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OZET

Alzheimer Hastaligi (AH), biligsel islevlerde azalma, ¢esitli noéropsikiyatrik ve
davranigsal bozukluklar ile karakterize, ilerleyen norodejeneratif bir hastaliktir.
AH’da asetilkolin (ACh) sentezinde azalma, beyinde kolinerjik néronlarda hasar ve
kayip oldugu bildirilmistir. AH’de giincel tedavi olarak asetilkolinesteraz (AChE)
inhibitérii  etkinligi  gosteren  ilaglar  ile  kolinerjik  ndrotransmisyonu
giiclendirilmektedir. Oksidatif stres ve inflmasyon siire¢lerinde ortaya ¢ikan serbest
radikallerin de AH patolojisinde etkili oldugu gosterilmektedir. Salvia triloba ugucu
yaglt AChE enzim inhibisyonu yaptigi bilinen 1.8 sineol bakimindan zengin olup
sahip oldugu antioksidan kapasiteler ile biligsel fonksiyonlar {lizerindeki pozitif etki
gosterme potansiyeli tasimaktadir. Bu tez ¢alismasinda igerigi gaz kromatografisi ile
tespit edilmis S.triloba ugucu yagmmn in vitro antioksidan kapasiteleri, kolinesteraz
inhibisyon etkileri ve sicanlarda inhalasyon uygulamasi sonrasi biyoyararlanimi
gosterildi. Bunu takiben siganlarda S. triloba inhalasyonunun skopolamin
uygulamasi ile bellek bozuklugu olusturulmus siganlarda tedavi edici etkisi ile
saglikli kontrollerde biligsel gii¢lendirici etkisi Morris su labirenti ile arastirildi.
Morris su labirentinde 6 giinlik 6grenme siirecinde S. triloba alan grup kontrol
grubuna kiyasla 4. giinde anlamli olarak daha kisa kagis latanslarina ulasti  (p =
0.01). Bellek bozuklugu indiikklenmis grup fizerinde S. triloba inhalasyon
uygulamasinin anlaml bir tedavi edici etkisi gozlenmedi. Skopolamin alan grupta,
Morris su labirenti 7. giin platform bolgesi ¢aprazlama sayis1 ve platform latansi,
skopolamin almayan gruplara (kontrol grubu ve S. triloba grubu) kiyasla bellek
bozuklugu olustugunu da gosterdi, tedavi grubunda ise (skopolamin+S. triloba
grubunda) bellek bozukluguna isaret eden anlamli bir fark bulunmadi. Bu bulgular S.
triloba inhalasyon uygulamasinin 6grenme performansi tizerinde bilissel giiglendiricCi
etkisini gostermekte ve yani sira bellek performansi tlizerinde kismi bir iyilestirme

sagladigini diislindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ogrenme-Bellek, Alzheimer Hastaligi, Ugucu Yaglar, Salvia

Triloba, Skopolamin



SUMMARY

In vitro Bioactivities of Salvia Triloba L. Essential Oil Applied By Inhalation and

Protective Effect Of Scopolamine Induced Memory Loss

Alzheimer's Disease (AH) is a progressive neurodegenerative disease characterized
by decreased cognitive function, various neuropsychiatric and behavioral disorders.
It has been reported that there is a decrease in the synthesis of acetylcholine (ACh),
damage and loss of cholinergic neurons in the brain. Cholinergic neurotransmission
is strengthened with drugs that show acetylcholinesterase (AChE) inhibitory activity
as the current treatment in AH. Free radicals that occur during oxidative stress and
inflammation processes are also shown to be effective in AH pathology. Salvia
triloba essential oil is rich in 1.8 cineol, which is known to cause AChE enzyme
inhibition, and has the potential to have a positive effect on memory and cognitive
functions with its antioxidant capacities. In this thesis, the in vitro antioxidant
capacities, cholinesterase inhibition effects and bioavailability after inhalation in rats
were demonstrated, the content of which was determined by gas chromatography.
Subsequently, the therapeutic effect and cognitive enhancing effect in healthy
controls were investigated by Morris water maze in rats with memory impairment by
scopolamine administration of S. triloba inhalation in rats. In the Morris water maze,
the group that received S. triloba during the 6-day learning period reached
significantly shorter escape latencies on the 4th day compared to the control group
(p = 0.01). No significant therapeutic effect of S. triloba inhalation on the memory-
induced group was observed. In the group receiving scopolamine, Morris water maze
showed the memory impairment compared to the groups that did not receive
scopolamine (control group and S. triloba group) on the 7th day, and the platform
latency also showed that memory impairment in the treatment group (scopolamine +
S. triloba group). No significant difference was found. These findings show that the
application of S. triloba inhalation has a cognitive enhancing effect on learning

performance and also provides a partial improvement on memory performance.

Keywords: Learning-Memory, Alzheimer's Disease, Essential Oils, Salvia Triloba,

Scopolamine



1. GIRIS VE AMAC

1.1. Literatiir Ozeti

Demans, normal yaglanma ile birlikte ger¢eklesmesi beklenenin 6tesinde bir
diizeyde biligsel islevlerin giderek kotiilesmesi ile karakterize bir hastaliktir.
Kayitsizlik, ajitasyon ve depresyon gibi noropsikiyatrik semptomlara ilave olarak
artan islev kaybi ile bir hasta bagimsizligin1 yavas yavas kaybeder. Alzheimer

hastalig1 (AH) demansin en yaygin nedenidir (1).

AH genellikle patolojik degisimin birincil odagi olan anatomik (medial temporal
lob ve hipokampus) bélgelerin islev bozukluklarini yansitan ve ozellikle yeni
bilgileri 6grenmek icin hafiza kaybi ile kendini gosterir. Hastalifin ilerleyen
donemlerinde diger yiiksek kortikal fonksiyonlar (6rnegin dil, praksis ve yiiriitiicli

fonksiyon) etkilenir ve davranigsal ve psikiyatrik bozukluklar goriiliir (2).

AH ilk kez Alois Alzheimer tarafindan 1906 yilinda, 51 yasindaki Auguste
adinda bir kadin hastasinin 6liimii sonucunda yaptig1 otopsisinde beyninde atrofi ve
anormal kiimelesmeler saptayarak tanimlamistir. Giiniimiizde amiloid beta plaklari
olarak adlandirilan bu yapilar AH’nin fizyopatolojik gostegesi olrak kabul
edilmektedir. 1900’1 yillarda AH nadir hastalik kabul edilirken, giiniimiizde
giderek yayginlasmakta olan bir hastalik olarak kabul edilmektedir. AH’nin kesin
nedeni bilinmemekle birlikte amiloid beta plaklari, nérofibriller yumaklar, asetilkolin

(ACh) seviyesinde azalma gibi ¢esitli hipotezler 6nerilmistir (3, 4).

Kolinerjik hipotez, AH’nin unutkanlikla birlikte yeni bilgiler 6grenememe,
beyindeki hafiza ve Ogrenme islev kayiplarin1 asetilkolin azhig1 ile
iliskilendirmektedir.  Asetilkolini  hidrolize eden kolinesteraz enzimlerinin

inhibisyonu ile asetilkolin nérotransmitterin artis1 hedeflenmistir.



AH i¢in giiniimiizde memantin disinda kullanilan tiim ilaglar kolinerjik hipotez
esasma gore gelistirilmistir. Bu bilesikler donozepil, rivastigmin ve galantamindir.
Bilissel bozukluklar bitkiler tarafindan sentezlenen galantamin ve fizostigmin gibi
asetilkolinesteraz (AChE) inhibitorleri ile yavaslatilmaktadir (5). Dogal bilesikler
selektif olarak hem AChE hem de biitirilkolinesteraz (BChE) enzimlerini inhibe
edebilirler. Her iki enzimin inhibisyonu hastaligin ilerlemesini engelleyici aktivite
gostermektedir. AH tedavisinde kullanilacak ilag kesfi ¢alismalarinda pek ¢cok dogal
molekiiliin in vitro olarak s6z konusu kolinesterazlari inhibe ettigi goriilmistiir (5).
Ancak in vivo ve klinik ¢alismalar ile bu bulgularin etkinliginin kanitlanmasi
gerekmektedir (6, 7, 8).

Kolinerjik disfonksiyonun hafizadaki roliiniin ve AH ile iliskili dikkat
bozukluklarinin taninmasi, kolinerjik katabolik enzim, AChE inhibisyonu ile
kolinerjik fonksiyonu secici olarak arttiran ilaglarin gelistirilmesine yol a¢mustir.
Tetrahidroaminoasridin (Tacrine, Parke-Davis), donepezil (Aricept) ve galantamin
dahil olmak tizere bu enzimi hedefleyerek AH’da biligsel islevi gelistirmek icin
bircok ilag¢ tasarlanmistir (21). AH tedavisinde kullanilan kolinesteraz inhibitorleri
Donepezil, Rivastigmin, Galantamindir. Donepezil, kolinerjik nérotransmisyonu
arttiran ve demans i¢in potansiyel fayda saglayan piperidin tiirevi geri doniistimlii bir

ACHhE inhibitoriidiir (22).

Donepezilin saglikli yash kisilerde bilissel performansi iyilestirmek igin
degerlendirilmesi sonucu tek doz donepezilin bilis tizerindeki giiglii etkileri saglikli
yaglilarda Groton labirent 6grenme testi ile gosterilmistir (23). Saglikli yash kisilerde
rivastigmin motor bir gérevde 6grenmenin yani sira, semboller ve rakamlar arasinda
iliski kurabilmeyi gelistirdigi gosterilmistir (24). Galantamin, kardelen olarak
bilinen, Galanthus woronowii, Amaryllidaceae bitkisinin ~soganlarindan ve
cigeklerinden izole edilen bir alkaloid olup, AChE’mn secici, geri doniisiimlii ve
kompetetif bir inhibitorii ve asetilkolin noral nikotinik reseptdriiniin bir allosterik

modiilatoriidiir (25). Galantamin, modafinil, atomoksetin, metilfenidat ve guanfasin



gibi bir dizi biligsel giiclendirici ajan, insan c¢alismalarinda {imit verici bulgular
gostermistir. Biligsel giiglendirme de dahil olmak iizere belirli davranigsal
miidahaleler de umut vaat ettigi gosterilmistir (26). Galantamin, AH’da kullanim i¢in
kapsamli olarak degerlendirilecek birka¢ kolinerjik ajandan biridir. Galantamin
kullanimt ile ilgili herhangi bir gilivenlik endisesi yoktur, onerilen yavas doz artis
semast kullanilmalidir. Bu bulgular dikkate alindiginda, galantamin demans igin

tedavi edici potansiyele sahip, piyasada bulunan ilaglardan biridir.(101, 102, 103)

Geleneksel halk tibbinda Salvia (sage, adacayi) tiirlerinin hafizay: giiclendirici
etkilerinden dolay1 kullanildig1 bilinmektedir (9). Salvia cinsi, Lamiacea familyasina
mensup olmakla beraber, diinyanin gesitli bolgelerinde 6zellikle, Akdeniz ikliminde
ve Asya’da yetisen 1000°den fazla tiire sahiptir (10) ve Akdeniz florasinda yaklasik
100 tiir yetismekte olup, bunlarin 57 tanesi endemiktir (11). Pek ¢cok ugucu yagin
bilesiminde bulunan ve monoterpen yapisinda olan 1,8 sineol molekiilii kolinesteraz
inhibe edici 6zellige sahiptir ve Salvia tiirlerinde 6zellikle S.triloba bitkisinin ugucu

yaginda yiiksek oranlarda bulunmaktadir (9).

Salvia cinsinin iyelerinin uzun yillardir demans hastaliginda kullanildigi,
kolinesteraz inhibisyon, glutamerjik, antienflamatuar, antioksidan ve nikotinik
aktivitelerinin oldugunun bulunmasindan dolayi, bu cinsin iiyelerine AH {izerine
caligmalarina yaygin olarak karsilasiimaktadir (14, 15). Literatiirdeki bu bulgular
ozellikle Salvia tiirlerinin ugucu yagiin AH karsi ilag kesif ¢alismalarinda 6nemli

birer model olabileceklerini ortaya koymaktadir.



