T.C.

BALIKESIR UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANABILIM DALI

STACHYS MEGALODONTA SUBSP. MEGALODONTA BIiTKIiSININ
ANTIKOLINESTERAZ, ANTIDIYABETIK, ANTIOKSIDAN VE
ANTIBAKTERIYEL AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI

FiKRICAN BALCI

YUKSEK LiSANS TEZi

Jiiri Uyeleri:  Prof. Dr. Serap DOGAN (Tez Damsmani)
Prof Dr. Umit CAKIR

Dr. Ogr. Uyesi Omer Faruk KARASAKAL

BALIKESIR, OCAK-2023



ETiK BEYAN

Balikesir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Kurallarma uygun olarak tarafimca
hazirlanan “Stachys megalodonta subsp. megalodonta Bitkisinin, Antikolinesteraz,
Antidiyabetik, Antioksidan ve Antibakteriyel Aktivitelerinin Arastirillmasi” baslikli tezde;

Tiim bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ergevesinde elde ettigimi,
Kullanilan veriler ve sonuglarda herhangi bir degisiklik yapmadigimu,
Tiim bilgi ve sonuglar1 bilimsel arastirma ve etik ilkelere uygun sekilde sundugumu,

Yararlandigim eserlere atifta bulunarak kaynak gosterdigimi,

beyan eder, aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul ederim.

Fikrican BALCI



OZET

STACHYS MEGALODONTA SUBSP. MEGALODONTA BiTKiSiNiN,
ANTIKOLINESTERAZ, ANTIDIiYABETIK, ANTIOKSIDAN VE
ANTIBAKTERIYEL AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI
YUKSEK LiSANS TEZi
FIKRiICAN BALCI
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTIiTUSU
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANABILIiM DALI

(TEZ DANISMANI: PROF. DR. SERAP D(_)(“;AN)
(ES DANISMAN: DR. MEHMET EMIN DIKEN)
BALIKESIR, OCAK- 2023

Alzheimer hastaligi (AD) o6zellikle yash niifusu yiiksek olan geligmis iilkeler i¢in baslica bir
sorundur. Asetilkolinesteraz (AChE) ve Biitirilkolinesteraz (BChE) inhibitorleri hastaligin
tedavisi i¢in umut verici bilesiklerdir. Bu ¢alismada Lamiaceae familyasina ait Stachys
megalodonta Hausskn. & Bornm. ex P.H.Davis subsp. megalodonta (SM) bitkisinin distile su
ve etanol (EtOH) ekstraktlarinin dana beyninden elde edilen AChE ve BChE enzimleri
tizerindeki etkileri arastrilmistir. Ekstraktlarin, ticari olarak temin edilen o-amilaz ve o-
glukosidaz enzimleri iizerindeki aktiviteleri ¢alisilmistir. DPPH, ABTS, FRAP metodlar ile
bitkinin antioksidan aktivitesi ¢aligtlmistir. Ayrica disk diflizyon yontemi ve minimum
inhibisyon konsantrasyonu yontemi ile Staphylococcus aureus (ATCC 25923), E.coli
(ATCC 11303), Pseudomonas aeruginosa (ATCC-9027) ve Enterobacter aerogenes (ATCC-
13048) bakterilerine kars1 antibakteriyel aktivitesi belirlenmistir. Calisma sonuglarinda; SM
bitkisinin AChE ve BChE iizerinde inhibit6r etki gosterdigi tespit edilmistir. Bitkinin etanol
ekstraktinin AChE ve BChE enzimlerini sirasiyla 0,032+0,002 ve 0,042+0,008 1Cso degerleri
ile giiclii bir sekilde inhibe ettigi kaydedilmistir. Bitkinin etanlol ekstraktmimn o-amilaz ve o-
glukosidaz enzimlerini sirastyla 2,1194+0,005 ve 3,891+0,009 ICso degerleri ile inhibe ettigi
belirlenmistir. DPPH ve ABTS deneylerinde etanol ekstraktmin smrasiyla 1,501+0,12 ve
1,011+0,09 ICso degerleri ile nispeten giiglii antioksidan aktiviteleri kaydedilmistir. Bitkinin
etanol ekstraktinin ¢alisilan bakterilere kars1 antibakteriyel etki gosterdigi, su ekstraktinin ise
E.coli bakterisine kars1 herhangi bir etki gostermedigi goriilmiistiir.

ANAHTAR KELIMELER: Stachys megalodonta Hausskn. & Bornm. Ex P.H.
Davis subsp. megalodonta, Asetilkolinesteraz, Biitirilkolinesteraz, a-Amilaz, a-
Glukosidaz, Antioksidan, Antibakteriyel, Lamiaceae
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ANTICHOLINESTERASE, ANTIDIABETIC,
ANTIOXIDANT AND ANTIBACTERIAL ACTIVITIES OF STACHYS
MEGALODONTA SUBSP. MEGALODONTA PLANT
MSC THESIS
FIKRICAN BALCI
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS

(SUPERVISOR: PROF. DR. SERAP DOGAN )
(CO-SUPERVISOR: DR. MEHMET EMIN DIKEN )
BALIKESIR, JANUARY - 2023

Alzheimer's disease (AD) is a major problem especially for developed countries with a high
elderly population. Acetylcholinesterase (AChE) and Butyrylcholinesterase (BChE) inhibitors
are promising compounds for the treatment of the disease. In this study, the effects of Stachys
megalodonta Hausskn. & Bornm. ex P.H.Davis subsp. megalodonta (SM) plant’s distilled water
and ethanol (EtOH) extracts belonging to the Lamiaceae family on AChE and BChE enzymes
were investigated. The effect of the extracts on commercially available a-amylase and o-
glucosidase enzymes were studied. The antioxidant activity of the plant was studied by DPPH,
ABTS, FRAP methods. In addition, its antibacterial activity against Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), E.coli (ATCC 11303), Pseudomonas aeruginosa (ATCC-9027) and
Enterobacter aerogenes (ATCC-13048) bacteria was determined by disk diffusion method and
minium inhibition concentration method. In the results of the study; it has been determined that
the SM plant has an inhibitory effect on AChE and BChE. It was noted that the ethanol extract
of the plant strongly inhibited AChE and BChE enzymes with 1Csq values of 0.032+0.002 and
0.042+0.008, respectively. The ethanol extract of the plant has been shown to inhibit a-amylase
and a-glucosidase enzymes with I1Cso values of 2.119+0.005 and 3.891+0.009, respectively. In
DPPH and ABTS experiments, relatively strong antioxidant activities were recorded with ICsg
values of 1.501+0.12 and 1.011+0.09, respectively, of the ethanol extract. It was observed that
the ethanol extract of the plant showed an antibacterial effect against the bacteria studied, while
the water extract did not show any effect against the E.coli bacteria.

KEY WORDS: Stachys megalodonta Hausskn. & Bornm. ex P.H.Davis subsp.
megalodonta, Acetylcholinesterase, Butyrylcholinesterase, a-Amylase, a-Glucosidase,
Antioxidant, Antibacterial, Lamiaceae
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1. GIRIS
1.1. Alzheimer Hastalhg1 ve Kolinerjik Hipotez

Alzheimer hastalig1 (AD) dejeneratif bir beyin hastalig1 olarak tanimlanabilir ve demans
hastaliklarinin biiyiik bir kismini olusturur. Giinliik yasam gereksinimlerini yerine getirmede
zorlanma, hafiza, dil, problem ¢6zme ve diger biligsel yeteneklerle ilgili problemler
hastaligin karakteristik semptomlaridir. AD’de beyin ve noronlar tamamen zarar gérmekte
veya tahrip olmaktadir. Hastalik nihayetinde 6liimle sonuglanir [1]. AD’ye neden olan
faktorler i¢in bes hipotez Onerilmistir. Bunlar kolinerjik hipotez, amiloid hipotezi, tau

hipotezi, kalsiyum hipotezi ve izoprenoid degisim hipotezleridir [2].

Hastaligi tedavisi i¢in tizerinde en ¢ok durulan ve basar1 yiizdesi yiiksek olan kolinerjik
hipotezdir [3]. Bu hipoteze gore kritik ndrotransmitterler olan asetilkolin (ACh) ve
biitirilkolin (BCh) eksikligi norotransmisyonun bozulmasina neden olur ve biligsel
bozuklukla sonuglanir. Dolayisiyla ACh ve BCh diizeyi hastaligin tedavisi i¢in belirleyici
bir faktordiir [4,5]. Insan beyninde ACh ve BCh seviyesinin diizenlenmesinde
asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE) 6nemli rol oynar. AChE asetilkolini
hidrolize eder. Pseudo-kolinesteraz olarak bilinen BChE de asetilkolini hidrolize edebilir.
Bu kolinesterazlarin inhibisyonu beyindeki ACh ve BCh seviyesini arttirir ve hastaligin
semptomatik tedavisinde kullanilabilir. Bu nedenle bir¢ok arastirma grubu bu enzimler i¢in
inhibe edici aktivite arastirmalar1 yapmustir [2]. Giincel ¢aligmalar hastaligin ilerleyen
sathalarinda BChE’nin daha 6nemli bir rol oynadigimi gostermistir [6]. Halen galantamin,
donepezil ve rivastigmin gibi AChE inhibit6rleri hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir [7].
Bu yiiksek basar1 oranina ragmen tipta ve tarimda kullanilan karbamat tiirevi AChE
inhibitérlerinin insan sagligina olan zararlar1 ve yan etkileri konusunda endiseler vardir [8].
Literatiirde bu ilaglarin bulanti, kusma gibi gastrointestinal sorunlarla haliisinasyon gibi

diger sistem yan etkileri olusturduguna dair bulgular mevcuttur[9].

1.2. Noérotransmitter ve Noromodiilator Nedir

Norotransmiterler, yakinlardaki diger noronlarla iletisim kurmak ic¢in ndronlarin sinir
uclarindan salinan kimyasal habercilerdir. Norotransmiterler, sinaptik bosluk ucundaki diger

noronlar1 uyarmak veya inhibe etmek i¢in presinaptik néronlardan salmir. (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1: Presinaptik, ndron, sinaptik bosluk ve postsinaptik néron [10].

Noromodiilatorler, merkezi sinir sistemi ortamindaki ndronlar tarafindan salinan ve uygun
reseptorlerle farkli noron gruplarint etkileyen kimyasal habercilerdir. Bu genis aktivite
yelpazesi, ndromodiilatorler ve ndrotransmiterler arasinda ayrim saglar. Bir nérotransmitter,
kendisine bagl tek postsinaptik néronu dogrudan etkileyen yalnizca bir presinaptik nérona
sahiptir [11]. Noromodiilatorler, noromodiilatér salimimmin meydana geldigi komsu
noronlar1 veya daha uzakta bulunan ndronlar1 etkileyebilir. Bu, ndromodiilatorlerin,
norotransmiterlerden daha yavas etki ettigini gosterir ve ndrotransmitterlere kiyasla ¢cok daha
genis bir etki yelpazesine sahip oldugu anlamma gelir. Noromodiilatorler, dogrudan iyon
kanali reseptorlerini aktive etmek yerine, ndrotransmitterlerle uyum icinde hareket eden ve

reseptorlerin uyarict veya inhibe edici tepkilerini gliglendiren maddelerdir [12].

Noronlarin g¢esitli organ ve dokulara sinyal gonderebilmeleri i¢in diger néronlarla baglanti
kurmalar1 gerekir. Sinyaller, néronlar i¢inde elektriksel olarak, ndronlar arasinda kimyasal
olarak iletilir. Bir¢ok ndrotransmiter, ndronlarmn i¢indeki vezikiillerde depolanir. N6ronun
kendisinin uyarilmasindan sonra vezikiiller néronun terminaline yaklasir ve iki ndron
arasindaki sinaptik bosluga salinir. Sinaptik boslukta bulunan nérotransmiterler icin;
sinyalin iletilecegi néronda, ndrotransmitere 6zgii bir reseptdr varsa, sinyal ona baglanir ve
iletim gergeklesir. Norotransmiterler ve reseptorler arasindaki bu iligski, anahtar-kilit
modeline benzetilebilir. Norotransmiterler bazi durumlarda gelen sinyallerin devamini
saglayabilirken bazi durumlarda da engelleyebilirler. Bir sinyalin devamini saglayan
ndrotransmitterlere uyarict (eksitatdor) norotransmiterler denir. Sinyallerin iletimini
engelleyen norotransmitterlere ise engelleyici (inhibitdr) norotransmiterler denir [13].
Uyarict ve engelleyici ndrotransmiterler olarak siniflandirilsa da ndrotransmiterlerin etki
mekanizmasini, baglandiklar1 reseptorlerin tipi belirlemektedir. Asetilkolin ve dopamin,

reseptor ¢esitliligine sahip norotransmitterlerdendir. Baglandiklar1 reseptor tipi onlarin



islevlerini belirler [14]. Islevini tamamlamis bir norotransmitter baska bir ndron tarafindan
geri almarak, etki alanindan uzaklastirilarak veya ortamdaki enzimler tarafindan

parcalanarak etkinligini kaybedebilmektedir [15].

