 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
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Microplate Reader : Bioek Synergy HT, Gen5

Vortex : Wise mix

Laminar Kabin : Safe Fast Elite

-80 Buzdolabi : New Brunswick, U570-86
Hucre Sayim Cihazi : Cedex innovatis XS
XCelligence : ROCHE, ACEA

CO,’ li inkUbator : New Brunswick 170R

3.2.2 In-vitro GSK-3 B Aktivite Caligmalari

Cozeltilerin Hazirlanmasi

inhibitér aktivitesi denenecek olan maddeler final konsantrasyonda (Ekstre ve fraksiyonlar
icin; 50, 100, 250, 500 pg/mL) %71'i gegmeyecek oranda DMSO da ¢ozilerek 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) icinde hazirlamistir.

Deney Prosediirii

Salvia huberi Hedge ve Salvia rosifolia Sm. ekstresi, ana fraksiyonu, bu fraksiyonlardan elde
edilen saf maddelerin ve daha 6nce yapilan g¢alismalarda Salvia tirlerinde varli§i saptanan
fenolik asit ve flavonoit yapisindaki saf maddelerin GSK-38 inhibisyon dizeyleri 6lgimi
Kinase-Glo Luminescent Kinase Assay (Promega) yontemine gore gergeklestiriimistir.

OH 0P

0

\f\ -5
Luciferase
L H HL +ATP 120, — " H f + AMP + PP + CO,

g \“ M-'z_
= +L]gh &

2 AN

HO

Beetle Luciferin
Oxyluciferin

Sekil 5. Kinaz-Glo ile GSK-3 beta aktivite dlgim yonteminin mekanizmasi

Bu yodnteme godre, 96’k siyah renkli plakalarin igerisine assay buffer (analiz tampon) ile
hazirlanmis 10 pL test inhibitor eklendi tGzerine enzim buffer(enzim tampon) ile hazirlanmig
10 L (20 ng) GSK-38 eklenerek inhibitér maddeyle karistirildi sonra assay buffer(analiz
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tampon) la hazirlanmig 20 pL (1 yM ATP ve 25 pM substrat) eklenerek 30 °C’ de 30 dakika
inkiibe edildi. 30 dakika inkibasyonun 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 liminesans degerleri okundu. Deney, inhibisyon varsa, inhibe olmadan geriye
kalan GSK-3B’ nin yeteri kadar ortama eklenen ATP ve substrati kullanmasi, bu
reaksiyondan kalan ATP yardimi ile luciferazin, luciferini oksiluciferine ¢evirmesi ve olusan
iIsimanin dlglilmesi esasina dayanir. inhibe olmamis enzimden geriye kalan ATP ne kadar
fazla ise inhibisyon ve 1sima o kadar fazladir.

Hesaplar

Negatif kontrol olarak standart GSK-38 inhibitori, pozitif kontrol olarak da herhangi bir
inhibitdr madde tagimayan test ¢ozeltisi kullanildi ve % inhibisyon degeri, asagdidaki formdille
hesaplandi.

% inhibisyon= 100 x (inhibitdér test ¢dzeltisinin Iiminesansi- ortalama pozitif kontrol
liminesansi)/(ortalama negatif kontrol liminesansi- ortalama pozitif kontrol Iiminesansi)
Tdim test coOzeltileri en az iki bagimsiz denemede her konsantrasyon icin ¢ defa

tekrarlanarak hesaplandi.

3.2.3. Hiicre Kiiltiir Deneyleri

3.2.3.1. Hucrelerin ¢ogaltiimasi ve Genel Hucre Kultur Uygulama Prosedurii

Calismada SH-SY5Y (Human Neuroblastoma Cell, ATCC No: CRL-2266) hicreleri DMEM-
F12 besi yerinde ¢ogaltilarak, ekstre ve saf maddelerin SH-SY5Y néroblastoma hucrelerinde
hicre canliligi Gzerine 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 - 0,5 mL

e DMEM-F12 — 44 mL

*EBS inaktive etmek icin

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

e Buiglemi yapmamizin amaci zararli proteinleri i1siyla inaktive etmektir.

Hiicreleri, dondurma, donmus hiicreleri c6zme, yikama islemleri

Hiicre ¢6zme (Cryodan ¢6zme) ve Flaska alma

e Hicreler -80 °C’den alinip +37 °C’ de ¢ozinmeleri saglanir.
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Hucreler PBS iceren tupe alinir ve birka¢ kez pipetaj yapilir [1mL cryo (freezing
medium) igin 10 mL PBS]

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

Pellet (hucre) kismi alinip supernatant atilir.

Pellet hazirlanan besi yerinin 1 mL’ sinde suspande edilerek, flaska alinir, Uzeri

flaskin bayikligine gore taze besi yeri ile tamamlanip inkibatére koyulur.

Yikama islemi (PASAJ)

Yapisan karakterdeki SHSY-5Y hiicreleri icin asagidaki islemler sirasiyla uygulanir.

Yikama islemi icin énce flaskin icindeki eski besi yeri atilir.

Kabin icine yaklasik 5 mL PBS koyulur. PBS ile hiicreler tekrar yikanir ve PBS atilir.
(TUm proteinleri uzaklastirmak igin)

Bu islem esnasinda flaskin hlicrelerin yapisik oldugu tarafi fazla zedelenmemelidir.
Flasktaki hicrelerin Uzerine yapisan hicre oldudu igin, hicreleri kaldirmak i¢in 3-5
mL Tripsin edta koyulur ve 37 °C’ lik CO,’ li etiivde 3-4 dk bekletilir.

Bu islem sonunda hucreler kalkmamissa hicre kultur kabinin kenarina kuvvetlice
vurulur.

5 dk yI gegirmeden hicre kaltir kabinin tripsin-edta miktarinin iki kati kadar yaklasik
10 mL taze besi yeri eklenir (Tripsini bloke etmek igin)

Bu karisim santrifiij tiptne alinip 1500 rpm’ de oda isisinda 5 dk santrifiij edilir.

Ust kisim uzaklastirilarak pelleti taze besi yerinde ¢oziiliir, kiiltir kabina alinarak
etlve koyulur.

Yapisan hicrelerde devamli tripsinize etme islemine gerek yoktur. Hlcreler kabin
tabanini tamamen kaplamamigssa eski besi yeri uzaklastirlip yerine taze besi yeri
koyulur.

Eger hlcreler cok ¢ogalmigsa tripsinle kaldirip iki ayri kdltir kabina alinabilir ya da

yarisi dondurularak kaldirilir.

Hiicre sayimi

1 mL besi yerinde slispande edilmis hiicreden 20 pL alarak 2 mL’ lik ependorf tipline
pipetlenir.

20 pL tripan mauvisi ilave edilir (1/1 seyreltme)

Buradan da 10 pL alinarak hucre sayim cihazinin lamellerine koyularak hucre
sayllabilir.

Cihazin yaptigi sayim bize mL’ de hicre sayisini verir. Burada dikkat edilmesi
gereken ¢ok sayida pipetaj yapilmasi ve olasi agregasyonun en aza indirilmesidir.
Cihaz tum hacre sayisini ve canli hiicre sayilarini ayri ayri verir. Hesaplama yapmak

icin canli hucre sayisi kullanilmalidir. Hesaplama asagidaki sekilde yapilir.
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1 kuyucuk 12500

110 kuyucuk 110 x 12500

Toplamda 1375000 hicre 100 yL * 110 kuyu= 11 mL de suspande edilir ve her kuyuya 100
ML pipetlenir.