1.2. Amag ve Ozgiin Degeri

Bu ¢alismada Gaz kromatografisi (GK) ile igerigini belirledigimiz ve in vitro
olarak kolinesteraz inhibitor aktivitesi ve antioksidan kapasitelerini tespit ettigimiz
S. triloba wugucu yagmin, sicanlarda inhalasyon yoluyla uygulanmasinin
biyoyararlanimi1 ve skolopolamin ile olusturulan bellek kaybi modeli yani sira

saglikli hayvanlarda 6grenme-bellek tlizerine etkilerinin arastirilmasi amag¢lanmistir.

Ulkemiz cografyasinda yetisen bitkilerden S. triloba’nin ugucu yag 1,8 sineol
icerigi bakimindan zengin ve ndrotoksik etkilere sahip thujon ve kafur bilesen orani
az olmasi itibari ile tibbi kullanima olduk¢a uygun bir ugucu yagdir. Bu tez
calismasinda S. triloba ugucu yaginin 6grenme ve bellek tizerine etkileri in vivo
olarak ilk kez gosterilmistir. Bilesenlerinin oranina gore en uygun yagin belirlenmis
olmasi, in vivo bulgularin in vitro ¢alisma ve biyoyararlanim tespiti ile desteklenmis

olmasi bu tez caligmasinin gegerliligini arttirmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Demans

Klinik agidan demans, zihinsel bozulma ve daha sonra fiziksel fonksiyonun az
ya da ¢ok kademeli deformasyonu ile karakterize edilen, genellikle ilerleyici
norodejeneratif beyin bozukluklarinin bir grubu olarak tanimlanabilir. Demans, ciddi
bilissel bozuklugu ile birlikte ortaya ¢ikan fonksiyonel yetersizlik nedeniyle normal
yaslanmadan ayirt edilebilir. AH, demansin en yaygin nedeni olarak gosterilmektedir
ve genellikle beyinde biriken ndritik plaklar ve norofibriler diigimlerin neden oldugu
varsayilan norodejeneratif bir hastaliktir. Demansin en yaygin ikinci nedeni ise ¢esitli

vaskiiler patolojilerin neden olabilecegi vaskiiler demanstir (VaD) (30).
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Sekil 2.1a. Geg baslangigli demans nedenleri (> 65 yas). (30).

Demans semptomlarina neden olan bir dizi kosul vardir. AH tiim vakalarin
yaklasik %60'in1 olusturur, diger yaygin nedenler arasinda yash insanlarda VaD ve
Lewy cisimcikli demans (LCD) bulunur. Giderek artan bir sekilde, ozellikle
geriyatrik bireylerde, karigik demans vakalarina (AH, VaD, LCD) rastlanmaktadir.
Erken baslangicli demans, 65 yasindan once demans gelistirenlere 'yaglilik oncesi'
demans denir. Geg baglangicli demans, 65 yasindan sonra demans gelistiren kisileri

ifade eder. Demansi olan Kkisilerin etiyolojisi, erken ve ge¢ baslayanlar arasinda



farklilik gosterdiginden ve demansi olan kisilerin farkli bir yaklagima ihtiyag

duyduklar diisiiniilmektedir (31).

VaD prevalansi (% 18), frontotemporal demans (% 12) ve alkole bagli demans
(% 10), geng popiilasyonda yasli popiilasyonlara gore nispeten daha yaygindir. Bu
rakamlar, nispeten nadir olmakla birlikte, erken yaslarda demansin gelistiginin ve
biligsel sikayetleri olan hastalarda her zaman ayirici taninin bir parcast olmasi
gerektiginin altin1 ¢izmektedir. Ayrica, bu veriler erken demans ile ge¢ demans
arasindaki farkliliklar1 vurgulamaktadir. Frontotemporal demans ve alkole baglh

demans erken demans i¢in nispeten yaygin nedenlerdendir (32).
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Sekil 2.1b. Erken baslangicli demans nedenleri (<65 yas) (32).

2.2. Alzheimer Hastahg

AH bilissel ve davranigsal bozukluklarla iliskili, hafizadaki kayip veya gerileme
ve ciddi bilissel bozukluklarla karakterize ndrodejeneratif bir hastaliktir. Biligsel
islev, hafiza, diisinme, anlama, hesaplama, 6grenme kapasitesi ve dil becerisini
etkiler. Yaslilik, genetik yatkinlik, diger tibbi durumlar ile beraber stres en onemli
faktorlerdendir. Normal yaslanmadan beklenebilecek olanin 6tesinde bir bozulma

olan genellikle kronik veya ilerleyen niteliktedir. Biligsel islevdeki bozulmaya



genellikle duygusal kontrol, sosyal davranig veya motivasyon bozuklugu eslik eder.
Demansa sebep olan hastaliklarin en yaygin olant norodejeneratif AH’dir ve

vakalarin % 60-70’1 olarak gosterilmektedir (33, 34).

Bugiine kadar, AH’nin ana nedeni belirsizligini korumaktadir, ancak p-amiloid
ve tau protein birikimi, azalmig asetilkolin (ACh) ve glutamaterjik eksikligin AH nin
ana patogenezi olarak kabul edildigi diisiiniilmektedir (35). Son ¢alismalar, oksidatif
stres ve enflamatuar siiregler sirasinda iiretilen serbest radikallerin AH’da patolojik

olarak dnemli oldugunu diisiindiirmektedir (36).

Alzheimer hastalarinin merkezi sinir sisteminde siiperoksit dismutaz ve katalaz
gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerinde serbest radikal hasar1 ve degisiklikler
gbzlenmistir (37). Ayrica, AH ve hafif biligsel bozuklukta, lipitler ve proteinlerde
artan oksidatif hasar, glutatyon ve antioksidan enzim aktivitelerinin azalmasi,
hastaligin ciddiyeti ile iligkilidir, buna bagli olarak oksidatif stres AH nin baglamasi

ve gelisimi sirasinda meydana gelen degisikliklerden birisi olabilir (38, 39).

2.3. Kolinerjik hipotez

Son yillarda, AH’ nin tedavisinde etkili bir ilag gelistirmek i¢in bir¢ok calisma
yapilmistir. Ne yazik ki, bu ilaglarin higbiri hastaligin seyrini tersine gevirememekte
veya durduramamaktadir. Bu sekilde AH’nin semptomatik tedavisi i¢in kullanilan bu
maddelerin ¢ogu, AChE inhibisyonu yoluyla kolinerjik sinir uglarindan salindiktan
sonra ACh’in etkinliini uzatan kolinesteraz inhibitorleridir. Bununla birlikte, bu
ilaclarin segciciligi, sinirh etkileri ve zayif biyoyararlanimlari, periferdeki olumsuz
kolinerjik yan etkileri, dar terapdtik araliklar ve hepatotoksisite, terapotik

basarilarinin birkag¢ sinirlamasi arasindadir (40, 41).



ACh, kolin ve asetil-koenzim A’dan gelen noronlarda asetiltransferaz enzimi

tarafindan sentezlenir. ACh sinaptik vezikiiller i¢inde yogunlastirilarak bozulmaya

kars1 korunur. ACh, sinaptik araligasalinir, burada presinaptik ve postsinaptik

muskarinik ve nikotinik reseptorler iizerinde etki eder ve AChE enzimi tarafindan

kolin ve asetata indirgenir. Kolin ndronlarda geri donistiirtliir.

Fizostigmin ve

donepezil gibi AChE inhibitorleri ACh'nin pargalanmasini 6nler. Deanol ve kolin

ACh sentezi i¢in onciil maddelerdir (42).

. . |
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Precursors o0
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Sekil 2.3. Asetilkolin sentezi. Asetil-koenzim A (AcCoA), AChR asetilkolin reseptorii (42).
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2.3.1. Asetilkolinin bashca fonksiyonlar: biyosentezi, depolanmasi ve salinmasi

ACh, bellek ile ilgili baslica norotransmitterlerdendir. Periferik sinir sisteminde
motor noronlardan salinarak iskelet kaslarinda kasilmayi tetikler, otonom sinir
sistemi iletisinde tiim pregangliyonik ndronlardan ve parasempatik postgangliyonik
noronlardan salinir. Beyinde ise baslica 3 bolgeden beynin birgok bdlgesine
kolinerjik ileti gergeklesmekte olup ogrenme, dikkat, bellek, motivasyon ve
uyku/uyanikliga kadar uzanan genis yelpazede fonksiyonlar1 modiile etmektedir.
Bazal onbeyindeki septal cekirdekten hipokampusa ulasan kolinerjik ileti (Sekil
2.3.1). bu ileti sisteminin yeni bellek olusumu ig¢in kritik etkilere sahip olduguna
isaret etmektedir. Beyin sapindaki pediinkiilopontin ¢ekirdek ve laterodorsal
tegmental ¢ekirdekten kolinerjik ileti ise uyku/uyamiklik ve uykunun fazlarii

etkilemektedir (105).

Fornix (to hippocampal formation)

Nucleus basalis

Basal

T —_— Medial septal nucleus

and nucleus of

diagonal band ~ Hippocampus .
(under the Pedunculopontine

surface) nucleus and laterodorsal
tegmental nucleus

Cerebellum

Sekil 2.3.1. Beyinde kolinerjik ¢ekirdekler ileti yolaklar1 (107).
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Kolinerjik noron ateslendiginde vezikiiller i¢cinde bulunan ACh sinaptik araliga
itilir ve asetilkolin serbest birakilir. ACh molekiilleri daha sonra post-sinaptik ndron

membraninda bulunan 6zgiil ACh reseptorlerine baglanmaktadir (82).

ACh molekiilii kolin ve asetil CoA'dan sentez edilir. Noronlarin siirekli olarak
yeni kolin molekiilleri ile beslenmesi zor oldugundan, ACh kullanildiktan sonra
viicut tarafindan geri dondstiriiliir. ACh, 6nceki ateslemeden sonra sinaptik aralikta
temizlenene kadar, tekrar noron ateslenemez, bu nedenle viicudun geri
doniistiiriilebilmesi icin asetilkolini parcalayacak bir isleme sahip olmasi gerekir. Bu
islem, AChE ad1 verilen bir enzim (kimyasal reaksiyonlar1 hizlandirmaya yardimci
olan bir protein) tarafindan gergeklestirilir (83). Bu geri doniisiim isleminin hiicrede

nasil ¢alistiginin bir sekli yukarida gosterilmistir (Sekil 2.3.).

Asetilkolin reseptdrleri, asetilkolinin néron tarafindan serbest birakildiktan sonra
baglanacag1 bolgelerdir. Bu reseptorler, asetilkolinin salindigi ndérondan gelen
sinaptik aralik boyunca bulunan baska bir noron tizerinde bulunur. ACh’in nikotinik
ve muskarinik olmak {izere iki ana tip asetilkolin reseptdrii bulunmakta ve bu
resepetorlere segici olarak baglandigi kesfedilen maddelerden adini almaktadir.
Nikotinik reseptorler nikotin maddesinden, muskarinik reseptorler ise muskarin

maddesinden adin1 almistir (84, 94).
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Resim 2.3.1. Nikotin ve muskarin maddesi kesfi. Solda: Nikotin, tiitiin bitkileri tarafindan iiretilir
(Nicotiana tabacum) Sagda: Muskarin, mantar tarafindan iiretilen bir kimyasaldir (Amanita

muscaria).

ACh, onciil madde olarak bilenen serbest kolinin, kolinerjik sinirlerde
kolinesteraz enzimi ile asetile edilmesiyle tek basamakli bir reaksiyon ie sentez
edilmektedir. Bu reaksiyonu katalizleyen enzim kolin asetiltransferaz enzimidir.
Asetil kaynagi sinir ucundaki mitokondrilerde sentez edilen asetilkoenzim A’dir

(43).