1.2.1 Asetilkolin

Asetilkolin sadece kesfedilen ilk norotransmitter degil, ayn1 zamanda kendi grubunun tek
iiyesidir. Merkezi ve periferik sinir sistemleri tizerinde etkilidir [16]. Asetilkolin, Kolin
Asetiltransferaz (ChAT) tarafindan, koenzim A ve kolin molekiillerinin sentezinden olusur.
Kolin beyinde degil karacigerde tiretilir. Asetilkolin, néronal hiicre gévdelerinde ChAT
enzimi tarafindan sentezlenir ve asetilkolinesteraz (AChE) enzimi tarafindan yikilir (Sekil
1.2).

Asetil Coa Coh
+ Kolin Asetiltransferaz (ChAT) g +
Kolin Asetil Kolin (Ach)
Asetat
Ach ” +
Asetilkolinesteraz (AChE)
Kolin

Sekil 1.2: Asetilkolin sentezi ve yikimu.

Diisiik seviyeli alfa ve gama motor néronlar, tiim otonom sinir sistemi (OSS) preganglionik
ndronlari, tiim parasempatik postgangliyonik néronlar ve ter bezlerini inerve eden sempatik
postgangliyonik noronlar asetilkolin igerir. Asetilkolin, beynin Meynert bazal
gangliyonlarinda bulunur [17]. Aksonlar buradan serebral kortekse ulasir. Burada
asetilkolin, 6grenme (6zellikle algilama) ve dikkat ile ilgili siireglere katkida bulunur. Medial
septumdan hipokampiise giden kolinerjik yol sayesinde hafiza olusumunda da rol oynar.
Ozellikle, bu noéronlardaki degisikliklerin Alzheimer demansmndan sorumlu oldugu
diistiniilmektedir. Alzheimer hastali1 olan kisiler beyinlerindeki asetilkolinin %90'mi1
kaybetmislerdir [18]. Sindirim sistemindekiler de dahil olmak tizere tiim kas hareketleri
asetilkolin tarafindan yiiriitiiliir. Ogrenme, duygu ve hafiza ile ilgili dnemli rollere sahiptir.
REM (riiya) uykusunun planlanmasinda da rol oynar. Bunun yani sira sindirim, kalp atis hizi
kontrolii, kan basinci, hareket gibi bir¢ok fonksiyonda énemli rol oynar [19]. Asetilkolin

AChE tarafindan pargalanir. Kolinesteraz inhibitdrlerinin ortama eklenmesi, asetilkolinin
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par¢alanmasini O6nleyerek kolinerjik aktiviteyi arttirir. Kolinesteraz inhibitorleri, Alzheimer

hastalig1 ve myastenia gravis gibi hastaliklar1 tedavi etmek i¢in kullanilir [20].

1.3. Alzheimer Tedavisinde Kullanilan Kolinesteraz inhibitorleri

Alzheimer hastaligi, 1907'de Alman norolog Alois Alzheimer tarafindan tanimlanmistir. 51
yasindaki bir hastanin otopsisini gerceklestiren Alois Alzheimer, normalde ¢ok yaslh
insanlarda bulunan kivrimli protein pargalar1 yiginlari ve ¢ok sayida senil plak tanimlamistir
[21]. Hastanin yasina ve senil plaklarin olagandisi sayisina dayanarak, Alois Alzheimer, bu
yeni yumru yapilariyla birlikte, bu hastaligin, aslinda yaslilarda normalde goriilebilen
zihinsel islev ve duygusal dengeyi bozdugunu belirlemistir [22]. Alzheimer hastaligi,
neokortikal atrofi, ndron ve sinapslarmn kayb1 ve hiicre i¢i mekik tipi norofibriler yapilarin
hiicre dis1 amiloid plaklarla olusmasi nedeniyle ilerleyici beyin hasarina neden olan ¢ok
faktorli bir hastaliktir [23]. Alzheimer hastaliginda kolinerjik eksiklik ile zihinsel islev
bozuklugunun baslangici, seyri ve ilerlemesi arasinda agik bir iliski vardir [24]. Kolinerjik
eksikliklere ek olarak ileri AD'de beyin ACh sentezinde %55-67'lik bir azalma meydana
gelmektedir [25]. Kolinerjik eksikligin klinik tablo ile yakin iliskisi nedeniyle Ach'yi
sinaptik boslukta daha uzun siire tutmak, giinimiizde hastaligin semptomatik tedavisinde en
sik uygulanan stratejidir. Bu amagla semptomatik tedavide kolinesteraz enzim inhibitoreri
kullanilmaktadir [2].

Antikolinesteraz aktivitesine sahip bilesiklerin ¢ogunun, 6zellikle alkaloit tasiyanlarin azotlu
bilesikler oldugu gercegi vurgulanmistir. Asetilkolinesteraz inhibit6rlerinin AD'de klinik
uygulamas1 1980'li yillarin basinda fizostigminin (Eserin) oral ve intravendz olarak
kullanilmasiyla baglamistir. Bu ilag grubunda bulunan ilk fizostigmin, bir tiir bakla olan
Physostigma venenosum L. (Fabaceae) adi verilen bitkiden izole edilmis bir alkaloiddir.
Phizostigmin (Synapton®), daha sonra sentezlenen asetilkolinesteraz inhibitor aktivitesine

(rivastigmin, Exelon®) sahip bazi ilaglar i¢in model olusturmustur [7].

1.3.1. Lamiaceae Familyasindaki Kolinesteraz inhibitorleri

Terapétik olarak etkili bazi bitkiler, tedavilerde uzun siiredir kullanilmaktadir. Ornek olarak
Galantamin, kardelenden elde edilen bir alkaloittir ve son zamanlarda Alzheimer tedavisinde
kullanilmaktadir [26].



Lamiaceae familyasidaki bitkilerin geleneksel tipta ylizyillar boyunca gesitli hastaliklarin
tedavisinde bitkisel ila¢ olarak kullanildig1 bilinmektedir. M. officinalis ve L. angustifolia
agri kesici ve antidepresan olarak oksidatif stres bozukluklar1 ve uyku diizeni bozuklugunda
kullanilmistir. Ayrica bu bitkilerin antibakteriyel aktiviteye sahip olduklari, sentetik
antibiyotiklere kiyasla daha giivenilir ve ulasilabilir olduklar1 bildirilmistir [27-29]. Melissa
officinalis’in hafif ve orta dereceli AD'li hastalarda bilissel islevi iyilestirdigi ve ajitasyonu
azalttig1 gosterilmistir. Calismalar, M. officinalis'in merkezi sinir sisteminde hem nikotinik
hem de muskarinik reseptorlere baglanma 6zellikleriyle ACh reseptor aktivitesine neden
oldugunu gostermistir [30]. Lamiaceae familyasi olduk¢a zengin terpen igerige sahiptir.
Ozellikle diterpen icerigine bu familyada siklikla rastlanmaktadir [31]. Terpenler ise viicutta
ila¢ emilimini arttirmak i¢in penetrasyon arttiricilar olarak dikkat ¢ekmekte ve son yillarda

yogun bir sekilde ¢alisilmaktadir [32].

1.4. Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus (DM), yetersiz insiilin sekresyonu ve insiilin direncine bagli olarak kan
sekerinin yiikselmesi sonucu seyreden metabolik ve sistemik bir hastaliktir. En yaygin
semptomlar, agiz kurulugu, sik idrara ¢ikma, siirekli aghik hissi, el ve ayaklarda uyusma,
halsizlik ve idrar yolu enfeksiyonlaridir [33]. Bu yaygin hastaligin bir sonucu olarak yasam
stiresi ve kalitesi ciddi sekilde sinirlanir [34]. DM, kan sekeri diizeylerinin ya insiilin olarak
bilinen hormonun yetersiz salgilanmasindan ya da pankreatik beta hiicrelerinin hasar
gormesinden kaynaklandigi kronik bir metabolik bozukluktur [35]. Cogu durumda, hem
azalmis insiilin sekresyonu hem de insiilin direnci diyabet gelisiminde rol oynar [36].
Viicudun ana enerji kaynagi olan glikoz, pankreasin beta hiicrelerinden salgilanan insiilin
yardimiyla kan dolasimindan hiicrelere girerek kan sekerini diisiiriir. Hastalik zamanla
ilerledikce, yetersiz insiilin hormonu, kan sekeri seviyesini dengeleyemez ve bu durum
bircok uzun vadeli mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlara yol agabilir.
Hastaligin sebep oldugu komplikasyonlar, doku ve organ kaybu ile sonuglanitr [37-38]. DM
hastaliginin {i¢ ana tipi vardr. Tip 1, insiiline bagimli DM, pankreatik beta hiicrelerinin T-
hiicresi aracili yikimi ve insiilin sekresyonunda mutlak eksiklik ile karakterize olan
otoimmiin bir hastaliktir [39]. Daha yaygin olan tip 2 DM, pankreas tarafindan insiilin
salgilanmasindaki goreceli yetersizlik ile hiicrelerin iiretilen insiiline uygun sekilde yanit
vermedigi insiilin direncinin bir kombinasyonudur [40]. Tip 3 DM, hamile kadinlarda

goriiliir, zor dogum riskine yol acan anormal boy fetiis ile karakterizedir [41].
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1.4.1. a-Amilaz ve a-Glukosidaz

Tip 2 DM 0nlenebilir bir hastalik oldugu i¢in, tip 1 DM’ye gore daha fazla ilgi gérmekte ve
calisilmaktadir. Tip 2 diyabet, plazma glukoz seviyelerini kontrol etmeye yardimci olan
diyet ve yasam tarzi degisiklikleri ile kontrol altinda tutulabilir [42]. Bu durum iki sekilde
miimkiin olur. fla¢ veya kontrollii diyet ile insiilin sekresyonunu uyararak ve ince
bagirsaktan kan sekeri emilim oranini azaltmak i¢in nisastanin sindirimini keserek veya
yavaglatarak miimkiindiir [43]. Nisastanin sindirimini yavaslatmak veya tamamen ortadan
kaldirmak, nisasta sindiriminde birincil enzimler olan a-amilaz ve a-glukosidaz’in
inhibisyonu ile elde edilebilmektedir [44]. Akarboz, miglitol ve voglibose gibi ilaglar, o-
amilaz ve a-glukosidaz aktivitesini inhibe etmek i¢in kullanilir. Ancak bu ilaglari
kullanmanin gastrointestinal rahatsizlik gibi yan etkilerinden dolay1 alternatif inhibitorlere

ihtiyag vardir [45].

1.4.2. Lamiaceae Familyasi ve Antidiyabetik Aktivite

Flavonoidler, fenolik bilesikler, alkaloidler, terpenoidler, saponinler, tanenler, glikozitler,
glikolipitler, diyet lifleri, karotenoidler ve gesitli bitki molekiilleri, farkli mekanizmalar
yoluyla potansiyel antidiyabetik aktivite gostermistir [46]. Flavonoidler ve diger
polifenoller, pankreatik B -hiicrelerinde insiilin salinimimni ve ekspresyonunu arttirarak kan
sekeri diistiriici aktiviteler gosterir [47]. Triterpenoidlerin, o-glukosidaz ve a-amilaz
inhibisyonu yoluyla elde edilebilecek umut verici antidiyabetik 6zelliklere sahip oldugu
goriilmektedir [48]. Daha 6nce bahesildigi gibi Lamiaceae familyasinda bulunan bitkiler,

fenolik bilesikler ve terpenoidler bakimindan oldukga zengindir [13].

1.5. Reaktif Oksijen Tiirleri, Serbest Radikal Olusumu ve Oksidatif Stres

Serbest radikal, dis yoriingesinde eslenmemis bir elektron igeren ve bagimsiz olarak var
olabilen bir molekiildiir. Serbest radikaller DNA'ya zarar verebilir. Hiicredeki antioksidan
savunma, serbest radikallerin ve buna bagli reaksiyonlarin olumsuz etkilerini azaltabilir ve
kontrol altinda tutabilir. Hiicrenin antioksidan savunmasi disaridan alinan besinler ile
arttirilabilir [49]. Serbest radikallerin ve reaktif oksijen alinimin oksidatif strese neden olarak
genetik bozukluklar1 ve ndérodejeneratif hastaliklar: tetikledigi bildirilmistir [50]. Reaktif
oksijen tiirleri (ROS), siiperoksit radikali (O2’), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil



radikalidir (OH¢) ve normal oksijen metabolizmasi sirasinda kiigiik miktarlarda tiretilir (sekil

1.3) [51].
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Sekil 1.3: Reaktif oksijen olusumu.

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), karbon merkezli organik radikaller (Re), peroksit radikalleri
(ROOv), alkoksi radikalleri (RO®), tiyil radikalleri (RSe¢) dahil olmak iizere ¢esitli serbest
radikallerin olustugu radikal zincir reaksiyonlarni baglatir. Siilfenil radikalleri (RSOv), tiyil
peroksit radikali (RSO2¢) dahil olmak tizere gesitli serbest radikallerin hiicre i¢i olusumuna
sebep olurlar [52]. Hiicrelerdeki normal metabolik yollardaki enzimatik reaksiyonlar
sirasinda, enzimlerin aktif merkezlerinde ara iirlinler olarak serbest radikaller olusur.
Nadiren, bu serbest radikal ara maddeler enzimin aktif bolgesinden disar1 sizar ve istemeden
molekiiler oksijen ile etkileserek nihai olarak serbest oksijen radikallerini olusturur. Serbest

radikal olusumunun kaynagi, mitokondriyal elektron tasima zincirinden kaynakl sizintidir.



