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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir kismini, basili
(kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe
Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri
miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminimn ya da bir boliimiiniin gelecekteki calismalarda
(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢aligmam oldugunu, bagkalarnin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin tek yetkili
sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazili
izin almarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin alinarak kullandigimi ve istenildiginde
suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekdgretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmast,
Diizenlenmesi ve Erigsime Acilmasina Iliskin Yonerge” kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar
haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri A¢ik Erisim Sisteminde erisime ag1lir.

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karart ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet
tarihimden itibaren 2 y1l ertelenmistir.

o Enstitli / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erisime agilmast
mezuniyet tarihimden itibaren 6 ay ertelenmistir. @)

o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir.
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! “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmast, Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasina Iliskin Yonerge”

(1) Madde 6. 1. Lisanstistii tezle ilgili patent basvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam etmesi durumunda,
tez danismanimin Onerisi ve enstitll anabilim dalimin uygun goriisii iizerine enstitl veya fakulte yonetim kurulu iki
yil siire ile tezin erigime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye dontismemis veya patent gibi yontemlerle
korunmamag ve internetten paylasilmasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkant olusturabilecek
bilgi ve bulgulari igeren tezler hakkinda tez danismaninin Onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine
enstiti veya fakllte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile alti ayr asmamak iizere tezin erisime agilmasi
engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal gikarlari veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglk vb. konulara
iliskin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapidigt kurum tarafindan verilir *. Kurum ve kuruluslaria
yapulan isbirligi protokolii ¢ergevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karart ise, ilgili kurum ve
kurulusun onerisi ile enstitl veya fakiltenin uygun goriisii iizerine Universite yonetim kurulu tarafindan verilir.
Gizlilik karari verilen tezler Yiiksekogretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallari cercevesinde
Muhafaza edilir, gizlilik kararimin kaldirilmasi halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir

* Tez danismaninin Onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii tizerine enstitl veya fakiilte yonetim kurulu tarafindan
karar verilir.



ETiK BEYAN

Bu calismada biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurullar ¢ercevesinde elde ettigimi,
gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglar1 bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, yararlandigim
kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta buulundugumu, tezimin kaynak
gosterilen durumlar disinda 6zgiin oldugunu, Prof. Dr. Iclal SARACOGLU
danmismanliginda tarafimdan tretildigini ve Hacettepe Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez

Yazim Yonergesine gore yazildigini beyan ederim.
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TESEKKUR

Tez caligmalarim siiresince bilgi ve tecriibesiyle bana yol gosteren, tum
asamalardaki olaganiistii destegi ve anlayisi ile hep yanimda olan, beraber ¢alisma
sans1 ve onuruna eristigim ¢ok kiymetli hocam Prof. Dr. iclal SARACOGLU’ na,

Tez calismalarim sirasinda uygun ortam ve sartlarin olugmasini saglayan,
desteklerini esirgemeyen Onceki Anabilim Dali Baskanimiz Prof. Dr. Funda Nuray
YALCIN’a ve su anda gorevine devam eden Prof. Dr. Ayse UZ’a,

Calismalarim boyunca bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim, bitkinin
toplamasi ve tayinini gergeklestiren, tezimin deney asamalarindan yazim asamalarina
kadar her tiirlii destegini, sevgisini ve essiz sabrini benden esirgemeyen ¢ok degerli
hocalarim Dr. Ogr. Uyesi Vahap Murat KUTLUAY ve Dr. Ogr. Uyesi Zeynep
DOGAN’a,

Izole ettigim bilesiklerin, NMR analizleri ve kiitle analizlerinin yapilmasini
saglayan Prof. Dr. Toshiaki MAKINO’ya, Assoc.Prof. Kan’ichiro ISHIUCHI (Nagoya
City University-Japonya)’ya;

Calismalarim sirasinda, 1001- Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Projelerini
Destekleme Programi tarafindan Yiiksek Lisans Bursiyeri olarak desteklendigim
1215491 no’lu ‘Alzheimer Hastaliginda Kullanilabilecek Yeni Bir Dogal Kaynak:
Prunella vulgaris L. ve Etkin Bilesikleri’ konulu projede tezime olan katkilarindan
dolay1 TUBITAK ’a,

Bu sirecte manevi desteklerini her an hissettiren ve motivasyonumun
artmasinda biiylik katkilar1 olan canim arkadaslarima, her kosulda varliklarina
siikrettigim sevgili aileme ve tez yazim siirecimde biitiin stresimi benden uzaklagtiran

ve geceler boyunca yanimda nobet tutan kedim Uziim’e tesekkiir ederim.
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OZET

Yal¢in HE., Prunella vulgaris L. ve Etkili Bilesiklerinin Alzheimer Hastaliginda
NoOroprotektif Etkilerinin in vitro Yontemlerle Arastirilmasi, Hacettepe
Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmakognozi Programm
Yuksek Lisans Tezi, Ankara, 2024. Alzheimer hastaligi (AH), ¢6ziinebilir amiloid
tiirlerinin ¢oziinmeyen amiloid plaklar halinde toplanmasinin oksidatif stresi arttirarak
sinir  hucrelerinde noroenflamasyon ve kolinerjik sinapslarda fonksiyon
bozukluklarina yol agmasi sonucu gelisen ve ilerleyici bilissel bozukluk ile kendini
gosteren bir hastaliktir. Giiniimiizde hastaligin tedavisinin smirl sayidaki ilag ile
yalnizca semptomatik tedavi uygulanabiliyor olmasi, yeni ila¢ molekiillerinin
bulunmasini 6nemli kilmaktadir. AH i¢in kullanilan en etkili ilaglarin bitkisel kdkenli
olmalar1 da dikkate alindiginda, bitkilerin yeni ila¢ molekiilii arama ¢aligmalarinda
onemli bir kaynak olduklar1 diistiniilmektedir. Buradan yola ¢ikarak, tilkemizde son
derece yaygin olup halk arasinda ozellikle iltihap giderici olarak dahili kullanilist
bulunan ve ayrica; rozmarinik asit basta olmak iizere, antioksidan ve antienflamatuvar
Ozellikleri nedeniyle AH {izerine de etkili olabilecegi diisiincesiyle bazi ¢alismalara
konu olmus ¢ok sayida fenolik asit igeren, Prunella vulgaris L. bitkisinin AH
tedavisindeki roll, in vitro yontemler ile arastirilmistir. Bitkinin sulu etanollii
ekstresinin ve izole edilen saf bilesiklerin AH iizerindeki olas1 ndroprotektif etkilerinin
tayini icin SH-SY5Y (insan noéroblastoma) hicrelerinde H2O; ile olusturulmus
norotoksisite modeli kullanilmistir. Bu amagla, 6ncelikle P. vulgaris’in toprak dsti
kisimlarinin %80 etanollii ekstresinden gesitli kromatografik yontemlerle toplam 5
bilesik izole edilmis ve 1D-,2D-NMR ve kiitle spektroskopisi yontemlerinden
yararlanarak rozmarinik asit (P-1), ursolik asit (P-2), kemferol-3-O-rutinozit (P-3),
kersetin 3-O-glukozit (P-4) ve rutin (P-5) olarak aydinlatilmigtir. H2O2 (500 puM)
uygulanan hiicrelerin yasam oraninin %40’a diistiigii belirlenmis; rozmarinik asit,
ursolik asit ve rutinin 10 uM konsantrasyonda, H202’nin neden oldugu bu hiicre
hasarini azaltarak hiicre yasam oranini sirasiyla % 54, % 63 ve % 73’e ¢ikardigi tespit
edilmistir. Ekstre kullanildiginda ise 50 pg/ml konsantrasyonda hiicre canliliginin %
92°ye ulastigt goriilmiistiir. Bunlara ilave olarak; ekstre ve saf bilesiklerin
asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzimlerine Kkarsi inhibitor etkileri de
arastirilmais, biitirilkolinesteraz enzim inhibisyonlari incelendiginde; rozmarinik asit ve
ursolik asit’in enzimin %50’sini inhibe eden konsantrasyonlari1 (ICsp) sirasiyla 15,65
ve 42,68 UM olarak bulunmustur. Tez ¢alismamiz, Prunella turlerinin geleneksel
kullanimin1 destekleyen ve noroprotektif etkilerini kanitlayan sonuglar ile literatiire
katkida bulunmasi agisindan 6nem arz etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastaligi, Noroprotektif, Noroenflamasyon, Prunella
vulgaris L., Lamiaceae, Izolasyon, Fenolik asitler, in vitro
yontemler.

Destekleyen Kuruluslar : TUBITAK (1001 Programi, Proje No: 121S491)



viii

ABSTRACT

Yal¢in HE., Investigation on the Potential Neuroprotective Effects of Prunella
vulgaris L. and Its Active Compounds Against Alzheimer's disease using in vitro
methods. Hacettepe University Graduate School of Health Sciences
Pharmacognosy Program Master Thesis, Ankara, 2024. Alzheimer's disease (AD)
manifests as a progressive cognitive disorder, precipitated by the accumulation of
soluble amyloid species into insoluble amyloid plaques. This aggregation increases
oxidative stress, leading to neuroinflammation in neuronal cells and functional
disturbances at cholinergic synapses. Current therapeutic measures for AD are
confined to a limited number of drugs offering only symptomatic relief, thus
highlighting the importance of discovering new drug molecules. Given that the most
effective drugs for AD are of plant origin, plants are considered significant resources
in the search for new drug molecules. Considering that the most effective drugs used
for AH are of plant origin, plants are thought to be an important source in the search
for new drug molecules. Based on this, the role of Prunella vulgaris L., a plant
containing numerous phenolic acids that has been widely used in our country,
especially internally as an anti-inflammatory agent as a folk medicine, and
additionally, has been the subject of some studies due to its antioxidant and anti-
inflammatory properties, in the treatment of AH has been investigated using in vitro
methods. H>Oz-induced neurotoxicity model in SH-SY5Y (human neuroblastoma)
cells were used to determine the potential neuroprotective effects of the aqueous
ethanolic extract and isolated pure compounds on AD. For this purpose, a total of 5
compounds were isolated from the aerial parts of P. vulgaris using various
chromatographic methods from an 80% ethanolic extract. These compounds were
elucidated as rosmarinic acid (P-1), ursolic acid (P-2), kaempherol-3-O-rutinoside (P-
3), quercetin 3-O-glucoside (P-4), and rutin (P-5) by means of NMR and mass
spectrometry techniques. It was determined that the viability of cells treated with H>O>
(500 uM) decreased to 40%. Rosmarinic acid, ursolic acid, and rutin at a concentration
of 10 uM each were found to alleviate this cell damage induced by H20:, increasing
cell viability to 54%, 63%, and 73%, respectively. When the extract was used, it was
observed that cell viability reached 92% at a concentration of 50 pg/ml. In addition,
the inhibitory effects of the extract and pure compounds on acetylcholinesterase and
butyrylcholinesterase enzymes were investigated. When the inhibition of
butyrylcholinesterase enzyme was examined, the concentrations (ICso) of rosmarinic
acid and ursolic acid inhibiting 50% of the enzyme were found to be 15.65 and 42.68
UM, respectively. The results obtained are important in terms of contributing to the
literature with evidence supporting the traditional use of Prunella species and their
neuroprotective effects.

Keywords: Alzheimer's Disease, Neuroprotective, Neuroinflammation, Prunella
vulgaris L., Lamiaceae, Isolation, Phenolic Acids, in vitro.

Supporter Foundations: TUBITAK (1001 Program, Project No: 121S491)
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SEKIiLLER

P. vulgaris L.

Sulu ekstreye ait ITK plagi1 (A) ve ITK plagmin UV-366 (B) ‘daki
goruntusu.

Toprak Ustii Kisimlar1 Uzerinde Yapilan Fraksiyonlandirma Calismasi.

P.vulgaris’in toprak iistii kisimlar1 {izerinde yapilan izolasyon ¢alismalar

Rozmarinik asit (P-1)’in *H NMR spektrumu (CDsOD, 500 MHz)
Rozmarinik asit (P-1) ‘in 3C NMR spektrumu (CD*0D, 125 Hz).

Rozmarinik asit (P-1)’in 2D *H, *H-homoniikleer korelasyonlu
spektrumu (COSY).

Rozmarinik asit (P-1) ‘in 2D *H, *C-heteroniikleer korelasyonlu
(yakin mesafe) spektrumu (HSQC).

Rozmarinik asit (P-1)’ in 2D *H, *C-heteroniikleer korelasyonlu
(uzak mesafe) NMR spektrumu (HMBC).

Ursolik asit (P-2)’in *H NMR spektrumu (CD3s0D, 400 MHz).
Ursolik asit (P-2)’in 3C NMR spektrumu (CD30D, 100 MHz).

Ursolik asit (P-2)’in 2D *H, *H-homoniikleer korelasyonlu spektrumu
(COSY)

Ursolik asit (P-2)’in 2D *H, 3C-heteroniikleer korelasyonlu
(yakin mesafe) NMR spektrumu (HMQC).

Ursolik asit (P-2)’in 2D *H, 3C-heteroniikleer korelasyonlu
(uzak mesafe) spektrumu (HMBC).

Kemferol 3-O-rutinozit (P-3)’in *H NMR spektrumu (DMSO-ds,
400 MHz).

Kemferol 3-O-rutinozit (P-3)’in *3C NMR spektrumu (DMSO-d6,
100 MHz).

Kemferol 3-O-rutinozit (P-3)’in 2D *H, *H-homoniikleer korelasyonlu
spektrumu (COSY).

Kemferol 3-O-rutinozit (P-3)’in 2D H, $3C-heteroniikleer korelasyonlu

(yakin mesafe) NMR spektrumu (HSQC).

Kemferol 3-O-rutinozit (P-3)’in 2D H, 3C-heteroniikleer
korelasyonlu (uzak mesafe) NMR spektrumu (HMBC).

Kersetin 3-O-glukozit (P-4)’in *H NMR spektrumu (CD3zOD, 500 MHz).
Kersetin 3-O-glukozit (P-4)’ in *C NMR spektrumu (CD3OD, 125 MHz)

Kersetin 3-O-glukozit (P-4)’in 2D *H, *H-homoniikleer korelasyonlu
spektrumu (COSY).
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1. GIRIS

Prunella cinsi, Lamiaceae familyasina ait ¢ok yillik otsu bitkileri i¢eren bir
cinstir. Diinya genelinde yaklasik olarak 15 Prunella tiirii bulunmaktadir ve bunlar
genis bir cografi alanda yayilis gostermektedir (1). Bu tiirler, Avrupa ve Asya'nin
iliman bolgeleri, Kuzey Amerika, kuzeybati Afrika ve tropikal daglik bdlgelerde
dagilmiglardir. Tiirkiye florasinda ise P. vulgaris L., P. orientalis Bornm., P. laciniata
(L.) L. ve P. grandiflora (L.) Scholler olmak iizere 4 tiirii yetismektedir (2, 3).

Prunella tiirleri tizerinde yapilan c¢alismalar sonucunda bu bitkilerin
fitokimyasal iceriginde; basta triterpenik saponinler ve fenolik asitler olmak tizere
steroller ve sterol glikozitleri, flavonoitler, yag asitleri, kumarinler, ugucu yaglar ve
karbonhidratlarin bulundugu saptanmistir (1, 4, 5). Prunella tiirleri tizerinde yapilan
biyolojik aktivite c¢aligmalarinin sonuglarina gore, bu tiirlerin antiviral (6),
antibakteriyel (7), antienflamatuvar, immuinmoduilatér, antioksidan, antitimor,
noroprotektif (8), antihipertansif ve hipoglisemik (9) o6zelliklere sahip oldugu
bildirilmistir. Prunella tiirleri arasinda igerdigi zengin fenolik bilesikler bakimidan
On plana ¢ikan P. vulgaris L. ilkemizde ve diinyada yaygin bir dagilis gostermektedir.

P.vulgaris, iilkemizde ‘gelincikleme otu’ ve ‘yara otu’ gibi isimlerle
bilinmektedir (10). Geleneksel kullaniminda o&zellikle antienflamatuvar etkileri
nedeniyle yararlanilmaktadir. Bu amagla uygulanan P.vulgaris’in toprak dsti
kisimlarinin inflizyonunun; antiromatizmal etkili oldugu, soguk alginlig1 ve kardiyak
bozukluklara karsi da dahili olarak kullanildigi belirtilmistir (11). Buna ek olarak, ates
distiriicii, 6dem ve sigkinlik giderici gibi etkileri oldugu da saptanmustir (1). Ayrica,
P. vulgaris bitkisinin, tiroid bezinin islev bozuklugu (12), meme hiperplazisi (13) ve
tilseratif kolit tedavisi i¢in kullanildigi da baz1 ¢aligmalarda bildirilmistir (14). Avrupa
geleneksel tibbinda, P.vulgaris, "self-healing" (kendi kendini iyilestiren) olarak
adlandirilmis ve bogaz agrisin1 hafifletici, ates diisiiriicli ve yara iyilesmesini
hizlandirmak amaciyla uygulanmistir (15).

P. vulgaris, Cin bitkisel ilaglarinda ve geleneksel Cin tibb1 prensiplerine dayali
olarak iiretilen ilaglarda bas agrisi, bag donmesi, akciger tiiberkiilozu, boyun sisligi ve
mastit gibi durumlarin tedavisinde de kullanilmaktadir (16).

Alzheimer hastaligi (AH), demans tiirleri arasinda en yaygin olan; merkezi

sinir sisteminin belirli bolgelerinde néron ve sinaps kayiplarina bagl olarak ortaya



cikan; yasa bagli olarak artis gdsteren ve zamanla ilerleyen bir noérodejeneratif
hastaliktir. Biligsel ve kognitif islevlerdeki azalma, ¢esitli davranigsal ve
noropsikiyatrik sorunlar ile karakterize olmasi hastaligin sadece bilissel yonlerini
degil, ayn1 zamanda genel yasam kalitesini de etkileyen karmasik bir tabloyu ortaya
koymaktadir (17). AH, beyinde kolinerjik sistemdeki eksikliklerle ve amiloid-beta
(AB) proteinlerinin birikmesiyle olusan noérofibriler aglar ve amiloid plaklarin
olusmasiyla tanimlanan bir hastaliktir (18). AH’de yaygm olarak bulunan
ndrotransmitter asetilkolin (ACh) transferaz enziminin miktar1 ve islevinin azalmasi,
kolin geri aliminin azalmasi, kolinerjik néron ve aksonlarda meydana gelen hasar ve
kayiplar belirgin olarak ACh seviyelerinde gozlenen diisiis miktar1 ile dogru
orantilidir. AH’ye 06zgli tanimlanan bir diger oOzelligi ise hastaligin en erken
belirtilerinden biri olarak kabul edilen reaktif oksijen turleri (ROS) trunlerinin neden
oldugu oksidatif strestir. Asirt ROS birikimi, norotoksisiteye sebep olarak pro-
apoptotik aktiviteye sahip proteinlerin artisina neden olmaktadir (10).

AH’ye yonelik mevcut tedavi stratejileri lizerine yapilan incelemeler
sonucunda, hastalarin; zihinsel fonksiyonlarin siirdiiriilmesi, davranigsal semptomlarin
kontrolii ve hastalik belirtilerinin yavaslatilmast durumlarinda etkili oldugunu ortaya
koymaktadir (19). Ancak hastaligin altinda yatan temel neden kompleks bir yapiya
sahip oldugu i¢in bu hastalig1 etkili bir sekilde tedavi edebilecek ilag veya tedavi
yontemi heniiz bulunmamigtir. AH tedavisinde kullanilan mevcut ilaglar, beyindeki
norotransmitter sistemi etkileyerek ve semptomlarin kontroliine yardim ederek
hastanin yasam kalitesini iyilestirmeyi hedeflemektedir (19, 20).