Burada kullanilan baslica serbest kolin zar fosfolipidlerinden olan
fosfotidilkolindir (44, 45). Kolinerjik ndronlarda uyarilma sirasinda serbest kolin
eksikligi olursa ACh sentezi i¢in yeterli miktar kolin membran yapi1 tas1 olan
fosfotidilkolin’den alinir ve bu durum uzun siirerse hiicre membraninda yikim olusur.
Buna otokannabilizim denmektedir ve AH gibi bir¢ok noérodejeneratif hastalikta
kolinerjik bu yikict mekanizma duyarlilig: ileri siiriilmiistiir (46, 47). Bir diger
onemli serbest kolin kaynagi ise sinaptik aralifa salinan asetilkolin
norotransmitter’in enzimatik hidrolizi ile olusan serbest kolindir. ACh sinaptik
araliga salininca hizl bir sekilde AChE enzimi tarafindan serbest kolin ve asetat'a
hidrolize olur. Buradaki asetilkolinesteraz kolinerjik sinirlerden sentezlenerek
sinaptik aralikta yogun bir sekilde bulunmaktadir. Bu nedenle sinaptik araliga salinan
asetilkolinler kisa bir siirede hidrolize olarak kolin ve asetata doniismektedir.

Dolayisiyla bu enzimin inhibe edilmesi sinaptik aralikta ACh pargalanmasini
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sinirlandirarak, ACh birikmesine ve kolinerjik ileti siliresini ve miktarini
arttirtlmasina yol agmaktadir. Buradaki serbest kolin, yeniden asetilkolin sentezinde

veya fosfotidilkolin yapiminda kullanilmak iizere nérona tekrar taginir (46, 47, 48).

2.4. Aromaterapi

Aromaterapi, ciltten emilerek veya soluma sonucu emilen bitki ugucu yaglarinin
terapotik kullanimidir. Ugucu yaglar viicuda farkli sekillerde alinabilmektedir.
Solunum sistemleri yoluyla, masaj ve banyo sirasinda losyonlar veya kompresler
yoluyla transdermal olarak, kapsiiller i¢ine alinarak gida ve tibbi preparatlar ile oral

yoldan kullanim1 saglanmaktadir (49).

Bir diger tanimla aromaterapi, bitkilerden elde edilen aromatik maddeleri
kullanma, beden, zihin ve ruh saglhigin dengeleme, uyumlastirma ve tesvik etme
sanat1 ve bilimi olarak tanimlanabilir. Bireyin dogustan iyilesme siirecini gelistirmek

icin fizyolojik, psikolojik ve ruhsal siirecleri birlestirmeyi amaglamaktadir (49, 56).

Aromatik yaglar 5000 yildan uzun siiredir kullanilmaktadir, eski Misirlilar
genellikle bu yaglari parfiim olarak kullanmislardir (50). Modern aromaterapi 16.
yiizyllda Almanya’da ortaya cikmistir. Fransiz bir kimyager olan Gattefosse, I.
Diinya Savas1 sirasinda yarali askerleri tedavi etmek icin ugucu yaglarin
antibakteriyel ve tyilestirici 6zelliklerini arastirmis ve Fransiz ordusu cerrah1 Valnet,

I[I.Diinya Savas1 sirasinda aromaterapi uygulamasini daha da yayginlagmistir. (51, 52,
53).
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Sekil 2.4 Aromaterapide inhalasyon (95)

Kullanilan ugucu yag veya yag karisimlari analjezik, antimikrobiyal, antiseptik,
anti-inflamatuvar, anjiyojenik, sedatif, spazmolitik ve diiiretik sahiptir. Sindirim
sistemi rahatsizliklari, cilt hastaliklari, menstriiel agr1 ve diizensizlikler, stresle ilgili
problemler, duygu-durum bozukluklari, dolasim problemleri, solunum yolu
enfeksiyonlar1 ve yaralar dahil olmak iizere ¢ok cesitli belirtileri ve durumlar tedavi

etmek i¢in kullanilir (55, 57).

Ugucu yaglar solunum yolu ile alindiginda ilk 6nce koku reseptorlerini uyarir ve
bu sinyal limbik sistem ile birlikte koku korteksine ve diger boliimlere iletilir (58).
Yapilan c¢alismalarda, inhalasyon veya oral uygulamayir takiben ugucu yag
bilesenlerinin kandaki konsantrasyonlar1 genellikle nL/mL araligindadir. Oral yol,
inhalasyon ve dermal uygulamalara gore terapdtik etkiler degisebilmektedir, ¢linki
bilesenlerin metabolizmas1 viicutta farkli oranlarda ortaya ¢ikabilmektedir. Kiral
farkliliklar da, farmakokinetik davranisla birlikte bilesenlerin biyolojik aktivitesini
etkilemektedir (49). Aromaterapide kullanilan ugucu yaglarin yiiksek dozlarda
kullaniminda noérotoksik etkiler sergiledigi gosterilmis, yliksek miktarda keton,
ornegin thujone ve kafur iceren ugucu yaglarin epileptiform aktiviteye neden oldugu

bulunmustur (54).
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Tiirkiye’de tibbi ve aromatik bitkilerin ayr1 bir yeri bulunmaktadir. Kullanilan bu
bitkilerin 500 cesidinden 350 kadarinin ihracati yapilmaktadir. Bunlardan 6nemli
tiurler kekik, defne yapragi, kegiboynuzu gibi bitkilerdir. Bitkilerde tedavi edici
etkilileri olan ¢esitli yapilara sahip bilesikler bulunmaktadir. Ugucu yaglar bu dogal
bilesiklerden terpen yapida olan bir gruptur. Oda sicakliginda sivi, kuvvetli, keskin
kokulu maddelerdir. Suda ¢6zlinmeyip organik ¢oziiciilerde kolaylikla ¢oziinebilirler.
Bitkinin c¢igcek, meyve, kok ve yaprak gibi kisimlarindan elde edilebilirler.
Icerigindeki etken maddelerin cesitliligi ve degisikligine gore Karakteristik
Ozelliklere sahip olup antimikrobiyal, sedatif, antispazmodik gibi bir¢ok etkilere
sahiptirler (59, 60, 61).

2.5. Salvia triloba L.

Salvia olarak adlandirilan Adagay: tiirleri, antik c¢aglardan beri bilinen ve
kullanilan tibbi ve aromatik bir bitki olup, yaprak kismindan ugucu yagi elde edilen
bir bitkidir. XVI. yiizyilda hekimler ‘bahgesinde adagayr biten insan niye Olsiin’
seklinde adagayinin faydasina belirten beyanlar1 vardir. Adagayinin bilimsel adi olan
ve Latinceden tiiretilen Salvia Latince ‘“Salvere”den tiiretilen “korunmus”,
“lyilestirmek i¢in” anlamina gelmektedir (62). Salvia cinsinin 51 tanesi endemik tiir
olup Tiirkiye’de 97, Avrupa kitasinda 36, Iran’da 70 tiir oldugu bilinmektedir (63,
64).
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Resim 2.5. Salvia triloba (Salvia fruticosa Mill.)

Anadolu adagay1 olarak bilinen Salvia triloba iilkemizin farkli bélgelerinde
yayilig gosteren ticari 6nemi olan bir tiirdiir. Yapilan ¢aligmalar ile adacayi tiirlerinin
onemli iceriklere sahip oldugu kanitlanmistir. Lamiaceae familyasina bagli olan
Salvia tiirleri 6zellikle akdeniz bolgesinde yaygindir. Bitki, gilinesi iyi alan kumlu
topraklarda uygun kosullarin saglanmas: durumunda yiiksek ve iyi kalitede yag elde
edilebilmektedir. Aromaterapide kullanilan S.triloba ugucu yaginin ana bilesenleri ve
kalitesi mevsimsel olarak hasat zamanina gore degisim gosterebilmektedir (65, 66,

67).

Salvia L. cinsine ait olan S. triloba tip ve parfiimeri alani i¢in 6nem tasimaktadir.
Kuvvetli ve keskin kokuya sahip olup ¢ok dallanmis 1m kadar boya ulasabilen ¢ok
dall1 basit veya ii¢ loblu yaprak yapisina ve grimsi renk yapraklara sahip bitkilerdir.

Ugucu yaglarin salgilandigi salgi tiiyleri bitkinin biitiin organinda bulunmaktadir.
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Cicekleri genellikle acik eflatun veya beyaz olup, ¢igeklenme zamani Mart aylarinda
baslayip Haziran ayina kadar devam etmektedir (68, 69,70).

S. triloba tiiriniin iilkemizde Bat1 Ege, Bati Akdeniz, Kuzeybat1 bolgelerinde yer
aldig1 bilinmektedir. Salvia officinalis L.’e gore daha keskin kokulu olup ugucu
yaglarin kimyasal kompozisyonlar1 ¢ok biiylik farklilik gostermez fakat etken
maddelerinin oran1 olduk¢a degisiklik gostererek bu yonleriyle birbirlerinden
ayrilirlar. S. triloba’nin yapraklarindan elde edilen ugucu yagi 1,8 sineol orani
yiiksek olup, thujon orani diisiik oldugundan kullanimi daha giivenli ve tibbi adagay1
olarak bilenen S. officinalis L.’den daha degerlidir (71, 72). Ulkemizde yaygmn bir
sekilde yetistirilen, adagay1 olarak bilinen S. triloba genellikle bitki ¢ayir olarak
tiikketilmektedir (12).

Bir¢ok arastirma, ucucu yaglarin hem boceklerde hem de memelilerde noro-
noronal ve noOromiskiiler kavsaklarda en Onemli enzimlerden biri olan

AChE aktivitesini inhibe ettigini gostermektedir (79, 80, 81).

Tirkiye’de yetisen bazi Salvia tiirlerinin AH tizerine etkilerini arastirilmigtir.
Savalev ve digerleri Salvia tiirlerinin apolar ekstrelerinin AChE ve BChE
inhibisyonu yaptigimmt gostermiglerdir (13). S. fruticosa, S. lavandulaefolia, S.
officinalis tiirlerinden elde ettikleri ugucu yaglarin bilesiminde bulunan sekonder
metabolitlerin AChE ve BChE aktiviteleri incelenmis ve bu metabolitlerin AChE
inhibisyonu gosterdikleri bulunmustur (14). Benzer bir ¢alismada, S. syriaca
bitkisinin ugucu yag1 ve apolar ekstreleri AChE ve BChE inhibisyonu gostermistir
(15). S. triloba ekstreleri ve ugucu yagimin Kkolinesteraz inhibisyonuna ek olarak
antioksidan aktivitesinin (DPPH radikal siipiiriici ve demir selatlama) bulundugu da
gosterilmistir. Bahsi gegen bu ¢alismada ana bilesen olan 1,8 sineoliin in vitro olarak
AChE inhibisyonu etkisine ek olarak, Salvia tiirlerinin ekstraktlarin1 kapsiil seklinde

alan saglikli goniillillerde gozlenen kognitif performans artist AChE inhibisyonu ile
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aciklanmistir (16). Adagayr bu etkileri ile tek basmma veya mevcut tedavileri

destekleyici olarak AH’da kullanim potansiyeline sahiptir (29).

Salvia tiirleri ugucu yaglarinin AH’da zihinsel performans iizerine etkileri
kolinerjik hipoteze ilaveten oksidatif stres hipotezleri ile de tartisiimaktadir. AH nin
patojenezinde soz konusu bir diger bilesen ise oksidatif stresin yol agtigr AP ile
tetiklenmis noron kaybi, mitokondri disfonksiyonu, tau protein patolojisi ve metal
homeostazisinde degisikliklerdir (30). Benzer sekilde oksidatif stres, iirik asit, C ve E
vitamini gibi beyin antioksidanlari ve katalaz, glutatyon rediiktaz ve siiperoksit

dismutaz gibi enzimlerin seviyelerinde azalmaya yol agmaktadir (17).