Mitokondriyal i¢ zardaki oksidatif fosforile zincir bilesenlerindeki onemli azalmalar,

mitokondriyal siiperoksit radikallerinin tiretimini arttirir (sekil 1.4) [53].
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Sekil 1.4: Mitokondriyal siiperoksit radikallerinin iiretimi.

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu, inflamasyon, radyasyon, yaslanma, normalden yiiksek
kismi oksijen basinci (pO2), ozon (Oz), nitrojen dioksit (NOz), kimyasallar ve ilaglar gibi
tahrip edici etkilerle artar. Serbest radikaller, lipitler, proteinler, DNA, karbonhidratlar ve
enzimler dahil olmak iizere tiim hayati hiicre baglant1 noktalarma saldirir. Siiperoksit
radikalleri (O27) ve hidroksil radikalleri (OHe), sitoplazma, mitokondri, g¢ekirdek ve
endoplazmik retikulum zarinda lipid peroksidasyonunu baglatir. Membran lipid
peroksidasyonu, membran gegirgenliginin artmasmma neden olur. Serbest radikallerin
etkisiyle proteinlerdeki sistein siilthidril gruplar1 ve diger amino asit kalintilar1 okside olur
ve yikilir, niikleer ve mitokondriyal DNA okside olur. Tiim bu serbest oksijen radikali
etkileri sonucunda hiicresel hasar meydana gelir. Artan hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri (ROS)

ve serbest radikaller, hiicre hasarinin 6nemli nedenleridir (sekil 1.5) [54].
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Sekil 1.5: Reaktif oksijen tiirlerinin hiicre hasari tizerindeki etkisi.

Serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hiicresel hasarm bir¢ok kronik hastaligin
komplikasyonlarina katkida bulunduguna inanilmaktadir. B. Ateroskleroz, amfizem/bronsit,
Parkinson hastaligi, Duchenne kas distrofisi, preklampsi, rahim agzi kanseri, alkolik
karaciger hastaligi, hemodiyaliz hastalari, diyabet, akut bobrek yetmezligi, Down sendromu,
Alzheimer hastaligi, Retrolental fibroz, serebrovaskiiler hastaliklar, iskemi/reperfiizyon
hasar1 gibi durumlarda, serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hiicre hasar1 s6z
konusudur [55]. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve neden olduklar1 hasar1 6nlemek igin
bir¢ok savunma mekanizmasi vardir. Bu mekanizmalara “antioksidan savunma sistemleri”

veya kisaca “antioksidanlar” denir. Antioksidanlar dort farklh sekilde ¢alisir.

1) Serbest oksijen radikallerini etkileyen, onlar1 tutan veya yeni, daha zayif molekiillere
dontiistiiren bir siipiiriicii etkidir. Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal mukus ve kiiciik

molekiiller bu tiir bir etki gosterir.

2) Serbest oksijen radikalleri ile etkilesime girerek onlara hidrojen aktararak veya inaktif
forma doniistiirerek aktivitelerini azaltan etkiye inhibitdr etki denir. Vitaminler ve

flavonoidler bu etkiye sahiptir.

3) Zincir kirma etkisi, serbest oksijen radikallerini yakalama ve islevlerine miidahale etmek
i¢in zincirlerini kirma etkisidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirma etkisi

gosterir.



4) Serbest radikallerin neden oldugu hasar1 onarmak ise onarici etki olarak adlandirilir [56].
Disaridan alinan besinler ve takviyeler ile hiicrelerin antioksidan savunma kapasitelerini

artirmak miimkiindiir [57].

1.6. Antibakteriyel Aktivite

Antibakteriyel aktivite testleri, incelenmekte olan bir maddenin bakteriyel biiyiime
tizerindeki etkisini belirlemek i¢in kullanilir [58]. Penisilinin kesfiyle birlikte antibakteriyel

aktiviteyi 6lgmek igin yapilan in vitro direng testleri gelistirilmeye baslanmistir [59].

Bakteriyel enfeksiyonlar, insanlar i¢in onemli ve ¢ogu zaman teklikeli enfeksiyonlar
oldugundan, gesitli kaynaklardan antibakteriyel ajanlar gelistirmek icin arastirmalar hizla
devam etmektedir [60]. Aromatik bitkiler, bakteriyel enfeksiyonlarla savagmaya yardimci
olan bir¢ok fitokimyasal igerir [29]. Geleneksel tipta kullanilan bitkiler, antimikrobiyal
bilesiklerin yeni potansiyel kaynaklar1 oldugundan, bunlarla ilgili bilimsel ¢aligmalar biiyiik

onem tagimaktadir [27].

Antibakteriyel aktiviteyi 6lgmek igin birgok metot gelistirilmistir. Bunlardan en yaygmi ise,
uygulama kolayligi ve etkinliginden dolay1r disk difiizyon yontemidir. Bu yontem, kati
besiyerinde yetistirilen bakterilerin iiremesinin, besiyerine yerlestirilen diskler ve bu disklere
emdirilmig antibakteriyel ajanlar araciligi ile inhibe edilmesi stratejisine dayanmaktadir.
Antibakteriyel aktivite, disklerin etrafinda olusan zonlarm Glgiilmesi ile belirlenir [58].
Mininmum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) testi, farkli konsatrasyonlarda antimikrobiyal
ajan eklenmis sivi besiyerinde biiyiitiilen bakterilerin yogunlugunun, spektrofotometrik
olarak Ol¢lilmesi prensibine dayanmaktadwr. Bakteri gelisimini %100 engelleyen
antimikrobiyal ajan konsantrasyonu, minimum inhibisyon konsantrasyonu olarak

tamimlanmaktadir [61].

1.7. Literatiir Taramasi

Lamiaceae familyasinin biiyiik bir {iyesi olan Stachys cinsi, Akdeniz, Asya, Amerika ve
Giiney Afrika'nin 1liman ve tropikal bolgelerinde yayilis gosteren 300'den fazla tiir igerir
[62]. Simdiye kadar, cinsin en yerlesik ve kapsamli smiflandirmas: Bhattacharjee (1980)

tarafindan, Betonica L. ve Stachys L. olmak {izere iki alt cinse ayrilarak sunulmustur [63].
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Uluslararas: literatiirde, Stachys tiirleri, etnofarmakolojik kullanimlarini gerekgelendiren
cesitli fitokimyasal ve farmakolojik arastirmalar yoluyla genis ¢apta incelenmistir. Anti-
enflamatuar, antioksidan, analjezik, renoprotektif, anksiyolitik ve antidepresan aktivite
ozelliklerinden dolay1 farmakolojik olarak 6zel kabul edilir [64]. Bu nedenle, bu cins,
bitkilerin farkli kisimlarindan biyoaktif sekonder metabolitlerin taranmasinda biiyiik ilgi
gormektedir. Genel olarak, onemli kimyasal gruplara ait 200°den fazla bilesik, bu cinsin
farkli tiirlerinden izole edilmistir (terpenler, polifenoller, fenolik asitler, ugucu yaglar) [65].
Sonug olarak, Stachys cinsine ait bitkiler, hem terapotik hem de ekonomik uygulamalarla

miikemmel bir fitokimyasal kaynagi olarak kabul edilir.

S. Harada ve arkadaglari1 tradafindan yapilan bir ¢alismada S. sieboldii'nin (“chorogi”)
yumrularindan elde edilen sulu ekstrakt, noroprotektif potansiyeli agisindan fare modelinde
in vivo olarak incelenmistir [66]. Bu c¢alisgmada, chorogi ekstraktmin kutleal iskemi ve
skopolamin kaynakli hafiza bozuklugu tizerindeki etkileri incelenmis ve S. sieboldii'nin
iskemik beyin hasar1 ile iliskili 6grenme ve hafiza disfonksiyonunu iyilestirdigi

kanitlanmustir.

Baska bir ¢alismada, S. lavandulifolia ekstraktlarmin ve bu ekstraktlara ait bilesiklerin
kolinesteraz inhibe edici aktiviteleri incelenmistir [67]. Bu ¢alismada n-heksan ekstrakti,
0,014 mg/ml ICso degeri ile asetilkolinesteraz’a (AChE) karsi en aktif ekstrakt 6zelligi
gOstermistir. Bununla birlikte, diklorometan ekstrakti, 0,144 mg/ml 1Cso degeri ile
biitirilkolinesteraz’a (BChE) kars1 en etkili inhibitor etki gostermistir. Metanol ekstrakti ise
0,211 mg/mL'lik bir 1Cso degeri ile AChE'ye karsi se¢ici bir inhibe edici aktivite

sergilemistir.

M. Ferhat ve arkadaslari, S. guyoniana'nin toprak tstii kisimlarmin n-butanol, etil asetat ve
kloroform ekstraktlarinin antikolinesteraz aktivitelerini incelemislerdir [68]. n-butanol
ekstraktinin AChE’ye kars1 5,78 + 0,01 pg/ml ICsp degerinde inhibitor etki gosterdigini
kaydetmislerdir. Bu deger Alzheimer hastaliginda kullanilan galantaminin 5,01 + 0,10
ng/ml’lik 1Cso degerine ¢ok yakindir. Ayrica bu ekstraktin BChE'yi 39.1 + 1.41 pg/mL ICso
degeri ile pozitif kontrolden (ICso = 39.10 = 1.41 pg/mL) daha iyi inhibe ettigini

gostermisleridir.

M. B. Bahadori ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada, S. cretica subsp. ekstraktlarinin anti-
diyabetik aktivitesini degerlendirmistir [69]. Bu ¢alismada S. cretica subsp. bitikisin metanol

ekstraktinin, o-amilaz karsisinda 61.4 mg ACEs/g kuru bitki degeri ile ve a-glukosidaz
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karsisinda 47.8 mg ACEs/g kuru bitki degeri ile giiglii anti-diyabetik aktivite gosterdigini
kaydetmislerdir. Antiglukosidaz aktivitesinin kafeik asit, transsinnamik asit ve vanilin ile
iliskili oldugunu ve amilaz inhibe edici aktivitenin kaempferol ve para-hidroksibenzoik asit
ile iligkili oldugunu, dolayisiyla giiclii antidiyabetik 6zelliklerin, metanol ekstraktinin

fenolik bilesen igerigi ile iliskili oldugunu 6ne siirmiislerdir.

M. Ferhat ver arkadaslar1 [68] yukarida bahsedilen calismada, S. guyoniana nin
ekstraktlarmin antioksidan aktivitelerini B-karoten-linoleik asit, DPPH, ABTS, Cupric
Indirgeyici Antioksidan Kapasitesi (CUPRAC) ve metal selatlama deneyleri ile
calismislardir. Kloroform ekstraktinin, B-karoten-linoleik asitte 2,3 + 1,27 pg/ml ICso degeri
ve ABTS yonteminde 7,29 + 0,23 pg/ml ICsp degeri ile giiglii antioksidan aktiviteye sahip
oldugunu tespit etmiglerdir. Ayrica n-butanol ekstraktinin, DPPH testinde 2,91 + 0,14 pg/ml
ICso degeri ile diger ekstraktlar ve referans bilesik a-tokoferol (ICso = 7,31 + 0,17 pg/ml) ile
karsilastirildiginda daha iyi antioksidan aktivite gosterdigini kaydetmislerdir.

A. Shakeri ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢calismada [70] S. parviflora'nin toprak iistii kisimlarinin
metanol ekstraktmin, 0,12 mg/mL MIK degeri ile ile Gram-pozitif bakteri Bacillus cereus'a

kars1 giiclii antimikrobiyal aktivite sergiledigini bildirmislerdir.

Bagka bir ¢alismada S. thirkei bitkisinin ekstraktlarmin farkli mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal aktivitesi, inhibisyon zon ¢ap1 degerine gére incelenmistir [71]. Aseton ve
metanol ekstraktmin, S. aureus, S. pyogenes ve E. coli'ye karsi iyi aktivite gosterdikleri
bildirilirken, S. thirkei ekstraktlarinin, P. aeruginosa (Gram-negatif bakteri) ve Candida

albicans'a (maya) kars1 aktif olmadigi kaydedilmistir.

E. M. Tomou ve arkadaslari, yaptiklar1 derleme ¢alismasinda Stachys cinsine ait bitkiler ile
yapilmis calismalar1 kapsamli bir sekilde ele almislardir [72]. Bu ¢alisma ve literatiirdeki
diger ¢aligmalar incelendiginde Stachys megalodonta bitkisine ait benzer bir ¢alisma ile

karsilasilmamustir.
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2. MATERYAL ve METOT

Bu calismada yapilan deneyler sirasinda, asagidaki kimyasallar kullanilmistir.