1mL’ de X adet Hucre varsa; (X= cihazda sayilan hicre sayisi)

A mL’ de 1 375 000 hicre vardir.

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

4 ticari PBS tableti 400 mL distile su ile mavi kapakli sterilizasyon sisesinde ¢ozullp, sisenin
kapagi aliminyum ile kaplanarak sterilize edilir.

Elimizde tampon tabletlerinden yoksa 136 mM NaCl, 2mM KCI, 8mM Na,HPO,H,0, 1,5 mM
KH,PO, kimyasallari kullanilarak da hazirlanabilir. Hazirlanan ¢ozelti distile su ile 500 mL’ ye
tamamlanir. pH metrede balik yardimiyla karistirilarak homojen hale getirilir. Cozeltinin pH’
sinl 7,4’ e ayarlamak icin hazirlanan ¢ozelti bazikse, HCI, asidikse NaOH ile pH 7,4’e
ayarlanir. Hazirlanan tampon ¢ozeltisi otoklavda 121 °C’ de 20 dk sterilize edilir. Hazirlanan
50 mL PBS’ nin icerisine 1,5 mL penisilin/strep. koyulur ve hicre yikama ¢ozeltisi olarak
kullanilir.

10 ml PBS’ye - 300 yL pen/strep

Hiicre dondurma cryo c¢ozeltisi

e Hucreler santrifiij edildikten sonra supernatant atilir.

o Hiucreler 950 pL besiyeri (%010 FBS ve penisilin-streptomisin ilaveli) ile stspande
edilerek, steril ependorf tlpine aktarilir Gzerine 50 uL %100 lGk DMSO c¢o6zeltisi
eklenir (final % 5 DMSO) ve -80 °C’ de dondurulur.

3.2.3.2 SRB Yontemiyle Toksik Olmayan Doz Belirleme Galismalari
SRB Prosediirii
SRB: Sulphorhodamine B (Santa cruz, SC253615A)

Calismadan 24 saat once flasktaki hlicreler sayilarak 96 well plakalara ekim yapildi. Kuyucuk

basina 100 uL’ de 12 500 hicre olacak sekilde ekim yapilir.

e 24 saat sonunda plakalara yapismis olan hicrelerin Ustlindeki besi yerleri atildi ve
hazirlanan ekstre konsantrasyonlarindan 100 pL alinarak dusik konsantrasyondan
yuksege dogru plakalara eklendi.

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

e 1 saat +4 °C’ de bekletildi.

e Kuyularin icerigi uzaklastirildi ve 5 defa deiyonize su ile yikandi.

e Kuyular kurutulduktan sonra %1 asetik asit icinde hazirlanmis % 0,4 SRB boyasi
kuyulara 50 pL eklendi.
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o 30 dk oda sicakhginda bekletildi

e Kuyularin icerigi uzaklastirildi ve 5 defa %1 asetik asit ¢ozeltisi ile yikandi
e  Kuyular kurutulduktan sonra 10 nM Tris bazi 100 uL eklendi.

o 5 dk calkalayicida galkalandiktan sonra 492 nM’ de absorbans 6élclldu.

3.2.3.3 SHSY-5Y Hiicrelerini AB (1-42) Toksisitesinden Koruyucu Etkinin Olgiilmesi
Gercek zamanl hiicre analizi galigmalari
SRB yoénteminde yapilan ekim ve dozlama islemleri Xcelligence analizinde de yapilr. Tek
fark kullanilan 96 ik plakalarin impedans dl¢gimiine olanak veren bir yapida olmasidir. Bu
test ile uygulanan maddelerin hicre canliligi tGzerine yaptiklari etki gergek zamanl olarak
izlenecektir.
XCelligence, gercek zamanl olarak hiicre yasaminin dlgimine olanak veren bir protokoldur.
Bu test ile hicre klltird ortaminda uygulanan maddelerin zamana bagli hicre canlihgi
Uzerine etkileri incelenebilmektedir. E- plate cihaza yerlestirildikten sonra deney baslatilir ve
belirlenen periyotta (minimum 1 dakika) cell indeks hesaplayarak hicre canhihdini anhk
olarak bilgisayara aktarir ve hicre profilleri elde edilir. Cihaz yaziimi sayesinde hicrelerin
yarisini dlduren inhibitdr doz ICx¢'yi istenilen saatte veya saat aralijinda hesaplar.
Hiicre ekimi ve etken madde uygulamalari SRB yénteminde yapildigi gibi yapilir. iki deney
arasindaki fark;

e 96 lik altin plate (e-plate) kullanilir

e Ekim iglemi yapildiktan sonra plate sekilde gérilen cihaza baglanarak inkibatére

yerlestirilir.

e Canlihk analizi cihazin yazilimi araciligiyla belirlenen periyotta dlguldr.

array iz
fabricated in the electrodes electrodes with Z=2 Z2=2Z., ‘a
bottom of the well without cells cells attached d cell = TECHNOLOGY

Resim 2. XCelligence cihazi
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AB (1-42) toksisitesinin gergcek zamanlh hiicre analiz cihazi ile profillenmesi;

AB (1-42) oligomeri hazirlanisi

AB (1-42) (anaspec AS-20276-5 ) sirasiyla 80 uL NH,OH ve hemen ardindan 420 uL PBS
(fosfat tamponu) sispande edilir ve pipetleme yapilir. Ardindan 500 uL besiyeri eklenerek
pipetaj yapilir. 4 °C de 24 saat bekletilerek AB oligomeri olusturulur.

Hesaplamalar;

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

Bdylece 1 mg kati halde gelen AB (1-42) dan 220 uM’ Iik 1 mL stok hazirlanmis olur.
Uygulama

96 lik altin plate’ in her kuyusuna 12 500/ 100 yL SHSY 5Y néroblastoma hiicresi gelecek
sekilde pipetlenmistir. Besi yeri olarak L-glutamin ve penisilin-streptomisin ile
zenginlestiriimis DMEM-F12 kullaniimistir. Gruplar: [C, C+22 yM AB, SHNBU-FR4, SRNBU-
FR5 (10, 50, 100, 250 pg/mL), Rozmarinik asit (50, 100 uM), SB 216763(5 uM)]. Her grup 3
tekrarl calisiimistir ve izleme 48 saat sirmustir.

3.2.3.4 Ekstre ve Fraksiyonlarin Mitokondriyal Membran Potansiyeline Etkilerinin
Olgiilmesi

Bu olgimler ticari kit prosedirine gore asagidaki sekilde gergeklestiriimistir (JC-1
Mitochondrial Membrane Potential Assay Kit item no:10009172).

Deney Prosediri

Deney 6ncesinde 3 cell based assay buffer tableti 300 mL distile suda ¢6zillrerek deneye
baslamadan hazir hale getirilir.

1. 96 lik siyah hicre kultlrd plakalarinda 50 000- 500 000 arasi htcre/mL ekilir. 96’ lik
plakada her kuyuya 12 500/100 pL olacak sekilde hicreler ekilmigtir.

2. Hucreler 1 gece yapisip ¢ogalmasi igin bekledikten sonra etkisi arastirilan madde belirli
dozlarda (Ekstreler igin: 25, 50, 100 ug/mL, 25 pL; Rozmarinik asit i¢in: 250, 100, 50 ug/ mL,
25 L) kuyulara eklenir.

3. Her kuyuya 100 pL besiyeri igindeki 5 yL JC-1 sollsyonu eklenir ve hafifce galkalanir. 15-
30 dk (15 dk) inkiibatoérde bekletilir.

4. 5 dk oda sicakliginda 400 G’ de santrifij edilir. Supernatant atilir.