Ugucu yaglarm AH’na etkisini arastirmak i¢in yapilan in vivo ve Klinik
calismalara bakildiginda inhalasyon yoluyla uygulamanin da tercih edildigi
goriilmiistiir. Aromaterapi uygulamasi ile ugucu yag bilesenlerinin, inhalasyon yolu
ile dogrudan ruh hali ve bilissel fonksiyonlari etkiledigi bilinmektedir. Ugucu
bilesenler, akciger mukozas1 ve nazal mukoza ile kan dolagimina katilmakta ve
beyne hizla ulagmaktadir. Ugucu yaglar lipofilik 6zelliklerinden ve kiigiik molekiil
agirliklarindan dolayr kan-beyin bariyerini gecebilmektedirler (19, 20). Benny ve
Thomas’in derlemesinde, bazi Salvia tiirlerinin ugucu yaginin ve ¢esitli bitkilerin
(Coriandrum sativum, Anthriscus nemorosa, Juniperus communis, Pimpinella
peregrina, Lavandula angustifolia, Rosmarinus officinalis vb.) ugucu yaglarinin
inhalasyon yoluyla verildiginde klinikte ruhsal durum ve bilissel fonksiyonlar
tizerine olumlu etkilerinin oldugu bildirilmistir (18, 28). Bilinen farmakokinetik ve
baglanma oOzelliklerine dayanarak, adagayi akut uygulanmasmmin geng yetiskin

goniilliiler iizerinde biligsel giiclendirici etkisi oldugu ifade edilmistir (27).

19



The control situation In the presence of EO components
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Sekil 2.5. Ugucu yag (EO) bilesenlernini asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesini inhibe etmesi. ACh-
AChE, nAChr-nikotinik asetilkolin reseptorleri (73).

2.6. Skopolamin hidrobromid

Kolinerjik sistemin modiilasyonu hafiza fonksiyonunda 6nemli bir siire¢ oldugu
igin, biligsel islev bozuklugunu indiikleyen, deneysel bir arag olan skopolamin,
muskarinik antagonistik etkiler sergileyen bir tropan alkaloididir. Skopolamin
uygulanmasi kemirgenlerde ve insanlarda, merkezi kolinerjik blokaji indiikleyerek
dikkatin korunmasinda, bilginin igslenmesi gibi durumlarinda yeni bilgi edinilmesinde
geri doniislii ve iyi tanmimlanmis bir bozukluk olusturur (74). In vivo hayvan
modellerinde skopolamin, 6grenme ve bellek eksiklikleri olusturdugu gésterilmistir
(74, 75). Skopolamin uygulanan hayvan modeli ¢alismalarinda bellek bozuklugunun,
beyin oksidatif stresinin degisen durumu ve On beyin Kolinerjik sistemindeki
dejeneratif degisikliklerle iliskili oldugu gosterilmistir (76). Skopolamin, saglikli
insanlarda ve hayvanlarda demans benzeri etkilerin indiiklenmesi icin referans bir
farmakolojik ajan olarak kullanilmaktadir. Kolinerjik amnezinin indiiklenmesi igin
bir farmakolojik model olan skopolamin uygulamasi, kolinerjik hipotez
olusturulduktan sonra arastirmalarda kullanimi oldukca yaygin hale gelmistir (77,
78).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Elde edilen bitkiler ve distilasyon diizenegi

S. triloba bitkisi dogadan ya da kiiltiiriiniin yapildig: alandan toplanarak tayini
yapildi. Antalya (Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisi Miidiirliigii), {zmir,

Yalova ve Balikesir olmak tizere 4 farkli bolgeden temin edilen S. triloba’dan

distilasyon yontemini kullanarak ugucu yaglar elde edildi.

Resim 3.1 Distilasyon Diizenegi

3.2. Ugucu yag eldesi

Her 100 g kurutulmus bitki materyali, 4 saat boyunca Clevenger diizenegi
kullanilarak 1 L su ile hidrodistillenmeye tabi tutuldu. Isitict diizeneklerine
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yerlestirildi yaklasik 4 saat sonunda hidrosolleri ve ugucu yag eldesi yapildi ve elde

edilen yaglar toplanarak ve analize kadar 4°C'de amber renkli cam siselerde saklandi.

Resim 3.2. S. triloba’dan ugucu yag eldesi

3.3. Ugucu yaglarin GK/KS analizi

Bolim 3.1. ve 3.2.” de tarif edildigi sekilde 4 farkli bolgeden temin edilen S.
triloba'dan elde edilen ugucu yaglar ve karsilastirma amach ticari olarak temin
edilmis S. triloba ugucu yaginda (toplamda 5 farkli ugucu yag) Gaz Kromatografisi
Kiitle Spektrometresi (GK/KS) analizi yapilarak bilesenleri tanimlandi. Bagil
yiizdelerin belirlenmesi igin Gaz Kromatografisi Alev Iyonlasma Dedektdrii

(GK/AID) kullanildi.
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Hekzan i¢inde uygun sekilde seyreltilmis her bir yag 6rneginden yaklasik 1 pL
kisim, GK/KS analizine tabi tutuldu. Agilent 7890A GK/KS analizi, bir DP-5MS
kolonu (30 cm x 0.25 mm; film kalinligi, 0.25 mm) olan bir GK-KS kullanilarak
yapildi. 70 eV iyonizasyon enerjisinde kaydedildi. Kolon sicakligi 3 dakika
100°C'de tutulduktan sonra 10°C / dakika hizinda 250°C’ye programlandi ve 1
dakika 250°C'de sabit tutuldu. Tasiyict gaz olarak kullanilan helyum akis hizi, 1
mL/dakika idi (91).

3.4. Salvia triloba Ugucu Yag In Vitro Aktiviteleri

Icerigi belirlenmis olan ugucu yagm AChE ve BChE aktivitesi Kkinetik-
fotometrik yontemle degerlendirildi. Ugucu yagin oksidatif stres iizerinde etkinligi
1,1-diphenyl-2picrylhydrazil (DPPH) radikal siiptiriicii aktivitesi, demir indirgeme
aktivitesi (FRAP), bakir indirgeme aktivitesi (CUPRAC), Toplam antioksidan
kapasitesi (TOAC) test edildi.

Resim 3.4.Antioksidan aktivite testleri
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3.4.1. AChE ve BChE aktiviteleri tayin yontemi

AChE ve BChE inhibisyon aktiviteleri mikroplak okuyucu kullanilarak
Ol¢iildii. Enzim olarak elektrik baligindan elde edilen asetilkolinesteraz ve at
serumundan elde edilen biitirilkolinesteraz enzimleri, substrat olarak asetil tiyokolin
tyodiir ve biitiril tiyokolin iyodiir kullanildi. Aktivitenin 6l¢iimii i¢in sar1 renkli 5,5-
ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) kullanildi. Kontrol olarak etanol, standart
olarak ise Galanthus bitkisinden izole edilen alkoloid tipi ilag olan galantamin
kullanild1 (89).

3.4.1.1. AChE inhibisyon testi

40 pL 50 mM Tris-HCI tampon ¢ozeltisi (pH=8) {lizerine farklh
konsantrasyonlarda hazirlanmis olan numunelerden 20 pL. ve AChE enzim
cozeltisinden 20 pL konuldu. Bu soliisyon 10 dakika siire ile 25 °C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda 20 pL ATChI (50 mM) (substrat) ilave edilerek ve karisim 25
°C’de 5 dak. bekletildi. Daha sonra karigtma 100 uL 20 mM DTNB reaktifi ilave
edilip ve karisimin absorbanst 412 nm de spektrofotometrik olarak referansa karsi
olctildii. Aktivite, galantamin esdegeri olacak sekilde hesaplanip sonuglar1 o sekilde

verildi (87, 89).
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3.4.1.2. BChE inhibisyon testi

40 pL 50 mM Tris-HCI tampon c¢ozeltisi (pH=8) {lizerine farkli
konsantrasyonlarda hazirlanmig olan numunelerden 20 pL ve BChE enzim
¢ozeltisinden 20 pL konuldu. Bu soliisyon 10 dakika siire ile 25 °C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda 20 pL biitiril tiyokolin iyodiir substrat (50 mM) ilave edildi
ve karisim 25 °C’de 5 dak. bekletildi. Daha sonra karisima 100 uL 20 mM DTNB
reaktifi ilave edilerek ve karisimin absorbansi 412 nm de spektrofotometrik olarak
referansa karst Olglildii. Aktivite, galantamin esdegeri olacak sekilde hesaplanip
sonuglar1 o sekilde verildi (87, 88, 89).

3.4.2. Antioksidan aktivite testleri

3.4.2.1. DPPH radikal siipiiriicii aktivite

DPPH radikal siipiiriicii aktivite, numunelerin antioksidan aktivitelerinin tayini
icin en ¢ok tercih edilen en eski metotlardan bir tanesidir. 1958 yilinda Blois
tarafindan tarif edilen deneyde mor renkli DPPH radikali kullanilir, bu radikal non-
stabil oldugu i¢in deney esnasinda hazirlanmali ve amber siselerde muhafaza
edilmelidir. Test antioksidan numunenin DPPH radikali iizerinde indirgeyici
aktivitesini tayin etmektedir. Ortamda antioksidan varliginda, mor renkli DPPH
radikali sart renkli difenil-pikril hidrazine doniisti. Bu renk degisimi
spektrofotometrik olarak olarak olgiildii. Seyreltilen numuneler 100 uM DPPH
solisyonu ile karistirilarak, oda 1sisinda karanlikta bekletilerek absorpsiyondaki
diisiis 517 nm’de 6lciildii. Referans bilesik olarak butillenmis hidroksitoliien (BHT)
kullanildi (85, 86).
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3.4.2.2. Demir indirgeme aktivitesi (FRAP)

Benzie ve Strain’in metodu kullanilarak numunenin FRAP aktivitesi tayin edildi.
Diisiik pH’da ferric tripyridyl triazine kompleksi (Fe3+ TPTZ), ferrous formune
indirgenmektedir. Bu sirada koyu mavi renk olugsmakta ve bu sirada absorpsiyondaki
degisim Olgiilmektedir. Uygun seyreltilmis numuneler FRAP soliisyonu ile
karistirilarak, total hacim 0.3 mL’ye ayarland1 ve 30 dk inkiibasyondan sonra 593
nm’de absorbanslar1 6l¢iildii. Referans bilesik olarak BHT kullanild1 (85).

3.4.2.3. Bakir indirgeme aktivitesi (CUPRAC)

Apak ve digerlerinin, metodlari modifiye edildi. Esit hacimlerde neocuproine,
amonyum asetat buffer ve CuSO4 ayri ayrnn karigtirilarak ve numunelerin
eklenmesinden sonra 1 saat inkiibasyona birakildi. 450 nm’ de absorbanslari
Olciilerek, standart askorbik asit ile karsilastirildi. Bu test 450 nm’ de neocuproine ve
bakir (I)’ i ortamdaki antioksidan bilesen varliginda bakir (I)’ e indirgenmesi

esasina dayanmaktadir (85).

3.4.2.4. Toplam Antioksidan Aktivite Deneyi (TOAC)

Tarif edilen yontem, toplam antioksidan kapasitenin hesaplanmasi igin
gerceklestirildi. Sodyum fosfat monobazik, siilfiirik asit ve amonyum molibdattan
olusan reaksiyon karisimina ornek ¢ozeltilerin alikotlar1 ilave edildi. Daha sonra
karisimlar, 90 dakika boyunca 95 ° C’ de inkiibe edildi. Inkiibasyon isleminden
sonra, absorbans 695 nm'de 6l¢iildii. Toplam antioksidan kapasite, 1 g kuru 6rnek

basina mg askorbik asit esdegeri olarak gosterildi (85).
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3.5. In Vivo Deneyler
3.5.1. Deney hayvanlari

Calismada 250-300 g agirhgindaki Wistar albino yetiskin erkek siganlar
Actbadem Mehmet Ali Aydmnlar Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 2020/13 karar sayili izni ile Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Aragtirma
Merkezi (DEHAM)’ nden temin edilmistir. Yiyecek ve su alimlar1 serbest birakildi.
Siganlar, 12 saat aydinlik-karanlik déngiisiinde 20-24 °C ve % 60-70 nemli ortamda
tutuldular.