2.1. Kullanilan Kimyasallar

Deneyler sirasinda kullanilan kimyasallarin Marka ve Cas numaralar1 Tablo 2.1°de

verilmistir.
Tablo 2.1: Kullanilan kimyasallar.
Kimyasal Marka Cas No.
Ethanol (EtOH) Isolab 64-17-5
Methanol (MeOH) Isolab 67-56-1
Trizma base (Tris) Merck 77-86-1
Siikroz Merck 57-50-1
Tris hidrokloriir (Tris-Hcl) Merck 1185-53-1
Amonyum siilfat Isolab 7783-20-2
Sodyum kloriir (NaCl) Isolab 7647-14-5
5,5"-Dithiobis-(2-Nitrobenzoik Asit) Merck 69-78-3
(DTNB)
Asetilkolin Kloriir Merck 60-31-1
Bitirilkolin iyodid Merck 1866-16-6
Sodyum fosfat Isolab 7558-79-4
Sodyum bikarbonat Isolab 144-55-8
Alpha amylase (a-Amilaz) Merck 9000-85-5
Nisasta Isolab 9005-84-9
Dinitro salisilik asit Merck 609-99-4
Alpha glucosidase (a-Glukosidaz) Merck 9001-42-7
P-Nitrofenil-A-D-Glikopiranosid Merck 10344-94-2
(PNPG)
Muller-Hinton agar Merck -
LB broth Merck -
1,1-Difenil-2-Pikrilhidrazil (DPPH) Merck 1898-66-4
Sodyum asetat trihidrat Isolab 6131-90-4
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Tablo 2.1 (devam)

Kimyasal Marka Cas No.
Asetik asit Merck 64-19-7
2,4,6-Tri-2-Pyridinyl-1,3,5- Merck 3682-35-7
Triazine(Tptz)
Hidroklorik Asit (HCI) Isolab 7647-01-0
Nitrik asit Isolab 7697-37-2
Sodyum Hidroksit (NaOH) Isolab 1310-73-2
Demir In Kloriir (FeCls - 6H20) Merck 10025-77-1
Trolox Merck 53188-07-1
Linoleik Asit Merck 60-33-3
Tween 20 Merck 9005-64-5
2,2'-Azino-Bis(3-Ethylbenzothiazoline- Merck 30931-67-0
6-Sulfonic Acid) Diammonium Salt
(ABTYS)
Potasyum persiilfat Merck 7727-21-1

2.2. Kimyasal Cozeltilerin Hazirlanmasi

2.2.1. Tris-Siikroz Tamponunun Hazirlanmasi

6,057 gr Tris, behere aktarilarak tlizerine 850 ml distile su eklenir. Sulu ¢6zelti manyetik
karistiricidda homojenize edilir. Manyetik karistiricida karigmakta olan ¢ozeltiye 102,69 gr
stikroz eklenir. Homojenize olan ¢ozeltinin PH’s1, 4N NaOH kullanilarak 7,40’a ayarlanar.

(Cozeltinin son hacmi distile su ile 1 litreye (1 L) tamamlanar.

2.2.2. Tris-HCI Tamponunun Hazirlanmasi

1,97 gr Tris-HCI, behere aktarilarak tizerine 200 ml distile su eklenir. Sulu ¢6zelti manyetik
karistiricida  homojenize edilir. Uzerine 20,53 gr Siikroz ve 1,75 gr NaCl eklenir.

Homojenize olan ¢ozeltinin PH’s1 %10 Nitrik asit kullanilarak 8,0’a ayarlanir. Cozeltinin

son hacmi distile su ile 250 ml’ye tamamlanur.
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2.2.3. Sodyum Fosfat Tamponunun Hazirlanmasi (pH:8,0)
14,196 gr Sodyum fosfat, behere aktarilarak tizerine 950 ml distile su eklenir. Sulu ¢dzelti
manyetik karistiricida homojenize edilir. Homojenize olan ¢ozeltinin PH’s1 4N NaOH

kullanilarak 8,0’a ayarlanir. Czeltinin son hacmi distile su ile 250 ml’ye tamamlanir.

2.2.4. DTNB Cozeltisinin Hazirlanmasi

0,04 gr DTNB (10 mM), 10 ml balon joje icerisine alnir. Uzerine 0,015 gr sodyum
bikarbonat eklenir. Balon joje igerisindeki kimyasallarin son hacmi Sodyum fosfat tamponu
(100 mM, PH:8,0) ile 10 mI’ye tamamlanir.

2.2.5. Asetilkolin Substrat Cozeltisinin Hazirlanmasi
0,14 gr Asetilkolin kloriir (75 mM), 10 ml balon joje igerisine alinir. Balon joje i¢erisindeki

kimyasalm son hacmi distile su ile 10 ml’ye tamamlanur.

2.2.6. Biitirilkolin Substrat Cozeltisinin Hazirlanmasi
0,24 gr Biitirilkolin iyodid (75 mM), 10 ml balon joje igerisine alinir. Balon joje igerisindeki

kimyasalin son hacmi distile su ile 10 ml’ye tamamlanar.

2.2.7. a-amilaz Cozeltisinin Hazirlanmasi

0,238 gr sodyum fosfat, 100 ml’lik behere alinir ve iizerine 90 ml distile su eklenir. Manyetik
karistiricida karigsmakta olan ¢ozeltiye 0,035 gr NaCl eklenir. Homojenize olan ¢dzeltini
PH’s14N NaOH kullanilarak 6,9’a ayarlanir ve ¢ozeltiye 0,05 gr a-amilaz eklenir. Cozeltinin

son hacmi distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.

2.2.8. a-glukozidaz Cozeltisinin Hazirlanmasi
a-glukozidaz stok enzimi lizerinden su sekilde hesaplanir;
(Stok U) x (Y mg) = (10 U) x (Stok mg)

Y mg a-glukozidaz 10 ml balon jojeye alir ve son hacmi distile su ile 10 ml’ye tamamlanir.

2.2.9. Sodyum Fosfat Tamponunun Hazirlanmasi (pH:6,9)

3,549 gr Sodyum fosfat, behere aktarilarak lizerine 240 ml distile su eklenir. Sulu ¢dzelti
manyetik karigtiricida homojenize edilir. Homojenize olan ¢ozeltinin PH’s1 4N NaOH

kullanilarak 6,9’a ayarlanir. Cozeltinin son hacmi distile su ile 250 ml’ye tamamlanir.
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2.2.10. PNPG Cozeltisinin Hazirlanmasi
0,078 gr PNPG 50 ml’lik balonjojeye alinir ve son hacmi, 100 mM PH:6,9 fosfat tamponu

ile 50 mI’ye tamamlanur.

2.2.11. DPPH Cozeltisinin Hazirlanmasi
0,024 gr DPPH reaktifi, 100 ml balon joje igerisine alinir. Balon joje icerisindeki kimyasalin

son hacmi MeOH ile 100 ml’ye tamamlanir.

2.2.12. Gallik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi
1 mg gallik asit, 10 ml’lik balon joje igerisine alinir. Son hacim 10 ml olacak sekile distile

su eklenir.

2.2.13. ABTS Cozeltisinin Hazirlanmasi

0,384 gr ABTS tuzu behere aktarilarak iizerine 90 ml distile su eklenir. Sulu ¢dzelti manyetik
karistiricidda homojenize edilir. Manyetik karistiricida karigsmakta olan ¢ozeltiye 0,065 gr
potasyum persiilfat eklenir. Homojenize olan ¢6zeltinin son hacmi distile su ile 100 ml’ye
tamamlanir. Elde edilen ¢ozelti 734 nm’de 1.50 £0.001 absorbans elde dilene kadar MeOH

ile seyreltilir.

2.2.14. FRAP Cozeltisinin Hazirlanmasi

Cozelti A (300 mM Asetat tamponu, PH: 3,6): 20,412 gr sodyum asetat 500 ml’lik behere
almir ve tlizerine 450 ml distile su eklenir. Manyetik karistiricida karigmakta olan ¢ozeltiye
8 ml asetik asit (IM) eklenir. Homojenize olan ¢ozeltinin PH’s1 %38’lik HCI ile 3,6’ya
ayarlanir ve son hacmi distile su ile 500 ml’ye tamamlanur.

Cozelti B (40 mM HCl i¢inde 10 mM TPTZ tamponu): 50 ml’lik bir behere 25 ml distile su
eklenir. Uzerine yavas bir sekilde, IM’lik HCI stogundan 2 ml eklenir. Karisimin hacmi
diste su ile 45 ml’ye getirilir. Manyetik karistiricida karismakta olan ¢ozeltiye 0,167 gr TPTZ
eklenir. Cozeltinin son hacmi distile su ile 50 ml’ye tamamlanur.

Cozelti C (20 mM FeCl36H20): 0,27 gr Demir I1I Kloriir, 50 mI’lik behere alinir ve tizerine
45 ml distile su eklenir. Manyetik karistiricida homojenize edilen ¢dzeltinin son hacmi distile
su ile 50 ml’ye tamamlanir. 25 ml Cozelti A ve 2,5 ml Cozelti B karistirilir. Karigimin
tizerine 2,5 ml Cozelti C eklenir. Elde edilen karisim 37 °C’de 30 dk siire ile inkiibe edilir.
(Cozeltinin son hali FRAP ¢ozeltisi olarak adlandirilir [73].
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2.2.15. Trolox Cozeltisinin Hazirlanmasi
0,025 gr Trolox, Son hacim 10 ml olacak sekilde distile su ile ¢ozdiiriiliir. Elde edilen

Cozeltiden 1 ml alinir ve tizerine 9 ml distile su eklenir.

2.2.16. Muller-Hinton Besiyerinin Hazirlanmasi

34 gr Dehidre besiyeri, vida kapakli otoklav sisesine alinir. Son hacim 1 litre olacak sekilde
distile su ile sulandirilir. Elde edilen karigim 90 °C su banyosunda 1sitilarak homojen hale
getirilir. Karisim, otoklavda 115 °C'de 10 dakika sterilize edilir. Otoklavdan ¢ikarilan
karisimm oda sicakhiginda 1limasi beklenir. Yaklagik 50 °C’ye kadar 1sinan karigim, bek
alevi altinda steril petri kaplarina 12°ser mL dokiiliir. Petri kaplarindaki besiyerinin agizlari
kapali sekilde, oda sicakliginda donmasi saglanir. Hazirlanan besiyerlerinin etrafi parafilm

ile sarilarak daha sonra kullanilmak tizere +4 °C’ye kaldirilir.

2.2.17. LB broth Siv1 Besiyerinin Hazirlanmasi
25 gr dehidre besiyeri 1 litre distile suda eritilir 121 °C' da 15 dakika otoklavda sterilize

edilir. Hazirlanan besiyeri steril tliplere bek alevi altinda 10’ar ml dagitilir.

2.3. Deneysel Metot

2.3.1. Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Stachys megalodonta tiirii ¢iceklenme doéneminde Dr. Ozal GUNER tarafindan yayilis
alanindan toplanmustir. Bitkilerin tiir tayini, Dr. Ogr. iiyesi Mikail ACAR (Munzur
Universitesi Bitkisel ve Hayvansal Uretim Boliimii) tarafindan gergeklestirilmistir. Taze
olarak toplanan 6rnekler ayn1 zamanda herbaryum materyali haline getirilip muhafaza altina

almustir.

2.3.2. Bitki Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Bitki ornekleri oda sicakliginda karanlik bir ortamda kurutuldu ve mekanik bir 6giitiicii
kullanilarak toz haline getirildi. Toz haline getirilmis bitkiden {i¢ adet 0.5'er gram alind1 ve
tizerlerine 5 ml ¢oziiciiler (etanol, distile su) eklendi. Numuneler bir ¢alkalayici etiivde
10°C'de gece boyunca tutuldu. Numuneler daha sonra etiivden ¢ikarildi ve 5000 g'de 10
dakika santrifiijlendi, siipernatantlar yeni tiiplere aktarildi. Tiipte kalan ¢okeltiler, solventler
ile tekrar kapatilarak islem tekrarlandi. Nihai siipernatantlar, 1 pm'lik mikrofiltreler ile

stiziildii ve c¢oziiciiler, evaporatdor yardimi ile vakum altinda 37°C'de buharlastirilarak
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uzaklastirildi. Nihai toz ekstraktlar, kendi ¢oziiciileri ile 10 mg/ml'lik bir konsantrasyona

seyreltildi ve inhibisyon deneylerinde kullanilmak tizere -80 °C'de saklandi [74].

2.3.3. Asetilkolinesteraz ve Biitirilkolinesteraz Enzimlerinin Elde Edilmesi

Bu ¢alismada kolinesteraz kaynagi olarak dana beyni kullanilmistir. Beyin, mezbahane
kesiminden hemen sonra uygun bir tasima kabi ile laboratuvara getirilmistir. 10 gr dana
beyni, 50 mL Tris tamponu (boliim 2.2.1.) igerisinde ¢elik bigakli homojenizator yardimi ile
homojenize edilmistir. Homojenat, 10 dakika 1000 g’ de santriflij edilip Siipernatant
almmistir. Elde edilen siipernatant, 10 dakika 5000 g’de santrifiijlenmistir. Nihai
slipernatantin aktivite tayini gerceklestirilmis ve AChE ve BChE kaynagi olarak

kullanilmastir.