5. 200 uL assay buffer her kuyuya eklenir ve 5 dk 400 g de santriflij edilir. Stpernatant atilir.
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6. 200 pL assay buffer her kuyuya eklenir ve 5 dk 400 g de santrifiij edilir. SUpernatant atilir.
7.Her kuyuya 100 pL assay buffer eklenir.

8. Floresan okuma gerceklestirilir (560 eksitasyon, 595 emisyon; 485 eksitasyon, 535
emisyon).

Saglikli hacreler gugli 1simayr JC-1 in J agregatlarina donustirerek yaparlar (560
eksitasyon, 595 emisyon). Apoptotik veya sadliksiz hicreler gucli 1simayr JC-1" i
monomerlerine dénastirerek yaparlar (485 eksitasyon, 535 emisyon).

3.2.3.5 Enzim Ekspresyon Diizeylerinin Olgiilmesi

B-Amiloid norotoksisitesinde koruyucu etki gosteren saf bilesiklerin GSK-38 enziminin
ekspresyon duzeyine etkisi Western blot analizi ile dlgtlecektir.

Western blot uygulama basamaklari asagida verilmistir.

i. Hiicre Ekstresinin Hazirlanmasi:

Hucre kultrd gruplarindan alinan érneklerin besi ortami aspire edildikten sonra, sogutulmus
PBS ile yikanir. Uzerine 6rnek tamponu eklenerek (50 mM Tris-HCI, pH 7.9, 1 mM EDTA,
150 mM NacCl, 1 mM PMSF, 1 mM DTT, 5 ug/mL Aprotinin, 5 ug/mL Leupeptin, 5 pg/mL
Pepstatin A) hiicre ekstreleri hazirlanir.

ii. Protein Olgiimii
Lowry Metoduna gore yapilacaktir. Metodun uygulanisi asagidaki anlatildigi gibi olacaktir.

Standart cozelti hazirlanmasi

Bovine Serum Albumin (BSA) 1mg/mL kullanilarak standart ¢ézelti hazirlanmasi asagidaki
tabloda gdsterildigi gibidir.
STD Su BSA Toplam
(uL)  (pL) Hacim (pL)

0 100 0 100
0.1 90 10 100
0.2 80 20 100
0.3 70 30 100
0.4 60 40 100
0.5 50 50 100

Lowry Cozeltisinin Hazirlanisi
0.5 mL 1% (a/h) CuSO, ve %2 0.5 mL Sodyumtartarat karistirilarak Uzerine 49 mL

Sodyumkarbonat/NaOH ¢dzeltisi ilave edilir ve karistirilir.

Folin Cozeltisi Hazirlanisi (1N)

1:1 oraninda suyla hazirlanir.
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Olgiim
1. 96 kuyucuklu plakalarin her birine 5 pL 6rnek/standart ¢ozeltisi ve 95 uL su ilave
edilir.
Kuyucuklara 2.4 mL Lowry ¢ozeltisinden ilave edilir ve 10 dakika bekletilir.
200 pL 1N Folin reaktifi ilave edilir ve 10 dakika bekleme sliresi sonunda 650 nm’ de
absorbans o6lguldr.

4. Protein miktar tayini standartlarla olugturulan dogru denklemi yardimiyla ol¢ulur.

iii. SDS-PAGE Jellerinin Hazirlanmasi

1. Secilen konsantrasyondaki ayirici jel icin monomer karisimi, asagidaki tablo izlenerek

hazirlanir.
Ayirici (separating) Jel Hazirlanmasi: 0.375 M Tris, pH 8.8
%5 %7 %10 %12 %15
(mL) (mL) (mb)  (mL) (mL)
Saf su 7.5 12.7 10.7  4.65 3.65
3 M Tris-HCI, pH 8.8 1.25 2.5 2.5 1.25 1.25
%20 (a/h) SDS 0.05 0,1 0,1 0.05 0.05
Akrilamid/Bis-akrilamid
(%29.2/%0.8 a/h) 1.15 4.6 6.6 4.0 5.0
%10 (a/h) amonyum
persdulfat 0.05 0.2 0.2 0.05 0.05
TEMED 0.005 0.02 0.02  0.005 0.005
Toplam monomer
karisimi 10.005 20.12 20.12 10.005 10.005

2. Jel yuzeyi izopropanol ile kaplanir.
3. 45-60 dakika polimerize olmasi i¢in beklenir.

4. Jel ylzeyindeki izopropanol dékultr.

Paketleyici (stacking) Jel Hazirlanmasi: %4.0, 0.125 M Tris, pH 6.8

Saf su 7.35 mL
1.5 M Tris-HCI, pH 6.8 1.25 mL
20% (a/h) SDS 0.05 mL
Akrilamid/Bis-akrilamid (%29.2/%0.8 a/h) 1.34 mL
%10 (a/h) amonyum persulfat 0.04 mL
TEMED 0.01 mL
Toplam monomer karisimi 10.13 mL
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5. Paketleyici jel igin monomer karisimi yukaridaki tablo izlenerek hazirlanir.
6. Jel taraklari dikkatli bir bicimde polimerize olmamis karigim icine yerlestirilir.

7. Polimerizasyonun tamamlanmasi i¢in 45-60 dakika beklenir

iv. Ornek Hazirlanmasi

1. Protein ornekleri 10-40 pL’de yaklasik 10-40 pg olacak bicimde, en az 1:4 oraninda
ornek tamponu (% 10 beta merkaptoetanol iceren) ile karistirihr.

2. 95 °C’de 2-4 dakika (veya 100 °C’de 1 dakika ) tutulur

Elektroforetik Yiriitme
Ornek yiiklendikten hemen sonra sistem kapatilir ve elektrotlar baglanir.
Ornekler ayirici jele girinceye kadar distik akimda 100 Volt gerilim uygulanir.
Ornek ayirici jele gectikten sonra ise gerilim 150-200 Volt'a ¢ikarilir.

ilk denemelerde voltaj degisimleri izlenir ve not alinrr.

A I

Brom fenol mavisi jelin alt ucuna ulasinca akim kesilir ve jel tanktan uzaklastirilir.

vi. Semi-Dry Transfer

Transferde kullanilacak membran metanol ile doyurulur.

3MM filtre kagitlar Towbin transfer tamponu ile 1slatilir.

2 adet 3MM filtre kagidi en alta yerlesgtirilir, Gzerine membran koyulur.
Membran Uzerine jel yerlestirildikten sonra diger iki 3MM filtre kagidi1 koyulur.

Bu asamalar sirasinda arada hava kabarcigi kalmamasina dikkat edilir.

L A

Kapaklar kapatildiktan sonra 15 Volt'a 50 dakika sureyle transfer gergeklestirilir.

vii. Bloklama

1. Transfer sonrasi proteinleri baglanmis olan membran, 1,5 saat %5’ lik sit tozu ve %0,1’ lik
Tween 20 iceren PBS ¢ozeltisi (bloklama ¢ozeltisi) icinde ¢alkalamaya birakilir.

viii. Birincil antikor ile inkiibasyon

1. Membran bloklama c¢ozeltisi icinde dilie edilmis birincil antikor ile inkibe edilir.
inkiibasyon siiresi her antikor icin ayri olarak belirlenmistir.