Alzheimer hastaligina yonelik bitkisel ¢oziimler arama c¢abalari uzun bir
geemise dayanmakta olup, giiniimiizde de hala 6nemli bir arastirma alanim
olusturmaktadir. P. vulgaris bitkisinin, AH’nin tedavisi igin antioksidan ve
antienflamatuvar o6zelliklere sahip terapotik potansiyeline sahip bircok bilesik
icermesine ragmen, bu bitkinin AH tedavisindeki etkilerine dair yeterli sayida
aragtirma bulunmadig1 bilinmektedir. Bununla birlikte; P. vulgaris’in igerdigi
rozmarinik asit (RA) ve klorojenik asit basta olmak iizere fenolik asitler, flavonoitler
ve tanshinon I gibi bilesiklerin AH iizerine olumlu etkileri olabilecegini gdsteren bazi
calismalar da mevcuttur (21-23). Ozellikle rozmarinik asit iizerine yapilmis bir¢ok

calisma, bu bilesigin cesitli biyolojik aktivitelerini acik¢a ortaya koymaktadir. RA’ nin,



antioksidan, antienflamatuvar, antimutajenik, antianjiyojenik, antiapoptotik,
antifibrotik, kemoprotektif, ndroprotektif gibi cesitli aktivitelere sahip oldugu bazi
caligmalarda bildirilmistir (6). RA'nin AP kaynakli ndrotoksisiteyi azalttigina dair
bulgular mevcut olup, in vitro calismalarda AB'min neden oldugu reaktif oksijen
tirlerine karsi koruyucu bir etki sergiledigi goézlenmistir (4). Rozmarinik asitin
asetilkolinesteraz inhibitor etkisi in silico incelenmis diisiik baglanma enerjisinden
nedeniyle diger asetilkolinesteraz enzim inhibitorleri galantamin, huperzin A ve
fizostigminden (sirastyla -8.0, -7.7, -7.5 ve -7.0 kcal/mol) daha etkili bulunmustur (24).
2009 yilinda yapilan bir arastirmada, fenolik bilesiklerin AP agregasyonu iizerindeki
etkileri in vivo olarak incelenmis, RA'nin AP birikimini azalttigi goriilmiis ve bu
calisma sonuglariyla birlikte ele alindiginda, RA’nin AH’de tedavi edici veya hastaligi
onleyici stratejiler igin uygun bir aday olabilecegi diistiniilmiistiir (4).

Bu bilgiler 1s1ginda, P. vulgaris’in antienflamatuvar etkisinden hareketle,
noroenflamasyonda da etkili olabilecegi ve AH gibi norodejeneratif hastaliklarda
kullanilabilecegi diisiincesi ile noroprotektif etkilerinin in vitro yontemlerle
arastirtlmas1 ve etkiden sorumlu bilesiklerinin tespit edilmesi amaglanmistir.
Rozmarinik asit gibi potansiyel biyoaktif bilesikler i¢eren bu bitkinin AH tedavisine
yonelik dogal bir kaynak olarak degerlendirilmesi, hastaligin kontrolii i¢in yeni ve
etkili stratejiler gelistirmek agisindan 6nemli bir adim olabilecegi diisliniilmiistiir. Bu
tez ¢alismasinda, P. vulgaris’in ¢i¢ekli toprak tistii kistmlariin % 80 etanol ekstresinin
petrol eteri ile partisyonu sonunda kalan sulu fraksiyondan (sulu ekstre) cesitli
kromatografik yontemler kullanilarak elde edilen saf bilesiklerin yapilarinin 1D ve
2D-NMR yontemleri ile tayini gerceklestirilmistir. Ekstrenin ve elde edilen
bilesiklerin in vitro asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz enzim inhibitor etkileri
tayin edilmistir. Ayrica, H20: ile toksik etki (ndrotoksisite) olusturulan SH-SY5Y
(insan noroblastoma) hiicrelerinde ekstre ve saf bilesiklerin hiicre canlilig1 iizerine

olan noroprotektif etkileri MTT yontemi ile (24) arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Botanik Bilgiler

2.1.1. Lamiaceae (Labiatae) Familyasi

Otsu bitkiler veya calilar, genellikle salgi tiiyleri tasiyan aromatik bitkiler.
Lamiaceae familyasinda govde genellikle dort koseli veya degildir. Yapraklar
stipulasiz, basit, nadiren pargali, daima karsilikli. Cigek durumu vertisillastrum,
braktelerin veya list yapraklarin koltugundan c¢ikan genellikle yalanci vertisillatlar
olusturan spika, rasem veya simoz durumunda. Cicekler hermafrodit veya ginodioik
bitkilerde erkek ¢icek verimsiz ve disi fonksiyonlu. Brakteler yapraklardan farkli veya
onlara benzedigi zaman floral yapraklar halinde, brakteoller var veya yok. Kaliks
genellikle Ust-3 ve alt-2 olmak (izere 5-loblu, nadiren loblar veya disler 1 ve 1 veya 1
ve 4 veya kaliks aktinomorf, 5-20 damarli. Korolla gamopetal, zigomorf ve bilabiat,
ust dudak belirsiz 2 loblu, falkat, dik veya az ¢cok konkav; alt dudak 3 loblu; nadiren
tist dudak kiigiilmiis ve alt dudak 5 loblu veya 1 st ve 4 alt loblu veya korolla
aktinomorf. Stamenler korollaya bagl ve birlikte gelismis, 4, didinam, genellikle Ust
cift alt ciften daha kisa veya nadiren 2 ve korelmis; anter tekalar1 2 veya bazen 1 tanesi
steril ya da eksik, tekalar paralel veya birbirinden ayri; nadiren (Salvia’daki gibi)
uzamig konnektifler ile ayrilan. Ovaryum iist durumlu, 2 karpelli ve 4 oviilly, 4 loblu.
Stilus ginobazik veya nadiren degildir, ugta kisa bifit. Meyve 4 (nadiren daha az) kuru

(¢ok nadir etli) nuks. Islatildiginda miisilaj var veya yok.
2.1.2. Prunella L. cinsi

Cok yillik otsu bitkilerdir. Yapraklar tam, disli, pinnatilobat ile pinnatisekt
arasinda. Cigek durumu sik ovat veya spikalar uglarda oblong, vertisilaster, genellikle
6 cigekli. Brakteler yuvarlak, yaprak gibi degil; brakteoller yok. Kaliks tubii
kampanulat, 2 dudakli, 10 damarl veya ags1 damarli, meyvede kapali veya degil; {ist
dudak 3 disli, alt dudak ortadan ikiye boliinmiis 2 lanseolat loblu. Korolla 2 dudakls,
kaliksten disariya dogru, bogazi tiiy halkasi ile kaply; tist dudak dik, tam; alt dudak ise
3 loblu, ortadaki lob ¢ukur, disli. Stamenler 4 adet, disar1 uzamus, alt ¢ift daha uzun;



flamentler u¢ kisimda boliinmiis, bir dal iizerinde 2 farkli anter tekasi, diger dal ise
kisa yay seklinde kivrilmig subulat eklentili veya degil. Stilus dallar1 esit. Nukulalar

yumurtamsidan eliptige, tabanda akut beyaz karunkula, ucta obtus (2).
Prunella tiirlerine ait tayin anahtari

1.Korolla sarims1 beyaz veya krem renginde (nadiren leylak); bitki = yogun
sert tuyld.

3.laciniata

1.Korolla koyu mor-mavi veya leylak renginde (nadiren saf beyaz); bitki
tlystz, nadiren tuylu veya sert tiyli
1. Bitki tllystiz veya nadiren tlylQ; yapraklar tam.

1. vulgaris

2. Bitki yogun sert tiiylii; yapraklar loblu veya disli, nadiren hemen hemen
batdin.

2. orientalis

2.1.3. Prunella vulgaris L.

Govde dik veya yiikselici, 6-40 cm. Yapraklar (en stteki ¢ift harig) sapli,
ovattan oblonga, obtus, tam veya hafif oymali, bazen pinnatisekt, tiiysliz veya tiiyli
(sert tliylii degil). Cicek durumu kapitat veya kisa spika. Brakteler kirmizimsidan
styahimsi-mora kadar, kenarlar kirpiksi. Kaliks 2 loblu alt dudakli, ist dudak kesik 3
mukronat disli; yan ve orta disler arasindaki bosluk daire seklinde. Korolla koyu mor
veya lavanta mavisi (nadiren saf beyaz), 9-15 mm ¢apinda. Findikg¢iklar 1,8 x 1,1 mm,
karunkula harig (2).

Cigeklenme zamani: Mayis-Eylil

Habitat: Tarlalar, ormanlar, yol kenarlari, nemli kiyilar vb., genellikle
akarsularin kenarlari.

Yukseklik: deniz seviyesinden - 2900 m



2.1.4. Yayihs ve Habitat

AL1(E) Canakkale: Gelibolu, Angadere, Ingoldby 469. A2(E) istanbul:
Bahcekdy, 14 Haziran 1896, Nemetz A2(A) Bursa: Uludag, 870 m, 6 Agustos 1972.
A3 Bolu: Bolu'nun 50 km dogusunda, 1300 m ytikseklikte, Uotila 20010 A4 Cankirt:
Iligaz Dagi, Jenkins 2187 A5 Sinop: Ince Burun, deniz seviyesi, Tobey 1091 A7
Giresun: Espiye'nin 10 km dogusunda, 10 m, Uotila 19826 A8 Rize: Rize’nin § km
batisinda, Buttler 16211 A9 Coruh: Hopa, s.l., D.29821 B1 Balikesir: Kaz Daglari,
Kareikos, Sint. 1883:478 B3 Eskisehir: Kara kiitiik, 1350 m, Ekim 654 B4 Ankara:
Ankara, Bornm. 1892:3103 B5 Kayseri: Erciyes Dagi, Tekir Y., 2200 m, Haziran
1902, Zederbauer B6 Malatya: Arapkirden Kemaliye 5.km, 960 m, Hub.-Mor. 10581
B7 Tunceli: Ovacik, 1400 m, D. 31491 B8 Mus: Caylar, 1600 m, D. 46367 B9 Bitlis:
Resadiye’den Kotum’a, 1900 m, D. 22426 C1 Aydin: Guzelgamli, 220 m, Uslu 4286
C2 Denizli: Tas ocagi, D. 13262 C3 Antalya: Elmali’dan Finike’ye, Khan ve ark. 213
C4 Konya: Karaman, Andrasovzsky 927. C5 Igel: Mersin ile Kadincik baraji arasi,
Uslu 1060 C6 Adana: Osmaniye, Olukbeli, 800 m, Akman 7673 C8 Mardin: Binibil,
Sint. 1888:1178 C10 Hakkari: Sat Dagi, 2600 m, Duncan & Tait 136 Is: Samos, W. of
Leka, 200-400 m, Runem. & Snog. 18953 Rodhos, Fiori 427.

Sekil 2.1. P. vulgaris L. (Fotograf: Dr. Ogr. Uyesi Vahap Murat Kutluay)



2.2. Prunella Tiirleri Uzerinde Yapilan Calismalar

2.2.1. Prunella Tiirleri Uzerindeki Fitokimyasal Cahismalar

Bu bdlimde, Prunella tiirleri tizerinde yapilmis olan fitokimyasal ¢alismalara
ait bulgular, ¢alisilan bilesiklerin gruplarina gore; ugucu yaglar, triterpenler, steroller,
flavonoitler, fenolik asitler ve basit fenoller olarak 5 ana baslik altinda sunulmus ve
cogunlukla tablolar halinde sunulmaya c¢alisilmistir.

Tablolar olusturulurken ayn1 temel yapiya sahip bilesikler i¢in ortak bir iskelet
kullanilmis, tablolardaki ana iskeletlere uymayan bilesikler ise ayrica verilmistir.
Bilesiklerin isimlendirilmesinde literatiirdeki isimlendirilmeleri esas alinmig ve

Tiirk¢e isimler kullanilmaya ¢alisilmistir.
Ucucu Yaglar

P. vulgaris ile yapilan ugucu yag analizinde bitkinin ana bilesenlerinin 1,8-
sineol (%44,8), f -pinen (%15,7) ve linalil asetat (%4,1) oldugu tespit edilmistir (25).
Ayrica, P.vulgaris’ in toprak istii kistmlarinin ugucu yag analizinde ana bilesenler 1,8-
Okaliptol , B-pinen, mirsen, linalil asetat, a-felandren ve linalol olarak belirlenmistir
(26). P. vulgaris spikalarinin ugucu yag analizinde; a-bourbonen (%11,5) , geranil
asetat (%5,2) , a-bergapten (% 2,8) icerdigi gozlenmistir (27). P. vulgaris ’in
cigeklerinin ugucu yag analizinde selin-11-en-4-a-ol (%14,9), cis-eudesma-6,11-dien
(%9,4) ve spathulenol (%5,8) ve germakren D (%5,1) olarak belirlenmistir (25). P.
grandiflora’nin ugucu yag analizinde ana bilesenleri linalol (%7) terpinen-4-ol (%3,2)
ve mentol (%3) olarak tespit edilmistir (28). Bu kisim, tez ¢alismamiz kapsaminda

olmadig1 i¢in ayrintili bilgi verilmemistir.



Triterpenler

z
R;

Tablo 2.1. Prunella tirlerinde tespit edilen triterpenler-I.
Bilesik R1 R2 Rs R4 Rs  Bitki Kaynak

Oleanolik asit H B-OH CHjs H CHs; P. (1, 29-31)
vulgaris (1, 32)
P.
vulgaris
var.
lilacina

Ursolik asit H B-OH CHs CHs H P (1, 30, 33)
vulgaris (32)
P.
vulgaris
var.
lilacina

2a-hidroksioik asit a-OH B-OH CHjs H CHs; P. (30)
vulgaris

2a,3a-dihidroksiolik- a-OH a-OH CH3 H CHs; P. (30)
12-en-28-0ik asit vulgaris

2a-Hidroksi ursolik a-OH B-OH CHs CH3s H P (30)
asit vulgaris

2a,3a-dihidroksiurs- a-OH a-OH CHjs CHjs H P (29, 30)
12-en-28-0ik asit vulgaris (32)

P.

vulgaris

var.

lilacina

20,3B-dihidroksiurs- a-OH B-OH CHs CH;s H P (32)
12-en-28-0ik asit vulgaris

var.

lilacina

20,30,23- a-OH B-OH CH)O CHs H P (30)
trihidroksiurs-12-en- H vulgaris (32)
28-0ik asit P.

vulgaris

var.

lilacina




Tablo 2.2. Prunella turlerinde tespit edilen triterpenler-11.

R;

S
S
N

Bilesik R1 R2 Rs Ra Rs Res  Bitki Kaynak
Metil ursolat H B-OH CHs CHs CHs H P.vulgaris (34)
P. vulgaris  (35)
var.
lilacina
Metil oleanolat H B-OH CHs CHs H CHs;  P.vulgaris (34)
P. vulgaris  (35)
var.
lilacina
Metil 2a,3a- OH a-OH CHs CHs CHs H P.vulgaris  (34)
dihidroksiurs- P.vulgaris  (35)
12-en-28-oat var.
lilacina
Metil 3- OH a-OH CH;s CHjs H CH;  P.vulgaris (35)
epimazlinat var.
lilacina
Metil 20- OH B-OH CHs CH3s CH3s H P.vulgaris  (34)
hidroksiursolat P. vulgaris  (35)
var.
lilacina
Metil mazlinat OH B-OH CHs CHs H CHs  P.vulgaris (34)
P.vulgaris  (35)
var.
lilacina
Metil 2a,3a,23- OH a-OH CHs CH>OH H CH;  P.wvulgaris (35)
trihidroksiolean var.
-12-en-28-oat lilacina
Metil 20,30,24- OH a-OH  CHOH CH3s H CHs  P.vulgaris (34)
trihidroksiolean P. vulgaris  (35)
-12-en-28-oat var.

lilacina
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R, R

Tablo 2.3. Prunella tirlerinde tespit edilen triterpenler-I11.
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Bilesik R:1 R2 Rs R4 Rs Rs R  Bitki Kaynak
20,30,190a- P. vulgaris
trihidroksiurs- a-OH CHs CHs CH; o-OH CHs H var. lilacina (32)
12-en-28-0ik
asit

P. vulgaris
Maslinik asit B-OH CHs CHs H H CH; CHs; var. lilacina (32)
2a,30,190,23- P. vulgaris
tetrahidroksiurs- o-OH CH,OH CHs CH; o-OH CHs H ar. lilacina (32)
12en-28oik asit
2a,3p,24- P. vulgaris
trihidroksiolea-  B-OH CHs CHOH H H CHs; CHs; ar. lilacina (32)
12en-28oik asit
20,30,24- P. vulgaris
trihidroksiurs- a-OH CHs CH,OH CHs H CH; var. lilacina  (32)
12,20(30)-dien-
28-oik asit
20,30,24- P. vulgaris
trihidroksiolea-  o-OH CHs CHOH H H CHs; CHs; ar. lilacina (32)

12en-280ik asit
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Tablo 2.4. Prunella tirlerinde tespit edilen triterpenler-1V.

Bilesik R R1 R2 Bitki Kaynak
Uvaol CHs H CH,OH P.vulgaris  (3)
B-amirin H CHs CHs P.vulgaris  (1,6)

Tablo 2.5. Prunella turlerinde tespit edilen triterpenler-V.

Bilesik R R1 Bitki Kaynak
Betulik asit H COOH  P.vulgaris (26)
Lupeol H CHs P. vulgaris (30)

2a,3B-Dihidroksi-lup-20(29)-en a-OH CHs P. vulgaris (30)




HO,, i,

S
N

o

Tablo 2.6. Prunella tirlerinde tespit edilen triterpen glikozitleri-I.
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Bilesik R R1 Bitki Kaynak
2a,3B,190a,24-tetrahidroksiurs- B-OH Glu P. vulgaris var. lilacina (32, 35)
12en-28oik asit 28-O-D-

glukopiranozit

20,30,190a,24-tetrahidroksiurs- o-OH Glu P. vulgaris var. lilacina (32, 35)
12en-28oik asit 28-0-D-

glukopiranozit

Prunvulozit A a-OH  Glu (1-6) Glu P.vulgaris var. lilacina (32, 35)

R
CH,COORj
Vay,,
R, 3
R\f R;

Tablo 2.7. Prunella turlerinde tespit edilen triterpen glikozitleri-I1.

Bilesik R1 Rz Rs R4 Rs Rs  Bitki Kaynak
Urson H pB-OH CHs CHs H H P.vulgaris (29)
2a,30,24-trihidroksiurs-12- OH o-OH CHs CHOH Glu H  P.vulgaris (29)
en-28-oik asit-28-p-D-

glukopiranozit

20,3B,19a,24- OH PpB-OH CHz; CHOH Glu OH P.vulgaris (29)
tetrahidroksiurs-12-en-28-

oik asit-28-4-D-

glukopiranozit

20,30,19a-trihidroksiurs-12- OH o-OH CHs CHs Glu OH P.vulgaris (29)
en-28-oik asit-28-4-D-

glukopiranozit

2a,30,19a-trihidroksiurs-12- OH a-OH CHs CHjs Glu OH P.vulgaris (29)
en-28-oik asit-28-4-D- (1-2)

glukopiranozil-(1—2)-B-D- Glu

glukopiranozit

Rotundik asit 28-O-a-D- H p-OH OH CHjs Glu OH P.vulgaris (29)
glukopiranozil (1—6)-4-D- (1-2)

glukopiranozit Glu
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-Diger Triterpenler

/’//4

Q
O

HO OH

Bilesik  Bitki Kaynak Bilesik Bitki Kaynak
Metil P.vulgarisvar.  (34) 3B,13p- P. vulgaris (30)
betulinat lilacina dihidroksiolik-11-

en-28-oik asit

Bilesik  Bitki Kaynak Bilesik Bitki
Lupeon P.vulgaris (26)

Kaynak

Kiratenol P. vulgaris (30)
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HO,
OH
HO\\\““.
OH
HO OH
OH
HO
Bilesik Bitki Kaynak
Vulgazit | P.vulgaris (29)

OH

OH

OH

Bilesik Bitki Kaynak
Vulgazit Il P.vulgaris (29)
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Steroller

Tablo 2.8. Prunella tlrlerinde tespit edilen steroit ve steroit glikoziti | .