2.3.4. Asetilkolinesteraz ve Biitirilkolinesteraz Enzimlerinin Aktivite Tayini

Asetilkolinesteraz ve Biitirilkolinesetraz enzimlerinin aktivitesi spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. 2.7 ml Tris-HCI tamponuna (boliim 2.2.2), 90 ul DTNB ¢ozeltisi, 150 pl
asetilkolin/biitirilkolin substrat ¢6zeltisi ilave edildi ve 37 °C’de 5 dk inkiibe edildi. UV
visible spektrofotometre ile 412 nm’de Sl¢iimler yapildi. Daha sonra 60 ul enzim ¢ozeltisi
eklendi ve 37 °C’de 5 dk inkiibe edilerek 412 nm’de 6l¢tim yapildi. K6r olarak kullanilan
coOzeltiye substrat yerine distile su eklenmistir. ACh’nin hidrolizi ile a¢iga ¢ikan tiyokolinler,
DTNB ile reaksiyona girerek 5-tio-2-nitrobenzoat anyonunu olusturur. Olusan sar1 renkli

bilesik 412 nm dalga boyunda maksimum absorbans verir [75].

2.3.5. Stachys megalodonta Bitkisinin Asetilkolinesteraz ve Biitirilkolinesteraz
Enzimlerinin Aktivitesi Uzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi
Bitki ekstraktlarinin enzim aktiviteleri iizerindeki etkileri Ellman tarafindan gelistirilen
yontem ile yapilmustir [76]. Kisaca 140 pl sodyum fosfat tamponu (bolim 2.2.3.), 20ul
DTNB ¢ozeltisi, 20 pl ekstrakt ¢ozeltisi (10 mg/ml), 20 pl enzim ¢ozeltisi 96 kuyucuklu
mikroplate’e yiiklenmistir. 37°C’de 15 dakika inkiibe edilmis ve daha sonra 10ul
asetilkolin/biitirilkolin  substrat c¢ozeltilerinin eklenmesiyle reaksiyon baslatilmistir.
Mikroplate bir mikroplate okuyucuya yiiklenerek 412 nm dalga boyunda 6l¢iim alinmustir.
Etki grafigi elde etmek igin ekstrakt ¢ozeltisi miktar1 her 6l¢iimde degistirilmistir (5-25 pl).
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Ekstrakt miktarlarina gore reaksiyonun son hacmi 210 pl olacak sekilde sodyum fosfat

tampon miktar1 da degistirilmistir.

2.3.6. Stachys megalodonta Bitkisinin a-Amilaz Aktivitesi Uzerindeki Etkilerinin
Belirlenmesi
0.5 mg/mL a-amilaz igeren 500 pL 0.02 M sodyum fosfat tamponuna (b6liim 2.2.7) degisen
miktarlarda bitki ekstraktlar1 (0-200 pL) eklenmis ve 25°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir.
Daha sonra karisima 500 pl, %1°lik nisasta ¢ozeltisinden eklenerek 10 dakika 25°C’de
inkiibe edilmistir. Daha sonra karigima 1 ml dinitro salisilik asit ilave edilmis ve karisim su
banyosunda kaynatilarak reaksiyon durdurulmustur. Reaksiyon karigimi soguduktan sonra
10 ml distile su ilave edilmis ve 540 nm’de absorbans okumasi gergeklestirilmistir [ 77]. Bitki
ekstrakti icermeyen reaksiyon karisimlarmin absorbans degerleri %100’Lik aktivite
degerleri olarak kullanilmistir ve bitki ekstraktlarmin inhibisyon konsantrasyonlari bu

degerler iizerinden hesaplanmistir.

2.3.7. Stachys megalodonta Bitkisinin a-Glukosidaz Aktivitesi Uzerindeki Etkilerinin
Belirlenmesi
100 pL a-glukozidaz ¢ozeltisi (boliim 2.2.8), 500 pl 100 mM fosfat tamponuna (b6liim 2.2.9)
eklenmis ve bitki ekstraktlar1 degisen miktarlarda (0-200 pL) karisima ilave edilmistir.
Reaksiyon karigimi 25°C'de 10 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra 50 uL. PNPG ¢d6zeltisi
(boliim 2.2.10) ilave edilmis ve karisim, 5 dakika boyunca 25°C'de inkiibe edilmistir. Daha
sonra reaksiyon karisimlarmin 405 nm'de absorbanslar1 6l¢iilmiistiir [77]. Bitki ekstrakti
icermeyen karisimlara %100 aktivite degeri verilerek ekstraktlarm  inhibisyon

konsantrasyonlar1 hesaplanmistir.

2.3.8. DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) Radikal Tutucu Aktivitenin Belirlenmesi

Ekstraktlarmm radikal tutucu aktiviteleri, DPPH radikal siipiiriicii aktivite yOontemi
kullanilarak belirlenmistir [78]. Bitki ekstraktlar1 ve gallik asit ¢ozeltisi (b6lim 2.2.12)
degisen konsantrasyonlarda (1-25 pl) 96-well plate kuyucuklarmma yiiklenmis ve 200 pl
DPPH reaktifi (boliim 2.2.11) eklenmistir. Kuyucuklarin son hacimleri distile su kullanilarak
250 pl’ye getirilmigstir. Well plate’ler 1 saat oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edilmistir.

Kontrol olarak %80’lik metanol ¢ozeltisi kullanilmistir. Inkiibasyon sonunda 517 nm’de
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absorbans Ol¢iimii yapilmistir. Radikal tutucu aktivite asagidaki formiil kullanilarak

hesaplanmastir.

Antioksidan Aktivite (%) = [1- (6rnegin absorbansi / kontroliin absorbansi)] x 100

2.3.9. ABTS metodu Radikal Tutucu Aktivitenin Belirlenmesi

Ekstraktlarin ABTS radikal tutucu aktivitesi Re ve ark. (Re et al. 1999) tarafindan gelistirilen
metot ile gerceklestirilmistir [79]. Bitki Ekstraktlar1 ve gallik asit 96-well plate’in
kuyucuklarina degisen miktarlarda (1-25 ul) yiiklenmistir ve her kuyucuga 200 ul ABTS
reaktifi (boliim 2.2.13) eklenmistir. Kuyucuklarin son hacimleri distile su kullanilarak 250
ul’ye getirilmistir. Well plate’ler 30 dakika oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edilmistir.
Kontrol olarak %80’lik metanol ¢dzeltisi kullanilmistir. Inkiibasyon sonunda 734 nm’de
absorbans Ol¢iimii yapilmistir ve radikal tutucu aktivite asagidaki formiil kullanilarak

hesaplanmastir.

Antioksidan Aktivite (%) = [1- (6rnegin absorbansi / kontroliin absorbansi)] x 100

2.3.10. Trolox Esdegeri Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

Bitki ekstraktlar1 ve trolox ¢ozeltisi (boliim 2.2.15) 96- well plate’e degisen miktarlarda (5-
50 ul) eklenmistir ve son hacim 300 pl olacak sekilde FRAP ¢ozeltisi (bolim 2.2.14) ile
tamamlanmustir. Orneklerin 30 dk oda sicakhiginda ve karanlikta inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda &rneklerin absorbans1 mikroplate okuyucu ile 593 nm’de dl¢iilmiistiir.
Trolox absorbanslari kullanilarak standart egri olusturulmustur ve bitki ekstraktlarmin trolox
esdegeri antioksidan aktivitesi, olusturulan bu egrinin denklemi kullanilarak hesaplanmistir

[80].

2.3.11. Stachys megalodonta Bitkisinin Antibakteriyel Aktivitesinin Belirlenmesi

Antibakteriyel aktivite tayini i¢in disk diflizyon metodu kullanilmistir [58]. Bu yonteme
gore, steril disklere S. megalodonta bitkisinin ekstraktlart emdirilmistir. Ekstraktlarin i¢ine
konulan diskler bir gece +4 °C’ de bekletilmistir. 0,5 McFarland olacak sekilde hazirlanmis
bakteri ¢ozeltileri S. aureus (ATCC-25923), E. coli (ATCC-11303), P. Aeruginosa (ATCC-
9027) ve E. aerogenes (ATCC-13048) muller-hinton besiyerine (boliim 2.2.16) yayma ekim
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olarak ekilmis ve diskler besiyerlerine yerlestirilmistir. Bir gece inkiibasyon sonuncunda
disklerin etrafinda olusan zon c¢aplar1 Olgiilmiis ve bitki ekstraktlarinin antibakteriyel

aktiviteleri belirlenmigtir.

Ayrica ekstraktlarm minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIK) belirlenmistir [61]. Bu
yonteme gore 0,5 McFarland olacak sekilde hazirlanmis bakteri ¢ozeltileri 10 ml’lik sivi
besiyerlerine (boliim 2.2.17) 100’er ul eklenmis ve besiyerlerine degisen konsantrasyonlarda
(0-200 pl) ekstraktlar eklenmistir. Bir gece inkiibasyon sonrasinda mikroplate okuyucu ile
650 nm’de dalga boyu taramasi yapilarak, bakteri gelisimini %100 engelleyen

konsantrasyonlar, minimum ihibisyon konsantrasyonu olarak kaydedilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Stachys megalodonta Bitkisinin Asetilkolinesteraz ve Biitirilkolinesteraz
Enzimlerinin Aktivitesi Uzerindeki Etkileri

SM bitkisinin kolinesteraz enzimleri tlizerindeki etkisi spektrofotometrik yontem ile
belirlenmistir. Inihibisyon grafikleri Sekil 3.1, Sekil 3.2, Sekil 3.3 ve Sekil 3.4’te verilmistir.

Grafikler tizerinden hesaplanan 1Cso degerleri, tablo 3.1°de verilmistir.

EtOH Ekstrakt

100

% Aktivite (AChE)

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
inhibitér konsantrasyonu (mg,/ml)

Sekil 3.1: SM EtOH ekstraktinin AChE tizerindeki Etkisi.
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Sekil 3.2: SM Su ekstraktinin AChE iizerindeki etkisi.
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Sekil 3.3: SM EtOH ekstraktmin BChE {izerindeki etkisi.
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Sekil 3.4: SM Su ekstraktinin BChE {izerindeki etkisi.

Tablo 3.1: SM ckstraktlarinin kolinesterazlar tizerindeki 1Cso degerleri.

Ekstrakt AChE 1Cso (mg/ml) BChE ICso (mg/ml)
EtOH 0,032+0,002 0,042+0,008
Su 0,117+0,018 0,051+0,004

3.2. Stachys megalodonta Bitkisinin a-Amilaz Aktivitesi Uzerindeki Etkileri

SM bitkisinin a-Amilaz {izerindeki etkisi spektrofotometrik yontem ile belirlenmistir.
Inihibisyon grafikleri sekil 3.5 ve sekil 3.6°da verilmistir. Grafikler {izerinden hesaplanan

ICs0 degerleri, tablo 3.2°de verilmistir.

23



EtOH Ekstrakt
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% Aktivite (x-amilaz)
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Sekil 3.5: SM EtOH ekstraktinin a-amilaz tizerindeki etkisi.
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Sekil 3.6: SM Su ekstraktinin a-amilaz iizerindeki etkisi.

Tablo 3.2: SM ckstraktlarinin a-amilaz tizerindeki 1Cso degerleri.

Ekstrakt ICso (Mg/ml)
EtOH 2,119+0,005
Su 2,839+0,192

3.3.Stachys megalodonta Bitkisinin o-Glukosidaz Aktivitesi Uzerindeki Etkileri

SM bitkisinin a-Glukosidaz tizerindeki etkisi spektrofotometrik yontem ile belirlenmistir.
Inihibisyon grafikleri sekil 3.7 ve sekil 3.8’de verilmistir. Grafikler iizerinden hesaplanan

ICs0 degerleri, tablo 3.3’te verilmistir.
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EtOH Ekstrakt
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Sekil 3.7: SM EtOH ekstraktinin a-glukosidaz tizerindeki etkisi.
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Sekil 3.8: SM Su ekstraktin a-glukosidaz lizerindeki etkisi.

Tablo 3.3: SM ckstraktlarinin a-glukosidaz tizerindeki ICso degerleri.

Ekstrakt ICs0 (Mg/ml)
EtOH 3,891+0,009
Su 5,617+0,087

3.4. Antioksidan Aktivite
3.4.1. DPPH Radikal Tutucu Aktivite

SM bitkisinin DPPH radikal tutucu aktivite sonuglari {izerinden hesaplanan I1Cso degerleri
tablo 3.4’te verilmistir. Ekstraktlarin % antioksidan aktivitelerinin artan derisime bagli

degisimi sekil 3.9°da verilmistir.
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Tablo 3.4: Ekstraktlarin DPPH radikal tutucu aktiviteleri lizerinden hesaplanan ICso

degerleri.
Ekstrakt ICso (ng/pl)
Etanol 1,501+0,12
Su 1,868+0,007
Gallik asit 0,009+0,0
E 90
i 80 - a e
E 70
ﬁ 60
50
7
aﬂ a0
= 3p
g 20
B 10
Q 0
- 0 066 1,32 1,98 264 3,3 3,96 462 5,28 594 6,6 7,26 7,02 858 9,24
° DOZ (ng/nl)
=—@=—"5tacys M. EtOH Stacys M. 5u

Sekil 3.9: Ekstraktlarm artan derisime baglh % DPPH antioksidan aktiviteleri.