2. Bu sure sonunda membran 3 kez %0.1’lik Tween 20 iceren PBS ¢ozeltisi ile 5 dakika

sure ile yikanir.

ix. ikincil antikor ile inkiibasyon
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1. Membran bloklama c¢ozeltisi icinde diliie edilmis horseradish peroksidaz bagl ikincil
antikor ile 1 saat oda sicakliginda inktbe edilir.
2. Bu slire sonunda membran 3 kez %0.1’lik Tween 20 iceren PBS c¢dzeltisi ile 15 dakika

sure ile yikanir.

x. ECL ile goruntiileme
ikincil antikora bagl bulunan horseradish peroksidaz enzimi, ECL ¢dzeltisi icinde bulunan
Lumigen PS-3 substratini katalizler. Bu reaksiyon sonucu aciga ¢ikan luminol isimaya yol

acgar. Bu 1sima, Western blota 6zel filmler ile saptanir.

Bu calismada birincil ve ikincil antikor olarak GSK-38 monoclonal antibody, GAPDH ve anti-
rabbit antibody-HRP conjugated (anti-rabbit IgG-HRP) kullaniimistir.
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4. BULGULAR
4.1. Aktivite Caligsmalari
4.1.1. in-vitro GSK-38 inhibitor aktivite
in vitro GSK-38 enzim inhibisyonu deneylerinde 6ncelikle enzimin bilinen inihibitorleri icin
%100 inhibisyon yaptiklari dozlar belirlendi. Ferulik Asit (FA), Apigenin (APi) ve TDZD8
dozunun belirlenmesinde pozitif kontrol olarak kullanildi ve inhibisyon deneylerinde pozitif
kontrol olarak %100 inihibisyon yapan 5 uM/mL dozunda TDZD8 kullaniimasina karar verildi.

Daha sonra secilen TDZD8 dozundaki inhibisyon pozitif kontrol olarak kullanilarak ekstrelerin
enzim Uzerindeki in vitro inhibisyon ylzdeleri hesaplandi. S. huberi, S. rosifolia ana ekstreleri
ve alt fraksiyonlarina ait GSK-3 beta inhibitdr aktivite ¢alismalarina ait sonuglar asagidaki
grafiklerde verilmistir.

120,00 -
100,00 |
80,00 -
m SHME
60,00 - = SHNBU
m SHS
40,00 -
= SHPE
20,00 -
0,00 -
500 250 100 50 25 10
wg/mL  pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

Sekil 6. Salvia huberi’ den hazirlanan ekstrelerin GSK-38 inhibitor aktiviteleri (%)

140

® 250 pg/mL
100 pg/mL

12

0 w50 pg/mL

25 ug/mL

100 =10 pg/mL

inhibisyon (%)
B [=2)
o o

N
o

-20

-40

-60

Sekil 7. Salvia huberi’ den hazirlanan n-BuOH ekstresinin ana fraksiyonlarinin GSK-38
inhibitor aktiviteleri (%)
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Sekil 8. Salvia rosifolia’ dan hazirlanan ekstrelerin GSK-3 inhibitor aktiviteleri (%)

250

® 250 pg/mL
=100 pg/mL
w50 pg/mL
25 pg/mL
10 pg/mL

200

150

inhibisyon (%)
g

50

SR FR1 SR FR2 SR FR3 SR FR4 SR FR5

-50

Sekil 9. Salvia rosifolia’ dan hazirlanan n-BuOH ekstresinin ana fraksiyonlarinin GSK-33
inhibitor aktiviteleri (%)

50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00
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Sekil 10. Rozmarinik Asit’ in % GSK-38 enzim inhibitor etkisi
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4.1.2. SRB yontemiyle toksik olmayan doz belirleme ¢aligmalar

Bu deneyler sonucunda toksik olmayan ekstreler ve bu ekstrelerin amiloid beta
toksisitesindeki koruyucu rollerinin arastirlmasinda kullanilacak dozlari belirlendi. Canlilik
testleri icin ekstreler 10, 100, 250, 500 pg/mL olmak Uzere 4 farkh konsantrasyonda
hazirlandi. HPLC calismalarinda standart olarak kullanilan saf maddeler ise 10, 100, 250,
500 uM dozlarinda galisildi. Saf maddelerle gergeklestirilen canlilik deneyleri sonucunda
gallik asitin doza bagimh olarak toksisitesinin arttiyi ancak diger saf maddelerin kullanilan
dozlarda herhangi bir sitotoksik etkisinin olmadigi belirlendi. (Standart saf maddelerin ¢esitli
konsantrasyonlarina ait % Canlilik Grafikleri Sekil 11, 12 ve 13’ te verilmistir.)

120

11

80

60

Canlilik (%)

40

20

Gallik asit 3,4 DHBA 4 DHBA 2,3 DHBA Kafeik asit  Klorojenik asit Vanilik asit Kontrol
@10 pg/mL =100 ug/mL @250 pg/mL @500 pg/mL

Canhlik (%)

N -
5} =}

~
S}

S}

Luteolin Apigenin  Sinnamik Kumarik asit Ferulik asit Rozmarinik Rutin 3,5DHBA  Kontrol
asit asit

@10 yg/mL =100 pg/mL @250 pg/mL 500 pg/mL
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120

13

100

80

Canhlik (%)
3

40

20

Apigenin-O-Glu.  Luteolin-O-Glu. Kersetin Kemferol Gallik asit Kontrol

@10 pg/mL =100 ug/mL @250 pg/mL 500 pg/mL

Sekil 11, 12, 13. Standart maddelerin SRB ydntemine goére belirlenmis % canlilik Uzerine
etkileri

Ekstrelerle gergeklestirilen canlilik deneylerinde ise her iki Salvia turinde de petrol eteri ve
n-butanol ekstrelerinin doza badimh olarak toksistesinin arttigi, sulu ekstre ve metanol
ekstreslerinin ise caligilan dozlarda herhangi bir sitotoksik etki gdstermedigi bulundu. Bu
¢alismalar sonucunda sulu ekstre ve metanol ekstrelerinin her dozu, petrol eteri ve butanol
ekstrelerinin ise 100 yg/mLyi gegmeyen dozlarinin amiloid beta toksisitesindeki koruyucu

rollerini arastirmak Gzere bundan sonraki deneylerde kullanilabilecedi sonucuna varildi.

140

120

100

Canhilik (%)
8

-
=}

40

20

SRNBU SRS SRPE SRME SHME SHNBU SHS SHPE Kontrol
@10 pg/mL =100 pg/mL @250 pg/mL & 500 pg/mL

Sekil 14. S. rosifolia ve S. huberi ekstrelerinin SRB yontemine goére belirlenmis % canlilik
Uzerine etkileri
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Sonug¢ olarak Salvia huberi Hedge ile hazirlanan ekstrelerin farkli dozlarda GSK-3 beta
enzimi Uzerinde inhibisyon derecelerine bakildiginda en disik dozda (10 pg/mL) en ylksek
inhibisyonun MeOH ve n-BuOH ekstrelerinde oldugu gérulmuastir. Saf maddelerden ise gallik
asit, rozmarinik asit, klorojenik asit ve DHBA ile gercgeklestirilen deneylerde %70-%2100
oraninda inhibisyon go6zlenmistir. HPLC analizlerine goére de disik dozda enzim
inhibisyonunun en yiksek oldugu bu ekstrelerde rozmarinik asit miktarinin fazla oldugu
bulunmustur. Bu nedenle ekstrelerdeki inhibitor etkinin rozmarinik asitten kaynaklandigi
sonucuna varilabilir.

O nedenle proje Onerisinde de belirtildigi Uzere ilk asamada etkili ekstre ve saf maddeler
tespit edilmis olup, bu ekstre ve maddelerin amiloit beta toksisitesi Uzerinde hiicrelerdeki
koruyucu etkilerinin denenmesi calismalarina baglanmistir. Hucre kudltir c¢alismalarina
gecilmeden 6nce de tim ekstre ve saf maddelerin kullanilacak non-toksik dozlari SRB

yontemiyle belirlenmigtir.