3.5.2. Inhalasyon uygulamasi

Tim gruplar 36x20x14 cm boyutlarinda kafese tek basina alindi ve bu kafes
icinde elektronik vaporizator bulunan 50x40x28 cm boyutlarinda biiyiik bir seffaf
pleksiglas kutu (inhalasyon kutusu) i¢inde yerlesikti (Resim 3.5.2.). Hayvan kafesi
icine konulduktan sonra vaporizator ¢alistirildi ve inhalasyon Kutusu hava gegirmez
sekilde kapatildi. Vaporizator icinde 30 dakika boyunca 200 pl ugucu yag veya

davranis ¢aligmasina alinan kontrol gruplarinda su buhari inhalasyonu uygulanda.
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Resim 3.5.2. Ucucu yag inhalasyon diizenegi

3.5.3. Biyoyararlanim

Biyoyararlanim ¢aligmasindaki hedef, ucucu yaglarin inhalasyon sonucu
hayvanlarin viicuduna niifuz ettigini toplanan kan Ornekleri ile dogrulamakti. Bu
amagla hayvanlar 30 dakika boyunca bolim 3.5.2.°de tarif edilen sekildeki
inhalasyon metodu ile ugucu yag uygulanmasini hemen takiben, izofluran anestezisi
sonras1 1 ml kan 6rnegi cam tiip i¢ine alindi. Kan 6rnegi alinir alinmaz GK cihazinda
Headspace gaz kromatografisi (HSGK) boliimiine yerlestirilerek, HSGK manuel
modu ile baslatildi. Boliim 3.3° de tarif edilen GK/KS prosediirleri takip edildi.
Toplanan kan orneklerinde, inhale ettirilen ugucu yagdaki major bilesen 1,8 sineol

tespit edildi. Biyoyararlanim c¢alismasinda kullanilan si¢anlar (n=6) caligsmanin
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devamindaki davranis deneylerinde kullanilmadi. Kanda tespit edilen 1,8 sineoliin

KS kirilimi, saf 1,8 sineoliin kirilimlar ile karsilagtirilarak dogrulandi.

3.5.4. Calisma Gruplari

Davranis deneyine baglayacak hayvanlar deney oncesi 3 giin boyunca yarim
saatligine deney yapilacak odaya alinarak odaya alistirildi, aragtirmacilar da bu
donem ¢alismaya alinan tiim siganlara gilinliik olarak dokunarak streslerinin
giderilmesini sagladilar. Tiim hayvanlar Boliim 3.5.2." de tarif edilen inhalasyon
uygulamasina tabi tutuldu. Hayvanlardan olusturulan 4 grup Tablo 3.5.4. de
belirtilen kombinasyonlarda enjeksiyon ve inhalasyon uygulamalarini takiben Morris
su labirenti testine tabi tutuldu. Hayvanlar iizerindeki uygulamalarin akis semasi

Sekil 3.5.4.’de gosterilmistir.

Tablo 3.5.4. Davramis deneyi gruplari. Davranis testleri Oncesinde uygulanacak madde

kombinasyonlarina gore olusturulan gruplari géstermektedir.

Grun 1 Skopolamin + S. triloba Skopolamin uygulanmasini (i.p. 1 mg/kg) takiben
rup ] . .
inhalasyonu (n=6) S. triloba ugucu yagi inhalasyonu (200 ul)
. Serum fizyolojik uygulanmasini (%0,9 NaCl 1
SF + S. triloba . ]
Grup 2 ) mg/kg) takiben S. triloba ugucu yagi inhalasyonu
inhalasyonu (n=6)
(200 pl)
Grp 3 Skopolamin + Su buhari Skopolamin uygulanmasini (i.p. 1 mg/kg) takiben
rup i
inhalasyonu (n=6) su buhar1 inhalasyonu (200 pl)
Grup 4 SF + Su buhar Serum fizyolojik uygulanmasini (%0,9 NaCl 1
ru
P inhalasyonu (n=6) mg/kg) takiben su buhari inhalasyonu (200 ul)
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o Inhalasyon Morris su
Enjeksiyon . (30 dk) . labirenti testi

Sekil 3.5.4. Davranis testi blok diyagrami

3.5.5. Morris Su Labirenti

Morris su labirenti testinde mekansal 6grenme ve hafiza degerlendirildi. Su
labirenti siyah dairesel havuzdan olusuyordu. Havuz 25 + 1°C’ de, 30 cm derinlige
kadar suyla dolduruldu ve esit 4 ¢eyrege bolecek sekilde kadranlar belirlendi, bu
kadranlara gore kenarlarinda dort baslangi¢ pozisyonu belirlendi. Bir platform (10 x
10 cm) suyun 1 cm altina yerlestirildi (Sekil 3.5.3.1.). Baslangicta platformun yeri
Ethovision XT sisteminde hangi kadranda ayarlandi ise platformu her zaman ayni
kadran ve belirlenen noktada sabit tutuldu. Gorsel ipucu olarak duvarlara geometrik
sekiller, afisler yerlestirildi. Herbir hayvan 6 giin boyunca dort ayri isaretlenen
baslama pozisyonlarindan sirasi ile nazik¢e havuz duvarina dogru bakacak sekilde su
labirentine birakildi. Platformu bulup iizerine ¢ikmak i¢in 90 sn yiizmesine izin
verildi ve platform tizerinde 30 s dinlendirildi. Eger bulamazsa 90 sn iginde, yavasga
platform tizerine birakildi ve 30 s boyunca platform {izerinde bekletildi. Dort ayri
pozisyonu tamamlamasinin ardindan, siganlar kurutuldu ve kafeslerine yerlestirildi.
Bu sekilde 6 giinliik test sonucunda her giiniin 4 farkli pozisyondan platforma
ulasarak lizerine ¢ikma siirelerinin ortalamasi, kac¢is latansi olarak belirlendi ve
istatistiksel olarak degerlendirildi. Ogrenme performansi i¢in kagis latanslart 1., 2.,
3., 4., 5. ve 6. giinlerde (yinelenen Ol¢iimler) hesaplandi. Hayvanin platformu
bulamadig1 denemelerde kagis latansi, platfomu bulmasi i¢in taninan maksimum stire
olan 90 sn olarak girildi. Kagcis latansinin azalmasi 6grenme lehine yorumlandi. 7.
giinde platform kaldirilarak 90 sn yiizdiiriilen siganlarin 6nceki denelemelerde
platform bulunan bolgeye ilk variglar i¢in gecen siire (platform latansi) ve platform
bolgesinden gecis sayist (platform caprazlama) bellek performans: olarak

degerlendirildi. Platform latansinin kisa olmasi ve g¢aprazlama sayisinin fazlaligi
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bellek performansinin yiiksek olmasi seklinde yorumlandi (90). Tim oturumlar

Ethovision XT sistemi ile kaydedilerek analizleri yapildi.

-

Resim 3.5.5. Morris su labirenti testi.

3.5.6. Davrams Ol¢iimlerine Uygulanan istatistik

Ogrenme siirecinde 6 giinliik kagis latanslar1 yinelenmis dl¢iimler icin ANOVA
(¢oklu degiskenli) tasarimlariyla degerlendirilirken, 7. giin platform olmaksizin
bakilan platform ¢aprazlama ve platform latans1 tek-degiskenli analizlerle

degerlendirildi.

Ogrenme siirecinde her bir giine ait kacis latanslarinda kullanilan yinelenmis

Olctimlerin analizi icin ANOVA tasariminda denekler arasi faktor olarak 4 seviyeli
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hayvan g¢alisma grubu (GRUP: Grupl, Grup2, Grup3, Grup 4), 6grenme diizeyini
saptamak icin alt1 seviyeli giin faktorii (GUN: 1.giin, 2.giin, 3.giin, 4.giin, 5.giin, 6.
giin) kullanildi. Dort grubu kapsayan ANOVA testini takiben gruplar arasi ikili
karsilastirmalar icin (post-hoc) Tukey testi kullanildi. ikiden fazla seviyeli
degiskenler i¢in p degerlerine kiiresellik diizeltmesi olarak Huynh-Feldt diizeltmesi
uyguland1. Ogrenme siirecinin degerlendirilmesinde tiim giinlerin veri olarak girildigi
teste ek olarak Ogrenmenin baslangi¢ noktasi olan 1. giine kiyasla kontrastlari
degerlendirirken Bonferroni diizeltmesi uygulandi ve bu amacla yapilan 5 test i¢in
(1.glin- 2.giin , 1.glin-3.giin, 1.glin-4.giin, 1.giin-5.giin, 1.giin-6.giin) p degeri 5 ile
carpild.

Tek-degiskenli parametreler, platform c¢aprazlama ve platform latansi degerleri
herbir grupta normal dagilim olup olmadigi Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. Bu
testin anlamlilik degeri p > 0.05 ise normal dagilim kabul edildi. Yapilan 6n analizde
incelen her iki degiskenin (platform g¢aprazlama ve platform latansi) tiim gruplarda
normal dagilim gosterdigi tespit edildi ve gruplar arasi farklar tek-yonlii ANOVA
testi ile analiz edildi. Dort grubun dahil ediligi ANOVA testini takiben gruplar arasi
ikili karsilagtirmalar i¢in Tukey testi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Antioksidan Kapasiteleri

Antioksidan aktivite deneyleri iic paralel halinde yapilarak ve tiim veriler
ortalama =+ standart deviasyon (SD) olarak gosterildi. S. triloba ugucu yagi ile

yapilan tiim aktivite deneylerinde belirgin antioksidan etki goriildii (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. Antioksidan kapasite bulgulari.

DPPH™ FRAPFA [ CUPRAC™ TOAC'®

(mg BHTE/Q) (mg BHTE/Q) (mg AAE/Q) (mg AAE/Q)

S. triloba
211,64 £9,88 | 71,31 £0,36 | 341,25+ 12,39 578,94 +£ 9,31
ucgucu yagi

A Sonuglar, ii¢ kez ortalama = standart sapma (S.D.) ve 1 g drnekte mg butillenmis hidroksil toliien
esdegerleri (BHTE) olarak ifade edildi.

B Sonuglar, ii¢ kez ortalama + standart sapma (S.D.) ve 1 g 6rnekte mg askorbik asit esdegerleri

(AAE) olarak ifade edildi.

# 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil. ¥ Bakir indirgeme kapasitesi deneyi ##Demir indirgeme antioksidan
giicii ¥ Toplam antioksidan kapasite.

DPPH denklem: y= 000037X + 0,2398 r? = 0,996. FRAP denklem: y= 0,00199X + 0,377 r? = 0,995
CUPRAC denklem: y=0,0021X + 0,301 r?=0,999. TOAC denklem: y=0,00383X + 0,366 r2= 0,990
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4.2. AChE ve BChE Inhibisyon Degerleri

AChE ve BChE deneyleri ti¢ tekrar halinde yapildi ve tiim veriler ortalama =+
SD olarak gosterildi. S. triloba ugucu yagi ile yapilan in vitro kolinestereaz testleri
inhibe edici etki gosterdi (Tablo 4.2.).

Tablo 4.2. AChE ve BChE inhibisyon degerleri.

AChE* inhibisyon | BUChE®* inhibisyon

(mg GALAE /g) (mg GALAE /g)

S. triloba ugucu yagi 841,47 £ 15,57 914,16 + 9,58

A Sonuglar, ii¢ kez ortalama + (S.D.) ve 1 g 6rnekte mg Galantamin esdegerleri (GALAE) olarak ifade
edildi.