3.4.2. ABTS Metodu Radikal Tutucu Aktivite

SM bitkisinin ABTS metodu radikal tutucu aktivite sonuglar1 iizerinden hesaplanan ICsp
degerleri tablo 3.5’te verilmistir. Ekstraktlarin % antioksidan aktivitelerinin artan derisime

bagl degisimi sekil 3.10°da verilmistir.

Tablo 3.5: Ekstraktlarin ABTS metodu radikal tutucu aktiviteleri tizerinden hesaplanan

ICs0 degerleri.
Ekstrakt ICs0 (pg/pl)
Etanol 1,011+0,09
Su 2,986+0,04
Gallik asit 0,003+0,0
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% ANTIOKSIDAN AKTIVITE

Sekil 3.10: Ekstraktlarmn artan derisime bagh % ABTS™ antioksidan aktiviteleri.

3.4.3. Trolox Esdegeri Antioksidan Aktivite

SM ekstraktlariyla yapilan FRAP testi sonuglarina gore, trolox esdegeri antioksidan
aktiviteleri hesaplanmis ve tablo 3.6°da verilmistir. Hesaplamalarda kullanilan standart egri

grafigi ve denklemi sekil 3.11°de verilmistir.

3.3

2: y = 0,2368x + 0,0576
" 2 -
24 R*=0,9953 -
21 L
1,8 -
15 :
1,2 >
0,0 g -
0,6 - )
03 *
0
0 1,25 2,5 3,75 5 6,25 7,5 8,75 10 11,25 12,5 13,75

TROLOX (1g)

ABSORBANS

Sekil 3.11: Trolox standart egrisi ve egim ¢izgisi denklemi.

Tablo 3.6: SM ekstraktlarinin trolox esdegerligi FRAP sonuglari.

Ekstrakt Trolox Esdegerligi (ug/g)
Etanol 61,45+0,34
Su 29+0,681
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3.5. Stachys megalodonta Bitkisinin Antibakteriyel Aktivitesi

SM bitkisinin etanol ve su ekstraktlarmm gram (+) Staphylacoccus aureus bakterisine ve
gram (-) Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter aerogenes bakterilerine karsi
antibakteriyel etkiye sahip oldugu ve SM bitkisinin etanol ekstraktinin gram (-) Esherichia
coli bakterisine karsi antibakteriyel etkiye sahip oldugu, disk diflizyon yontemi ile
gosterilmistir. Antibakteriyel aktiviteler sekil 3.12 ve sekil 3.13’te, inhibisyon zon ¢aplar1
tablo 3.7’de gosterilmistir.

Ayrica ekstraktlarin bakterilere kars1 MiK degerleri hesaplanmis ve sonuglar tablo 3.8’de

gosterilmistir.

Tablo 3.7: Ekstraktlarin bakterilere karsi gosterdigi inhibisyon zon ¢aplari.

Bakteri SM EtOH Ekstrakti SM Su Ekstrakt1
Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)  Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)
Staphylacoccus aureus 12 10,09
Esherichia coli 10,8 -
Pseudomonas aeruginosa 6,7 16,09
Enterobacter aerogenes 7,9 16,26

EtOH EtOH

S. aureus E.coli

Sekil 3.12: Ekstraktlarin S. aureus ve E.coli disk diflizyon sonuglari.

A

EtOH Su EtOH Su

P. aeruginosa E. aerogenes

Sekil 3.13: Ekstraktlarin P. aeruginosa ve E. aerogenes disk difiizyon sonuglari.
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Tablo 3.8: Ekstraktlarin bakterilere kars1 gosterdigi MiK degerleri.

Bakteri SM EtOH Ekstrakti MIK SM Su Ekstrakt1 MIK
Degeri (mg/ml) Degeri (mg/ml)
Staphylacoccus aureus 0,625 1,25
Esherichia coli 0,625 2,5
Pseudomonas aeruginosa 1,25 0,625
Enterobacter aerogenes 1,25 0,625
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4. SONUC VE TARTISMA

4.1. Antikolinesteraz Aktivite

Daha Once bahsedildigi gibi (bolim 1.1.) kolinesterazlarin inhibisyonu Alzheimer
hastaliginin semptomatik tedavisi igin dnemli bir arastirma konusudur. Kolinerjik hipotez,
AD patogenezinde norotransmitter seviyelerindeki azalmanm bir sonucu olarak kolinerjik
noronlarm kaybmi onermektedir. Beyindeki birincil norotransmitter olan ACh'nin azalmis
seviyeleri, AD'nin ilerlemesinde 6nemli bir rol oynar. ACh, AChE ve BChE tarafindan
hidrolize edilir ve bu enzimlerin asir1 aktivitesi biligsel islev kaybina yol acar. AD ilerledikge
AChE aktivitesi azalirken BChE aktivitesi, kolinerjik noronlardaki ACh seviyelerini
diizenlemek ve AChE kaybii telafi etmek igin artar [81]. Her iki enzim de AD'nin farkli
evrelerinde (erken evrede AChE ve gec evrede BChE) biligsel bozuklukla miicadele etmek
icin terapotik hedeflerdir. Ayrica BChE, AChE nakavt fare modellerinde kolinesteraz
fonksiyonunu korumustur. Bu degisiklikler muhtemelen koliner;jik sinapslarin ve ndronlarin
kaybiyla iligkilidir, bu da AD ilerledikge ikili inhibisyonun daha 6nemli hale gelebilecegini
diistindiirtir [82]. Birkag spesifik BChE inhibitori, spesifik AChE inhibitorii veya ¢ift etkili
AChE ve BChE inhibitérii bildirilmistir. Ornegin, Bambuterol, BChE ile AChE arasinda
ayrim yapabilen, iyi bilinen bir se¢ici BChE inhibitoriidiir [83]. Testosteron ve bunun on
adet metaboliti, BChE'nin segici inhibitérleri olarak tanimlanmistir. Metoklopramid,
ranitidin ve tiaprid gibi bazi BChE inhibitérlerinin, giiglii organofosfor bilesiklerinin
inhibisyonuna kars1 koruyucu bir rol oynadig1 gosterilmistir [84]. Donepezil ve Galantamin
gibi spesifik AChE inhibitorleri, AD'nin klinik yonetiminde tercih edilen ilaglar haline
gelmistir ve uzun yillardir kullanilmaktadir. Ancak donepezil ve ¢ogu tekli kolinesteraz
inhibitorleri, patogenetik tedavi saglamamaktadir [85]. Rivastigmin, psddo-geri
doniisiimstiz, karbamat tlirevi, beyine spesifik, ikili kolinesteraz inhibitoriidiir.
Farmakokinetik profil, rivastigminin 24 saat boyunca siirekli ve kontrollii ilag dagitimi
sagladigini ve boylece daha etkin bir patogenetik tedaviye neden oldugunu gostermistir [86].
M.F. Eskander ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismanin sonuglarina gore [87], klinik AD
oykiisii olan 55 hastada, rivastigmin, noronlardaki ve aksonlardaki AChE aktivitesini 10-6-
10-4 M konsantrasyonlarmda doza bagimli bir sekilde inhibe edebilirken, serebral kortikal
noronlarda BChE aktivitesini 10-5 M konsantrasyonda inhibe etmistir ve kisa vadede AD
semptomlarinda iyilesme gézlenmistir. Ayrica, hafif ve orta derecede AD'si olan hastalarda
yapilan 13 haftalik bir caligma, rivastigminin BOS'ta (beyin omurilik sivis1) hem AChE hem

de BChE aktivitesini sirasiyla %42,6 ve %45,4 oraninda Onemli Olglide azalttigini
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gostermistir [88]. Bu sonuglar rivastigminin inhibitor etkisinin BChE iizerinde AChE’ye
kiyasla daha giiclii oldugunu diistindiirmektedir. Benzer sekilde, AD olasilig1 olan hastalarda
yapilan bir klinik ¢aligmanin sonuglar1 [89], rivastigmin tedavisinin BOS'ta AChE ve BChE
aktivitesini 6nemli Olgiide azalttigin1 gostermistir. Ancak donepezil ve galantamin tedavisi,
BOS-AChHE aktivitesinde anlamli bir azalma gosterirken BChE aktivitesinde herhangi bir
degisiklik gdstermemistir. Kisaca donepezil ve galantamin gibi AChE spesifik inhibitorler
hastaligin patogenetik tedavisinde anlamli bir ilerleme kaydedemezken, rivastigmin gibi ikili
inhibitorler ise nispeten daha etkili bir patogenetik tedavi saglamaktadir. Ancak nispeten
daha etkili tedaviye ragmen daha 6nce bahsedildigi gibi (boliim 1.1.) karbamat tiirevi
ilaglarin yan etkileri konusunda ciddi endiseler vardir. Bahsedilen ilaglarin klinik
deneylerinde bildirilen en yaygin yan etkiler mide bulantisi, kusma, ishal, bas donmesi ve
kilo kayb1 olmustur. Caligmalar arasinda, bu olaylarin bildirilme siklig1 genellikle donepezil
ile en diisiik ve rivastigmin ile en yiiksek olmustur [90]. Bu sebeplere binaen, yan etkileri
nispeten daha az olan ve ikili inhibisyon etkisi gosterebilen yeni inhibitorlerin arastirilmalari
ve tanimlanmalar1 biiyiik 6nem arz etmektedir. Yan etkilerin azlig1 i¢in yeni inhibitorlerin
kesfi konusunda ilk akla gelen materyal ise bitkilerdir. Ornegin, halen kolinesteraz
inhiborlerinin liderligini siirdiiren rivastigmin’in yapisal iskeleti, AChE alkaloidi olan
fizostigmine (physodtigmine)’den yola ¢ikarak tasarlanmistir. AChE inhibitérii olan
fizostigmin ise Calabar fasulyesinde (Physostigma venenosum) dogal olarak bulunur [91].
Morfin benzeri bir yapiya sahip olan ve AD arastirmalarinda 6nemli rol oynayan galantamin,
ilk olarak Galanthus nivalis L.'den (kardelen) elde edilen ve 2001 yilinda ABD FDA
tarafindan onaylanan dogal bir alkaloiddir [92]. Ayrica Narcissus tazetta L. ve Leucojum
aestivum L. ve Lycoris radiata Herb., galantamin igermekte ve farmakoloji alaninda
kullanilmaktadir. Modern tibbi arastirmalarda kullanimlar1 1950'lerde Sovyetler Birligi'nde
baslamistir. Bu bitkilerin aktif bilesenleri, AChE inhibitér 6zellikleri ile baglantili olarak
saflagtirilmig, tanimlanmus ve incelenmistir [93]. Uncaria rhynchophylla, modern Cin
tibbinda epilepsiyi tedavi etmek i¢in kullanilir. U. rhynchophylla'nin giiglii antiepileptik ve
noroprotektif etkileri vardir. Ek olarak, bu bitkiden elde edilen bir kolinesteraz inhibitorii
olan gaisocidin metil eter, AD tedavisi i¢in 6nemli bir potansiyel ilag olarak kabul edilir
[94]. Kisaca bahsedildigi tizere bitkiler, kolinesteraz inhitorleri konusunda etkili
materyallerdir. Bitkiler arasinda ise Lamiaceae familyas: one ¢ikmaktadir. Calamintha,
Lavandula, Mentha, Melissa, Origanum, Rosmarinus, Salvia, Teucrium ve Thymus cinsine
ait Lamiaceae familyasinin bir¢ok tiirii geleneksel olarak Hirvatistan ve c¢evre iilkelerde

solunum, sindirim ve sinir sisteminin ¢esitli hastaliklarinda tedavi amagh kullanilmaktadir
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[95]. Bu ailedeki birkag cins, ¢esitli in-vitro ve in-vivo yontemler kullanilarak antioksidan
ve noroprotektif 6zellikleri agisindan incelenmistir. Bu aktiviteler esas olarak polifenollerin,
ozellikle rosmarinik asidin varligina baglanmistir [96-97]. Kafeik asit, ferulik asit, para-
kumarik asit, klorojenik asit, rosmarinik asit ve hidroksisinnamat tiirevleri, ozellikle
Lamiaceae familyasinin tiirlerinde yaygin olarak bulunur. Son zamanlarda yapilan biyolojik
ve farmakolojik ¢alismalar, bu fitokimyasallarin antiviral, antimikrobiyal, antioksidan,
antienflamatuar, antianjiyojenik, antidepresan, antikanser ve antihepatotoksik aktiviteler
dahil olmak {iizere pek ¢ok faydali aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir [98-100].
Lamiaceae tiirleri, kolinesteraz inhibitorleri olarak da yogunlukla calisilmaktadir. Sekil
4.1°de [101] baz1 Lamiaceae tiirlerinin etanol ekstraktlarin AChE iizerindeki inhibisyon
aktiviteleri verilmistir. ilgili calismada Mentha x piperita, M. longifolia, Salvia officinalis,
Satureja montana, Teucrium arduini, T. chamaedrys, T. montanum, T. polium ve Thymus
vulgaris bitkilerinin etanol ekstraktlari, 1 mg/ml konsantrasyonda AChE’yi %75’in {izerinde

inhibe etmislerdir.