Bilesik R Bitki Kaynak
a-Spinasterol H P. vulgaris (36)

P. vulgaris var. lilacina (D)
a-Spinasterol-3-0-4-D-glukozit Glu P. vulgaris var. lilacina (25)

Tablo 2.9. Prunella tirlerinde tespit edilen steroit ve steroit glikoziti |l .

Bilesik R Bitki Kaynak
Stigmasterol H P. vulgaris (26)
P. vulgaris var. lilacina (€8]

Stigmasterol-3-0-$-D-glukozit Glu P .vulgaris (D)
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e

W H

Tablo 2.10. Prunella tiirlerinde tespit edilen steroit ve steroit glikoziti Il

Bilesik R Bitki Kaynak
Stigmast-7-en-3-ol H P. vulgaris (25)
Stigmast-7-en-3-0l-3-0O-B-D-glukozit Glu P. vulgaris (25)

Tablo 2.11. Prunella tiirlerinde tespit edilen steroit ve steroit glikoziti 1V.

Bilesik R Bitki Kaynak
jB-Sitosterol H P. vulgaris (25)

P. vulgaris var. lilacina (1)
Dakosterol Glu P. vulgaris (25)

P. vulgaris var. lilacina (€8]
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Diger Steroller
O
OR H
OH
Bilesik R Bitki Kaynak
Qingyangshengenin-3-O-4-D-dijitoksopiranozit H P. vulgaris (37)
Qinyangshengenin-3-O-p-D-oleandropiranozil-(1—4)-  Oleandroz P. vulgaris 37
1-4
S-D-simaropiranozil-(1—4)--D-dijitoksopiranozit gimgroz

Bilesik Bitki Kaynak
a-Spinasteron  P. vulgaris  (25)



Flavonoitler

Tablo 2.12. Prunella tirlerinde tespit edilen flavonol ve flavonol glikozitleri
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Bilesik R1 R2 R3 Bitki Kaynak
Kersetin H OH OH P. vulgaris (38)

P. grandiflora (39)

P. lacianata (39)
Kemferol H OH H P. vulgaris (40)

P. grandiflora (39)

P. lacianata (39
Kersitrin Ram OH OH P. vulgaris (25)

P. vulgaris (25, 41)

P. vulgaris var.  (32)
Rutin o-ramnozil- OH OH lilacina

(1—6)-p-glukoz P. grandiflora (10, 39)

P. hyssopifolia ~ (10)

P. lacianata (39)

P. vulgaris (39)

subsp. asiatica

P. vulgaris (8]
Kersetin-3-O-B-D-glukozit Glu OH OH P. grandiflora (10)

P. laciniata (10)

P. hyssopifolia  (10)

P.vulgaris var.  (32)

lilacina
Kersetin-3-O-p-D-galaktozit Gal OH OH P. vulgaris (10)

P. grandiflora  (10)

P. hyssopifolia  (10)
Kersetin 3-O- B -D- Ksiloz OH OH P. vulgaris (39)
ksilopiranozit

P. vulgaris (40, 42)
Kemferol-3-O-$-D-glukozit Glu OH H P.vulgaris var. (1, 32)

lilacina

P. grandiflora  (39)

P. lacianata (39)

P. vulgaris (39)

subsp. asiatica
Kemferol-3-O-rutinozit a-ramnozil- P. vulgaris (32)

(1—6)-B-glukoz OH H var. lilacina



Tablo 2.13. Prunella turlerinde tespit edilen flavon ve flavon glikozitleri | .
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Bilesik R1 R2 Rs R4 Rs Bitki Kaynak
Luteolin OH OH H H H P.vulgaris (1)
Homoorientin OH OH Glu H H P.vulgaris (1)
Sinarozit OH OH H H Glu P.vulgaris (1)
Akasetin-7-O-4-D- H OCHzs H H Glu P. vulgaris  (25)
glukopiranozit
Wogonin H H H OCHjs H P. vulgaris (25)

H

i Q

HO ~ ‘\\\\\\OH
\[j\ O
w 6} (6]

0)
O h
OH

O O.
"”'///OH O

OH OH (@]

Bilesik Bitki Kaynak
Hesperidin P. vulgaris 1)



Fenolik Asitler ve Basit Fenoller

R

OH

OR,

Tablo 2.14. Prunella tirlerinde tespit edilen fenolik asitler | .

Bilesik R1 R2 Bitki Kaynak
P. vulgaris (1, 43)
Kafeik asit OH H P. vulgaris var. (32)
lilacina
P. grandiflora (39)
P.vulgaris subsp. (39)
asiatica
p-Hidroksinnamik H H P. vulgaris (41)
asit P. vulgaris var. lilacina  (32)
Kafeik asit-3-0- OGlu H P. vulgaris (25)
glukozit
OH
(6] OR OH
(6]
R;0.
1 X o
HO

Tablo 2.15. Prunella tiirlerinde tespit edilen fenolik asitler I .
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Bilesik R R:1  Bitki Kaynak
Rozmarinik asit H H  P.wvulgaris (1, 41, 43-46)
P. vulgaris var. lilacina (32)
P. orientalis (44)
P. grandiflora (39)
P. lacianata (39)
P.vulgaris subsp. asiatica ~ (39)
Etil rozmarinat CoHs H
Metil rozmarinat CHs H  P.vulgaris (25)
Butil rozmarinat CsHg H
Salviaflazit H Glu P.vulgaris Q)
Salviaflazit metil ester OCHs Glu P.vulgaris (25)
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HO

R,
HO

Tablo 2.16. Prunella turlerinde tespit edilen fenolik asitler II1.

Bilesik R1 R>  Bitki Kaynak
Etil 3,4-dihidroksifenil laktat OC:Hs ) P. vulgaris (25)
Metil 3,4-dihidroksifenil laktat OCHzs O P. vulgaris (25)
P. vulgaris (25)
Danshensu a-OH OH  P.vulgaris var. (32)
lilacina

-Diger Fenolik Asitler

HO

OH

o
HO, OH
o OH
HO o OH
X o™ OH on
OH ° 3
HO
Bilesik Bitki Kaynak Bilesik Bitki Kaynak
Klorojenik P. vulgaris (25) Salvianolik asit B P. grandiflora (39)
asit
o) (0]
\ O/\ R
HO HO
oH OH
Bilesik Bitki Kaynak Bilesik R Bitki Kaynak
K?fe'k asit P. vulgaris (41) Protokatesuik asit OH P.vulgaris (41)
etil ester

Protokatesuikaldehit H P.vulgaris  (41)
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HO.

OH OH
Bilesik Bitki Kaynak Bilesik Bitki Kaynak
Salvianolik P. grandiflora  (39) Rozmarinik asit 3- P. grandiflora (39)
asit A P.vulgaris (39) O-glukozit P. vulgaris (39)
subsp. asiatica subsp.
asiatica

Tablo 2.17. Prunella tiirlerinde tespit edilen kumarinler | .

Bilesik R Bitki Kaynak
Umbeliferon H P. vulgaris (47, 48)
Eskuletin OH P. vulgaris (47, 48)
Skopoletin OCHs P. vulgaris 47

2.2.2. Prunella L. Tarlerinin Kullanihslar ve Biyolojik Etkileri

Dinya genelinde 15 tirt bulunan Prunella cinsi, tlkemizde 4 tir ile temsil
edilmektedir. Prunella cinsinin geleneksel kullanim alanlart incelendiginde; bitkinin
toprak Ustli kistmlarmin romatizma, soguk alginligi ve kardiyak bozukluklara karsi
dahili olarak kullanildig: bilinmektedir (11). Ayrica; ates diisiiriicii, hipertansiyon, goz
agrisy, 0dem ve siskinlik giderici gibi amaclarla da geleneksel olarak kullanimi
mevcuttur (1, 49). Prunella cinsi Uzerinde yapilan biyolojik etki ¢alismalarinda;

antiviral, antibakteriyel, antioksidan, antienflamatuvar, imminmodulator,
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noroprotektif, antitiimdr, antihipertansif, hipoglisemik ve diger etkiler iizerinde

yogunlagilmistir (1, 8, 49).
Antiviral Etki

P. vulgaris’in HIV (Insan Immun Yetmezlik Viriisii) ve HSV (herpes simplex
viriisli)’ ye kars1 antiviral etkilerini gosteren bazi ¢alismalar mevcuttur. P. vulgaris’in
toprak {iistii kisimlarinin su ve etanol ekstrelerinin anti-HIV-1 etkileri, insan serviks
kanser HeLa37 hiicre hattinda incelenmistir. Ekstrelerin, hiicrelere uygulandiktan
sonra HIV antijenlerinin ekspresyonu i¢in immin boyama yapilmis ve antijen pozitif
hiicreler sayilarak viral enfeksiyon seviyesi belirlenmistir. Calisma sonucunda, sulu
ekstrenin 1 pg/mL konsantrasyonda HIV-1 replikasyonunu % 66 oraninda inhibe ettigi
gozlenmistir. Ekstrenin, enfeksiyon basladiktan sonraki ilk 5 saat icinde eklenmesi
durumunda daha etkili oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular, etkili bilesenlerin HIV-1
enfeksiyonunu, viriisiin hiicreye baglanmasindan sonra gerceklesen erken
asamalarinda engelledigini gostermistir. Sonug olarak, P. vulgaris sulu ekstresinin,
HIV-1 enfeksiyonuna karsi potansiyel bir tedavi veya koruyucu ajan olarak
kullanilabilecegi belirtilmistir (50).

P. vulgaris’in anti-lentiviral aktivitelerini daha iyi anlamak amaciyla yapilan
baska bir calismada, bitkinin toprak {istli kisimlarindan olusan su ve etanol
ekstrelerinin, atlarda bulunan bulasici anemi viriisii (EIAV) replikasyonunu inhibe
edici etkisi embriyonik kok hiicrelerden tiiretilen atlarin deri tabakasinda bulunan ED
hiicre hattinda incelenmistir. Enfekte olan hiicreye 0, 1, 2, 3, 4, 6 ve 8 saat araliklarla
66 pg/mL ekstre eklenmis, hiicreler sabitlendikten sonra immiin boyama yapilmis ve
EIAV antijenine pozitif olan hiicreler sayilmistir. Ekstrenin ilk 4 saat icinde EIAV
enfektivitesini belirgin derecede azalttig1 gozlenmistir (p < 0,05) (51).

P. vulgaris’ in kurutulmus yapraklarinin %75 etanol ekstresinin, anti-HIV-1
aktivitesi in vitro olarak incelenmistir. Ekstrenin, saglikli CD4" T hiicrelerinde, HIV
koreseptorleri C-X-C kemokin reseptoru tip 4 (CXCR4) ve kemokin reseptori tip 5
(CCRS) karsi diizenleyici etkisi incelenmistir. Anti-HIV-1 mekanizmasini tanimlamak

icin yapay HIV-lusiferaz viriisleri kullanilmis ve ekstrenin 50 pg/mL konsantrasyonda
CXCR4 ve CCRS reseptor diizeylerini sirasiyla %82 ve %44 oraninda azalttigi

saptanmis ve enzim bagli immunosorbent analizi ELISA yontemi ile incelendiginde
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HIV-1'in replikasyonunu %65,4 inhibe ettigi sonucuna ulagilmistir (52). Yapilan bagka
bir caligmada, P. vulgaris ¢igeklerinin 50 pg/mL konstantrasyonda sulu ve metanolli
ekstresinin, HIV-1 virlsinin enfeksiyon siirecinde 6nemli bir rol oynayan ve virisin
hiicre DNA'sina entegrasyonunu katalize eden integraz enzimi Uzerindeki inhibitor
etkisi degerlendirilmistir. Ekstre igerigindeki polifenollerin etkide Onemli rol
oynadiklari1 belirlenmis ve polifenolleri uzaklastirilmis P. vulgaris sulu ekstresinin
HIV-1 integraz aktivitesi incelendiginde orta diizeyde inhibisyon olusturdugu
gozlenmistir (ECs0=45 ng/mL) (53).

P. vulgaris’in butln bitkiye ait su ve metanol ekstrelerinin, HIV-1 virtsunin
canliligini siirdiirebilmesi ve boliinmesi i¢in 6nemli bir enzim olan proteaz enzimi
Uzerindeki in vitro inhibitor etkileri florojenik test ile incelenmistir. P. vulgaris’in sulu
ekstresinin, 200 pg/mL konsantrasyonda %93,5 en yuksek inhibisyon inhibisyon
degerine sahip oldugu gozlenmistir (54).

P. vulgaris spikalarimin sulu ekstresinden izole edilen polisakkaritlerin, 100
pug/mL  konsantrasyonda, HSV-1 ve HSV-2 (zerindeki antiviral etkilerini
degerlendirmek amaciyla plak indirgeme testi uygulanmig ve polisakkaritlerin %50
plak azaltma konsantrasyonu 10 pg/ml olarak belirlenmistir (55). Yapilan baska bir
calismada P. vulgaris yapraklarinin % 80 etanol ekstresi, HSV-1 ve HSV-2'ye karsi
maymun bobrek Vero hiicre hattinda antiviral etki gosterdigi gozlenmistir. Vero
hlcrelerinde asiklovir direngli HSV-1 antijen ekspresyonunda % 50 inhibisyon
saglayan etkili konsantrasyonu (ECso) ekstre i¢in 20.6 pg/ml olarak bulunmustur (56).
Ayrica, P. vulgaris’den elde edilen ve belirli bir saflagtirma isleminden gegirilmis olan
aktif bilesiklerle formiile edilen kremin etkisi kobaylarda HSV-1 deri lezyon
modelinde ve BALB/c farelerinde HSV-2 genital enfeksiyon modelinde test edilmistir.
Ekstre sirasiyla 20.6 ve 20.1 pg/mL dozda uygulandiginda kobaylarin, deri
lezyonlarinda anlamli bir azalma gozlenmistir (p < 0,05) (57).

P. vulgaris yapraklarinin sulu ekstresinin, SARS-koronaviris 2 (ScoV-2)’ye
kars1 antiviral etki gosterdigi sonucuna varilan bir ¢aligmada, ekstrenin ScoV-2’nin
reseptorunun, HIV-1 tabanli bir vektor sistemi kullanilarak, anjiyotensin doniistiiriicii
enzim 2 (ACE2)’ye baglanmasini dogrudan engelledigi ve viriisiin giris asamasini
bloke ettigi gosterilmistir. Sonug¢ olarak P. vulgaris'in ScoV-2’ye karsi yeni bir

antiviral etkili ajan olarak gelistirilebilecegi one siiriilmiistiir (25).
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P. vulgaris’in, enfeksiydz hematopoetik nekroz viriisii (IHNV) iizerindeki anti-
IHNV etkileri, endotelyal progenitor hiicreleri (EPH) kullanilarak incelenmistir. P.
vulgaris metanol ekstresi, 100 pg/L konsantrasyonda, %99,3’liik inhibitor yiizdesiyle
IHNV replikasyonu {izerinde gii¢lii bir inhibisyon gdstermistir. P. vulgaris’in
fitokimyasal igeriginde yer alan ursolik asitin 72 saat inkiibasyon sonunda IHNV
replikasyonunun %50’sini inhibe eden konsantrasyonu (ICso) 8,0 uM olarak bulunmus

ve bilesigin etkili bir anti-IHNV aktivitesi gosterdigi belirtilmistir (58).
Antibakteriyel Etki

P. vulgaris’yapraklarinin metanol ve petrol eteri ekstreleri Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve Salmonella typhi zerindeki
antibakteriyel aktiviteleri in vitro olarak incelenmistir. Sonug¢ olarak, metanol
ekstresinin, 100 pg/mL konsantrasyonda S. aureus ve E. coli'nin biylmesini
engelledigi saptanmis, B. subtilis icin ise ekstrenin 50 pug/ml konsantrasyonda etki
gozlenmistir (59).

P. vulgaris’in toprak istii kistmlarinin sulu ve etanollii ekstrelerinin idrar yolu
enfeksiyonu hastalarindan alinan E. coli 'ye kars1 antimikrobiyal aktivitesi aragtirilmas,
minimum inhibisyon konsantrasyonu degerlendirilmistir. Referans olarak kullanilan
siprofloksasin  minimum inhibisyon konsantrasyonu degeri 0,5 pg/mL iken P.
vulgaris'in sulu ekstresi 2 pg/ml, etanol ekstresi 1,3 pg/mL olarak belirlenmistir. Bu
baglamda, idrar yolu enfeksiyonlarin1 tedavi etmek i¢in kullanilan siprofloksasine

kiyasla, P. vulgaris’in tedavi edici potansiyeli bulundugu gozlenmistir (60).
Antioksidan Etki

P. vulgaris’in yapraklarinin sulu ve etanollii ekstreleri ile yapilan siiperoksit
dismutaz (SOD) diizeylerinin 6l¢iildiigii bir antioksidan enzim aktivitesi incelenmistir.
Bitkinin %70 etanol ekstresinin %80,4 SOD diizeylerinin dl¢lildiigii bir antioksidan
aktivitesi sergiledigi gozlenmistir (61). Yapilan baska bir ¢alismada, P. vulgaris’in
spikasinin farkli biiylime evrelerinden elde edilen etanollii ekstrelerinin, antioksidan
etkilerini  belirlemek amaciyla DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) aktivitesi
arastirilmistir. Bitkinin tomurcuk asamasinda em yliksek antioksidan etkiyi sergiledigi

ve DPPH radikalini %90,3 oraninda siipiirdiigii tespit edilmistir (62).
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P. wvulgaris var. lilacina’nin % 70 etanolll, hekzan, butanol ve sulu
ekstrelerinin total fenol igerigi belirlenmis, in vitro antioksidan aktivitesi SOD enzim
aktivitesi lizerinden incelenmistir. Sonug olarak %70 etanol ekstresinde SOD aktivitesi
%87,7 olarak belirlenmis ve ekstrenin toplam fenolik igerigi 303,6 GAE/g olarak
hesaplanmistir. Toplam fenol iceriginin antioksidan aktivite ile dogru orantili oldugu
gozlenmistir (63).

P. wvulgaris kok, govde ve gigcek sapmin, sulu, etanolli ve metanolli
ekstrelerinin antioksidan aktivitelerinin incelendigi bir ¢alismada, P. vulgaris cicek
saplarinin metanol ekstresi, 100 pg/mL konsantrasyonda %35,4 DPPH inhibisyon
aktivitesi ve %61,7 ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-stlfonik asit)
inhibisyon aktivitesi gosterdigi saptanmustir (64).

Antienflamatuvar Etki ve Immiinoregilator Etki

P. vulgaris’in %80 metanollii ekstresinden ¢esitli kromotografik yontemler
kullanilarak elde edilen ursolik asit, klorojenik asit ve rozmarinik asit bilesiklerinin
100 pg/mL konsantrasyonda hyaluronidaz, kollajenaz ve elastaz enzimleri {izerinde
inhibitor etkileri arastirilmistir. Sonu¢ olarak ursolik asitin ve rozmarinik asitin
kollajenaz inhibisyon degerleri sirasiyla %30,2 ve %28,8 olarak bulunmustur.
Rozmarinik asitin elastaz inhibisyon degeri ise %?34,1 olarak saptanmistir. Bu
bilesiklerin antienflamatuvar ve yara iyilestirici etkilere sahip olabilme potansiyeli
oldugu diistintilmistiir (65).