4.1.3. SHSY-5Y hiicrelerini Amiloit beta (1-42) Toksisitesinden Koruyucu Etkinin

Olgiilmesi

Ekstre ya da maddelerin etkilerine bakilmadan énce néroblastoma hcreleri ve 22 yM AS (1-
42) ile muamele edilen néroblastoma hicrelerinin gergek zamanli biyime profilleri (zamana
karsi cell indisi) ortaya koyulmustur. Asagida belirtilen grafikte yesil renkte olan profil 22 uM
amiloit beta ile muamele edilen hucreleri, kirmizi renkte olan ise sadece besi yeri eklenen
noroblastoma hucrelerini gdstermektedir.

N -~ S
: /’ SHSY5Y | I———
L SHSY5Y+AB 22 uM

Sekil 15. AB (1-42) muamele edilmis ve edilmemis hicrelerin bayime profilleri

Gorualdagu gibi AB hucrelerin blyime egrisini negatif etkilemis, hicre indeksi 60. saatlerde
amiloit beta uygulanan hicrelerde 4 civarinda iken, amiloit beta uygulanmayan hicrelerde 6
civarindadir. Profil belirledikten sonra, 24 saat boyunca n-BuOH ekstreleri (100 pg/mL, 250
pg/mL) ve aktif fraksiyonlar olan SHNBUFR4 ve SRNBUFR5 (10, 50, 100, 250 pg/mL) ile
muamele edilen hicreler amiloit beta toksisitesine maruz birakildilar ve bu sekilde tekrar bir
profileme vyapildi. SHNBU ve SRNBU ekstrelerinin iki dozda koruyucu etkinlikleri
Olguldugunde, 30. saate kadar gorulen buyume egrilerine bakilarak, denemesi yapilan iki

ekstrenin kirmiziyla gosterilen 22 yM AB (1-42) toksisitesi uygulamasi yapilmis egrinin
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Ustiinde seyrettigi goralmustir. Toksisite uygulanmig hlcrelere ait profil altta seyrederken,
ekstre uygulanmis hcrelerin hiicre indisinin bu bagh olarak da hicre canlihdinin artarak
ustte seyrettigini gérmekteyiz. Bu durum ekstrelerin koruyucu etkinlige sahip oldugu
hakkinda on bilgi vermektedir. Sekil 17 ve 18 e bakildiginda Fraksiyonlar icin denenen en
dugsuk doz olan 10 pg/mL’ de koruyucu etkinligin en yuksek dizeyde oldugu goérulmektedir.
Bu etki dozun artmasina bagh sekilde azalmaktadir. Bu da fraksiyonlarin tasidigi ana madde
olan RA miktarinin, ekstrelerdekine oranla arttigi icin hicreler Uzerindeki toksik etkinin
artmasi seklinde yorumlanabilir.

Sekil 19° da gene egrinin 30. saate kadar olan kismi incelendiginde RA’ nin 100 pg/mL
dozda kontrol egrisiyle birlikte gittigi, ilerleyen saatlerde diger SB 216763 ve 50 ug/mL dozda
RA’ nin hucre indisinde azalma gézlenirken, RA’ nin 100 pg/mL dozuna ait hicre indeksi

egrisinde artis gorilmeye devam etmigtir.

. F e SHSY5Y+AB 22 uM, Kontrol [——
o F i oy SHSY5Y+AB 22 uM + SHNBU (250 pg/mL)
e - SHSY5Y+AB 22 uM + SRNBU (250 pg/mL) Immmmm

Cell Index

- SHSY5Y+AB 22 uM +SHNBU (100 pg/mL)
SHSY5Y+AB 22 uM +SRNBU (100 pg/mL)

Sekil 16. SHNBU ve SRNBU ekstrelerinin AR 22 uM ile muamele edilmis hicreler izerine
etkisi

SHSY5Y+ARB 22 uM, Kontrol [ |
SHSY5Y+AB 22 yM+ FR4 (250 pg/mL
SHSY5Y+AB 22 yM+ FR4 (100 pg/mL) N
SHSY5Y+AB 22 yM+ FR4 (50 pg/mL) s
SHSY5Y+AB 22 yM+ FR4 (10 ug/mL)

SHSY5Y+AB 22 uM, Kontrol [ |
SHSY5Y+AB 22 uM, FR5 (250 pg/mL),
SHSY5Y+ARB 22 uM, FR5 (100 yg/mL), N
SHSY5Y+AB 22 uM, FR5 (50 pyg/mL), .
SHSY5Y+AR 22 uM, FR5 (10 pg/mL),

CelIndex

Sekil 18. SRNBU-FR5’ in AB 22 uM ile muamele edilmig hlicreler tizerine etkisi
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SHSY5Y+AB 22 uM, Kontrol I
SHSY5Y+AB 22 uM, SB 216763 5 uM,

SHSY5Y+AB 22 uM, RA (100 yg/mL) N
SHSY5Y+ARB 22 uM, RA (50 ug/mL) | |

CelIndex

Sekil 19. Rozmarinik asit, SB 216763 bilesiklerinin AG 22 uM ile muamele edilmis hiicreler

uzerine etkisi

4.1.4 Ekstre ve Fraksiyonlarin Mitokondriyal Membran Potansiyeline Etkilerinin

Olgiilmesi

Ekstre ve fraksiyonlarda gbézlenen koruyucu etkinligin mekanizmasini arastirmak amaciyla,
SHNBU, SRNBU ve SHNBU-FR4 ve SRNBU-FRS’ in hucreler Uzerinde mitokondriyal

membran potansiyeline etkileri élctilmus ve sonuclar Sekil 20’ de verilmistir.

300

=100 ug/mL 50 ug/mL M 25 ug/mL

250

200 —

100
50 ‘ ‘

SRNBU SHNBU SRNBU FRS SHNBU FR4 RA SB 216763

MMP (%)
n
3

Sekil 20. S. huberi, S. rosifolia n-BuOH ekstreleri ve Etkili Fraksiyonlarinin MMP Gzerine
etkileri

Mitokondriyal membran potansiyeli mitokondrial fonksiyonun 6nemli bir gdstergesi olup,
mitokondrial hiperpolarizasyon ATP Uretimini azaltmak suretiyle hicre 6lumine neden
olabilmektedir. Calismamizda SHNBU-FR4 ve rozmarinik asit kullanilan her ¢ dozda da
mitokondriyal membran potansiyelini artirmistir. SRNBU ise yine doza bagimli bir artis
gosterirken SRNBU-FR5 mitokondriyal membran potansiyelini degistirmemistir.
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4.1.5. Enzim Ekspresyon Diizeylerinin Olgiilmesi

(1: Kontrol, 2: SRNBU, 3: SHNBU-FR4, 4. SRNBU-FR5, 5: SHNBU, 7: SB216763, 8: RA)

Sekil 21. Western Blot deneyinde elde edilen GAPDH (Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase) proteinlerinin film gorintisu.

GAPDH proteini hlicrelerde esit miktarda olmasi beklenen bir proteindir. Western blot
deneyinde jeldeki her kuyuya yuklenen protein lizatlarindaki GAPDH miktari normalize
edildikten sonra GSK-38 proteininin miktari karsilastiriimistir.