2025 mg/mL ®mOS50mg/mL = 1mg/mL
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AChE inhibition (%)
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Sekil 4.1: Bazi1 Lamiaceae tiirlerinin etanol esktraktlarmim AChE iizerindeki inhibisyon
aktiviteleri.

Bagka bir ¢alismada Laurus nobilis, Hypericum undulatum ve Sanguisorba minor,
bitkilerinin etanol ekstraktlarmin, AChE {izerinde 1mg/ml konsantrasyonda sirasiyla %64,
%68 ve %78 olmak iizere yiiksek bir AChE inhibisyon degeri gosterdigi tespit edilmistir
[102]. Bahsedilen fitokimyasallar1 biinyelerinde barindirmalar1 ve AChE {izerindeki yiiksek
inhibisyon aktiviteleri sebebiyle, Lamiaceae familyasinin tiirleri caliyma konusu olarak ilgi

gérmeye devam etmektedir.



Gevrek delicay olarak ta bilinen SM, Lamiaceae familyasina ait bir tlir ¢aydir. Literatiir
taramasinda, bu bitkiye ait herhangi bir biyokimyasal calismaya rastlanmamistir. Bu
calismada SM bitkisinin etanol ve su ekstraktlarinin dana beyninden elde edilen AChE ve
BChE aktivitesi lizerindeki etkileri, Ellman metodu kullanilarak aragtirilmigtir. Yapilan
aktivite ¢alismalar1 sonucunda SM bitkisinin hem AChE hem de BChE iizerinde inhibit6r
etki gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 3.1-3.4).

Daha 6nce badsedildigi gibi (boliim 1.6) Alzheimer hastaliginda kullanilan galantaminin
AChE ve BChE iizerinde sirasiyla 5,01 + 0,10 pg/ml ve 39.10 + 1.41 pg/ml ICso degeri
vardir. Bu ¢alismada SM bitkisinin EtOH ve su ekstraktlarinin BChE iizerinde sirasiyla
0,042+0,008 mg/ml ve 0,051+0,004 mg/ml 1Cso degeri gosterdigi kaydedilmistir. Ayrica
EtOH ve su ekstraktlarinin AChE {izerinde sirasiya 0,032+0,002 mg/ml ve 0,117+0,018
mg/ml I1Cso degerleri gosterdigi kaydedilmistir. Ekstraktlarin BChE tizerindeki 1Cso
degerlerinin, referans ilag olan galantaminin 1Cso degerine olan yakmligi dikkat cekmektedir.
Ayrica ekstraktlarin AChE iizerinde de, bahsedilen diger sonuglarla kiyaslandiginda giiclii
bir inhibitor aktivite gosterdigi kaydedilmistir. Bu durum SM bitkisinin alternatif bir
kolinesteraz inhibitorii olarak degerlendirilmesinin ve SM bitkisi ile yapilabilecek kimyasal

kompozisyon belirleme ¢alismalari ile ileri saflastirma ¢alismalarininin 6niinii agmaktadir.

AD hastaliginin ilerleyen sathalarinda AChE aktivitesinde giiclii bir diislis gozlenirken,
BChE aktivitesinde anlamli bir artis gézlenmektedir [81]. Yine de ileri diizey AD
hastaliginin semptomatik tedavisinde ikili inhibitorler yiiksek bir basar1 oran1 gostermistir.
Ancak ileri diizey AD hastalar1 igin spesifik BChE inhibisyonu saglayan tedavi
modellemelerinin sayis1 oldukga yetersizdir. Boyle bir tedavi modellemesi, aktivitesi asir1
diisen AChE’yi ve aktivitesi asir1 yiikselen BChE’yi nominal diizeylerde tutarak hastaligin
semptomatik ve patogenetik tedavisi i¢cin bir umut olusturabilir. Boyle bir tedavi
modellemesi i¢in SM bitkisi lizerindeki ¢calismalarin genisletebilecegi diisiiniilmektedir. SM
bitkisinin ekstraktlarinin, 6zellikle de su ekstraktinin AChE ve BChE iizerinde gdsterdigi
inhibisyon aktivitesindeki anlamli fark, boyle bir tedavi modellemesinde degerlendirilebilir.
Bu durumda; bitkinin ekstraktlarmin kimyasal kompozisyonunu belirlemek ve AChE ve
BChE iizerindeki etkilerden sorumlu molekiilleri ayr1 ayr1 tespit etmek dnemli bir caligma
konusu olacaktir. Bahsedilen tedavi modellemesinde, spesifik olarak gii¢lii BChE inhibitorii
olan molekiillerin saflastirilmasi1 gereklidir. Bu durumda SM bitkisi, etkili bir materyal

olarak diisiintilebilir.
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4.2. Antidiyabetik Aktivite

Diabetes mellitus (DM) kronik bir hastaliktir ve anormal glikoz toleransi ve insiilin direnci
ile karakterizedir [103]. DM, metabolik sendrom, kalp hastaligi, bobrek fonksiyon kaybi ve
korliik gibi komplikasyonlarla iliskilidir. Postprandiyal hiperglisemi, tip 2 diyabet gelisimi
icin Oonemli bir risk faktoridir [104]. Diyabet ve hiperglisemiyi dnlemenin en etkili
yollarindan biri kandaki glikoz seviyesini kontrol etmektir. Kanda bulunan glikozun
kaynagi, karbonhidratlarin hidrolizidir ve a-glukosidaz ve a-amilaz gibi sindirim enzimleri
tarafindan katalize edilir. a-Glukosidaz, polisakkaritleri hidrolize etme islevine sahip bir
bagirsak zar1 enzimidir. Benzer sekilde a-amilaz, nisastalar1 ve oligosakkaritleri basit
sekerlere hidrolize edebilen pankreas ve tiikiiriik bezleri tarafindan salgilanan bir enzimdir.
Bu enzimlerin inhibisyonu, karbonhidratlarin sindirimini yavaslatr ve glikozun kana
emilimini azaltir. Bu nedenle, gastrointestinal sistemdeki bu enzimatik aktivitelerin
inhibisyonu, diyabet yonetimi i¢in terapotik bir yaklasim olarak kabul edilir [105]. Bu
enzimlerin inhibisyonu i¢in akarboz ve vogliboz gibi bazi sentetik inhibitorleri
gelistirilmistir [106]. Bununla birlikte, bu inhibitorlerin siskinlik, hazimsizlik ve karaciger
fonksiyon bozuklugu gibi yan etkileri vardir. Bu nedenle dogal olarak olusan ve hi¢bir yan
etkisi olmayan inhibitorler tercih edilmektedir. Bir dizi ¢alisma, dogal fitokimyasallarin
antidiyabetik etkilerini in-vitro ve in-vivo olarak incelemistir [107]. Polifenoller saghgi
gelistiren fitokimyasallarin en biiyilk grubunu olustururlar. a-amilaz ve a-glukosidaz
inhibisyonunda yer alan bilesikler arasinda fenolik asitler, flavonoidler, flavonoller ve
antosiyaninler bulunur [108]. Lamiaceae familyasi zengin polifenolik igeriklerinden dolay1
antidiyabetik c¢alismalar sirasinda en sik kullanilan bitki cinslerini i¢ermektedir [109].
Yapilan bir ¢alismada Lamiaceae familyasina ait A. iva'nin toprak istii kisimlarinin su ve
metanol ekstraktlarinin, alfa-amilaz i¢in sirastyla 0.210+0.003 ve 0.180+0.005 ug/ml 1C50
degerleri ve alfa-glukosidaz i¢in sirasiyla 0,172 + 0,012 ve 0,130 = 0,008 pg/ml ICso
degerleri ile ¢ok giiglii inhibitor oOzellikler gosterdigi kaydedilmistir [110]. Baska bir
calismada yine Lamiaceae familyasindan S. virgata bitkisinin etanol ekstraktinin a-amilaz’a
kars1 19,08 mg/ml ICso degeri ile diisiik-orta dereceli antidiyabetik aktivite gosterdigi
kaydedilmistir [111].

Bu ¢alismada SM bitkisinin etanol ve su ekstraktlarun, ticari olarak temin edilen a-amilaz
ve a-glukosidaz enzimlerine karsi gosterdikleri inhibisyon aktiviteleri arastirilmistir. SM
bitkisinin EtOH ekstraktinin a-amilaz ve a-glukosidaz {izerindeki ICso degerleri sirasiyla

2,11940,005 mg/ml ve 3,891+£0,009 mg/ml olarak tespit edilmistir. SM bitkisinin su
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ekstraktinin a-amilaz ve a-glukosidaz iizerindeki ICso degerleri ise sirasiyla 2,839+0,192
mg/ml ve 5,617+0,087 olarak kaydedilmistir. Bitkikin her iki ekstraktininda a-amilaz
iizerinde a-glukosidaz’a kiyasla daha giiclii inhibitor etki gosterdigi farkedilmektedir.
Kaydedilen bu degerler, ¢alismalarda pozitif kontrol olarak kullanilan akarbozun 0,049
mg/ml’lik ICsp degeri [111] ve farkli bitkiler ile yapilan Onceki c¢alisma sonuglari ile
kiyaslandiginda, ¢ok giiclii olarak degerlendirilen inhibitdr aktivite degerleri ile diigiik-orta
olarak degerlendirilen inhibitér aktivite degerlerinin arasinda yer almaktadir. Bu durum
kaydedilen bu sonuglarm orta-giiclii inhibitor aktivite degeri olarak degerlendirilebilecegini
diisiindiirmektedir. Ozellikle a-amilaz iizerindeki inhibitdr aktivite degeri diisiiniildiigiinde
SM bitkisi ile yapilabilecek ileri saflastrma ve antidiyabetik ¢alismalar Onem

kazanmaktadir.

Literatiirde Stachyc cinsinin sahip oldugu biyolojik 6zellikler, tiirlerin barindirdigi fenolik
iceriklere atfedilmistir [112]. Ancak anti-inflamatuar veya analjezik etkileri veya bilesenleri
tam olarak a¢iklanamamustir. P. Taslimi ve I. Gulcin yaptiklari ¢alismada [113] dogal fenolik
bilesiklerin antidiyabetik etkilerini arastirmislardir. Calismalar1 sonucunda o6zellikle
Lamiaceae familyasinda bolca bulunan p-kumarik asit ve rosmarinik asitin a-glukosidazi
siras1 ile 157,96 nM ve 33,53 nM ICsp degerleri ile giiclii bir sekilde inhibe ettigini
kaydetmislerdir. Bahsedilen c¢alismada pozitif kontrol olarak kullanilan akarbozun ICso
degeri ise 22,80 nM olarak kaydedilmistir. Rosmarinik asit, antibakteriyel antioksidan,
antiviral antienflamatuvar Ozellikler gibi birgok biyolojik 6zelligi sahiptir [114]. Bu
Ozelliklerinden dolay1 en sik c¢alisilan fenolik bilesiklerden biri olmustur. 1. Carev ve C.
Sarikurkcu [115] Stachys cretica ssp. ekstraktlari ile yaptiklar1 calismada bitkinin su
ekstraktinin 68,22 £+ 0,97 ug/g rosmarinik asit barindirdigin1 ve 177.34 £ 2.32 ug/g p-
kumarik asit igerdigini kaydetmislerdir. Bu durum SM bitkisi ile yapilabilecek kimyasal

kompozisyon belirleme ¢aligmalarmin 6niinii agmaktadir.

4.3.Antioksidan Aktivite

Diyetin biligsel aktivite {izerindeki etkilerini belirleyen mekanizmalar tam olarak
anlagilamamistir, ancak bu mekanizmalarda enflamatuar yollar rol oynayabilir.
Enflamasyon, AD'nin patogenezinde 6nemli bir rol oynar [116]. AD'de yer alan anahtar diyet
mekanizmalarindan biri, antioksidan takviyeleri yoluyla degistirilebilen oksidatif strestir

[117]. Bilissel bozukluk veya bunama i¢in potansiyel bir tedavi olarak antioksidanlarin
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kullanimi yillardir ilgi gekmektedir. Oksidatif stres dengesizligi, AD patogenezinde yer alan
ayirt edici belirteglerden biridir [118]. Oksijen radikallerinin net etkisi hasardir. AD'de
goriilen bu tiir hasar, gelismis glikasyon son triinlerini, nitrasyonlari, lipid peroksidasyon
adiiktlerini ve karbonil ile modifiye edilmis norofilament proteinleri ve serbest karbonilleri
icerir [119]. Normal hiicre fonksiyonu i¢in ROS iiretimi ile antioksidan savunma arasindaki
denge esastir. Bununla birlikte, Alzheimer hastaliginda, antioksidan enzimlerin aktivitesi
degiserek, oksidatif hasar birikimine yol agar [120]. Oksidatif hasarin sitopatolojik nemi,
antioksidan enzimlerin yukari regiilasyonu yoluyla goriilir. Hemeoksijenaz-1 (HO-1),
oksidatif strese hiicresel yanitin en hassas ve segici gostergelerinden biridir ve AD
hastalarinin beyninde hem HO-1 proteini hem de bu proteinin mRNA'sinin arttigi
gosterilmistir [121]. Reaktif oksijen metabolizmasi dengesiz oldugunda, yetersiz antioksidan
savunma ile birlikte agir1t ROS iiretimine ve dolayis1 ile oksidatif strese yol agar. Artan ROS
tiretimine yol agan mitokondriyal hasarin, klinik semptomlarin baslangicindan 6nce AD'nin
erken evrelerine katkida bulunduguna dair kanitlar vardir [122]. Daha 6nce de bahsedildigi
gibi diyet ve takviyeler ile hiicrelerin antioksidan savunmasi gii¢lendirilebilir ve oksidatif

stresin Oniine gecebilir.