P. vulgaris var. lilacina gi¢eginin %70'lik etanol ekstresinin PI3K/Nrf2 hiicre
yolagini kullanarak, RAW 264.7 fare makrofaj hiicre hattinda heme oksijenaz-1 (HO-
1) protein ekspresyonunu indiikledigi, LPS ile uyarilmis makrofaj hiicrelerinde ve
hiicre cekirdeginde bulunan proteinlerden biri olan ve enflamasyon ile DNA'nin
yapisal diizenlenmesinde rol oynayan HMGB1 proteinin saliniminin azaltarak sepsis
tedavisi i¢in faydali olabilecegi sonucuna varilmistir (66). Yapilan baska bir
calismada, P. vulgaris toprak tstii kisimlarinin %30 etanol ekstresinin (5, 10, 25
pg/mL) ve ekstrenin ana bilesiklerinden biri olan rozmarinik asitin (I pg/mL)
antienflamatuvar etkileri LPS tarafindan uyarilan insan dis eti fibroblastlarinda
incelenmistir. LPS ile uyarilan hiicrelerde ekstre ve rozmarinik asit ilavesiyle ROS

iretiminin belirgin derecede azaldigi goézlenmistir (p<0,05). Ayrica ekstre ve
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rozmarinik asit, LPS ilavesi ile artan interlokin 1beta (IL-1beta), interlokin 6 (IL-6),
timor nekroz faktor-alfa (TNF-a) ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS)
ekspresyonunu belirgin derecede baskilamistir (p<0,05) (9).

P. vulgaris ve P. laciniata'nin toprak istii kisimlarinin sulu ekstreleri, murin
dalak hiicrelerinin mitojenik yanitt ve LPS ile uyarilmis makrofajlarinin in vitro NO
(nitrik oksit) GOretimi Uzerindeki imminomodilatér ve antienflamatuvar etkileri
arastirillmistir.  Her iki ekstre de 400 pg/mL konsantrasyonda sitotoksisite
olusturmadan 10 ug/mL LPS ile uyarilmis makrofajlarda nitrik degeri 22,4 olarak
tespit edilirken sadece ekstre eklenen hicrelerde nitrik degeri sirasiyla 0,3 ve 1,5
ng/mL olarak bulunmustur. LPS ile uyarilmis hiicrelere ekstre eklendiginde ise bu
degerler sirasiyla 4 pg/mL ve 10,4 pg/mL olarak bulunmustur. Her iki ekstrenin de
herhangi bir mitojen olmaksizin konsantrasyona bagli olarak lenfosit proliferasyonunu
onemli 6l¢iide uyardigr goriilmistiir. P. vulgaris ekstresi T lenfositlerin oranini esit
oranda etkilerken, P. laciniata ekstresinin T lenfositlerin oranini kontrol grubuyla
karsilastirildiginda %61,49 oraninda arttirdig1 gozlenmistir (67).

P. vulgaris etanol ekstresinin, coklu ilaca direncli Mycobacterium tuberculosis
ile enfekte olmus sicanlarin tizerindeki etkilerini incelemek amaci ile yapilan bir
calismada, farelerin hiicresel bagisiklik fonksiyonunu 1iyilestirme potansiyeli
gbzlenmistir. Interferon gama (IFN-y) , interlokin 4 (IL-4), interlokin 10 (IL-10) ve
interlokin 12 (IL-12) degisimleri ELISA yo6ntemi ile incelenmistir. Model grubu ile
karsilastirildiginda, P. vulgaris’in serum IFN-y, IL-12 ve IL-10'da anlamli farkliliklar
ortaya koydugu gozlenmistir (p<0,05). Sonug olarak ekstrenin farelerdeki hiicresel
bagisiklik tepki seviyesini belirgin bir sekilde degistirdigi gosterilmistir (68).

P. vulgaris 'in Hashimoto tiroiditi Gzerindeki terapdtik etkilerinin incelendigi
bir calismada, P. vulgaris sulu ekstresi 500 pg/mL konsantrasyonda, FRTL-5 rat tiroid
hiicreleri, ¢ift sarmalli dSDNA ve dsRNA transfeksiyonu tarafindan baglatilan dogal
bagisiklik aktivasyonu sonucunda indiiklenen interferon beta (IFN-f) ve niikleer faktor
kappa-B (NF-kB) enflamatuvar sitokinlerin mRNA seviyelerini anlamli sekilde
azalttig1 gézlenmistir (p < 0,001) (69).

Yapilan bagka bir ¢calismada P. vulgaris sulu ekstresinin, fare makrofaj RAW
264.7 hucrelerindeki immanstimilan ve antitimor aktivitesi WST-1 testi ile

incelenmistir. Ekstrenin 10 ve 50 pg/mL konsantrasyonlarda uyarilmis makrofajlarin
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tiimor sitostatik etkisi sarkom 180 tiimor hiicreleri tlizerinde test edilmis ve giicli
sitostatik aktivite gosterdigi belirlenmistir (p<0,01). Bu bulgular, P. vulgaris’in kanser
hiicrelerine karst makrofajlar araciligiyla potansiyel bir tedavi etkisi oldugunu
distindiirtmiistiir. Buna ek olarak ayni konsantrasyonlarda makrofaj ile iligkili
sitokinlerin TNF-a, IL-1B ve IL-6 gen ekspresyonunu belirgin derecede indiikledigi
sonucu elde edilmistir (p<0,01) (70).

Noroprotektif Etki

P.vulgaris, Clematis chinensis Osbeck, Trichosanthes kirilowii Maximowicz
bitkilerinden olusan bir karisimin %70 etanol ekstresinin, dizosilpin (MK-801)
kaynakli sizofreni benzeri fenotip davranislart (farelerde 6n uyari inhibisyonunun
bozulmasi ve dikkat eksiklikleri) tlizerindeki etkisini incelemek amaci ile in vivo
calisma yapilmis, MK-801 tarafindan indiiklenen sizofreni benzeri  hayvan
modelindeki erkek ICR farelerine ekstre 30, 100 ve 300 mg/kg dozlarda oral yolla
uygulanmistir. Her iki dozda da uygulanan ekstrenin MK-801'in neden oldugu 6n
uyar1 inhibisyonu eksikliklerini ve su bulma testinde MK-801'in neden oldugu dikkat
eksikliklerini belirgin derecede hafiflettigi gozlenmistir (p < 0,05) . Elde edilen
sonuglara bakildiginda, P.vulgaris’in 6n uyarit inhibisyonunun bozulmasini
engelleyici, dikkat eksikliklerini hafifletme potansiyelinde oldugu bulunmus ve
sizofreni tedavisinde faydali olabilecegi diistiniilmiistiir (8).

P.vulgaris var. lilacina ciceklerinin %70 etanollii ekstresinin, erkek ICR
farelerinde antikolinerjik etkisi olan skopolamin ile indiiklenmis 6grenme ve bellek
bozukluklar tizerindeki etkileri incelenmis, bilissel bozukluklar1 anlamli bir sekilde
diizelttigi saptanmistir (p < 0,05). Sonug olarak, P. vulgaris var. lilacina nin kolinerjik
disfonksiyon tarafindan indiiklenen biligsel bozukluklarin tedavisinde kullanish
olabilecegini ve etkilerini sinir hiicrelerinin uyarilmasinda 6nemli bir rol oynayan
NMDA reseptorlerinin aktivasyonu ile gergeklestirdigi diisiiniilmektedir (71). Ayrica,
P. vulgaris tizerinde yapilan bir arastirmada asetilkolinesteraz enzimini %89 oraninda
inhibe ettigi saptanmistir (72). P.vulgaris’ in %80 etanol ekstresinin, 6-
hidroksidopamin (6-OHDA) tarafindan uyarilmis SH-SYS5Y hicrelerinde NO
tretimine kars1 etkisi incelenmis ve 100 pg/mg konsantasyonunda uygulanan

ekstrenin inhibisyon degeri %44,3 olarak bulunmustur. Bu bilgilere ek olarak,
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ekstrenin SH-SYSY hiicre canlilig iizerindeki etkisi WST-1 proliferasyon testi ile
incelenmis ve ekstre 100 pg/mg konsantrasyonda uygulandiginda hiicre canliligini
anlamli bir sekilde korudugu gézlenmistir (p <0,05)(73).

Bagka bir ¢alismada, P. vulgaris‘ten sulu ekstresinden elde edilen etil asetat
fraksiyonu in vitro kosullarda asetilkolinesteraz (AChE) inhibisyon etkisi gézlenmis
ve AChE inhibisyonu ic¢in ICsg degeri 101,8 pg/mL olarak belirlenmistir. Bu sonugtan
yola ¢ikarak yapilan in vivo ¢alismada, ekstrenin yaslanmayi uyarici madde olan
skopolamin Gzerindeki etkileri incelenmistir. Erkek siganlar dort gruba ayrilmis ve 3
hafta boyunca giinde bir kez ekstre (100 mg/kg) oral olarak verilmis, skopolamin (1
mg/kg, intraperitoneal) ise ekstreden ‘den 30 dk Once ii¢ giin boyunca sigcanlara
uygulanmistir. Skopolamin ile uyarilmis siganlardaki oksitatif parametrelere kiyasla,
ekstre uygulanan siganlarda belirgin derecede azalma saptanmis, malondialdehit
(MDA) dizeyi 109,9 nM/mg, SOD aktivitesi 0.72 U/mg protein ve glutatyon
peroksidaz (GPx) degeri 19,2 mU/mg protein olarak bulunmustur. Ekstre, skopolamin
tarafindan indiiklenen beyin yaslanmasini azaltarak davranigsal performansi

iyilestirmis ve beyin hiicre hasarini azaltici etkisi ispatlanmistir (74).
Antitimor Etki

P.vulgaris’den izole edilen oleanolik asit, akciger adenokarsinoma
hlcrelerinde, B- hucreli lenfoma (Bcl-2) protein ekspresyonunu azaltmis , Bcl-2 ile
iligkili X proteini (Bax) ile Bcl-2 ile iligkili apoptozu tetikleyen promoter (Bad) protein
ekspresyonunu artirmig ve sonug olarak apoptozu indiikledigi gozlenmistir (75).

P. vulgaris'in % 60 etanol ekstresinin antioksidan aktivitesi, DPPH ve demir
indirgeyici antioksidan giic (FRAP) testleriyle degerlendirilmistir. DPPH ve FRAP
degerleri sirasiyla 19,6 umol Vc/g ve 0,1 umol Fe(Il)/g olarak belirlenmistir. Ayrica,
ekstrenin C57BL/6 farelerinde tumor bilydmesini engelleyici etkisi in vivo ortamda
arastiritlmig, ve ekstre 5 g/kg dozda uygulandiginda farelerde tiimor biiylimesini
anlamli 6l¢iide inhibe ettigi sonucuna varilmistir (p < 0,05). (76)

Yapilan bir in vitro ¢aligmada, P. vulgaris ekstresinin, Jurkat insan T lenfoma
hiicrelerinde biiyiimeyi engelleyici ve apoptozu uyarici etkiler gosterdigi bulunmustur.
Hiicrelerin proliferasyon ve inhibisyon degerini belirlemek igcin MTT testi ve

hiicrelerin apoptoz oranlarini belirlemek i¢in akis sitometrisi kullanilmistir. Western
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blot analizi Bcl-2 ve Bax protein ekspresyonundaki degisiklikleri gbzlemlemek igin
uygulanmistir. Sonu¢ olarak P. wvulgaris ekstresi 5, 20 ve 25 pg/mL
konstantrasyonlarinda hiicrelere uygulanmis ve Jurkat hiicrelerinin proliferasyonunu
belirgin derecede engelledigi gozlenmis ve ICso degeri 20,2 pg/mL olarak
belirlenmistir. Ekstrenin 15 pg/mL konsantrasyonda Jurkat hiicreleri tizerindeki hiicre
yasam orani %90,8 olarak belirlenmistir. Ayrica , P. vulgaris 15 ve 20 pg/mL
konsantrasyonda Jurkat hicrelerinde apoptozu tetikleyerek Bcl-2  protein
ekspresyonunu azaltirken, Bax protein ekspresyonunu anlamli o6l¢iide arttirdig
gozlenmistir (p < 0,05) (77). Bir baska c¢alismada ise P.vulgaris var. lilacina
yapraklarinin metanol ekstresinden izole edilen 20, 3oa-dihidroksiurs-12-en-28-oik
asitin, insan akut lenfoblastik I6semi T-hicre soyu Jurkat hiicre Uzerindeki etkileri
MTT testi ile incelenmis ve hiicre canlilik oranlar1 belirlenmistir. 20 ve 25 pg/mL
konsantrasyonlarinda, Jurkat T hiicrelerine uygulanan 2a, 3a-dihidroksiursal2-en-28-
oik asitin hiicre canliliklarini sirasiyla %74,5 ve %23,8 oraninda inhibe ettigi
gozlemlenmis ve ICsp degeri 22 pg/ml olarak bulunmustur (78).

P. vulgaris'den elde edilen bazi ekstrelerin ve bilesiklerin ¢esitli kanser
tiirlerindeki antitiimor 6zellikleri Tablo 2.17° de 6zetlenmistir.

Zhao ve arkadaslar1 tarafindan yiiriitiilen plasebo kontrollii bir ¢aligmada,
meme kanseri hastalarinin tedavisinde referans olarak kullanilan taksan ile birlikte P.
vulgaris’ nin etkinligi arastirilmistir. Calismaya toplam 424 meme kanseri hastasi
dahil edilmis; kontrol ve deney gruplar1 olmak {izere iki gruba ayrilmistir. Her iki
gruba da taksan tedavisi uygulanmis ve deney grubuna ek olarak giinde 2 kez 10 mL
P. vulgaris oral soliisyonu verilmistir. Hastalar 41 ay boyunca gozlem altinda
tutulmustur. Sonug olarak, deney grubu hastalarinda, kemoterapinin etkilerinde
anlamli bir azalma, yasam siirelerinde belirgin derece artig gdzlenmistir (p < 0,05). P.
vulgaris' in major bilesikleri HPLC yontemi kullanilarak belirlenmis, anti-timor etki

gosteren bilesiklerin kafeik asit ve rozmarinik asit oldugu belirlenmistir (79).

Ekstre/Etkili Bilesik Hiicre Hatti Antitumor Etkileri Kaynak
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Tavuk korioalantoik Anjiyogenezin (80)
membran HUVEC engellenmesi
hiicreleri
Huh-7, HA22T MMP-9, VEGF
Sulu Ekstresi AP-1, Nf-kB’nin
inhibisyonu
TPA’nin inhibisyonu
(49)
MDA-MB-231 EMT ’nin inhibasyonu
SKOV-3 Nf-KB’nin inhibasyonu
Hiicre istilast ve gogiinii
HepG2, Huh-7 engellenmesi
BGC-803 hiicreleri Proliferasyonu engelleme (81)
Ursolik asit ve apoptozu tetikleme
HuH?7 hicreleri Apoptozu tetikleme (82)
Kanser hiicre hatti:
Polisakkaritler A549, SK-OV-3, SK- in vitro sitotoksitesi (83)
MEL-2, HCT15

Tablo 2.18. P. vulgaris'ten elde edilen bazi ekstrelerin ve bilesiklerin gesitli kanser
thrlerindeki antitumor ozellikleri.

Antihipertansif Etki
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P. vulgaris etanol ekstresinin antihipertansif etki saglayabilecegini gdsteren
calismalar bulunmaktadir. Bu ekstrenin ¢alisma mekanizmasinda, NO-guanilat siklaz

yoluyla iiretilen vazodilator etkisinin rol oynayabilecegi diistiniilmektedir (1).
Hipoglisemik Etki

P. vulgaris’in ¢igeklenme siirecindeki toprak iistii kisitmlarinin %75 metanol
ekstresinden elde edilen triterpenlerce zengin fraksiyonunun, diyabetik siganlar
tizerinde antihiperglisemik, antioksidan ve pankreas koruyucu etkilerinin arastirildig:
in vivo bir ¢aligmada, fraksiyonun, 6 hafta boyunca giinde bir kez 200 mg/kg doz
kullanilarak intragastrik yolla siganlara uygulanmis, ve fraksiyonun %16,3 oraninda
kan glukoz konsantrasyon degerini diislirdiigii gozlenmistir. Ayrica, diyabetik
sicanlarda pankreas B hiicrelerinde SOD mRNA ekspresyonunda %16,9 degerinde
artis gozlenmistir. Sonug olarak P. vulgaris 'den elde edilen fraksiyon, kan glukoz
konsantrasyonunu ve antioksidanlar1 kontrol ederek anti-diyabetik etkiye sahip oldugu
gozlemlenmis ve pankreas iizerinde koruyucu bir etkiye sahip oldugu bildirilmistir
(84).

P. vulgaris sulu ekstresinin, a-amilaz ve o-glukozidaz enzim aktivitelerini
dogrudan inhibe ettigi bulunmustur. Ekstrenin, SGLT-1, GLUT-2 ve Na+-K+-ATPaz
MRNA ekspresyonunu Caco-2 hiicrelerinde inhibe edebildigi gdzlemlenmis ve bunun
sonucunda karbonhidrat hidrolizini geciktirerek glikoz alimi iizerinden normal ICR
farelerinde maltoz toleransini inhibe ettigi ve postprandiyal hiperglisemiyi azalttig
gosterilmistir (25).

P. vulgaris sulu ekstresinden ¢esitli kromotografik yontemlerle 6 bilesik izole
edilmis ve aldoz rediiktaz enzim inhibisyon etkisini degerlendirilmistir. Bu bilesikler
icerisinde yer alan kafeik asit etilen esterin I1Cso degeri 3,2 uM olarak belirlenmistir.
Bu bilesigin 5 pg/mL doz kullaniminda, yliksek galaktoz konsantrasyonunda inkiibe
edilmis bir sigan lensinde galaktitol olusumunu inhibe etmis ve rat eritrosit galaktikol
inhibisyon degeri 15,8 uM olarak bulunmustur. Sonug¢ olarak, bu bilesik diyabetik
komplikasyonlar i¢in yeni bir dogal iirlin ilac1 olarak daha fazla ¢aligma icin 6nde
gelen bir bilesik olarak sunulabilecegi diistiniilmistiir. (41)

P. wvulgaris sulu ekstresi tip 2 diyabetli db/db farelerinde diyabetik

arterosklerozu iizerindeki etkisini belirlemeyi farelere yliksek yagli/yiiksek kolesterol
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diyeti ve ekstre (giinde 100 ve 200 mg/kg) ile sekiz hafta boyunca oral yolla tedavi
edilmistir. Ekstre, her iki konsantrasyonda da kan glukozunu ve sistolik kan basincini
onemli olglide distirmiis, total plazma kolesterolu, trigliserit ve LDL-kolesteroli
belirgin sekilde azaltmistir (p<0,01). Sonug¢ olarak, P. vulgaris’in, farelede
hiperglisemiyi ve diyabetik vaskiiler disfonksiyonu baskiladig1 gézlemlenmis, bitkinin

diyabetik arteroskleroz gelisimini 6nleyebilecegi diistiniilmiistiir (85).
Diger Etkiler

Cilt saghigini, UV radyasyonunun zararl etkilerine kars1 korumaya yonelik bir
calismada, dogal bilesiklerin fotokoruyucu etkisi arastirilmigtir. P. vulgaris toprak st
kisimlariin % 30 etanol ekstresi ve bu bitkinin major bilesiklerinden biri olan fenolik
asit tlirevi rozmarinik asitin, insan keratinosit hiicre hattinda (HaCaT) UVA tarafindan
tetiklenen ROS iiretimine karsi koruyucu etkileri degerlendirilmis, ekstrenin en
yiiksek etkisi 25 mg/L konsantrasyonunda %52 koruma sagladig1 gézlemlenmis, R.A'
nin 4,5 mg/L konsantrasyonda en yliksek etkiyi gosterdigi saptanmistir (86)

P. vulgaris’ den izole edilen ve ana aktif bilesiklerinden biri olan ursolik asitin
astenozoospermi hastaligina kars1 koruyucu etkisi incelenmistir. LPS ile indiiklenmis
astenozoospermi hastaligi sigan modellerine, farkli konsantrasyonlarda ursolik asit
uygulanmis, ELISA, qRT-PCR ve western blot kullanilarak sperm motilitesi, apoptoz
ve TNF-a diizeyleri tespit edilmistir. Bu ¢alisma sonucunda, ursolik asitin si¢anlarda
sperm yogunlugunu ve hareketliligini artirarak, Bcl-2/Bax apoptoz yolunu
diizenleyerek ve enflamatuar apoptoz yanitin1 azaltarak etki gosterdigi gézlenmistir
(87).