Filmdeki goéruntulerin yorumlanabilmesi icin image j programi kullaniimistir. SB 216763 ve
rozmarinik asit gruplarinda kuyulara yuklenen protein miktarlari géruntilenecek duzeye
ulasamamistir. Bu ylzden hesaplamalara katilmamistir.

GSK-3B miktarindaki degisimler image j programinda piksel yodunluguna goére bir
hesaplama yontemiyle karsilastiriidiginda; SRNBU ekstresi GSK-38 miktarini kontrole gore
%7 artirmistir. SHNBU-FR4, SRNBU-FR5, SHNBU ekstreleri ise GSK-38 miktarini kontrole
gore sirasiyla %50, % 13, % 18 oraninda azaltmigtir.

4.2. Kromatografik Caligmalar
4.2.1. HPLC ve LC-MS/MS caligmalari

Kromatografik caligmalarda her iki aktivite testinde en yuksek aktiviteye sahip olan SRNBU-
FR5 ve SHNBU-FR4’ Un igerikleri HPLC ve LC-MS/MS gergeklestiriimis, buna goére hem
HPLC hem LC-MS/MS calismalarinda en fazla miktarda olan maddenin rozmarinik asit
oldugu tespit edilmistir. Ayrica her iki fraksiyon Uzerinde izolasyon c¢alismalari

gergeklestirilerek, RA izole edilerek saflagtiriimistir.
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(20:59: rozmarinik asit ve dimeri, 24.78: metil

rozmarinat)
Sekil 22. SRNBU-

FRS in

kromatogrami ve tasidigi maddeler

LC-MS/MS

0

.
w
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(16.4= kafeik asit, 16.7= luteolin/kemferol rutinozit,

17.8= luteolin /kemferol

kemferol glukronit, 20.66 Ana pik = rozmarinik asit,

24.84= metil rozmarinat)

Sekil 24. SHNBU-FR4’
kromatogrami ve tasidigr maddeler

glikozit,

un LC-MS/MS

SENBUFRS

Famas (241

(1: Rozmarinik asit)

Sekil 23. SRNBU-FRS’ in HPLC

kromatogramina gore icerdigi maddeler

SHNBU FR 4
1000

ol - _.HL. _ _____J),U!L o,

40 45

Zaman (k)

[1: Kafeik Asit (788,55+0,54 ug/g ekstre, 2: Rozmarinik

Asit (7477,17+16,96 pg/g ekstre)]

Sekil 25. SHNBU-FR4’ in HPLC

kromatogramina goére icerdigi maddeler ve

miktarlari
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4.2.2. izolasyon ve yapi tayin ¢aligmalari

n-BuOH ekstrelerinden Poliamit kolon kromatografisi kullanilarak(%100 H,O—->% 100 MeOH)
elde edilen ana fraksiyonlar olan SRNBU-FR5 ve SHNBU-FR4’ ten 6énce Sephadex LH-20 ile
(MeOH) ardindan Sigel [80:20:2 (CHCI;:MeOH: H,0)] kullanilarak gerceklestirilen acik kolon
kromatografisi kullanilarak gergeklestirilen izolasyon calismalarinda ITK kromatogramlarina
g6re bu fraksiyonlarin tasididi ana madde rozmarinik asit izole edilmistir. Rozmarinik asite ait
spektral bulgular Tablo 4.1’ de yer almaktadir. Bununla birlikte SRNBU-FRS’ ten biri triterpen
digerinin de fenolik asit tlrevi oldugu disindlen 2 madde daha izole edilmistir. Maddelerin
yapi tayin calismalari devam etmektedir. Bu fraksiyonlar disinda kalan fraksiyonlar tzerinde
de oncelikle LC-MS/MS ve HPLC calismalari yapilmis ve igerikleri standart maddeler ve
kitiphaneler yardimiyla belirlenmistir. Ayrica her iki bitkinin FR-1 kodlu fraksiyonlari, yani
poliamit kolondan sadece suyla gelen fraksiyonlar Uzerinde izolasyon ¢alismalari
gerceklestiriimistir. Bu fraksiyonlardan iki adet 3-(4-hidroksi-3,5, dimetoksi)-fenil-2-propenil-
13-D-glukopiranozit ve Guaiacylglycerol 9-O-glukopiranozit isimli fenil etanoit glikozitleri izole
edilmis ve yapilari tayin edilmistir. Bu iki bilesigin yapisi Sekil 26° da verilmistir. Proje
kapsaminda daha c¢ok aktif fraksiyonlara dncelik verildigi icin bu bilesiklere ait spektral

bulgular ve kalan diger fraksiyonlarin icerikleri ile ilgili bilgiler burada yer almamaktadir.

OH

OH OH
OH o
OH

HyCO

HO OH OCH,

3-(4-hidroksi-3,5, dimetoksi)-fenil-2-propenil-  Guaiacylglycerol 9-O-glukopiranozit
13-D-glukopiranozit

Rozmarinik Asit

Sekil 26. izole edilen bilesiklerin kimyasal yapilari
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Tablo 4.1 Rozmarinik Asit (SRNBU-1) bilesiginin **C (100 MHz, CD;OD) ve ‘H (400 MHz,
CDs0OD) NMR spektroskopik degerleri.

C/H DEPT Oc(ppm) oy (ppm), J (H2) 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 6,72 d (8) C-1,C-3,C-4,C-6
6 CH 121,5 6,90 d (8)
7 CH 1442 7,35d (15,7) C-1, C-2, C-6, C-8,
C-9
CH 115,4 6,16 d (15,7) C-1,C-9
C 166,9
C 130,5
2' CH 117,3 6,65 d (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)
3,07 d (13,9)
CH 76,5 4,85 d (10,6) C-1', C-9, C-9
C 173,6
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5. TARTISMA & SONUC
Planlanan aktivite ve izolasyon calismalari icin, S. rosifolia (1500 g) ve S. huberi (1280 g)
bitkilerinin gdlgede kurutulmus, toz edilmis kisimlari 37 °C’ de MeOH ile (2.5 L x 5) ekstre
edilmistir. MeOH ekstreleri stzilerek birlestiriimis ve 37 °C’ de rotary evaporatérde
yogunlastiriimistir [SRME (126 g, % 8.5 ); SHME (176 g, %11.7)]. Ham metanol ekstreleri su
(350 mL) ile sispande edildikten sonra bir ayirma hunisine alinmis ve ilk olarak petrol eteri
(250 mL x 8) ile partisyona tabi tutulmustur. Petrol eteri fazi ayrildiktan sonra kalan sulu
kisim n-butanol (250 mL x 8) ile ¢calkalanmis ve ayriimistir. Kalan su fazi ve ayrilan iki faz da
birlestirilerek rotary evaporatdrde algak basing altinda 37 °C’ de kuruluga kadar ugurulmus;
su ve n-butanol fazlari ¢calismanin baslamasina kadar liyofilize edilmistir (SRNBU, 24 g,
SRPE, 43 g, SRS, 30 g; SHNBU, 65 g, SHPE, 25 g, SHS, 66 g)*. Hazirlanan bu ekstreler
oncelikle Baki et al. (Baki vd. , 2007) yontemi esas alinarak modifiye edilmis GSK-38 aktivite
tayin yéntemiyle élgllmustir. Ekstrelere ait sonuclar Sekil 6ve 8 de verilmigtir.
Grafiklerden anlasilacagi tzere her iki bitkiden hazirlanan n-BuOH alt ekstresinin GSK-38’ yi
inhibe edici 6zelligi doza bagimli olarak artmakta ve kullanilan en yuksek konsantrasyonda
enzimin %100’ e yakin inhibe oldugu goériimektedir. Bunun Uzerine bitkilerin n-BuOH
ekstreleri suyla ¢ozilerek ayri ayri PA kolona tatbik edilmistir. Elisyonda ¢bzicl sistemi
olarak H,O:MeOH’ 1n 100:0, 75:25, 50:50, 25:75, 0:100 oranlarda karisimi kullaniimistir.
Kolondan 250’er mL toplanan fraksiyonlar iTK ile kontrol edilerek 5 ana fraksiyonda (Fr. 1-5)
toplanmis ve yogunlastiriimiglardir. Elde edilen fraksiyonlarin miktarlari tablo 3.3’ te
Ozetlenmistir.
Elde edilen fraksiyonlar tekrar in-vitto GSK-38 aktivite testlerine tabi tutulmustur.
Fraksiyonlara ait sonuclar Sekil 7 ve 9’ da verilmistir.
Sekil 9 incelendiginde PA kolondan %100 MeOH ile elie edilen FR5 kullanilan en ylksek
dozda enzimi tamamen inhibe etmistir. FR5’ in denenen en dislk dozda bile agik¢a diger
fraksiyonlara gore daha yuksek oranda GSK-3f’ yi inhibe ettigi gdzlenmistir.
Sekil 7’ ye bakildiginda ise PA kolondan %75 MeOH ile elie edilen SHNBU-FR4’ (in diger
fraksiyonlara oranla daha yuksek inhibitér etki gosterdigi saptanmistir. Bu sebeple S.
rosifolia® nin n-BuOH ana fraksiyonlarindan SRNBU-FR5, S. huberi n-BuOH ana
fraksiyonlarindan SSNBU-FR4’ (n hlcre kultur deneylerinde SHSY-5Y ndroblastoma
hicrelerini AB (1-42) toksisitesinden koruyucu etkilerinin incelenmesine karar verilmistir. En
yuksek etkinlik gbzlenen bu iki fraksiyonun icerdikleri maddeler, cesitli kromatografik
yontemler (HPLC, LC-MS/MS) kullanilarak aydinlatilmistir ve her iki fraksiyonun tasidigi ana
bilesigin rozmarinik oldugu anlasiimigtir. Ayrica rozmarinik asit bu fraksiyonlardan izole
edilerek yapisi tayin edilmistir. Buna gore Rozmarinik Asit (SRNBU-1) Krem renkli, amorf
bir toz olarak elde edilmistir ve bilesiginin ITK analizinde, vanilin/H,SO, reaktifi kullanilarak