Bu ¢alismada SM bitkisinin etanol ve su ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri, DPPH,
ABTS ve FRAP metodlari ile arastirilmistir. DPPH ve ABTS radikal stipiiriicti aktiviteler
icin ayr1 ayr1, konsantrasyona bagli degisen %antioksidan aktivite grafikleri olusturulmus ve
pozitif kontrol olarak gallik asit kullanilmistir. DPPH ve ABTS i¢in ekstraktlarin ICso
degerleri hesaplanmistir (tablo 3.4-3.5). Demir III’iin indirgenme kapasitesi stratejisi ile
calisan FRAP testinde ise, pozitif kontrol olan trolox ile bir standart egri grafigi olusturulmus
ve bu grafigin egim denklemi iizerinden, ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri, trolox
esdegerligi olarak ug/g cinsinden hesaplanmistir (tablo 3.6). SM bitkisinin etanol ve su
ekstraktlarin DPPH radikali i¢in ICso degerleri, sirasiyla 1,501+0,12 ve 1,868+0,007 olarak
tespit edilmistir. % antioksidan aktiviteleri ise 8 pg/ul’de, swrasiyla %81 ve %61 olarak
kaydedilmistir. SM bitkisinin etanol ve su ekstraktlarmin ABTS radikali i¢in ICso degerleri,
sirastyla 1,01140,09 ve 2,986+0,04 olarak belirlenmistir. % antioksidan aktiviteleri ise 8
pg/ul’de, sirasiyla %96 ve %51 olarak kaydedilmistir. SM bitkisinin etanol ve su
ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri, trolox esdegerligi olarak sirasiyla 61,45+0,34 ng/g
trolox esdegerligi ve 29+0,681 ng/g trolox esdegerligi olarak kaydedilmistir. Ozetle bu
calismada SM bitkisinin etanol ekstraktinin, su ekstraktina kiyasla daha giicli bir

antioksidan oldugu gosterilmistir.
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F. Sharififar ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada Lamiaceae familyasina ait T. polium
bitkisinin DPPH ve ABTS radikal siipiirme aktivitesi Cso degerlerini sirasiyla 20,1 £ 1,7 ve
23,7 + 1,9 olarak kaydetmistir [123]. Baska bir ¢alismada ise Lamiaceae familyasina ait
farkli bitkilerin antioksidant aktiviteleri farkli metotlar ile ¢aligilmis ve sekil 4.2°te gdsterilen

sonuclar kaydedilmistir [124].

SOD-Like Activity Assay

DPPH Assay ORAC Assay
1 TE/mg d I TE/mgdm S s M8 dm/mL
mo mgdm pmo mg dm
" gam K 8 (cL95%)
0.967
Origanum vulgare 1.63 +0.13 4,40 +0.17
(0.726-1.287)
0.978
Thymus vulgaris 1.79 +0.22 422 £0.06
(0.738-1.295)
0.991
Salvia officinalis 1.49+0.08 4,70 £0.11
(0.747-1.315)
1.168
Rosmarinus officinalis 1.41+0.15 3.35+0.63
(0.856-1.592)
2.102
Origanum majorana 1.05 +0.22 3.63 £0.26

(1.658-3.029)

Sekil 4.2: Lamiaceae familyasina ait farkl bitkilerin, farkli metodlar ile belirlenen
antioksidan aktiviteleri.

Bagska bir ¢alismada ise Salvia kloroleuca bitkisinin etil asetat ekstraktinin yiiksek
230,4+10,5 FRAP degerine sahip oldugu belirlenmistir [125]. Bahsedilen ¢alismalar ve
bulgulanan degerler yiiksek antioksidan aktiviteler olarak degerlendirilmistir. SM bitkisinin
etanol ekstraktinin antioksidan aktivite degerleri, yukarida bahsedilen ¢alisma
sonuglardaki degerlere ¢cok uzak degildir ve nispeten yiiksek antioksidan aktiviteler olarak
degerlendirilebilmektedir. Dolayis1 ile SM bitkisinin etanol ekstrakti, esansiyel yag
iceriginin belirlenmesi ve ileri antioksidan caligmalar i¢in uygun bir aday olarak

diistiniilebilmektedir.

4.4. Antibakteriyel Aktivite

Idrar yolu enfeksiyonlari, gastrointestinal sistem enfeksiyonlar1 ve solunum yolu
enfeksiyonlar1 her yastan insani etkileyen ve bazi durumlarda 6liimciil olabilen en 6nemli
morbidite nedenleridir. Son yillarda artan antibiyotik direnci 6nemli bir sorun haline gelmis
ve bilim insanlarin1 yeni antibakteriyel molekiil kesiflerine itmistir [126]. Bitkiler ve
bitkilerden elde edilen ¢esitli esansiyel yaglar (EO), cesitli bakteriyel enfeksiyonlara kars1

yiizlerce yildir dogal antibiyotikler olarak kullanilmaktadir ve Zengiber officinale,
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Origanum majorana, Thymus zygis, Rosmarinus officinalis ve Juniperus communis gibi
bitkiler, antibakteriyel ve antibiyofilm aktiviteleri agisindan ilgi gérmiistiir. [127]. Bircok
bagimsiz caligsma, kekik ve tar¢indan elde edilen EO'larin, karvakrol ve timol gibi fenolik
bilesiklerle ilgili antioksidan 6zelliklere sahip oldugunu ve bunlarin belirli kosullar altinda
antifungal ve antibakteriyel olarak kullanilabilecegini gostermistir [128-130]. EQO'larin
antibakteriyel etkisi, bakterilerin hiicre duvarlarina ve =zarlarma verilen hasardan
kaynaklanir. Birgok EO, nispeten diisiik memeli toksisitesi ve hizli bozunmasi nedeniyle
giivenlidir [131]. Genel olarak, Gram-negatif bakteriler EO'lara Gram-pozitif bakterilerden
daha direnglidir [132].

Lamiaceae familyasi, geleneksel tipta en yaygin olarak kullanilan bitki tiirlerini igeren
familyalardan biridir ve tibbi degeri EO'larinin bilesimine dayanmaktadir [133]. Bu
familyaya ait bitkilerin EO’lar1, 6nemli degere sahip fizikokimyasal 6zelliklerinden dolayi,
dogal iirlinler olarak kullanimlar1 acisindan arastirma gruplarmmin da ilgisini toplamistir
[134]. Sarra Moumni ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada Lamiaceae familyasindaki bazi
bitkilerin EO’larmnin antibakteriyel etkilerini gostermislerdir ve sekil 4.3’de verilen

inhibisyon zon ¢ap1 sonuglar1 bulgulamislardir [135].

Essential oils Microorganisms

E. coli S. enterica P aeruginosa B.subtilis S. aureus
Ecol Sent Paer Bsub Saur
S. officinalis 113 £+1.2 7.7 +1.2 7.0 +£1.0 173 +0.6 8.3 +0.6
T. capitatus 203 £+0.6 20.0 £+1.0 203 0.6 300 £1.0 15.0 +1.0
R officinalis ~ 11.0 +1.0 8.7 +0.6 83 +0.8 193 +1.2 100 +1.7
0. majorana 140 +1.0 14.0 +1.0 63 +0.6 6.0 +0.0 12.0 +1.0

Gentamicine® 17.3 £0.6 17.3 £0.6 16.0 £1.0 243 £1.2 21.7 £1.5

Sekil 4.3: Lamiaceae familyasina ait bazi bitkilerin EO’larmin, bakterilere kars1 gosterdigi
inhibisyon zon ¢aplar1 [131].

Sthéfane G. Aratjo ve arkadaglari ise yaptiklart minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC)
calismasinda, Rosmarinus officinalis'in etanol ekstraktinin, Staphylococcus aureus ve E.
coli'yi 250 pg / mL'lik bir konsantrasyonda ve E. faecalis ve S. mutans't 500 pg / mL'lik bir
konsantrasyonda inhibe ettigini, Melissa officinalis, Mentha sp ve Ocimum basilicum'un
etanol ekstraktlarinin, S. Mutants 1 sirasiyla 250, 500 ve 250 pg / mL konsantrasyonda inhibe
ettigini raporlamuglardir [136].
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Bu ¢alismada SM bitkisinin etanol ve su ekstraktlarinin S. aureus, E. Coli, P. aeruginosa ve
E. aerogenes bakterilerine kars1 gosterdikleri antibakteriyel aktivite, disk diflizyon yontemi
ve MIK ydntemi ile arastirilmistir. SM bitkisinin etanol ekstraktinm dért bakteri izerinde de
antibakteriyel aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Zon ¢aplari sirastyla 12 mm, 10,8 mm, 6,7
mm ve 7,9 mm olarak Ol¢iilmiistiir. Su ekstraktinin ise E. coli iizerinde zon ¢api1
olusturmadigi tespit edilirken S. aureus i¢in 10,09 mm, P. aeruginosa i¢in 16,09 mm, E.
aerogenes i¢in 16,26 mm zon ¢ap1 gosterdigi kaydedilmistir. Olciilen bu degerler kaydedilen
MIK degerleri ile dogrulanmaktadir (Tablo 3.8) Su ekstraktinin gram negatif bakteriler olan
P. aeruginosa ve E. aerogenes iizerinde EtOH ekstraktina kiyasla ¢ok daha giiglii
antibakteriyel ozellik gdstermis olmasi kaydedilmelidir. Ayrica Calismanin ham ekstraktlar
ile yapilmasina ragmen etanol ekstraktinda goriilen zon ¢aplari, SM bitkisinin EO’larinin
gliclii bir antibakteriyel olabilecegini gostermistir. Daha 6nce bahsedildigi gibi gram-negatif
bakteriler, EO'lara gram-pozitif bakterilerden daha direnglidir. SM bitkisinin etanol
ekstraktinin, gram (-) bir bakteri olan E. coli iizerinde de giiglii bir inhibisyon etkisi
gostermesi, bitkinin EO’lar1 ile yapilabilecek ileri bir ¢aligmanin Oniinii agmaktadir.
Ozellikle su ekstraktinin inhibisyon zon caplar1 ve mik degerleri diisiiniildiigiinde bitkinin
antibakteriyel bir gida takviyesi olarak degerlendirilmesinin miimkiin oldugunu

diistindiirmektedir.
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5. ONERILER

SM bitkisinin ekstraktlar1 ile yapilan calismalar sonucunda, bu bitkinin 6zellikle etanol
ekstraktinin, giiclii bir AChE inhibitorii oldugu, her iki ekstraktminda giiclii bir BChE
inhibitorii oldugu kaydedilmistir. Bu durum ozellikle AD’nin ilerleyen safhalarinda
BChE’nin 6nemi diisiiniildiigiinde SM bitkisinin potansiyel bir kolinesteraz inhibitorii olarak
degerlendirilebilecegini gostermektedir. Ayrica yapilan antidiyabetik aktivite ¢aligmalart ile,
ekstraktlarin orta-giiglii antidiyabetik aktivite gosterdigi kaydedilmistir. Ekstraktlarin
nispeten giiglii antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve yiiksek antibakteriyel aktiviteye sahip
oldugu literatiire sunulmustur. Bolim 4.1.’de bahsedildigi gibi, modellenebilecek spesifik
BChE ihibisyonu i¢eren bir AD tedavi prosediiriinde, SM bitkisinden izole edilebilecek olan
molekiillerin potansiyel inhibitor adaylari olabilecegi diistiniilmektedir. SM bitkisinin
ekstraktlarmin yiiksek antibakteriyel ve antioksidan aktiviteleri nedeniyle daha ileri ve
kapsamli calismalarda ve farkli alanlarda kullanimi degerlendirilebilir. Biitiin 6zellikleri bir
arada diisiiniildiiglinde ise SM bitkisinin esansiyel igeriginin gida takviyesi ¢aligmalarinda
kullanilabilecegi, 6zellikle antibakteriyel ve antidiyabetik aktivitesi diisiiniildiigiinde ise

iceriginin krem olarak degerlendirilebilecegi diisiiniilmektedir.
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