P. vulgaris bitkisinin anti-aging etkisini gdsteren bir ¢alismada, D-galaktoz
subkutan enjeksiyonu ile olusturulan ICR faresinin yaslanma modelinde, diisiik (100
mg/kg) ve yuksek (300 mg/kg) dozlarda P. vulgaris’ in %80 etanollii ekstresi
uygulanmis ve yaslanan hiicreleri tanimlamak i¢in kullanilan belirli molekiiler ve
hicresel belirtecler icerisinde yer alan SOD, CDK4'in inhibitoru (p16INK4A), TNF-a
degisimleri gozlemlenmis, QPCR, Western Blot ve ELISA yodntemleri ile sonuglar
tespit edilmistir. Sonuclar incelendiginde, pl6INK4A'nin yaklasik olarak yar1 yariya
azaldigi, karacigerdeki SOD’un 3 kat artt1ig1, TNF-a'nin plazmada 1'den 0,6'ya diistiigii
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ve T hicrelerinin %0,09'dan %0,19'a yiikseldigi saptanmis ve P. vulgaris'in anti-aging
potansiyel etkisi olabilecegi diistiniilmiistiir (88).

P. vulgaris var. lilicana spikalarmin %70 etanol ekstresinden cesitli
kromotgrafik yontemlerle izole edilen betulinik asit ve oleanoik asit, 50 UM
konsantrasyonda MCF7 insan meme kanseri hiicre hatti iizerinde Gstrojen reseptorii
(aER) mRNA seviyesini belirgin derecede azaltmis (p < 0,05) ve bu bilesiklerin
antiostrojenik etkiler gosterdigi tespit edilmistir (89).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Fitokimyasal Cahsmalar

3.1.1. Bitkisel Materyal

Prunella vulgaris L. 2021 yilinin Haziran ayinda, Ankara’nin Mamak ilgesinde
bulunan Kibris koylinden toplanmistir. Bitki serin ve kuru yerde, golgede
kurutulmustur. Toplanan bitkisel materyale ait herbaryum 06rnegi Hacettepe
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’nda saklanmaktadir (HUEF21070).
Fitokimyasal ve biyolojik etki c¢alismalarinda, bitkinin toprak {stii kisimlari

kullanilmastr.
3.1.2. Kromatografik Yontemler

Bu tez kapsaminda, ekstrenin 6n fraksiyonlamasi ve bu fraksiyonlarda bulunan
bilesiklerin izolasyonu i¢in poliamit, normal faz silika jel, ters faz silika jel ve sefadeks
gibi degisik dolgu malzemelerinin kullanildig1 kolon kromatografisi ile normal faz
preparatif ince tabaka kromatografisi (ITK) yontemleri kullanilmigtir. On
fraksiyonlama islemlerinde 50-100 ml olarak toplanan fraksiyonlar, saflagtirma
kademesindeki islemlerde 5-20 ml’ye diisiiriilmiistiir. Fraksiyonlarin izlenmesinde ise,
farkli solvan sistemlerinde ince tabaka kromatografisi (ITK) nden yararlanilmistir.
Ayni Rf degerine sahip olan ve revelasyon sonucunda benzer goriinen fraksiyonlar bir

araya toplanmustir.
a) Poliamit Kolon Kromotografisi (Poliamit KK)

Bitki ekstresinde bulunan bilesikleri fenolik yapilarina gére ayirmak amaciyla
poliamit kolon kromotografisi fraksiyonlama igin tercih edilmistir.

Adsorban: Poliamit (Polyamide 6, Fluka, 50-160 pm)

Solvan Sistemi : H20 (%100) — MeOH (%100)

Kolonun Hazirlanmasi: 200 g poliamit yeterli miktarda distile su ile stispande
edilmis ve manyetik karistirictda 1 saat karigtirllarak sigsmesi  saglanmustir.

Stispansiyon halindeki karigim, alt ucuna pamuk yerlestirilmis uygun boyuttaki cam
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kolona aktarilmistir. Kolondan yeterli miktarda distile su gegirilerek dolgu
materyalinin iyice yerlesmesi saglanmistir.

Numune Tatbiki: Numune uygun miktarda distile su i¢inde ¢oziilmiis ve bir
pipet yardimiyla adsorban iizerine dolgu materyalinin yiizeyi bozulmadan kolona
tatbik edilmistir. Kolonun muslugu agilarak ¢ozeltinin tamaminin adsorbana ge¢mesi
saglanmig ve adsorban ylizeyine pamuk yerlestirilerek, distile su ile fraksiyonlama
baslatilmistir.

b) Silika Jel Kolon Kromatografisi (Silika Jel KK) Poliamit kolon
fraksiyonlanmas1 sonucunda elde edilen fraksiyonlarin, ileri asamalarindaki
ayirimlarimda ve tasidiklart bilesiklerin  saflagtirllmasinda silika jel kolon
kromatografisi kullanilmistir.

Dolgu Materyali: Silika jel (Kiesegel 60, 70-230 mesh, 0.063-0.2 mm, Merck
7734)

Solvan Sistemleri :CHCI3:MeOH:H»0 (90:10:1, 85:25:2.5, 80:20:2, 70:30:3,
60:40:4) EtOAc:n-Hekzan (90:10, 85:15, 75:25)

Kolon Hazirlanmasi: Uygun miktarda silika jel, eliisyona baslanacak solvan
sistemi ile siispande hale getirilmis ve bu karigim, alt ucuna pamuk yerlestirilmis olan
cam kolona aktarilmigtir. Kolondaki dolgu materyalinin ¢aligmaya hazir hale gelmesi
icin uygun miktarda solvan kolondan ge¢irilmis ve adsorban iizerinde 2-3 mm solvan
kalmasina yakin numune tatbikine hazir hale getirilmistir.

Numune Tatbiki: Numune kolona iki farkli yol ile tatbik edilebilir. Bu
asamada numunenin eliisyona baslanacak solvan sistemindeki ¢oziintirliigli 6nemlidir.

e Yas Tatbiki: Numune, eliisyona baslanacak solvan sisteminin miimkiin olan
en az miktarinda tamamen c¢oziilerek pastor pipeti yardimai ile kolonun yiizeyini
bozmayacak sekilde kolona tatbik edilmistir. Ardindan, kolon muslugu
acilarak ¢ozeltinin adsorbana gecmesi saglanmistir. Numunenin tatbikinden
sonra ylizeyin bozulmasini engellemek amaciyla silika jel iizerine pamuk
yerlestirilmis ve kullanilacak solvan sistemi ilave edilerek eliisyona
baslanmustir.

e Kuru Tatbiki: Numune ¢ok iyi ¢dzlindiigii bir solvanin 1-2 ml’ si iginde
¢Oziindiiriilmiis ve kolonda kullanilan absorban miktarmin %10 unu

asmayacak sekilde uygun adsorban ile karistirilmistir. Adsorbanin ¢ozeltiyi
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iyice adsorbe etmesi saglanmis ve 40-50°C’yi gegmeyen bir 1sitict yardimiyla
kurutulmustur. Karisim kuru ve homojen halde kolona aktarildiktan sonra
kolonun iizerine, adsorban yiizeyinin bozulmamasi i¢in bir parca pamuk
yerlestirilmistir. Daha sonra kolona yeterli miktarda solvan sistemi ilave

edilerek eliisyona baglanmistir.
c) Sefadeks Kolon Kromotografisi (Jel Filtrasyon) (Sefadeks KK)

Calismamizda, az sayida bilesik igeren karisimlarin  ayirimi  ve
saflastirilmasinda ve poliamit kolondan elde edilen ana fraksiyonlardan izolasyon
calismalarinda molekiil buytkliikklerinin farklarina goére ayirim saglayan sefadeks
kolon kromatografisi (jel filtrasyon) kullanilmistir

Dolgu Materyali: Sephadex LH-20 (Pharmacia)

Solvan Sistemleri: MeOH (%100)

Kolonun Hazirlanmasi: Uygun miktardaki Sephadex LH-20, metanol ile
karigtirilarak kisa bir siire sismeye birakilmistir. Cam kolonun alt ucuna pamuk
yerlestirilmis ve dolgu materyalinin kolona aktarilmasi saglanmistir.

Numune Tatbiki: Numune az miktarda metanol ile ¢ozilerek kolon yuzeyini
bozmayacak sekilde pastor pipeti yardimi ile kolona tatbik edilmis, metanol ile

eliisyona baglanmistir.
d) Vakum Sivi Kromatografisi (VSK)

VSK, alt ucu filtreli bir cam kolon, bir nuge erleni ve vakumdan olusan bir
sistemdir. Caligmalarimizda adsorban olarak ters faz silika jel (LiChroprep RP-18)
materyali kullanilmistir.

Dolgu Materyali: LiChroprep Cig (40-63 um, Merck)

Solvan Sistemleri: MeOH:H20 (% 0-100 MeOH)

Kolonun Hazirlanmasi: Yeterli miktardaki adsorban metanol ile stspande
hale getirilmis ve alt ucu pamuk yardimai ile kapatilmis cam kolona aktarilmistir. Kolon
baslangi¢ solvani dikkate alinarak uygun oranlarda MeOH- H2O karisimi ile kademe
kademe yeterli miktarda solvan ile sartlama islemi tamamlanmastir.

Numune Tatbiki: Numune, az miktarda eliisyona baslanacak solvanda

cozllerek bir pastor pipeti yardimiyla kolona tatbik edilmistir. Kolon muslugu mantar
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bir tipa yardimi ile nuce erlenine baglanarak diizenek hazirlanmistir. Erlen igerisine

tiip yerlestirilerek eliisyon islemine baslanmistir.
e) Ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Fitokimya caligmalarinin planlanmasinda, ayirim ve izolasyon asamalarinda
elde edilen orneklerin izlenebilmesi, standartlarla ve birbirleri ile karsilagtiriimasi
amaciyla kullanilmaktadir. Aliiminyum tabanli plaka {izerine kaplanmis normal ve ters
fazli silika jel plaklar tizerinde uygulanmaistir.

Adsorban : Silika jel (Aliminyum tabanli hazir plak, Kieselgel 60 F254, 0.20
mm, Merck, Art. 5554), (Aliiminyum tabanli hazir plak, RP18 F254, Merck)

Solvan Sistemleri : CHCIl3:MeOH:H>O (90:10:1, 80:20:2, 70:30:3, 61:32:7,
50:50:5), EtOAc:MeOH:H,0 (100:16.5:13.5), EtOAc:MeOH:H>0 (100:16.5:13.5)

Numune Tatbiki: Numuneler, pastor pipeti yardimi ile plagin alt ucundan 1
cm yukar1 ve 1 cm araliklarla olacak sekilde tatbik edilmistir. Kromatografi tankina
konulan plaklar 7-10 cm mesafe boyunca siiriiklenmistir.

Lekelerin Belirlenmesi: UV 254 ve 366 nm (Camag UV lambasi ile)

Vanilin / Siilfiirik asit (%1), 110°C’de 5 dakika 1sitarak lekeler belirlenmistir.

f) Preparatif Ince Tabaka Kromatografisi (Prep. ITK)

Izolasyon ¢alismalarinda, farkli polariteye sahip ve az sayida bilesik igeren
karisimlarin saflastirilmasinda tercih edilebilecek yontemlerden biridir.

Adsorban: Silika jel (Aliiminyum tabanli hazir plak, Kieselgel 60 F2s4, 0.20
mm, Merck, Art. 5554)

Solvan Sistemleri: CHCl3:MeOH:H.0 (70:30:3, 61:32:7)

Numune Tatbiki: Numune miimkiin olan en az miktarda ¢6ziinebildigi bir
solvanda ¢6ziilmiis ve 10x20 cm ya da 20x20 cm ebatlarindaki plakanin tabanindan 1
cm yukariya diiz bir ¢izgi halinde tatbik edilmistir. Plaklar tankta siiriiklenmis daha
sonra uv lamba altinda bilesiklerin yerleri tespit edilerek ayirimi istenilen maddeler
plaktan kazinarak alimmigstir. Silika jele tutunmus halde alinmis olan bilesiklerin
ayirimi kazinan tozun uygun solvanda bekletilmesi ve daha sonra siiziilerek solvanin

uzaklastirilmasi ile gergeklesmistir.
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3.1.3. Ekstraksiyon ve izolasyon Cahsmalari

P. vulgaris bitkisinin kurutulmus ¢igekli toprak iistii kisimlar1 6giitiiciide toz
haline getirilmistir. Bu islemden sonra %80°lik EtOH ile bir gece maserasyona
birakilmis ve ertesi giin 40°C’de ekstre edilmistir. Ekstraksiyon islemi 5 kez
tekrarlandiktan sonra eckstre siiziilerek elde edilen siiziintiiler birlestirilmis ve
rotavaporda alcak basing altinda 40 °C’de yogunlastirilmistir. Yogunlastirilan
ekstreler uygun miktarda suda ¢oziilmiis ve 1:1 oraninda petrol eteri ilavesi ile 5 defa
sivi-s1vl partisyon yapilarak ekstredeki lipofilik bilesikler uzaklastirilmistir. Petrol
eterli fraksiyon, darasi alinmis bir balona aktarildiktan sonra ¢eker ocakta
yogunlagmasi i¢in birakilmistir. Sulu ekstre ise rotavaporda al¢ak basing altinda 40
°C’de yogunlastirilmistir. Kuruluga kadar ugurulmus sulu ekstre liyofilize edilmistir.

Sonug olarak 25,79 g sulu ekstre elde edilmistir. Verimler asagida tablo seklinde

verilmigtir.
Bitki | Tartilan Toz %80’lik Verim (%) Sulu Ekstre (g)
DrogMiktari Etanollt
(9) Ekstre (9)
P. vulgaris 226.67 38.19 16.84 25.79

Liyofilize ekstrenin bir kism1 biyolojik etki ¢aligmalari i¢in ayrildiktan sonra,
kalan kisim {izerinde fitokimyasal ¢aligmalara baslanmistir. Bitkinin sulu ekstresinin
fitokimyasal icerigi hakkinda 6n bilgi sahibi olmak amaciyla, ekstre kloroform:
metanol: su (70:30:3) solvan sistemi kullanilarak ITK ’ya tatbik edilmistir (Sekil 3.1).
Plak incelendiginde, UV-366 nm’da mavi floresans veren (S$ekil 3.1) ve ‘m’ olarak
isaretlenmis maddenin elde edilmek istenen fenolik ana maddelerden biri oldugu

gbzlenmistir.
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70:30:3 CHCL;:: MeOH: H0 |

P.vulgaris

Sekil 3.1. Sulu ekstreye ait ITK plagi (A) ve ITK plaginin UV-366 (B) ‘daki
gorintisu.

On Fraksiyonlama

P.vulgaris bitkisinin liyofilize sulu ekstresi bir miktar distile suda ¢ozilerek,
fenolik ve fenolik olmayan bilesiklerin birbirinden ayrilmasi amaciyla, poliamit ile
hazirlanmis kolon kromatografisine tatbik edilmistir. Eliisyona %100 su (%0 metanol)
ile baglanmis ve sirasiyla % 25, % 50, % 75 ve % 100 metanole ¢ikartilmistir. Bu islem
sonucunda ekstreler farkli metanol oranlarinda gelen ve benzer bilesikleri igeren
fraksiyonlardan olusmus 5 ana fraksiyona ayrilmistir (Sekil 3.1).

Fraksiyon A - % 100 H2O (% 0 MeOH)
Fraksiyon B - % 25 MeOH

Fraksiyon C - % 50 MeOH

Fraksiyon D - % 75 MeOH

Fraksiyon E - % 100 MeOH

YV V VYV V

Elde edilen bu fraksiyonlardan, Silika jel KK, Sefadeks KK, VSK ile 5 bilesik
izole edilmistir (P 1-5). Elde edilen saf bilesiklerin izolasyon asamalarina ait ayrintili

bilgi Sekil 3.2 'de verilmistir.

P-1 Bilesiginin izolasyonu;
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P-1 bilesigi iki farkli ana fraksiyondan elde edilmistir.

Poliamit KK’ dan alinan Fr. B2 Sephadex KK’ya uygulanmis metanolle P-1
(6.2 mq) izole edilmistir.

Poliamit KK’ dan almman Fr. C> CHCIl:MeOH:H.O (95:5:0,5, 90:10:1,
85:15:1,5, 80:20:2, 75:25:2,5, 70:30:3) solvan sistemi kullanilarak silika jel KK’ya
uygulanmis ve elde edilen Fr. 232-251 saflagtirma amac1 ile VSK’ya uygulanmis %8

metanolle P-1 (6.1 mg) izole edilmistir.
P-2 Bilesiginin izolasyonu;

Poliamit KK’dan alinan Fr. E;, MeOH:H,0 solvan sisteminde artan metanol
konsantrasyonu (% 2-100 MeOH) kullanilarak VSK sistemine uygulanmis ve elde
edilen Fr. 284- 336’nin CHCI3:CH3OH (100:0, 98:2, 96:4, 94:6) solvan sistemi ile
silika jel kolona uygulanmasiyla Fr. 36-43 elde edilmistir. Bu fraksiyon silika jel
kolona saflastirma amaci ile uygulanmis ve kolon EtOAc: n-Hekzan (75:25) sistemi

ile elte edilerek P-2 (1.7 mg) bilesigi izole edilmistir.
P-3 Bilesiginin izolasyonu;

Poliamit KK’dan alman Fr. D1 silika jel KK’ya uygulanmistir. Kolon
CHCl3:MeOH:H20 (90:10:1, 85:15:1,5,80:20:2, 75:25:2,5, 70:30:3) solvan sistemi ile
eliie edilmis ve 85:15:1.5 ile P-3 (6.1 mg) izole edilmistir.

P-4 Bilesiginin Izolasyonu;

Poliamit KK’ dan alinan Fr. D2 fraksiyonu silikajel KK’ya uygulanmig elde
edilen Fr. 272-321 saflastirma amaci ile sefadeks KK’ya uygulanmig ve metanolle P-
4 (3.6 mg) bilesigi izole edilmistir.

P-5 Bilesiginin izolasyonu;

Poliamit KK’ dan almman E: fraksiyonun tamami VSK sistemine
uygulanmasiyla elde edilen Fr. 186-221’in CHCl3:CH30H (100:0, 98:2, 96:4, 94:6)
solvan sistemi kullanilarak silika jel kolona uygulanmasiyla Fr. 57-67 elde edilmistir.
Elde edilen Fr. 57-67 sefadeks kolona saflagtirma amaci ile uygulanmis metanolle P-

5 (1.9 mg) izole edilmistir.



Sekil 3.2. Toprak Ustii Kisimlar1 Uzerinde Yapilan Fraksiyonlandirma Calismast.
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| |

{ Sefadeks KK CH:OH }

P-1
(6.2 mg)

Sekil 3.3. P.vulgaris’in toprak istii kisimlari {izerinde yapilan izolasyon ¢alismalar

Silika jel KK
CHCl MeOH: H2O
VSK CH;0H: HO }

P-1
(6.1 mg)

T

Poliamit KK H:O: MeOH

g

.

Silika jel KK
CHClz:MeOH:Hz0

=
[

(6.1 mg)

Silika jel KK
CHCh:MeOH:H20

b
272-321
(20 mg)

Sefadeks KK CH;0H
.
P-4
(3.6 mg)

-

Silika jel KK
CHClz: MeOH

Silika jel KK
EtOAc: w-Hekzan
P-2

(1.7 mg)

VSK CH;OH: Ha0

Silika jel KK
CHClzMeOH

Sefadeks KK CH;OH J

P-5
(1.9mg)
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3.2. Biyolojik Etki Calismalar

Tez calismamizda, ekstre ve izole edilmis saf bilesiklerden rozmarinik asit (P-
1), ursolik asit (P-2) ve rutin (P-5) lzerinde in vitro ¢alismalar gergeklestirilmistir.
Asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzim inhibitor etkileri belirlenmis ve SH-
SYSY hiicresinde MTT yontemi ile numunelerin hiicre canlilig1 {izerine olan etkileri
ve H:0; ile muamele edilmis SH-SY5Y hicrelerinde koruyucu etkileri tayin

edilmistir.