# Asetilkolinesteraz, § Butirilkolinesteraz

AChE denklem: y= 324,49X + 109,13 r?=0,992. BUChE denklem: y= 334,22X + 89,094 r?= 0,996

4.3. GK/KS Ucucu Yag Analizleri

GK analizinde bulunan ugucu yag bilesen maddeleri ii¢ yayindaki ucucu yag
analizlerindeki RRI (bagil alikonma indeksi) ve RT (alikonma siiresi) degerleri ile
karsilastirilarak teyit edildi (91, 92, 93). GK/KS analizi yapilan 5 farkli ugucu yag
arasinda, in vitro ve in vivo deneylerde kullanilmak iizere igerik bakimindan en
yiiksek 1.8 sineol orani ve en diisiik kafur ve thujon oranina sahip ugucu yag secildi.
Bu o6zelliklere sahip olan ucucu yag Mart ayinda hasat edilmis Bati Akdeniz
Tarimsal Arastirma Enstitiisti Midirligii’'nden (Antalya) temin ettigimiz S. triloba
yapraklarindan elde edildi (Tablo 4.3a; Sekil 4.3.a).
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Tablo 4.3a. S. triloba (Antalya) ugucu yagi. Antalya’da yetisen S. triloba ugucu yaginin kimyasal

bilesenleri
S. triloba (Antalya) ugucu

Maddeler yag1 kimyasal bilesimi (%) | RRI RT
a-Thujene 0,582 32231,76 6,119
a-pinene 7,397 933,5146 6,33
Camphene 3,006 948,0286 6,757
B-pinene 9,538 977,6003 7,627
B-myrcene 5,051 991,7403 8,043
2-carene 0,657 1017,265 8,94
p-cymene 0,829 1025,29 9,244
1,8-cineole 40,481 1034,029 9,575
v-Terpinene 1,096 1058,395 10,498
Sabinenehydrate 0,472 1066,42 10,802
a-Terpinolene 0,31 1088,912 11,654
a-Thujone 0,554 1106,703 12,357
B-Thujone 0,796 1117,148 12,798
Camphor 5,153 1144.6 13,957
Borneol 1,518 1166,604 14,886
Terpinene-4 ol 1177,309 15,338
o-Terpineol 2,733 1191 15,916
Caryophlenne 7,32 1420,473 25,666
Aromadendrene 0,655 1439,32 26,431
a-Humulene 3,483 1454,225 27,036
d-Cadinene 0,59 1524,006 29,824
Spathulenol 0,35 1577,852 31,91
Caryophylleneoxide 1,555 1583,454 32,127
Viridiflorol 2,474 1591,92 32,455
Humulene epoxide 11 0,763 1609,694 33,126
cadinol 0,366 1641,917 34,316
manool 0,353 1657,92 34,907
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Sekil 4.3a. S. triloba (Antalya) ugucu yagi GK/KS. Antalya’da yetisen S. triloba ugucu yagimin
GKI/KS ile elde edilen kromotogrami

Tablo 4.3b. S. triloba (Yalova) ugucu yagi GK/KS. Yalova’da yetisen S. triloba ugucu yaginin

kimyasal bilesenleri

S. triloba (Yalova) ugucu
Maddeler yagi kimyasal bilesenleri (%) | RRI RT
a-thujene 6,597 933,038 6,316
a-pinene 8,151 947,858 6,752
Camphene 0,105 972,807 7,486
1-Octen-3-one 7,144 976,852 7,605
B-pinene 1,205 990,754 8,014
B-myrcene 0,383 1016,737 8,92
2-carene 0,158 1024,551 9,216
1,8-cineole 33,415 1032,761 9,627
y-Terpinene 0,673 1057,840 10,477
a-Thujone 0,822 1106,324 12,341
B-Thujone 0,532 1116,840 12,785
Camphor 19,400 1145,712 14,004
a-Terpineol 3,894 1190,857 15,91
Isobornyl acetate 0,347 1288,109 20,016
Caryophlenne 4,785 1419,881 25,642
a-Humulene 0,929 1453,683 27,014
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d-Cadinene 0,805 1522,049 29,789
Viridiflorol 1,00 1592 32,113
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Sekil 4.3b. S. triloba (Yalova) ugucu yagi GK/KS. Yalova’da yetisen S. triloba ugucu yaginin GK/KS

ile elde edilen kromotogrami

Tablo 4.3c. Ticari S. triloba ugucu yagi. Ticari olarak temin edilen S. triloba ugucu yagmin

kimyasal bilesenleri

Ticari S. triloba wugucu yagi
Maddeler kimyasal bilesenleri (%) RRI RT
a-thujene 0,747 927,05 6,14
a-pinene 6,033 934,22 6,351
Camphene 2,034 948,77 6,779
1-Octen-3-one 0,629 974,23 7,528
B-pinene 9,506 978,65 7,658
B-myrcene 2,831 992,45 8,064
2-carene 0,648 1018,05 8,97
P-cymene 0,821 1026,79 9,301
1,8-cineole 45,312 1035,74 9,64
y-Terpinene 1,243 1059,13 10,526
Sabinenehydrate 0,311 1067,18 10,831
a-Terpinolene 0,347 1089,57 11,679
a-Thujone 2,489 1107,34 12,384
B-Thujone 4,496 1118,21 12,843
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Sekil 4.3c¢. Ticari S. triloba ugucu yagmin GK/KS kromotogrami.

Camphor 4,018 1145,09 13,978
Borneol 0,927 1167,14 14,909
a-Terpineol 1,235 1191,26 15,927
Isobornyl acetate 0,587 1281,91 20,042
d-Elemene 0,903 1348,46 22,743
a-Copaene 0,347 1375,68 23,848
Caryophlenne 6,891 1420,89 25,683
Aromadendrene 0,731 1439,59 26,442
o-Humulene 2,021 1463,21 27,401
d-Cadinene 0,504 1524 29,838
Viridiflorol 0,292 1591,76 32,449
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Tablo 4.3d. S. triloba (Izmir) ugucu yagi. Izmir’de yetisen S. triloba ugucu yagmin kimyasal

bilesenleri
S. triloba (Izmir) ugucu yag

Maddeler kimyasal bilesimi (%) RRI RT
a-thujene 0,551 925,798 6,103
a-pinene 5,393 932,936 6,313
Camphene 5,937 947,688 6,747
1-Octen-3-one 0,417 972,671 7,482
B-myrcene 2,176 990,788 8,015
2-carene 0,563 1016,65 8,917
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p-cymene 1,149 1024,57 9,217
1,8-cineole 32,54 1033,13 9,541
y-Terpinene 0,803 1057,76 10,474
a-Terpinolene 0,465 1088,35 11,633
a-Thujone 3,843 1106,46 12,347
B-Thujone 3,979 1117,05 12,794
Camphor 18,533 1145,94 14,014
Borneol 2,631 1165,15 14,825
Isobornyl acetate 2,491 1288,08 20,015
Caryophlenne 2,334 1419,58 25,63
Aromadendrene 0,114 1438,90 26,414
a-Humulene 1,000 1453,58 27,01
d-Cadinene 0,169 1522,71 29,816
Spathulenol 0,982 1579,20 32,109
Viridiflorol 0,795 1591,37 32,434
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Sekil 4.3d. S. triloba (izmir) ugucu yagi GK/KS izmir’de yetisen S. triloba ugucu yagmin GK/KS ile

elde edilen kromotogrami

Tablo 4.3e. S. triloba (Balikesir) ugucu yagi Balikesir’de yetisen S. triloba ugucu yaginin kimyasal

bilesenleri

S. triloba (Balikesir) ugucu
Maddeler yag1 kimyasal bilesimi (%) | RRI RT
a-Thujene 0,381 927,12 6,142
a-pinene 5,400 934,09 6,347
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Camphene 4,596 948,81 6,78
B-pinene 2,952 977,83 7,634
[-myrcene 1,868 992,11 8,054
2-carene 0,523 1017,71 8,957
p-cymene 0,403 1025,21 9,241
D-Limonene 1,783 1029,35 9,398
1,8-cineole 13,222 1032,12 9,541
y-Terpinene 0,933 1058,87 10,516
Sabinenehydrate 0,160 1067,26 10,834
a-Terpinolene 0,565 1089,54 11,678
a-Thujone 17,935 1108,71 12,347
B-Thujone 9,212 1118,66 12,794
Camphor 14,553 1146,02 14,014
Borneol 2,471 1166,01 14,861
a-Terpineol 0,393 1191,16 15,923
Caryophlenne 4,139 1420,25 25,657
a-Humulene 2,305 1454,22 27,036
Caryophylleneoxide 0,296 1583,50 32,129
Viridiflorol 5,228 1592,20 32,466
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Sekil 4.3e. S. triloba (Balikesir) ugucu yagi GK/KS Balikesir’de yetisen S. triloba ugucu yaginin

GKI/KS ile elde edilen kromotogrami
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4.4 Biyoyararlanim bulgulan

Ugucu yagin inhalasyonu sonrasi toplanan kan drneklerinde ugucu yagin major
bileseni olan 1,8 sineol HSGK yontemiyle gosterildi. Oncelikle kan &rneklerinde
tayin edilen ugucu yag igeriginde bulunan 1,8 sineoliin KS kirilimlar1 saf 1,8 sineol
kiitle spektrometresi kirilimlar ile karsilagtirildi ve aynmi kirilimlart gosterdikleri
belirlendi (Sekil 4.4a). Biyoyararlanim ¢alismasina dahil edilen 6 hayvanin da kan
orneklerinde 1,8 sineol tespit edildi (Sekil 4.4.b, c, d, e, f, g).
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Sekil 4.4a. 1,8 sineoliin kiitle spektrometresi kiritlimlari. Ugucu yagdaki ana bilesen olan 1,8 sineoliin
saf halini ve ugucu yagin kandaki ana bilesenlerden biri olarak gésterilmesi, kiitle spektrometresi

kirilimlari.
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Sekil 4.4¢. Kanda 1,8 sineol 2.hayvan kan 6rnegi
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Sekil 4.4e. Kanda 1,8 sineol 4.hayvan kan 6rnegi
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Sekil 4.4g. Kanda 1,8 sineol 6.hayvan kan 6rnegi
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4.5. Davramis Deneyi Bulgulari

4.5.1. Ogrenme bulgular

Sicanlar 6 giin boyunca Morris su labirentinde gizli platformu bulmak igin
egitildi. Platformun yerinin 6grenilmesi kagis latanslarinda kademeli azalma ile
gozlendi (Sekil 4.5.1a). Ogrenme siireci sonunda 4 grup arasinda kagis latansi
anlamli olarak farkli bulundu (F(3,20)= 21,553; p < 0.001). Bu etkinin hangi gruplar
arasindaki farktan kaynaklandigin1i arastiran Tukey testlerinde (ikili grup
karsilastirmalarinda) skopolamin grubu ile skopolamin+S.triloba grubu arasinda
anlamli bir fark bulunmadi. Skopolamin alan (bellek bozuklugu olusturulmus)
grubun kagis latansinda 6 giin i¢inde bir azalma gozlenmedi ve kontrol grubu ve S.
triloba gruplarindan anlamli olarak uzun bulundu (her iki karsilastirma igin p <
0.001). Skopolamin+S.triloba alan grupta da kagis latans1 kontrol grubu ve S.triloba
gruplarina kiyasla anlamli olarak uzun bulundu (sirasiyla p = 0.001, p < 0.001). Bu
sonuglar kontrol grubu referans alindiginda skopolamin ve skopolamin+S.triloba
gruplarinda istatiktiksel olarak anlamli bir 6grenme gergeklesmedigi gosterdi. Tiim
giinlerdeki kagig latanslar1 bir arada ele alindiginda kontrol ve S. triloba arasinda

anlaml bir fark bulunmadi.
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—e—Kontrol —e—Skopolamin S.triloba —e—Skopolamin+S.triloba

60 \

Kacis Latansi (sn)

Ginler

Sekil 4.5.1a. Morris su labirenti testi 6 glinliik kacis latanslari.