Isitiimasi  sonucunda, zamanla solan pembe bir renk gozlenmigtir. Bilesigin UV
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spektrumunda (Amaks. 215 nm, 296 nm, 321 nm) goérulen absorpsiyon pikleri ve IR

spektrumunda goézlenen hidroksil (OH), ester karbonili, asidik karbonil gruplarina (C=0) ve

aromatik halkalara ait absorpsiyon bantlari iki aromatik halkali ester yapisinda bir fenolik asit

varligini géstermistir.

El Kitle Spektrumunda m/z 360 [M]” molekiiler iyon piki, 'H NMR spektrumu ve “*C NMR
spektrumu yardimiyla bilesigin kapali formalu C.gH;60g 0larak bulunmustur.

Bilesigin tum proton ve karbon degerleri, 1D ve 2D NMR (DQF-COSY, HMQC ve HMBC)
spektrumlar birlikte yorumlanarak belirlenmistir.

SRNBU-1 bilesiginin *H NMR spektrumu, fenil laktik asit bilesiginin ‘H NMR spektrumuna
benzemekle birlikte SRNBU-1 bilesiginde ikinci bir aromatik yapinin varhgi gorulmastar. 3-
(3',4'-dihidroksifenil)-laktik asitteki 2', 5', 6' numarall konumlardaki aromatik halkaya ait proton
rezonanslari, rozmarinik asitte 64 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 gb6zlenmistir. &y 2,74 (dd, J = 13,9/10,6 Hz, H-7,') ve &4 3,07 (d, J =
13,9 Hz, H-7,") de iki proton degerindeki dublet-dublet sinyaller ve &y 4,85 (d, J = 10,6 Hz, H-
8') dustnulen dihidroksi fenil laktik asit yapisini 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 varhgi
dogrulanmistir.

*C NMR spektrumunda gézlenen alti tane aromatik karbon sinyali 5¢ 116,6 (d, C-5'), 117,3

(d, C-2Y, 120,3 (d, C-6", 130,5 (s, C-1", 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-7"] sinyali bir CH, grubunun varligi dusunulen dihidroksi fenil laktik asit yapisini

dogrulamistir. Bununla birlikte spektrumda gértlen: 8¢ 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.

SRNBU-1'nin proton DQF-COSY spektrumunda 2,74 ppm ve 3,07 ppm’ de gbzlenen H,-7'

protonlari ile 4,85 ppm’ de gbzlenen H-8' protonu arasinda ve &, 6,47 (H-6') ile &4 6,58 (H-5")

arasinda yakin mesafe etkilesimleri goériimugstir. DQF-COSY yardimiyla ayrica diger spin

sistemleri: H-7/H-8 ve H-5/H-6 protonlari olarak saptanmistir. Bilesigin HMBC spektrumunda

8' protonunun, C-9, C-1' ve C-9' konumlarindaki karbon atomlariyla uzak mesafe

etkilesmeleri saptanmis ve bu da bilesigin kafeik asit kismiyla 8' konumundan baglanmis

oldugunu dogrulamistir.

Bilesigin yapisinda yer alan proton ve karbon sinyallerinin ¢dzimlemelerinde kullanilan 1D

ve 2D NMR analizlerine dayanarak bilesigin kafeik asit iceren dislbstitlie bir fenolik asit

oldugu saptanmistir.
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SRNBU-1 bilesiginin yapisi, elde edilen bulgular ve literatirde kayith bulgularin birlikte
degerlendiriimesi sonucunda rozmarinik asit (a-O-kafeoil-3',4'-dihidroksifenilaktik asit)
olarak aydinlatiimigtir (Kelley vd. , 1976, Mehrabani vd. , 2005). Bu bulgu, Salvia cinsinini
kemotaksonomisi acgisindan 6nem tasimaktadir; ¢inkl literatirde su ana kadar Salvia
turlerinden fenil etanoit glikoziti maddelerin izole edildigine dair bir veri bulunmamaktadir.
Elde edilen Rozmarinik asitin yapisi dogrulandiktan sonra tek basina gosterdigi GSK-38
inhibitor aktivite Olgulmustur. Buna go6re rozmarinik asitin GSK-3 B’ yi inhibe ettigi
konsantrasyonlar ve inhibisyon dereceleri Sekil 10’ da verilmistir.

RA’ nin 100 pg/mL (~277,7 yM) konsantrasyonda dahi aktivitesinin % 50’ lere ulasamamasi
maddeye ait ICsq dederinin hesaplanmasina imkan tanimamistir. Bu dozda ekstrelerdeki gibi
yuksek etki goriimemesi, RA’ nin tek basina degil fraksiyonlarda birlikte bulunduklari
maddelerle daha yUksek etki gosterdigini gostermigtir.

Hucre kultar deneylerinde calisilacak dozlarin belirlenmesi amaciyla SRB yéntemiyle ana
ekstre, fraksiyonlarin ve Salvia tlurlerinde varliyi daha 6nce saptanmis olan cesitli
standartlarin hdcre canliigina etkileri dl¢ilmUstir ve bu sonuglara gdre hicre kultar
deneylerinde kullanilacak olan toksik olmayan dozlar belirlenmistir. Bu denemelere gore 100
pg/mL doz toksisitenin gorilmedigi maksimum doz olarak belirlenmistir.