3.2.1. Asetilkolinesteraz (AChE) ve Butirilkolinesteraz (BChE)

inhibisyonu

Ellman ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen kolorimetrik AChE ve BChE
inhibitor aktivite tayini yontemi modifiye edilerek kullanilmistir (91). AChE ve BChE
enzim olarak; asetilkolin iyodir (ATChl) ve butirilkolin iyodir (BuTChl) reaksiyonda
substrat olarak; renklendirici madde olarak ise 5,5’-Ditiyo-bis (2-nitrobenzoik)asit
(DTNB) kullanilmistir. Ekstrenin DMSO’da ¢6ziilmiis 400 mg/ml stok ¢dzeltisinden;
50, 200, 400 ve 1000 final konsantrasyonda olacak sekilde; saf maddelerin ise DMSO’
de ¢oziilmiis 100 mM stok cozeltisinden; 5 uM, 20 uM, 50 uM ve 100 uM final
konsantrasyonlarinda diliisyonlar1 hazirlanmistir. Pozitif kontrol olarak 0,5 uM, 1 uM,
2,5 UM, 5 uM ve 12,5 uM konsantrasyonlarda takrin kullanilmigtir.

96 kuyucuklu mikroplaktaki bitin kuyucuklara ilk énce 40 ul fosfat tamponu
(pH = 8.0) mikropipet yardimi ile konulmugtur. Mikroplagin ilk 6 ve son 6 kuyucugu
kontrol olarak ayrilmistir. Hazirlanmis olan test 6drneklerinden 20’°ser pl, her 6rnek 3
paralel olacak sekilde geriye kalan kuyucuklara eklenmistir. 20 pl enzim ¢dzeltisi
(0.26 U/ml) eklendikten sonra 100 pl 3 mM 5,5'-ditiyo bis-(2-nitrobenzoik asit) ilave
edilmis ve 30 dakika 37°C’de inkiibe edilmistir. Siire sonunda mikroplaktaki tim
kuyucuklara 20 pl 15 mM substrat (ATChI veya BuTChl) ilave edilerek reaksiyon
baslatilmistir. Absorbans, 4 dakika sonunda mikroplaka okuyucu kullanilarak 405
nm’de Olgiilmistiir. Her 6rnek 3 paralel ¢alisilmis ve sonuglar farkli zamanlarda
yapilan 3 deneyden elde edilen %inhibisyonlarin ortalamasi + standart sapma olarak

verilmistir. Her bir 6rnegin inhibisyon orani asagidaki gibi hesaplanmistir.

% Inhibisyon =100 < [(Abs smek— AbS kor ) / ADS smek
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3.2.2. SH-SY5Y Hucrelerinde Noroprotektif Etkinin Belirlenmesi

SH-SY5Y hicreleri yiiksek glukoz icerikli DMEM (%10 FBS, antibiyotikler
ve L-glutamin igeren) ile 37°C'de % 5 CO; igeren ortamda inkiibe edilmis ve belirgin
bir yogunluga ulastiginda pasajlanmustir. Hiicre siispansiyonu 2x10° hiicre/ml olarak
hazirlanmis 96 kuyucuklu plakalara 100’er pl olarak aktarilmistir. Hiicreler deney i¢in
yeterli sayiya ulasincaya kadar 37 °C’de %5 COz igeren inklbatOrde bekletilmis ve
stirenin sonunda vasat aspire edilmistir. Ekstre (1 ug/ml, 10 pg/ml, 50 pg/ml ve 100
pug/ml) ve saf maddeler (0.1 uM, 1 uM, 10 uM ve 100 uM) 50’ser pl kuyucuklara
eklenmis ve tizerine 500 uM H20, ¢ozeltisinden 50 pl ilave edilmistir. 24 saat
inkiibasyon sonrasinda, 5 mg/ml konsantrasyonundaki MTT ¢ozeltisi, her bir
kuyucuga 10 pl olacak sekilde eklenmistir. Formazan kristallerinin ¢oziinmesi i¢in 4-
6 saat beklenmis ve ardindan 100 pul DMSO eklenerek homojen bir karisim elde
edilmistir. Son adimda, hiicre canlilig1 oranlari, spektrofotometrede 577/655 nm dalga
boylarinda o6lgiilen absorbans degerleri kullanilarak hesaplanmistir. Her bir 6rnegin

yasam orani agsagidaki gibi hesaplanmistir (90).

(100 — (Kontrol absorbans: — érnek absorbanst)

% Hiicre Canlilign = [ ] x 100

kontrol absorbans:

3.3. istatiksel Analiz Yontemi

Sonuglar ortalama+standart hata olarak sunulmustur. Analizler GraphPad 8.0
(Kaliforniya, ABD) programi kullamlarak yapilmistir. Istatistiksel analiz tek-yonli
ANOVA post hoc Tukey ile yapilmis ve p<0,05 anlamli kabul edilmistir.



3.4. Fitokimyasal ve Biyolojik Etki Calismalarinda Kullanilan Aletler

Derin dondurucu
Diyafram Pompa
Etlv

Hassas Terazi

Terazi

ITK plak isitict
Kromatografi Tanki
Liyofilizator

Manyetik Karistirici
Rotavapor

Ultrasonik Banyo

UV Lamba

CO: Inkiibatorii
Calkalamal Su Banyosu

Derin dondurucu

Etiv

Hassas Terazi

inverted Mikroskop
Laminar Air Flow Kabini
Otoklav

Otomatik Pipetler
Santrifij

Ultrasonik Banyo

Plate 1s1tic1- calkalayici

: (-20°C) Argelik

: Herkules 200/10/24 Air Compressor

: Elektro-mag

: Sartorius CP224S, Shimadzu AUW?220D,
Denver Instrument SI-234

: AND EK-600H, Denver Instrument TP-3002
: Camag TLC Plate Heater 111

: Camag (cam kuvet, 22 x 23 x 8 cm)

: Christ Alpha 1-2 LD-Plus

: Heidolph

: Blichi R 200, Buchi R 210

: Transsonic 570

: Camag

:Sanyo MCO-18AIC (UV)

: Major Science

: (-20°C) Argelik

(-80°C) Nuve Direct freeze 290

:Elektro-mag
:Sartorius CP224S, Shimadzu AUW220D,

Denver Instrument SI-234

: Leica DMIL LED

: Chemocell LRCx-UV (Teknomar)

- Autoclave HS 9041

: 10 ul, 100ul, 200ul, 1000 pl (Transferpette)
- UniGen 15D, Herolab

:Transsonic 570

: Biosan Thermo-shaker PST-100HL

46
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4. BULGULAR

Tez calismamizin bulgulari; Prunella vulgaris L. bitkisinin toprak Ustu
kisimlarindan %80 etanol ile hazirlanmis ekstrenin suda ¢oziinen kismindan (sulu
ekstre) degisik kromatografik yontemlerle izole edilen saf bilesiklerin yapi tayinlerinin
aciklandigi “Fitokimyasal Calismalara Ait Bulgular” ve ndroprotektif etkinin
tayininde kullanilan hiicre kiltiric  [SH-SY5Y (insan noroblastoma)] ile
asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz enzim inhibitor etkileri gibi in vitro biyolojik
etki c¢alismalarinin sonuglarinin verildigi “Biyolojik Etki Calismalarina Ait

Bulgular” olmak {izere 2 ana baslik altinda siniflandirilip agiklanmustir.
4.1. Fitokimyasal Cahsmalara Ait Bulgular

P. vulgaris bitkisinin toprak tstii kistmlarindan elde edilen sulu ekstrenin
poliamit kolon fraksiyonlar: iizerinde, degisik kromatografik yontemler kullanilarak
gerceklestirdigimiz izolasyon c¢aligmalart sirasinda 5 bilesik izole edilmistir. Bu
bilesiklere (P-1—P-5) kodu verilmis ve isimlendirilmelerinde Tiirk¢e okunuslar1 esas
alinmustir.

izole edilen bilesiklerin yapilari 1D-NMR (*H ve ¥C NMR), 2D-NMR
(COSY, HSQC ve HMBC) spektroskopileri ve kiitle spektroskopisi kullanilarak
aydinlatilmistir. Elde edilen sonuglara gore; bu bilesiklerin rozmarink asit (P-1),
ursolik asit (P-2), kemferol-3-O-rutinozit (P-3), kersetin 3-O-glukozit (P-4) ve rutin
(=kersetin-3-O-rutinozit (P-5) oldugu anlagilmistir.
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Rozmarinik Asit (P-1)
(= a-O-transkafeoil-3',4'-dihidroksifenilaktik asit)

Ci18H160s

Molekiil Agirhgi: 360.3 g/mol

LC-QTOF/MS (m/z) 359 [M-H]-

IHNMR Tablo 4.1

Sekil 4.1

3C NMR Tablo 4.1
Sekil 4.2

COSY Sekil 4.3
HSQC Sekil 4.4
HMBC Sekil 4.5

P-1, krem renkli amorf bir kat1 olarak izole edilmistir. ITK analizinde revelator
olarak vanilin/H2SOg4 piiskiirtiilmiis; plagin 105°C’de 1-2 dak. 1sitilmasi sonucunda
bilesik, kromatogramda zamanla solan koyu pembe renkli bir leke vermis UV-366’da
mavi floresans gdzlenmesi bilesigin fenolik asit olabilecegini diiglindiirmiistiir.

Bilesigin LC-QTOF/MS analizinde m/z 359'da g6zlenen [M-H] iyon piki,
bilesigin *C NMR spektrumundaki 18 karbon sinyali, 'H NMR ve 2D NMR
spektrumlar ile birlikte degerlendirildiginde, bilesigin, yapisinda kafeik asit tasiyan
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distibstitiie bir fenolik asit oldugu belirlenmis ve kapali formiili C18H160g olarak
bulunmustur.

P-1 ‘in *H NMR spektrumda 8n 7,02-6,62 ppm arasinda gozlenen 2 ABX
sistemine ait 6 proton sinyali yorumlandiginda, 1,3,4-trisiibstitiiec benzen halkalarin
gosteren sinyaller, ox 7,02 ppm (d, J =2 Hz, H-2), 61 6,76 ppm (d, J=8, H-5), on 6,92
ppm (dd, J = 8.5/2 Hz, H-6), &n 6,67 (d, J=8, H-2"), 61 6,66 (d, J = 8 Hz, H-5"), 61 6,62
(dd, J = 8/2 Hz, H-6") de goriilmiistiir (Sekil 4.1, Tablo 4.1). Bu protonlar1 tasiyan
karbon sinyalleri ise HSQC spektrumundan yararlanilarak tespit edilmistir (Sekil 4.5,
Tablo 4.1). 6n 6,26 ppm (d, J = 16.0 Hz, H-8), o1 7,50 ppm (d, J = 16.0 Hz, H-7) de
gozlenen AB sistem seklindeki 2 proton sinyali, yapida olefinik protonlar bulunduguna
isaret etmis ve bu protonlarin yliksek kenetlenme sabitine sahip olmasi (J = 16.0 Hz)
trans konumunda olduklarin1 géstermistir. HSQC spektrumundan olefinik protonlarin
karbon sinyallerinin ¢ 115,1 ve 146,7 ppm’de yer aldig1 belirlenmistir. Bu bulgular
oc 168,99 ppm’de gozlenen doymamis ester karbonili sinyali ile birlikte
degerlendirildiginde yapidaki trans-kafeik asit dogrulanmistir (Sekil 4.5, Tablo 4.1).
on 5,09 (dd, J = 3,5/10, H-8") da gorilen sinyal bir metin protonunu d4 3,09 (dd, J =
3.5/10 Hz, H-7a") ve 0w 2,93 ( dd, J= 14.5 Hz, H-7b") de iki proton degerindeki dublet-
dublet seklindeki sinyaller ise C-7" konumundaki metilen protonlarin1 gostermektedir.
HSQC spektrumundan bu protonlarin karbon sinyalleri sirasiyla ¢ 77,2 (C-8') ve 38,6
(C-7") ppm olarak saptanmigtir. Bu sinyaller, 2.ABX sistemi ile birlikte
degerlendirildiginde ve &c 172,9 ppm’de goriilen karboksilat anyonu dikkate
alindiginda yapida bir de dihidroksifenillaktik asit yapisi bulundugu anlasilmistir
(Sekil 4.5, Tablo 4.1).

P-1’in COSY spektrumunda on 3,09/ 2,93 (H-7'a/b) arasinda; 6w 5,09 (H-8') ile
on 3,09/2,93 (H-7") arasinda; 6n 7,50 (H-7) ile o1 6,26 (H-8) arasinda goriilen
korelasyonlar bu protonlarin ayni spin sistemi iginde yer aldiklarini gdstermis ve
yukaridaki bulgular1 dogrulamistir (Sekil 4.3).

Bilesigin HMBC spektrumunda goriilen, C-8' konumunda yer alan protonun
(6 5.09, H-8”) C-9 konumundaki doymamis ester karbonili (6c 168,9) ile uzak
mesafeli etkilesimi trans-kafeik asidin 3,4-dihidroksifenillaktik asit ile 8' konumundan
baglh oldugunu gostermistir. Ayrica, HMBC spektrumunda; olefinik protonlar (dn
6,26, H-8 ve on 7,50, H-7) ile C-9 (d¢c 168,9), H-8 (8w 5,09), H-2’ (3K 6,67) ve H-6’
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(61 6,62) ile C-7’ (8¢ 38,7), H-7" (8n 3,09-2.93) ile C-9’ karboksilat karbonu (6¢ 172,9)
arasinda gozlenen uzak mesafeli etkilesimler P-1 bilesiginin yapisini kesin olarak
dogrulamustir (Sekil 4.4, Tablo 4.1). P-1 bilesiginin yapisi, 1D ve 2D (COSY, HSQC,
HMBC) NMR spektrumlarinin yorumlanmasi ve spektral degerlerin literatiirde
bulunan bilgilerle karsilagtirilmasi sonucunda rozmarinik asit olarak aydinlatilmistir
(91, 92) . Bu bilesik daha 6nce Prunella vulgaris, P. vulgaris var. lilacina, P. orientalis
,P. grandiflora ve P.vulgaris subsp. asiatica tiirlerinde tespit edilmistir (1, 32, 39, 41,
43-45, 93)

Tablo 4.1. Rozmarinik asit (P-1) ‘nin *C ve *H NMR spektroskopik degerleri
(CD30D; 13C: 125 MHz; 'H: 500 MHz); 6nemli HMBC korelasyonlari.

C/H | DEPT | &c(ppm) | 8n(ppm) | JHz HMBC (H—C)
1 C 127,9
2 CH 1155 7,02d 2 C-4, C-6, C-7
3 C 146,7
4 C 1494
5 CH 116,4 6,76 d 8 C-1,C-2, C-3
6 CH 122,9 6,92 dd 2/8.5 C-2,C-4, C-7
7 CH 146,7 7,50d 16 C-2, C-6, C-9
8 CH 1151 6,26 d 16 C-1,C-9
9 C=0 168,9
1 C 130,9
2" CH 1174 6,67d 2 C-4',C-6', C-7'
3 C 146,0
4 C 144.9
5" CH 116,2 6,66 d 8 C-1, C-3'
6 CH 1217 6,62 dd 2/8 C-2,C-4', C-T'
7a | CHz 38,7 3,09 dd 3.5/14
7b | CH; 387 293dd | 14.5/10
8" CH 77,3 5,09 dd 3.5/10 C9
9 | c=0 172,9
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Sekil 4.1. Rozmarinik asit (P-1)’in *H NMR spektrumu (CDsOD, 500 MHz)
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Sekil 4.2. Rozmarinik asit (P-1) ‘in *C NMR spektrumu (CD?0D, 125 Hz).
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Sekil 4.3. Rozmarinik asit (P-1)’in 2D H, *H-homoniikleer korelasyonlu spektrumu
(COSY).
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Sekil 4.4. Rozmarinik asit (P-1) ‘in 2D *H, *C-heteroniikleer korelasyonlu (yakin
mesafe) spektrumu (HSQC).



Sekil 4.5. Rozmarinik asit (P-1)” in 2D *H, *C-heteroniikleer korelasyonlu (uzak
mesafe) NMR spektrumu (HMBC).
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Ursolik Asit [P-2]

C30H4803

Molekiil Agirhigr: 456.7 g/mol

IH NMR Tablo 4.2
Sekil 4.6

3C NMR Tablo 4.1
Sekil 4.7

COSY Sekil 4.8
HMQC Sekil 4.9
HMBC Sekil 4.10

Beyaz renkli amorf yapili P-2 bilesiginin ITK analizinde revelatdr olarak
vanilin/H.SO4  kullanilmis, plak 105°C’de 1-2 dak. boyunca 1sitilmis ve
kromatogramda, bilesigin terpen yapisinda olabilecegine isaret eden, pembe-mor
renkli bir leke gozlenmistir.

Bilesigin tiim proton ve karbon NMR spektral degerlerinin *H NMR ve 2D
NMR spektrumlart yardimiyla yorumlanmasi sonucunda yiiksek alanda yogun olarak
goriilen sinyaller, 30 C atomuna sahip olmasi ve COSY spektrumunda gozlenen spin

sistemleri bilesigin triterpen yapisinda olabilecegini gostermistir.
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P-2’ nin H NMR spektrumu incelendiginde, 5n 3,00 ppm’de (dd, J=10.8/5.6,
H-3) gbzlenen proton sinyali bir hidroksil komsuluguna, 1 5,13 ppm’de (dt, J=12/3.6,
H-12) goriilen proton sinyali ise olefinik proton varligina isaret etmistir. Bunlarin
yaninda on 0,67-1,03 ppm arasinda, 3H degerinde, 5’1 singlet, 2’si dublet seklinde
cikan sinyaller, yapida 7 metil grubu oldugunu gostermistir (Sekil 4.6, Tablo 4.2).
HMQC spektrumundan yararlanilarak bu protonlara ait karbon sinyalleri belirlenmistir
(Sekil 4.9, Tablo 4.2). 13C NMR spektrumunda diisiik alanda gozlenen, 8¢ 125,0 (C-
12, katerner) ve 8¢ 138,6 (C-13, katerner) sinyalleri ile 'H NMR spektrumunda 51 0,89
(H-29) ve dn 0,96 ppm’de (H-30) dublet olarak gdzlenen 2 metil sinyali literatur
verileri ile karsilastirildiginda, C-12/C-13 gifte bag ve 2 tane dublet metil sinyalinin
ursan tipi triterpenler i¢in karakteristik oldugu ve bilesigin ursan yapisinda
olabilecegini gostermistir. 3C NMR spektrumunda, dc 178,7 ppm’de bir katerner
karbon sinyalinin gdzlenmesi, karboksilik asit varligina isaret etmistir. P-2’ nin COSY
spektrumunda 6w 1,44 (H-2) ile on 3,00 (H-3); dn 0,67 (H-5) ile 61 1,49 (H-6); on 1,45
(H-9) ile 61 1,84 (H-11) ve 6n 1,84 (H-11) ile 61 5,13 (H-12) arasinda spin sistemleri
belirlenmistir (Sekil 4.6). P-2’nin HMBC spektrumu yardimiyla metil gruplarinin uzak
mesafe etkilesimleri aydinlatilmis ve ursan yapisina baglanma noktalari kesin olarak
belirlenmistir. Ayrica, on 2,1 (H-18) protonu ile 6c 178,7 karbonil karbonu arasindaki
uzak mesafe etkilesimi de karbonil grubunun baglant1 noktasimi agiklamstir. (Sekil
4.10, Tablo 4.2).
P-2 bilesiginin yapisi, 1D ve 2D (COSY, HMQC, HMBC) NMR spektrumlarinin
yorumlanmas1 ve spektral degerlerin literatiirde bulunan bilgilerle karsilastirilmasi
sonucunda ursolik asit olarak aydmlatilmistir (33). Ursolik asit daha 6nce Prunella

vulgaris ve P. vulgaris var. lilacina tiirlerinden izole edilmistir (1, 30, 33, 83).
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Tablo 4.2. Ursolik asit (P-2)’in 1*C ve H NMR spektroskopik degerleri (CD30D;
'H: 400 MHz, 3C:100 MHz) 6nemli HMBCkorelasyonlari.