Gruplar aras1 genel farka ek olarak GUN x GRUP etkilesimi de anlamliydi
(F(15,100)= 3,948; p < 0.001). Kagma latanslarinin 1. giine kiyasla kontrastlarina
bakildiginda 4. , 5, ve 6. gilinlerde gruplar aras1 anlamli farklar olustugu bulundu
(sirastyla, p < 0,0001, p = 0.001, p = 0,006). Ogrenme gergeklesen iki grup, kontrol
ve S. triloba gruplari, arasinda GUN x GRUP etkilesimi anlamli bulundu (F(5,50)=
2,861; p = 0,031). Kontrol grubu ve S.triloba gruplar arasindaki bu farkin hangi
giinlerden kaynaklandigini arastirmak i¢in iki grubun kagis latanslari 1. giine kiyasla
karsilagtirildiginda 4. giin i¢in bu iki grup arasinda anlamli bir fark bulundu (p = 0,01
- Bonferroni diizeltmesi ile). Bu fark S.triloba grubunun 4. giinde kontrol grubuna
kiyasla anlamli olarak daha kisa kacis latans1 oldugunu gostermistir (Sekil 4.5.1b).
Diger giinler i¢in bu kontrol ve S. triloba gruplar arasinda anlamli bir fark

bulunmadi. iki grup arasinda 4. giinde olusan fark 5. ve 6. giinlerde gézlenmedi.
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Tablo 4.5. Morris su labirenti testinde 6 giinliik 6grenme siirecindeki kagig latanslart grup ortalama

+SD degerleri (sn).
1. giin 2. glin 3. giin 4. giin 5. glin 6. glin
Kontrol 69 (£14,2) | 66(£254) | 55(27,9) | 50(+20,7) 45 (+26,0) 32 (+ 15,6)
Skopolamin | 87 (£ 8,6) 87 (+5,7) 81 (£22,9) | 90 (£0,0) 87 (+7.9) 86 (+ 8,9)
S. triloba 82 (£12,0) | 64(£9,2) 68 (+6,5) 31 (£11,2) 25 (£ 13,5) 30 (+17,5)
Skopolamin | 87 (+8,4) 86 (£ 8.,2) 80 (£16,0) | 80 (£12,4) 75 (£ 18,8) 65 (+24,8)
+S. triloba
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Sekil 4.5.1b. Kagis latansinin Kontrol ve S. triloba gruplari arasinda 1. ve 4.giin karsilagtirmasi
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4.5.2. Bellek bulgular:

Siganlar 7. giin (son giin) platform kaldirilip 90 sn yiizdiiriildii. Sicanlarin
geemis 6 giin boyunca platform bulunan bdlgeden ka¢ kez gectigine bakildi.
Caprazlama sayis1 4 grup arasinda anlamli olarak farkli bulundu (F(3,20) = 8,249; p
< 0.001). Bu farkin hangi gruplar arasi farklardan kaynaklandigini inceleyen post hoc
testler yapildi (Tablo 4.5.2a). Kontrol ve S. triloba gruplari skopolamin grubuna gére
anlamli olarak fazla gaprazlama gerceklestirdiler (sirasiyla; p = 0.007, p = 0.001).
Skopolamin gurubu hayvanlar1 platform noktasindan hi¢ ge¢medi. Skopolamin+S.
triloba grubu ile S. triloba gruplari arasindaki fark giiglii bir trend diizeyindeydi (p =

0.052). Kontrol grubu ile Skopolamin+S. triloba grubu arasinda anlamli bir fark

yoktu.
3
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Kontrol S. triloba Skopolamin Skopolamin +
S.triloba

Sekil 4.5.2a. Gruplarin ortalama ¢aprazlama sayilart. Kontrol grubuna gore ** p < 0.01
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Tablo 4.5.2a Platform ¢aprazlama sayilarinin tek-yonlii ANOVA sonrasinda post hoc testleri (Tukey
testleri) (** p <0.01, ***p < 0.001)

Ikili karsilastirmalar (Tukey testleri) | p degerleri

Kontrol - S. triloba 0.791
Kontrol - Skopolamin 0.007**
Kontrol - Skopolamin+S. triloba 0.28
Skopolamin - S. triloba 0.001***

Skopolamin - Skopolamin+S. triloba 0.28

S. triloba - Skopolamin+S. triloba 0.052

Siganlar 7. giin (son giin) platform kaldirilip 90 sn yiizdiiriilerek, gecmis 6 giin
boyunca platfomun bulunan bolgeye ilk ulagma siiresi platform latansi olarak
Olciildi. Platforma hi¢ ulagilmayan denemeler i¢in veri olarak maksimum siire olan
90 sn olarak girilmisti. Platform latansi 4 grup arasinda anlamli olarak farkli bulundu
(F(3,20) = 4,05; p < 0.05). Skopolamin grubu bu noktaya hi¢ ulasamadi. Gruplar
aras1 ikili karsilatirmalar Tablo 4.5.2b'de listelenmistir. Kontrol ve S. triloba
gruplarinda platform latans1 Skopolamin grubuna gére anlamli olarak kisa bulundu

(her iki karsilagtirma i¢in p < 0.05).
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Sekil 4.5.2b. Gruplarin ortalama platform latanslari. Kontrol grubuna gére * p < 0.05.
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Tablo 4.5.2b Platform latans1 tek-yonlii ANOVA sonrasinda post hoc testleri (Tukey testleri)

(* p<0.05).

ikili karsilastirmalar (Tukey testleri) | p degerleri
Kontrol - S. triloba 0.989
Kontrol - Skopolamin 0.045*
Kontrol - Skopolamin+S. triloba 0.755
Skopolamin - S. triloba 0.024*
Skopolamin - Skopolamin+S. triloba 0.571
S.triloba - Skopolamin+S. triloba 0.278
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5. TARTISMA VE SONUC

Fotosentez dogada yer alan en 6nemli olaylardan biridir. En ilkel olandan, en
gelismis olana kadar tiim canlilar yasamlarimi bu doga olayma borgludurlar.
Fotosentez olayi ile birlikte, bitkilerde meydana gelen zengin ve karmasik kimyasal
yapt ¢esitliligi ginlimiizde en gelismis laboratuvarda bile taklit edilememektedir. Son
yillarda meydana gelen teknolojik geligsmeler ile birlikte hastaliklarin nedenleri
ortaya cikarilmis ve atalarimizin kullandigir halk ilaglarinin etki mekanizmalari

deneysel olarak agiklanmis, bitkilerin kimyasal bilesimleri tespit edilmistir.

Giiniimiizde “fitoterapi, bitkilerle tedavi” gegmiste oldugu sekliyle degil bilimsel
bulgulara dayali olarak uygulanmaktadir. Yapilan calismalar bitkisel tedavide
kullanilan bitkilerin yani aslinda doganin nasil bir sinerji uzmani oldugunu
gostermistir. Bitkilerin icerisindeki yiizlerce farkli yapi ve etkilerdeki bilesiklerin
diisiik miktarlarda uygulanmasi ile saglanan klinik aktivitenin ancak tek basina ¢ok
yiiksek miktarlarda uygulanmasi ile saglanabilmektedir, bazi durumlarda ise
saglanamamaktadir (96). Bu durumda bitkileri tedavide kullanirken ve ayn1 zamanda
bu arastirmadaki gibi etkinligini arastirirken bilimsel bulgular1 g6z oniine almak

gerekmektedir.

llag kesif ¢alismalarina bakildiginda, bitkilerin yeni aktif bilesen kesfinde
oldukca onemli bir kaynak oldugu ve pek cok sentetik ilag etken maddesinin
kokeninin geleneksel halk tibbinda kullanilan bitkilerden geldigi herkes tarafindan
kabul bilinmektedir. AH’nin tiim diinyay1 etkileyen ve 6liime yol agan hastaliklarin
basinda yer almasi, heniiz bir tedavisinin bulunamamis olmasi, bu hastaligin tedavi
rejiminde yeni stratejilerin belirlenmesinin 6nemi, bu dogrultuda tibbi bitkilerden

yararlanilmasinin gerekliligini gdstermektedir.

Aromaterapi ucucu yaglar kullanilarak yapilan tedavidir. Aromatik yaglarla

yapilan masajlar, aromatik sularin dahilen kullanilmasi ve en 6nemlisi inhalasyon
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yolu ile wugucu yaglarin uygulanmasi, aromaterapinin alanina girmektedir.
Gliniimiizde olduk¢a yaygin olarak kullanilmaya baslanan ugucu yaglarin, fizyolojik
etkileri hakkinda detayli inceleme yapilmasi ve aydinlatilmasi gerekmektedir. Bu
konu ile ilgili caligmalar incelendiginde, yaglarin inhalasyon yolu ile kullanilmasi ile

ilgili aydinlatict caligmalar eksik kalmaktadir.

Elde edilen bu olumlu veriler 1s181nda, bu tez ¢alismasinda iilkemizin endiistriyel
acidan en onemli bitkilerinden olan S. triloba ugucu yagmin skopolamin ile hafiza
kayb1 olusturulan ve olusturulmayan si¢anlara inhalasyon yolu ile uygulanmasinin
ogrenme Ve bellek tizerine destekleyici etkilerinin davranigsal ve biyokimyasal testler
ile aciklanmasi hedeflendi. S. triloba ugucu yaginin in vitro kolinesteraz enzim
inhibisyon ve antioksidan aktivite testleri ile ayni ugucu yagm in vivo kolinesteraz
inhibisyonu ve sicanlar iizerinde davranigsal testler ile olan korelasyonunun
aciklanmasit ve ugucu yagmn kimyasal profilinin ortaya cikarilmast ve etkiden

sorumlu bilesiklerin ortaya ¢ikarilmasi planlanda.

Gilinlimiizde kolinesteraz inhibitorlerinin az olmasindan dolayr kolinesteraz
inhibitorlerinin gelistirilmesi ile ilgili gelistirici ¢alismalara devam edilmektedir. Bu
bilgilere dayanarak sunulmus olan tez ¢alismasinda kolinesteraz inhibitor etkinligini
saglayabilen 1,8 sineol bilesigince zengin olan S. triloba ugucu yagmin inhalasyon
yolu ile uygulanmasi sonucu, skopolamin ile indiiklenen AH benzeri demans

olusturulmus siganlarda 6grenme ve bellek iizerinde koruyucu etkisi incelendi.

Saglhiga herhangi bir toksik etki olusturmayacak iceriklere sahip profildeki
Akdeniz’de yetistirilen ve Mart ayinda hasadi yapilan S. triloba’dan elde edilen
ucucu yagda bulunan en yiliksek bilesen 1,8 sineoliin yiiksek, kafur ve thujon
bilesikleri en diisiik olan ucucu yag elde edildi. Onceki ¢alismalarda bildirildigi gibi
elde ettigimiz S. triloba ugucu yaginin, en yiiksek bileseni 1,8 sineol olarak bulundu
(91, 92, 93).
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Elde ettigimiz S. triloba ugucu yagmin in vitro AChE ve BChE inhibisyonu
bulgularimiz benzer ¢aligsmalarda bildirilen degerler ile olduk¢a yakindi (97, 13, 15,
18, 19). Calismalar arasindaki farklarin kullanilan ugucu yaglarda 1,8 sineol

oranindaki farklardan kaynaklandigini diistinmekteyiz.

Calismamizda kullanilan S. triloba ugucu yagi ile yaptigimiz antioksidan
kapasite dlgiimlerinde DPPH, FRAP, CUPRAC ve TOAC degerlerine bakildiginda
ucucu yagin antioksidan kapasiteye sahip oldugu gosterildi. Giweli ve digerleri (98),
S. triloba ugucu yagi ile yaptigi ¢alismada DPPH sonucu IC50 = 18,6 g/L seklinde,
Tenore ve digerleri (99), S. lanigera ugucu yagindaki ¢alismasinda DPPH ve FRAP
aktivite sonuglar1 sirastyla 5,56 + 0,2 ve 6,44 + 0,4 (mmol Trolox/L) seklinde, Tel ve
digerleri (100), S. chionantha ugucu yaginda CUPRAC aktivitesinin 0,84 + 0,06
(800 pg/mL ) gostermislerdir.

Ugucu yaglar solundugunda, olfaktor sinir lizerinden dogrudan beyine ulastig1 ve
kanda tespit edilebildigi bilinmektedir. Biz de ¢alismamizda uyguladigimiz ugucu

yagin major bileseni olan 1,8 sineol'ii kan 6rneklerinde HSGK analizi ile tespit ettik.