Gercek zamanli hiicre analizi yardimiyla, her iki bitkiye ait n-BuOH ekstrelerinin, SRNBU-
FR5, SHNBU-FR4 ve RA’ nin SHSY-5Y néroblastoma hiicreleri tzerinde koruyucu etkileri
Olcllmustur (Sekil 16, 17, 18, 19). Bu deneyler 45 saat boyunca izlenmistir. Ancak 30.
saatten sonra kuyucuklardaki konfluensin de artmasiyla egride gortlen dedisiklikler dikkate
alinmamistir.

Sekil 16’ ya bakildiginda ana ekstrelerin doza bagimli etkilerinin oldugunu 100 ug/mL’ de
daha etkin olduklarini soyleyebiliriz. SHNBU-FR4 ve SRNBU-FR5’ in koruyucu etkileri
incelendiginde ise (Sekil 17, 18) 10 pyg/ mL dozlarda koruyucu daha yuksek oldugu
gorilmektedir. Fraksiyonlarin dozunun artmasiyla koruyucu etkinligin de azaldigi
g6rilmektedir. Bunun sebebinin dozun artmasiyla olusan toksisite oldugu disundlebilir.
Yuksek konsantrasyonlarda ise toksik oldugu goriimustir. SRNBU-FR5 ve SHNBU-FR4’ Un
ana maddesi olan RA’ nin etkisi tek bagina etkinligi incelendiginde ise (Sekil 19) AB (1-42)
toksisitesi Uzerine anlamli bir etkinligini olmadigini gorilmektedir. Bu sonuglara gére GSK-3f
aktivite deneyleriyle paralellik gostermekte ve ekstrelerde goérulen aktivite fraksiyonlama ve
saflastirma ile azalmaktadir. Bu sonuglar bize ayrica hicre kultir denemelerinde GSK-38
inhibisyonu disinda diger koruyucu mekanizmalarin da rol oynayabilecedini gostermistir.
Ekstre ve fraksiyonlarda gbzlenen koruyucu etkinligin mekanizmasini arastirmak amaciyla,
SHNBU, SRNBU ve SHNBU-FR4 ve SRNBU-FRS’ in hucreler Uzerinde mitokondriyal

membran potansiyeline etkileri lgiimus ve sonuglar Sekil 20’ de verilmistir.
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Mitokondriyal membran potansiyeli mitokondrial fonksiyonun énemli bir godstergesi olup,
mitokondriyal hiperpolarizasyon yeterince ATP Uretilememesi ve ATP iliskili hicre ici
mekanizmalarin yerine getirlememesi nedeni ile hicre 6limune yol acan dnemli faktorlerden
birisidir. Norodejeneratif hastaliklarda mitokondriyal disfonksiyon gelistigine dair birgok
¢alisma mevcuttur (Canevari vd. , 1999, Parks vd. , 2001, Abramov vd. , 2004, Shi vd. ,
2014). Bu calismalarda amiloid beta toksisitesinin mitokondrial membran potansiyelini
azalttig1 ozellikle Complex 4 aktivitesini azalttigi gosterilmistir. Bu durum hucre ici kalsiyum
dengesinin bozulmasi ve NF-kappaB yolagi gibi birgcok mekanizma ile iligkilendirilmigtir.
Bizim calismamizda ise GSK-3beta ile iligkili olup olmadigi arastiriimistir. Calismanin
sonugclarina gére SHNBU Fr4 ve rozmarinik asit kullanilan her Gi¢ dozda da mitokondriyal
membran potansiyelini artirmistir. SRNBU ise yine doza bagdimh bir artig gosterirken SRNBU
Fr5 mitokondriyal membran potansiyelini degistirmemistir. Gergeklestirilen in vitro GSK-38
aktivite deneyleri sonucunda hem SHNBU Fr 4 ve hem de SRNBU Fr5 enzimi gugli bir
sekilde inhibe etmesi nedeni ile amiloid beta toksisitesi deneylerinde hulcre kaltirinde
mitokondriyal fonksiyonla ve hucre canliligi ile iligkisi aydinlatiimaya calisiimistir.  SHNBU
Fr4 gerceklestirilen western blotlama deneylerinde de GSK-3beta enzimi %50 oraninda
inhibe ederken SRNBU Fr5 %13 oraninda inhibisyon yapabilmistir. Bu sonuglar
mitokondriyal membran potansiyeli deneyleri ile paralellik géstermektedir. Rozmarinik asit ise
in vitro enzim aktivitesi deneylerinde tek basina yeterli inhibisyon yapamazken mitokondriyal
membran potansiyelini hlcre kultird ortaminda artirmistir. Hucre canliigi deneyleri ile
mitokondriyal fonksiyon ve GSK-3 beta aktivitesi arasindaki iligki incelendiginde SHNBU ve
SRNBU ana ekstrelerde hlcre indeksinin 6zellikle 100ug/mL dozunda arttigi, SHNBU-FR4
ve SRNBU-FR5’ in koruyucu etkileri incelendiginde ise (Sekil 17, 18) 10 pg/ mL dozlarda

koruyucu daha yuksek oldugu gorulmektedir.

Bu proje galismasi kapsaminda Farmakognozik agidan incelenen S. huberi ve S. rosifolia
bitkilerinin GSK-38 inhibitdr etkisi arastirnimis ve bitkinin &6zellikle bu etkiden sorumlu
bilesikleriyle diger sekonder metabolitlerinin yapilari tayin edilmigtir. Fraksiyonlarda
bilesiklerin  6énemli kismini olusturan rozmarinik asit etkiden sorumlu bilesik olarak
saptanmistir. Bu galismayla izole edilen iki fenetil glikoziti bilesik, Salvia turlerinden ilk defa

izole edilmigstir ve bu iki bilesik Salvia kemotaksonomisi agisindan dnem arz etmektedir.

Batin deney sonuglari incelendiginde SHNBU Fr4 ‘Gn hem in vitro ortamda tama yakin guglu
bir sekilde GSK-3beta inhibisyonu yaptidi, hem hucre kulturi ortaminda western blot
deneyleri sonucunda %50 civarinda GSK-3beta protein ekspresyonunu azalttigi,
mitokondriyal membran potansiyelini artirdigi ve butun bu mekanizmalar sonucunda da
hicre canliigi deneylerinde amiloid beta toksisitesinde gercek zamanli hicre analizi
yapildiginda en guglu protektif etkinin yine SHNBU Fr4’e ait oldugu sonucuna varilmistir.
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Fraksiyonlarin ise rozmarinik asit agisindan zengin oldugu ancak rozmarinik asitin tek basina
degil Fraksiyon igerisindeki diger maddelerle birlikte olmasi durumunda daha etkili koruyucu

etkiye sahip oldugu kanaatine varilmigtir.

HPLC ve LC-MS/MS ile tespit edilen kimyasal icerige bakilirsa fenolik yapida
bilesiklerin blyUk bir kisminin ayni fraksiyonda toplanmis olmasi, S. huberi, S. rosifolia
ekstre ve fraksiyonlarinin uygun formulasyonlari halinde Alzheimer tedavisinde yardimci rol
oynayabilecegini distindirmustir.

Dogu Anadolu bdlgesi’ nde genis yayillim gosteren bu iki endemik bitkinin zengin
fenolik icerigi sebebiyle ilag adayl molekillerin elde edilmesinde potansiyel bir kaynak olarak

dusunulebilir.
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