C/H|DEPT | c ppm | &1 ppm J (Hz) HMBC (H—C)

1 |CH2 [382 0,90 ve 1,55

2 |CH2 |306 1,44

3 |cH [772 3,00 dd 10.8/5.6 C-23,C-24
CH 3,39's

4 |c 38,3

5 |CH |[552 0,67 d 6.4

6 |CH, |184 1,49%

7 |CH: |331 1,44 ve 1,23*

8 |cC 39,3

9 |CH |474 1,45%

10 |c 36,9

11 |CH, [23,3 1,84% C-9

12 |cH [1250 |5,13dt 12/3.6 C-9, C-14, C-18

13 [C 138,6

14 |c 42,1

15 |CH, [27.4 1,43*

16 |CH2 [25,0 1,45% C-14

17 |c 47,2

18 |CH [52,8 2,10d 11.2

19 |CH 38,8 0,9%

20 |CH [389 1,28*

21 |CH2 |294 1,22%

22 |CH2 |36,7

23 |CHs [28,7 0,89* C-3, C-4, C-5, C-24

24 |CHs |165 0,67* C-3, C-4, C-5, C-23

25 |CHs |156 0,855 C-5, C-9, C-10

26 |CHs 17,3 0,73* C-7,C-8, C-9, C-14

27 |CHs [23,7 1,03s C-8, C-13, C-14

28 |C 178,7

29 |CHs 174 0,81d 6.36 C-18, C-20

30 |CHs |215 0,90 d 8 C-17, C-21, C-22

*@Girisim nedeniyle bazi sinyallerin kenetlenme sabitleri (J) hesaplanamamastir.
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Sekil 4.6. Ursolik asit (P-2)’in *H NMR spektrumu (CD3OD, 400 MHz).
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Sekil 4.7. Ursolik asit (P-2)’in **C NMR spektrumu (CD30D, 100 MHz).
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Sekil 4.9. Ursolik asit (P-2)’in 2D H, *C-heteroniikleer korelasyonlu (yakin

mesafe) NMR spektrumu (HMQC).
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Sekil 4.10. Ursolik asit (P-2)’in 2D *H, *C-heteroniikleer korelasyonlu (uzak
mesafe) spektrumu (HMBC).



Kemferol-3-O-rutinozit (P-3)

64

0
ot OH
o}
CH
Molekiil Agirhigr: 594.5 g/mol
'H NMR Tablo 4.3
Sekil 4.11
BC NMR Tablo 4.3
Sekil 4.13
COSY Sekil 4.13
HMQC Sekil 4.14
HMBC Sekil 4.15

P-3 kodlu bilesik, sar1 renkli amorf bir kati formda elde edilmistir. ITK

analizlerinde revelatorii pliskiirtmeden once giin 1s181inda sar1, UV2s54 nm’de mor ve

UV366 nm’-de sar1 renkli floresans gézlenmis, ardindan Vanilin/H2SO4 puskirtilmesi

ile birlikte plak 105°C de 1-2 dakika boyunca 1sitildiginda giin 15181inda sari-turuncu

bir renk gorulmesi ve UV3es nm’-de goriilen sar1 floresansin siddetlenmesi bu bilesigin

bir flavonoit olabilecegini diisiindiirmiistiir.

P-3 kodlu bilesigin 'H NMR spektrumu (Sekil 4.11) incelendiginde,

flavonoitin 5,7-dislbstitlie A halkasindaki meta kenetlenmeyi isaret eden, on 6,37 (d,

J=2,1 Hz, H-8) ve 6,15 (d, J=2,1 Hz, H-6) sinyalleri gbzlenmistir. Bu sinyallere ilave
olarak, 61 7,97 (2H, d, J=8,8 Hz, H-2'/ H-6") ve 6,88 (2H, d, J=8,8Hz H-3'/H-5") ppm’
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de AB sistem seklinde tespit edilen ikiser proton degerindeki aromatik proton
sinyalleri 4'-stibstitle B halkasi i¢in karakteristiktir (Sekil 4.11, Tablo 4.3). Bu
protonlardan bagka aromatik proton sinyali goriilmemesi C halkasinin dolu ve yapinin
bir flavonol oldugunu gostermistir. P-3’iin **C NMR spektrumu incelendiginde (Sekil
4.12), gozlenen toplam 27 karbon sinyalinden, aglikona ait 15 karbon ¢ikarildiginda
kalan 12 sinyal yapida 2 oz olabilecegini gostermis ve HMQC spektrumu yardimiyla
tiim karbonlara ait protonlar belirlenmistir (Sekil 4.14). *H-NMR spektrumunda, Sn
5.28 (d, J=7.5Hz, H-1") ve 61 4.58 (d, J=1.4 Hz, H-1"")’de goriilen 2 anomerik proton
sinyali, bilesigin diglikozidik yapida oldugunu dogrulamis ve HMQC spektrumunda,
bu protonlara karsilik gelen karbon rezonanslar1 da sirasiyla 6c 101,3 ve 6c 100,5°de
gozlenmistir (Sekil 4.15, Tablo 4.3). COSY spektrumu yardimiyla anomerik
protonlardan hareketle diger oz sinyallerinin yeri tespit edilmistir (Sekil 4.13). HMQC
spektrumunda bu protonlara karsilik gelen karbon rezonanslart da saptandiginda,
yapidaki ozlarin glukoz ve ramnoz oldugu anlasiimistir. *H NMR spektrumunda,
ramnozun metil grubuna ait sinyal 64 0,99 (d, J=6.2 Hz, H-6")’da g6zlenmistir.
Ayrica, glukozun anomerik proton sinyalinin kenetlenme sabitinin (J=7.5 Hz) ve
ramnozun anomerik proton sinyalinin kenetlenme sabitinin ise (J=1,4 Hz) olmasi
glukozun g, ramnozun ise a konfigiirasyona sahip oldugunu gostermistir.

HMBC spektrumundaki uzak mesafe etkilesimleri incelendiginde (Sekil 4.15,
Tablo 4.3), glukoza ait anomerik proton sinyali (6n5.28) ile aglikona ait C-3 (6¢ 132,5)
arasinda goriilen etkilesim, oz zincirinin aglikona C-3 OH’dan substitiie oldugunu
gostermektedir. Ramnozun anomerik protonuna ait sinyalle (61 4.58) glukoza ait C-6"
(6c 66.4) sinyali arasindaki etkilesim ve glukozun C-6" sinyalinin bu konumda
stibstitlisyon bulundurmayan glukoza gore (P-4) yaklasik 4 ppm diisiik alana kaymasi
ise ramnozun glukoza C-6"dan bagli oldugunu agiklamistir.

1D ve 2D NMR spektrumlarindan elde edilen veriler, literatiirdeki verilerle
karsilastirildiginda P-3 kodlu bilesigin yapis1 Kemferol 3-O-rutinozit (Kemferol 3-
O-a-ramnopiranozil-(1—6)-g-glukopiranozit) olarak aydinlatilmistir (94).Bu

bilesik daha 6nce P.vulgaris var. lilacina tiiriinden izole edilmistir (32).
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Tablo 4.3. Kemferol 3-O-rutinozit (P-3)’in 3C NMR ve *H NMR spektroskopik
degerleri (DMSO-dg; *H: 400 MHz, *C:100 MHz); 6nemli HMBC

korelasyonlari.
CH DEPT dc (ppm) on (ppm) JHz g{'\iBé:)
2 C 151,6
3 C 132,5
4 C 177,0
5 C 161,0
C-5, C-8, C-
6 CH 98,9 6,15 d 21 10, C-7
7 C 165,9
2.1 C-2,C-6, C-
8 CH 93,8 6,37d 10, C-7, C-9
9 C 155,7
10 C 103,2
1 C 126,8
2' CH 130,5 7,97d 8.8 C-2, C-4
3 CH 116,1 6,88 d 8.8
4' C 158,6
5' CH 116,1 6,88 d 8.8 C-1', C-3', C-4'
6 CH 130,5 7,97d 8.8 C-4
Glukoz
1" CH 101,3 528d 7.5 C-3
2" CH 74,2 3,00-3,70*
3" CH 76,4 3,00-3,70*
4" CH 69,3 3,00-3,70*
5" CH 76,5 3,00-3,70*
6"a CH> 66,4 3,68 dd 1.2/11.9 C-4"
6"b 3,25 dd 6.0/11.9 C-4"
Ramnoz
1 CH 100,5 4,38d 1.4 C-6"
2" CH 70,0 3,43 dd 3.2/1.8
3" CH 70,4 3,28 dd 9.8/3.7
4" CH 69,6 3,05*
5" CH 68,2 3,27 m
6" CHs 17,3 0,99d 6,1 c-4", C-5"

*Girisim sebebiyle sinyaller aydinlatilamamustir.
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Sekil 4.11. Kemferol 3-O-rutinozit (P-3)’in *H NMR spektrumu (DMSO-ds, 400
MHZz).
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Sekil 4.12. Kemferol 3-O-rutinozit (P-3)’in 13C NMR spektrumu (DMSO-d6, 100
MH2z).
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Sekil 4.13. Kemferol 3-O-rutinozit (P-3)’in 2D H, *H-homoniikleer korelasyonlu
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Sekil 4.14. Kemferol 3-O-rutinozit (P-3)’in 2D *H, *C-heteroniikleer korelasyonlu
(yakin mesafe) NMR spektrumu (HSQC).
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Sekil 4.15. Kemferol 3-O-rutinozit (P-3)’in 2D *H, *C-heteroniikleer korelasyonlu
(uzak mesafe) NMR spektrumu (HMBC).
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Kersetin 3-O-glukozit (P-4)

OH

C21H19012
Molekiil Agirhgr: 464.38 g/mol

IH NMR Tablo 4.4
Sekil 4.16

3C NMR Tablo 4.4
Sekil 4.17

COSY Sekil 4.18
HSQC Sekil 4.19
HMBC Sekil 4.20

P-4 kodlu bilesik, sar1 renkli amorf bir kat1 formda elde edilmistir. ITK
analizlerinde revelatorii piiskiirtmeden 6nce giin 1s18inda sar1, UV2s4 nm’de mor ve
UV366 nm’-de sar1 renkli floresans gozlenmis, ardindan Vanilin/H2SO4 puskirtilmesi
ile birlikte plak 105°C de 1-2 dakika boyunca 1sitildiginda giin 1s1ginda sari-turuncu
bir renk gorulmesi ve UV3es nm’-de goriilen sar1 floresansin siddetlenmesi bu bilesigin
bir flavonoit olabilecegini diistindiirmiistiir.

Bilesigin *H NMR spektrumunun aromatik bdlgesi incelendiginde (Sekil 4.16,
Tablo 4.4), meta kenetlenmeyi isaret eden, on 6,35 (d, J=2.0 Hz, H-8) ve 6,17 (d, J=2.0
Hz, H-6) sinyalleri gdzlenmis olup, bu sinyaller 5,7- distbstitie A halkasi varligini
acikca gostermistir. Bu sinyallere ilave olarak, on 7,71 (d, J=2.1, H-2"), 7,58 (dd, J=
2.0/8.5, H-6") ve 6,86 (d, J= 8.5, H-5')’ de ABX sistem seklinde goriilen 3 aromatik
proton sinyali 3',4" distibstitiie B halkasi i¢in karakteristiktir.

Bilesigin *H NMR spektrumunda baska aromatik proton sinyali gdzlenmemesi

C halkasinin dolu ve yapimin bir flavonol oldugunu géstermistir. P-4’{in 3C NMR
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spektrumu incelendiginde (Sekil 4.17), gozlenen toplam 21 karbon sinyalinden,
aglikona ait 15 karbon cikarildiginda kalan 6 sinyal yapida 1 heksoz olabilecegini
gostermistir. HSQC spektrumu yardimiyla tiim karbonlara ait protonlar belirlenmistir
(Sekil 4.19).

'H NMR spektrumunda, 8n 5,22 (d, J=7.5 Hz, H-1")’de gdzlenen, oza ait
anomerik proton ve !C NMR spektrumunda &c 104,4 anomerik karbon sinyali,
bilesigin monoglikozidik yapida oldugunu dogrulamistir. Anomerik proton sinyalinin
kenetlenme sabitinin J=7.5 Hz olmasi, ozun f konfigiirasyonda oldugunu gostermistir.
COSY spektrumu (Sekil 4.18) yardimiyla anomerik protondan hareketle diger oz
sinyalleri kesin olarak tespit edilmis ve HSQC spektrumunda bu protonlara karsilik
gelen karbon rezonanslari da saptandiginda, yapidaki ozun f-glukoz oldugu
anlasilmistir (Tablo 4.4).

HMBC  spektrumundaki uzak mesafeli etkilesimler (Sekil 4.20)
degerlendirildiginde, glukozun anomerik proton sinyali (SH 5,22) ile aglikona ait C-3
(6c 135,5) arasindaki etkilesim, glukozun aglikona C-3 OH ‘den bagli oldugu bilgisini
vermistir.

Bilesigin 1D ve 2D NMR spektrumlarindan elde edilen spektral degerler,
literatiirdeki NMR bulgulari ile karsilastirildiginda P-4 bilesiginin yapisi, Kersetin 3-
O-glukozit olarak aydinlatilmistir (95). Kersetin-3-O-glukozit daha dnce Prunella
vulgaris, P. vulgaris var. lilacina P. grandiflora, P. laciniata ve P. hyssopifolia

tiirlerinden izole edilmistir (1, 10, 32)
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Tablo 4.4. Kersetin 3-O-glukozit (P-4)’in *C NMR ve 'H NMR spektroskopik
degerleri (CD3OD; *H: 500 MHz, 3C:125 MHz) 6nemli HMBC

korelasyonlari.
C/H DEPT | &c(ppm) on (ppm) JHz HMBC (H—C)
2 C 158,7
3 C 135,5
4 C 179,2
5 C 162,9
6 CH 100,4 6,17 d 2 C-5, C-8, C-10, C-7
7 C 167,7
2 C-2, C-6, C-10, C-7,
3 CH 95,0 6,35d -9
9 C 158,5
10 C 105,1
1' C 122,8
2' CH 117,4 7,71d 2.1 C-2
3 C 145,9
4' C 149,9
5' CH 115,9 6,86 d 8.5 c-1,C-3,C-4
6" CH 123,1 7,58 dd 2.0/18.5
Glukoz
1" CH 104,4 522d 7.5 C-3
2" CH 75,0 3,46 t 8.0
3" CH 78,1 3,42t 9.0
4" CH 71,1 3,35t 9.0
o CH 78,3 3,22 m
6"'a CH> 62,5 3,58 dd 6.0/11.2 C-4"
6"b 3,74 dd 2.0/11.2 Cc-4"
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pps

Sekil 4.17. Kersetin 3-O-glukozit (P-4)’ in 3C NMR spektrumu (CD30D, 125 MHz)
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Sekil 4.18. Kersetin 3-O-glukozit (P-4)’in 2D H, *H-homoniikleer korelasyonlu
spektrumu (COSY).
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Rutin (Kersetin 3-O-rutinozit) (P-5)

OH

0
5 o OH
0
OH
HO
C27H30016
Molekiil Agirhigi: 610,5 g/mol
'H NMR Tablo 4.5
Sekil 4.21
BC NMR Tablo 4.5
Sekil 4.22
COSY Sekil 4.23
HMQC Sekil 4.24
HMBC Sekil 4.25

P-5 kodlu bilesik, sar1 renkli amorf bir kati formda elde edilmistir. ITK
analizlerinde revelatorii pliskiirtmeden 6nce giin 1s181inda sar1, UV2s54 nm’de mor ve
UV366 nm’-de sar1 renkli floresans gézlenmis, ardindan Vanilin/H2SO4 puskirtilmesi
ile birlikte plak 105°C de 1-2 dakika boyunca 1sitildiginda giin 1g18inda sari-turuncu
bir renk gortlmesi ve UV3zes nm’-de goriilen sar1 floresansin siddetlenmesi bu bilesigin
bir flavonoit olabilecegini diisiindiirmiistiir.

P-5 bilesiginin *H NMR spektrumu incelendiginde (Sekil 4.21, Tablo 4.5),
spektrumun aromatik alamindaki sinyallerin P-4‘iin 'H NMR spektrumuyla oldugu
goriilmiistiir. A halkasindaki meta kenetlenmeyi isaret eden, on 6,36 (d, J=1.7 Hz, H-
8) ve 6,16 (d, J=1.7 Hz, H-6) sinyalleri ve ilave olarak, 61 7,53 (dd, J=8.3/2.2, Hz, H-
6'), 0n 7,56 (d, J=2.2 Hz, H-2") ve 6,83 (d, J=8.3 Hz, H-5") ppm’ de ABX sistem
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seklinde gozlenen 3 aromatik proton sinyali 3'.4' disiibstitie B halkas1 igin
karakteristiktir. Bu protonlardan baska aromatik proton sinyali goriilmemesi C
halkasinin dolu ve yapmin bir flavonol oldugunu goéstermistir. Spektrumun oz
bdlgesindeki sinyallerin ise P-3 bilesigi ile benzer oldugu anlasilmistir.

13C NMR spektrumu incelendiginde (Sekil 4.22), gdzlenen toplam 27 karbon
sinyalinden, aglikona ait 15 karbon c¢ikarildiginda kalan 12 sinyal, yapida 2 oz
olabilecegini gostermis ve HMQC spektrumu yardimiyla tiim karbonlara ait protonlar
(Sekil 4.24, Tablo 4.5).

'H NMR spektrumunda, 8 5,32 (d, J=7.7 Hz, H-1") ve 4,38 (d, J=1.7 Hz, H-
1")’de gozlenen 2 anomerik proton sinyali, bilesigin diglikozidik yapili oldugunu
dogrulamis ve HMQC spektrumunda (Sekil 4.24), bu protonlara karsilik gelen karbon
rezonanslar1 da sirasiyla 6c 101,2 ve 6c 100,6’de gozlenmistir (Tablo 4.5).

COSY spektrumu yardimiyla anomerik protonlardan hareketle diger oz
sinyallerinin yeri tespit edilmistir (Sekil 4.23). HMQC spektrumunda bu protonlara
karsilik gelen karbon rezonanslar1 da saptandiginda, yapida glukoz ve ramnoz oldugu
anlagilmistir. Ozlarin anomerik protonlarinin kenetlenme sabitlerinden (J=7.7 Hz, H-
1" ve J=1.7 Hz, H-1") [1-glukoz ve [l-ramnoz olduklari tespit edilmistir. Ayrica, 'H
NMR spektrumunda, ramnozun metil grubuna ait sinyal 6y 1,00 (d, J=6.2 Hz, H-
6"")’de gozlenmis olup, bu bulgu yapidaki ramnozu kesinlestirmistir.

HMBC spektrumundaki (Sekil 4.25, Tablo 4.5) uzak mesafeli etkilesimler
incelendiginde, glukoza ait anomerik proton sinyali (on 5.32) ile aglikona ait C-3 (dc
133,1) arasinda goriilen etkilesim, oz zincirinin aglikona C-3 OH’dan bagli oldugunu
gostermistir. Ramnozun anomerik protonuna ait sinyalle (6n 4.38) glukoza ait C-6" (6¢c
66,8) sinyali arasinda bir etkilesim gozlenmesi ve glukozun C-6" sinyalinin bu
konumda substitisyon bulundurmayan glukoza gore (P-4) yaklasik 4.3 ppm diisiik
alana kaymasi, ramnozun glukoza C-6"dan bagli oldugunu aciklamstir.