Siganlar tizerineki ilag/inhalasyon uygulamalarinin Morris su labirenti testinde
ogrenme lizerinde belirgin etkileri ortaya ¢ikmistir. Skopolamin uygulanan 2 grupta
kag1s latanslar1 6 giin sonuna kadar kayda deger bir kisalma gdstermedi, 6grenme ¢ok
zayifti. Skopolamin alan 2 gruptan S. triloba inhalasyonu alan grubun ortalamasina
bakildiginda kismi bir iyilesmeyi diisiindiirse de skopolamin etkisini hafifletici kabul
edilebilecek anlamli bir etki olusmadi. Ogrenmeye isaret eder sekilde, kacis latanslari
6 giin boyunca gittik¢e kisalan kontrol grubu ve S. triloba grubuydu. Bu gruplar
arasinda 6 giindeki kagis latanslar1 bir arada analize alindi§inda anlamli bir fark
yoktu ancak GRUP x GUN etkilesimi iki grup arasinda anlamli bir fark
bulunmaktaydi. Kontrol ve S. triloba gruplar1 arasindaki bu farkin hangi giinlerden

kaynaklandigi arastirildiginda, Sekil 4.5.1a'da agik¢a goriildigii tizere, S. triloba
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grubunun 4. giinde anlamli olarak kontrol grubundan ¢ok daha kisa kacis latanslarina
ulastigi belirlendi. Bu bulgu S. triloba ugucu yaginin biligsel giiglendirici etkisi
oldugunu diisiindiirmektedir. AH tedavisinde de yer bulmus olan galantamin gibi
bitkisel kaynakli olup beyinde kolinerjik iletiyi dogrudan destekleyerek ortaya ¢ikan
bilissel gii¢lendirici etki (26) ile paralel goriinmektedir. Kontrol grubunun ilerleyen
giinlerde (5. ve 6. giin) S. triloba grubu ile arasindaki farki kapattigi ancak S. triloba
uygulanan grubun 6grenme siirecinin hedefine kontrol grubuna kiyasla daha hizli

yaklastig1 agik sekilde goriildii.

Bellek bulgulart ise 7. gilinde ortadan kaldirilan platform bdolgesinde gegme
sayist (¢aprazlama) ve platform bolgesine ilk ulasma siiresi ile degerlendirilmisti.
Bellek bozuklugu indiiklenmis olan skopolamin grubunda c¢aprazlamanin hig
olusmadigi gézlendi. Kontrol grubuna kiyasla bu anlamli fark bellek sorununa isaret
etmekteydi. Skopolamin+S. triloba uygulanan grupta skopolamin grubuna kiyasla
bellekte  bir iyilesme goriilmedi. Skopolamin+S. triloba grubunun bellek
performansinin kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak farkli olmadigi goriildi. Bu
durum S. triloba’nin skopolamine karst koruyucu bir etkisi olabilecegini
diigiindiirmektedir. Tildesley ve digerleri (108,109) caligmalarinda AChE inhibe edici
ozelliklerine sahip S.lavandulaefolia esansiyel yagi ve S.officinalis ekstraktinin
biligsel degerlendirme testlerinde, hafiza performansinda artis sagladigin

gostermislerdir.

S. triloba ugucu yaginda bulunan 1,8 sineolin AChE ve BChE inhibotiirii
olmasinin yani sira aktioksidan aktiviteye sahip olmasi da AH i¢in 6nemlidir. Beynin
antioksidan sisteminin yasla birlikte giderek azalmasi ile birlikte oksidatif stres
hasar1 noron dliimiine yol agmaktadir ve bu AH’da daha belirgindir. AH tedavisinde,
antioksidan Ozelliklere sahip kolinesteraz inhibitorleri gelistirilmesi gelecek

arastirmalar i¢in modern bir yaklasimdir (14, 104).
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Gegici bellek kaybi olusturdugu bilenen AH benzeri demans modelinde
kullandigimiz Skopolaminin, 1 mg/kg dozda 6grenme vebellek iizerinde bozulmaya
neden oldugu bulundu. S. triloba inhalasyonu skopolaminin 6grenme ve bellek
tizerinde etkilerini diizeltici yonde anlamli bir etki géstermedi. Ancak sadece S.
triloba inhalasyonu uygulanan grupta Ogrenme siirecini hizlandiran, biligsel
giiclendirici etki acik¢a ortaya konmustur. Bu ¢alisma ile ana bileseni 1,8 sineol olan
ve fitokimyasal etki gosteren, toksik bilesen orami en disiik profile sahip S.
triloba’dan elde edilen ugucu yagin, bilissel gii¢lendirici olarak kullanilabilecegini
gostermis olduk. In vitro olarak AChE inhibitdr etkisini teyit ettigimiz bu ugucu
yagin ayni zamanda yiiksek antioksidan kapasiteye sahip olmasi da literatiir ile

uyumludur.

S. triloba uygulamasi ile Morris su labirenti testinde ortaya ¢ikan bilissel
giiclendirici etkiyi, biiyiik ol¢lide ugucu yag iceriginde yer alan 1,8 sineol'iin AChE
inhibitorii etkisi ile agiklamaktayiz. Ancak tiim ugucu yaglarin sahip oldugu gibi S.
triloba ugucu yagmin da giiglii koku uyarani 6zelligi bulunmaktadir. Koku
uyaranlarinin  bellek olusumu {izerindeki bilinen pekistirici etkileri dikkate
alindiginda (106) elde ettigimiz 6grenme tizerindeki pozitif etkilere kismen katkida

bulunmus olabilecegi olasilig1 da diglanamaz.

Sonug olarak, S. triloba ugucu yagi inhalasyon uygulamasi ile elde ettigimiz
bilissel gii¢lendirici etkinin, gelecek ¢alismalarda farkli dozlarda ve transgenik AH

modellerinde arastirilmaya deger oldugu kanisindayiz.
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HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU

KARAR FORMU
BASVURU TARIHI: 12.02.2020 KARAR TARIHi: 12.02.2020
BASVURU SAYISI: 2020/13 KARAR SAYISI: 2020/13

Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi, Tip Fakiltesi Fizyoloji Anabilim Dr. Ogr. Uyesi Mehmet
ERGEN’in yiiriitiiciisii oldugu “Inhalasyonla uygulanan Salvia triloba ugucu yagmn in-vitro
biyoaktiviteleri ve sicanda skopolamin ile indiiklenmis bellek kaybi iizerine koruyucu etkisi.” isimli
proje bagvurusu Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
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ACIBADEM

ONIVERSITESI

SAYI: HDK-2020/13 12.02.2020
KONU: ACU-HADYEK 2020/13 sayili bagvurunuz

Sn. Dr. Ogr. Uyesi Mehmet ERGEN

ACU-HADYEK 2020/13 sayili “Inhalasyonla uygulanan Salvia triloba ugucu yaginin in-vitro
biyoaktiviteleri ve siganda skopolamin ile indiiklenmis bellek kayb iizerine koruyucu etkisi.”
isimli projeniz Acilbadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 12.02.2020 tarihli 02. toplantisinda incelenmis ve etik agidan uygun

bulunmugtur.

ACU-HADYEK 2020/13 sayil karar ektedir.

o

Prof. Dr. Serap ARBAK

Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagkani

Kerem Aydinlar Kampiisii Kayisdagi Caddesi 32 ierenkdy 34752 Atasehir istanbul T 0216 500 44 44 F 02165765076
www.aclbadem,edu tr
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7.2 ABAPKO Proje Destegi

KARAR:

. Dr. Ahmet SAHIN

Pref D

KARAR NO: 2019/02/01:

Universitemiz Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu Ameliyathane Hizmetleri Anabilim Dal’'ndan Dog.
Dr. Tamer KARSIDAG’ in yiiriitiictiligini yaptig, “Sicanlarda lokal ve sistemik olarak uygulanan
Resveretroliin yara iyilesmesi {izerine etkisi” bashkli projesine 5.000,00 TL destek verilmesinin uygun
olduguna oy birligi ile karar verilmistir.

KARAR NO: 2019/02/02:

Universitemiz Tip Fakiltesi Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali'ndan Dr. Ogr. Uvesi Ozglic
TAKMAZ'\n yiriiticiligini yapti, “Endometriyoma cerrahisi igin optimal menstruyel siklus
glinliniin saptanmasi” baslikh projesine 7.776,00 TL destek verilmesinin uygun olduguna oy birligi ile
karar verilmistir.

KARAR NO: 2019/02/03:

Universitemiz Tip Fakiltesi Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dal’ndan Ast.Dr.Savas GUNDOGAN'
yiriitiictiltgtnt yaptig “Sican Modeli tzerinden Over Torsiyon Tedavisi igin Gelistirdigimiz Cerrahi
Teknigin Etkinliginin Degerlendirilmesi” bashkli 2018/03/09 numaral projesine 3.000,00 TL destek
verilmis olup, tez degerlendiriimesinde ek olarak 16 adet sican plazmasinda AMH ¢zlismasi igin
3,214,08TL lik masrafin projeye ck biitce olarak eklenmesinin uygun olduguna oy birligi ile karar
verilmistir.

KARAR NO: 2019/02/04:

Universitemiz Saghk Bilimleri Fakiitesi Hemsirelik B&limii’nden Ogr. Gor. Vildan KOCATEPE’ nin
yiritliciltgini yaptig “Akciger Kanseri ile lliskili Dispnenin Yénetiminde Yiize Fan Uygulamasinin
Etkisi” baslikla projesine 5.000,00 TL destekverilmesinin uygun olduguna oy birligi ile karar verilmistir.

KARAR NO: 2019/02/05:

Universitemiz Tip Fakiiltesi Tip Tarihi ve Etik Anabilim Dal’'ndan Prof. Dr. Yesim Isil ULMAN' in
ylirtitiictiliglinii yaptig “Tipta Yapay Zeka Sistemleri Kullaniminin Etik Boyutu: Bir Universize Hastanesi
Hekimlerinin Bilgi, Tutum ve Gériislerine Dair Nitel Bir Arastirma” baslikli projesine 4.521,06 TL destek
verilmesinin uygun olmadigina oy birligi ile karar verilmistir.
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yaptigi, Dr.Ogr.Uyesi Mehmet ERGEN ve Prof.Dr.Gilldal SUYEN'in danismanhigiqyaptigi ".nhalasyonla"

uygulanan Saldia triloba ugucu yaginin siganda asetilkolinesteraz inhibitdri etkihligi ve skopolamin ile

indiiklenmis bellek kaybi (izerine koruyucu etkisi” baslikli projesine 3.000,00Th destek verilmesinin

uygun olduguna oy birligi ile karar verilmistir.
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Yer Aldig: Projeler:

Inhalasyonla uygulanan salvia triloba ucucu yagimin in-vitro biyoaktiviteleri ve sicanda
skopolamin ile indiiklenmis bellek kaybi iizerinde koruyucu etkisi ABAPKO - proje
yiiriitiiciisii-proje tamamlandi. (Proje danismani: Dr. Ogr. Uyesi Mehmet Ergen ve
Prof. Dr. Giildal Siiyen, Acibadem Mehmet Ali Aydmlar Universitesi, Fizyoloji

Anabilim Dalr)

Yayinlar:

Ulusal ve uluslarasi bilimsel toplantilarda sozlii ve poster olarak sunulan ve 6zet

kitabinda basilan poster ve bildiriler:

Giilsah Beyza Ertosun, Tirkan Sarioglu, Hande Yapislar ° The Effect of D-
Limonene-Rich Citrus Grandis Essential Oil on Proliferation of Colon Cancer Cell
Line HCTI116>> Acta Physiologica (Oxford, England), Turkish Society of
Physiological Sciences 45th National Physiology Congress, 31-03 November 2019,
Kusadasi-Aydin (Turkey).

M.Titiz, S. Cilingir, G. B. Ertosun, D. Acar, M.S. Yavuz, G. Kirik¢i, G.G.
Stiyen,“Investigation of the influence of music on behavioral findings by valproic
acid induced autism model in rats”, Acta Physiologica (Oxford, England), Turkish
Society of Physiological Sciences 44th National Physiology Congress, 01-04
November 2018, Antalya (Turkey).
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