1D ve 2D NMR spektrumlarindan elde edilen veriler, literatiirdeki verilerle
karsilastirildiginda P-5 kodlu bilesigin yapisi, Rutin (Kersetin 3-O-rutinozit =
Kersetin 3-O-a-ramnopiranozil-(1—6)-f-glukopiranozit)olarak aydmlatilmistir
(94). Bu bilesik daha 6nce Prunella vulgaris, P. vulgaris var. lilacina, P. grandiflora
ve P. hyssopifolia, P.lacianata ve P.vulgaris subsp. asiatica tiirlerinden izole edilmistir
(10, 25, 32, 39).
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Tablo 4.5. Rutin (P-5)‘in 13C NMR ve H NMR spektroskopik degerleri (DMSO-ds;
13C: 100 MHz; H: 400 MHZz); 6nemli HMBC korelasyonlari.

CH DEPT | &c(ppm) | én (ppm) | JHz HMBC (H—C)
2 C 156,3
3 C 133,1
4 C 177,0
5 C 161,0
6 CH 98,0 6,16 d 1.7 C-5, C-8, C-10, C-7
7 C 164,3
8 CH 93,6 6,36 d 1.7 C-2,C-6,C-10,C-7,C-9
9 C 156,3
10 C 103,4
1 C 120,8
2' CH 116,0 7,56d 2.2 C-2
3 C 1440
4 C 148,5
5 CH 115,1 6,83d 8.3 c-1,C-3,Cc-4
6' CH 1214 7,53dd |8.3/2.2
Glukoz
1" CH 101,2 5,32d 7.7 C-3
2" CH 74,7 3-3,75*
3" CH 75,7 3-3,75*
4" CH 69,8 3-3,75*
5" CH 76,3 3-3,75*
6''a CH: 66,8 3,72dd | 2.2/12 C-4"
6'b 3,20* C-4"
Ramnoz
1" CH 100,6 438d 1.7 C-6"
2" CH 70,2 3-3,75*
3™ CH 70,4 3-3,75*
4 CH 73,9 3-3,75*
5 CH 68,1 3,28*
6" CHs3 17,6 1,00d 6.2 C-4" .C-5"

*Girisim sebebiyle sinyaller aydinlatilamamuistir.
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Sekil 4.21. Rutin (P-5)’in *H NMR spektrumu (DMSO-ds, 400 MHz).
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Sekil 4.22. Rutin (P-5)’in 3C NMR spektrumu (DMSO-ds, 100 MHz).
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Sekil 4.23. Rutin (P-5)’in 2D H, *H-homoniikleer korelasyonlu spektrumu (COSY).
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Sekil 4.24. Rutin (P-5)’in 2D *H, *C-heteroniikleer korelasyonlu (yakin mesafe)
NMR spektrumu (HMQC).
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Sekil 4.25. Rutin (P-5)’in 2D *H, 3C-heterontikleer korelasyonlu (uzak
mesafe)NMR spektrumu (HMBC).

4.2. Biyolojik Etki Calismalarina Ait Bulgular

Biyolojik etki ¢alismalarimizda ilk olarak, P. vulgaris ekstresi ve ekstreden
cesitli kromatografik yontemler kullanilarak izole edilen ve miktarlari yeterli olan saf
bilesiklerin in vitro asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz enzim inhibitor etkileri
tayin edilmistir. Ekstre ve izole edilen saf bilesiklerin noroprotektif etkilerinin
belirlenmesi icin ise SH-SYS5Y (insan ndroblastoma) hiicre serisinde, H20- ile

uyarilmis ndrotoksisite modeli kullanilmistir.
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Calismalarimiz  sirasinda, etkisi arastirilacak olan her Ornek ve/veya
konsantrasyon i¢in en az 3, en fazla 6 farkli kuyucuk kullanilarak, deney sartlarindan
kaynaklanan hatalar en aza indirilmeye calisilmistir. Ayrica tiim deneyler farkli
zamanlarda tekrar edilerek, en az ii¢ tekrarli olarak yapilmis, sonuglar + standart
sapmalar hesaplanarak verilmistir. Sonuglarin istatistiksel analizi tek yonlii ANOVA
post hoc Tukey ile yapilmis ve p<0,05 anlamli kabul edilmistir.

Bu kisimda bulgularimiz; ¢alisilan biyolojik etkiler esas alinarak asagidaki ana
basliklar altinda, tablo ve grafikler ile desteklenerek sunulmustur.

4.2.1. Asetilkolinesteraz (AChE) ve Biitirilkolinesteraz (BChE) Inhibisyon
Calismasina Ait Bulgular

4.2.2. SH-SY5Y Hiucrelerinde Noroprotektif Etkinin Belirlenmesine Ait
Bulgular

4.2.1. Asetilkolinesteraz (AChE) ve Bltirilkolinesteraz (BChE)
inhibisyon Cahsmasima Ait Bulgular

Asetilkolinesteraz  ve  butirilkolinesteraz  inhibisyonlarinin  dl¢iimiinde
Elmann’in kolorimetrik yontemi ufak modifikasyonlarla kullanilmigtir (96). Ekstre
i¢in 1000, 400, 200 ve 50 ug/ml konsantrasyonlar1 uygulanmis; rozmarinik asit (P-1),
ursolik asit (P-2) ve rutin (P-5) igin ise 100, 50, 20 ve 5 uM konsantrasyonlari
kullanilmistir. Deneyde pozitif kontrol olarak takrin kullanilmig ve 0,5- 12,5 uM
konsantrasyon aralifinda uygulanmistir. AChE ve BChE inhibisyon sonuglar1 Tablo
4.6 ve Tablo 4.7 ‘de sunulmustur.

Ekstre ve saf bilesiklerin AChE ve BChE enzim inibisyon degerlerinin
konsantrasyona bagli olarak arttig1 gézlenmistir. Ekstrenin AChE ve BChE enzimini
benzer sekilde inhibe ettigi (sirasiyla %32,80 ve %44,87) gozlenmis ancak, BChE
inhibitdr etkisinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Rozmarinik asit (P-1), ursolik
asit (P-2) ve rutin (P-5) i¢in yapilan testlerin sonuglar1 incelendiginde, bu bilesiklerin
BChE enzimini daha etkili bir sekilde inhibe ettigi gézlenmistir (Tablo 4.6 ve Tablo
4.7).

AChE enzimi tzerine 100 uM konsantrasyonda en yuksek inhibitor etkiyi (%
46,86) gosteren bilesik rozmarinik asit (P-1) iken en diisiik etkiyi ise (% 18,28) rutinin
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(P-5) gosterdigi belirlenmistir. Ekstre ve bilesiklerin inhibitor etki diizeyleri referans
olarak kullanilan takrinin etki diizeyine ulasamamistir (Tablo 4.6, Sekil 4.26).

Rozmarinik asitin (P-1) 100 uM konsantrasyonda BChE enzimini % 84,28
oraninda inhibe ettigi ve bu inhibisyonun referans olarak kullanilan takrin ile
karsilastirilabilir diizeyde oldugu anlasilmistir. Ikinci yiiksek inhibitor etkiyi ise %
63,8 inhibisyon ile ursolik asit (P-2) gostermistir (Tablo 4.7, Sekil 4.27).

Tablo 4.6. Ekstre ve saf bilesiklerin AChE enzim inhibisyonu.

Konsantrasyonlar (Ekstre pg/ml; Saf Bilesikler pnM)/
%Inhibisyon Degerleri
Ornek 1000 400 200 50
Ekstre 32,80+3,04 | 26,34+1,70 | 20,27+1,00 | 10,06+1,82
Saf Bilesikler 100 40 20 5
Rozmarinik asit | 46,86+1,32 | 41,04+0,87 | 35,44+1,65 |27,06£1,17
Ursolik asit 28,32+1,62 | 21,95+1,22 | 16,61+1,31 | 12,15+4,34
Rutin 18,28+0,90 | 13,97+0,91 | 9,30+1,31 | 5,42+0,75
Kontrol 12,5 5 2,5 1 0,5
Takrin 98,3+0,56 | 89,32+0,55| 59,65+1,00 | 46,88+2,28 | 35,84+1,88
B 05uM
|3 1uM
2 25uM
B 5uM
AchE . B 12,5 .M
100= L = 20 uMm
80 " 3 40 uM
§ * B 100 uM
o 60+ ok o
% Wi - e Ekstre
£ S = . 50 pg/ml
= *x == 200 pg/ml
piflfl ocnl = 400 g
Ekstre Rozmarlinik asit Ursolilk Asit Rultin Tal:rin El 1000 pg/ml

Sekil 4.26. Rozmarinik asit, ursolik asit, rutin ve P. vulgaris ekstresinin
asetillkolinesteraz enzim inhibisyon degerleri (* p< 0.05, ** p< 0.0001).



Tablo 4.7. Ekstre ve saf bilesiklerin BChE enzim inhibisyonu.
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Konsantrasyonlar (Ekstre ng/ml; Saf Bilesikler nM)
Ornek % Inhibisyon Degerleri
1000 400 200 50
Ekstre 44 87+2,53 | 28,98+0,91 | 20,53+1,15 | 10,14+3,19
Saf Bilesikler 100 40 20 5
Rozmarinik asit | 84,28+2,54 | 63,35+2,89 | 53,03+4,38 | 33,38+3,67
Ursolik asit 63,8+0,88 | 52,25+2,44 | 37,09+0,86 | 16,69+1,86
Rutin 37,8+1,77 | 23,64+1,21 | 14,80+1,44 | 4,09+0,85
Kontrol 12,5 5 2,5 1 0,5
Takrin 96,3+1,56 | 79,32+0,69 | 55,65+1,55 | 42,61+1,14 |33,87+1,84
B 0,5uM
= 1 uM
B 2,5uM
B 5uM
BuchE B 12,5 .M
1004 x wox = 20 uM
80 B [ B 40 uM
= . E 100 uM
. - 2 2 50 ug/mi
G == 200 pg/ml
] rl - D ﬂ EE 400 pg/ml
Ekstre  Rozmarinik asit Ursolilk Asit Ru:in Talzrin Bl 1000 pg/ml

Sekil 4.27. Rozmarinik asit, ursolik asit, rutin ve P. vulgaris ekstresinin
biitirilkolinesteraz enzim inhibisyon degerleri (* p< 0.05, ** p< 0.0001).

4.2.2. SH-SY5Y Hucrelerinde Noroprotektif Etkinin Belirlenmesine Ait
Bulgular

SH-SYS5Y hucrelerinde noroprotektif etkinin incelenmesi icin H20: ile
uyarilmis norotoksisite modeli kullanilmigtir (90). Bu yontemde test edilen ekstre ve
saf bilesikler hem tek baglarina hem de 500 uM H20: ile birlikte hiicrelere uygulanmis

ve % yasam orani olarak verilen sonuclar Sekil 4.28de sunulmustur. Sadece hidrojen
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peroksit ile muamele edilen hucreler, H202 (500 uM) yazan siitunda yer almaktadir.
Kontrol yazan sutun ise H2O> ve ornekleri igermeyen saglikli hiicreleri ifade
etmektedir. Sadece H20. (500 uM) uygulanan hiicrelerin yasam oraninin % 40’a
diistiigii belirlenmistir.

Ekstre 100, 50, 10, 1 pg/ml konsantrasyonlarda, rozmarinik asit (P-1), ursolik
asit (P-2) ve rutin (P-5) ise 100, 10, 1 ve 0,1 uM konsantrasyonlarda, tek baslarina SH-
SYSY hiicrelerine uygulanmis ve bu konsantrasyonlarin higbirisinde 6rneklere ait
sitotoksisite gozlenmemistir. Aksine, hiicrelerin ¢ogalmasi ekstre ve bilesikler
tarafindan uyarilmis olup, % yasam orani kontrol hiicrelerinden daha yiksek diizeye
cikmustir (Sekil 4.28).

Diger taraftan, ekstre ve bilesiklerin H20: ile birlikte uygulandigi durumda da
hiicre yasam oranlarindaki bu belirgin artis agikca goriilmektedir (p<0,05, Sekil 4.28).
Sadece H20. (500uM) uygulanan hiicrelerde yasam oranmnin %40’a distigi
belirlenmis; rozmarinik asit, ursolik asit ve rutinin 10 uM konsantrasyonda H202’nin
neden oldugu bu hiicre hasarini azaltarak, % 40’a diismiis olan hiicre yasam oranini
sirastyla % 54, % 63 ve %73’e ¢ikardig tespit edilmistir. Bu bilesiklerin 0.1 uM
konsantrasyonda bile noroprotektif etkiye sahip olduklart goriillmektedir. Ekstre ise 50
pug/ml konsantrasyonda hiicre canliligini1 % 92’ye ¢ikarmistir (Sekil 4.28). Bu bulgular,
H20- tarafindan olusturulan norotoksisiteye karsi P. vulgaris ekstresi ve elde edilen
saf bilesiklerin ¢alisilan tiim konsantrasyonlarda ndroprotektif etkiye sahip olduklarini

acikca gostermektedir.
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Sekil 4.28. Ekstre, rozmarinik asit, ursolik asit ve rutinin H20- ile indiiklenmis SH-
SY5Y hiicrelerindeki hiicre canlilig: tizerine etkileri. Sonuglar ortalama *
standart sapma olarak verilmistir. (* p< 0.05, ** p< 0.001, *** p< 0.0001,
500 uM H20:- iceren hiicre) (# p< 0.05, kontrol hiicre).
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5. TARTISMA

Dinya genelinde 15 tirt bulunan Prunella cinsi, tlkemizde 4 tir ile temsil
edilmektedir. Bu tiirler arasinda yer alan P. vulgaris L. halk arasinda en yaygin
kullanim1 olan tibbi bitkilerdendir (2). P. vulgaris’ in geleneksel kullanim alanlari
incelendiginde; bitkinin toprak {istli kisimlarinin romatizma, soguk alginligi ve
kardiyak bozukluklara karsi dahili olarak kullanildig1 bilinmektedir (11). Ayrica; ates
diisiiriicli, hipertansiyon, goz agrisi, ddem ve siskinlik giderici gibi amaglarla da
geleneksel olarak kullanimi mevcuttur (1, 49). Prunella cinsi iizerinde yapilan
biyolojik etki caligmalari; antiviral, antioksidan, antienflamatuvar, noroprotektif,
immunmodulator, antibakteriyel, antitimor, antihipertansif ve hipoglisemik etkiler
tizerinde yogunlasmistir (1, 8, 49)

Demans tiirleri arasinda en sik gozlenen Alzheimer hastaligi (AH), patolojik
olarak beyin iginde amiloid plaklar ve norofibriler yumaklarin birikimi ile karakterize,
belirli beyin bolgelerindeki bazi noron tiirlerinin dejenerasyona ugramasi ve siddetli
noronal kaybi ile sonuglanan, ndrodejeneratif bir bozukluktur (97). Alzheimer
hastaligina kars1 bitkiler basta olmak iizere dogal kaynaklardan ¢are bulma arayislar
ginimuzde artarak devam etmektedir. Bu nedenlerle, P. vulgaris’in geleneksel
kullanimindan ve antienflamatuvar etkisinden yola ¢ikilarak, noroenflamasyonda da
etkili olabilecegi ve Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklarda kullanilabilecegi
diisiincesi ile tez calismamizda, toprak {istii kisimlarindan elde edilen ekstrenin
noroprotektif etkileri in vitro yontemlerle arastirilmis ve etkiden sorumlu bilesikleri
tespit edilmistir.

P. vulgaris ’in golgede kurutulmus toprak iistii kisimlari toz edildikten sonra,
%80 EtOH ile 40°C de ekstre edilmis, ekstraksiyon islemi 5 kez tekrarlandiktan sonra
ekstreler birlestirilmis ve yogunlastirilmistir. Yogunlastirilan ekstre suda ¢oziildiikten
sonra petrol eteri ile s1vi-s1v1 ekstraksiyonu yapilarak lipofilik bilesiklerden kurtarilmis
ve kalan sulu ekstre iizerinden izolasyon calismalarina devam edilmistir. Sulu
ekstrenin On fraksiyonlama isleminde poliamit kolon kromatografisinden
yararlanilmig ve bes ana fraksiyon elde edilmistir. Ardindan ana fraksiyonlar iizerinde
izolasyon g¢alismalar1 yirQtlerek 3 flavonol glikoziti, 1 fenolik asit ve 1 triterpen
olmak iizere, toplam 5 bilesik izole edilmistir. Izole edilen bilesiklerin yapilar ileri

spektral yontemler yardimiyla, rozmarinik asit (P-1), ursolik asit (P-2), kemferol-3-O-
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rutinozit (P-3), kersetin 3-O-glukozit (P-4) ve rutin (P-5) olarak aydinlatilmistir. Bu
bilesiklerin tamami daha oOnce Prunella cinsinde tespit edilmis veya Prunella
tiirlerinden elde edilmis bilesikler olup, yapilar1 Tablo 5.1°de gosterilmistir.
Ekstrenin ve izole edilen bilesiklerin in vitro asetilkolinesteraz ve
biitirilkolinesteraz enzim inhibitdr etkileri belirlenmis ve ayrica, H2Oz ile ndrotoksisite
olusturulan SH-SYS5Y (insan noéroblastoma) hiicrelerinde hiicre canlilig1 iizerine olan

noroprotektif etkileri MTT yontemi ile incelenmistir.

Tablo 5.1. P. vulgaris’ ten izole edilen bilesikler.

T
T
? 0 s 6 0
HO. OH OH
5 OH 0
OH
HO

Rutin (P-5)

P-1 bilesiginin ince tabaka kromotografisindeki davranisi, revelator olarak
vanilin/H2SO4 piiskiirtiildiikten sonra plagin 105°C’de 1-2 dak. 1sitilmas1 sonucunda
kromatogramda zamanla solan koyu pembe renkli bir leke vermesi, UV-366’da mavi
floresans g6zlenmesi bilesigin fenolik asit olabilecegini diisiindiirmiistiir. P-1 ‘in *H
NMR spektrumu incelendiginde (Bkz. Tablo 4.1; Sekil 4.1) aromatik sahada 2 ABX
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sistemi gseklinde gézlenen 6 aromatik proton sinyali ile AB sistem seklinde gozlenen 2
olefinik proton sinyali goriilmiistiir. Olefinik protonlarin yiiksek kenetlenme sabitleri
sebebi ile (J=16 Hz) trans-konumda olduklar1 anlasilmistir. Bu bulgular 6c 168,9
ppm’de gozlenen a,f-doymamis ester karbonili sinyali ve birinci ABX sistemi ile
birlikte degerlendirildiginde yapidaki trans-kafeik asit varhgimi dogrulanmistir. *H
NMR spektrumunda gozlenen metilen protonlari ikinci ABX sistemi ile birlikte
degerlendirildiginde ve oc 172,9 ppm’de goriilen karboksilat anyonu dikkate
alindiginda yapida bir de dihidroksifenillaktik asit moyitesi bulundugu anlasilmistir.
Bilesigin HMBC spektrumu degerlendirildiginde (Bkz. Sekil 4.5), trans-kafeik asidin
3,4-dihidroksifenillaktik asit ile 8' konumundan bagli oldugunu gostermistir. Tiim bu
bilgiler 1s181nda P-1 bilesiginin rozmarinik asit oldugu saptanmistir. Bu bilesik daha
once Prunella vulgaris, P. vulgaris var. lilacina, P. orientalis ,P. grandiflora ve
P.vulgaris subsp. asiatica tiirlerinde tespit edilmistir (1, 32, 39, 41, 43-45, 93)

Beyaz renkli amorf yapili P-2 bilesigin ITK analizinde bilesigin terpen
yapisinda olabilecegine isaret eden, pembe-mor renkli bir leke gézlenmistir. P-2° nin
'H NMR spektrumu incelendiginde (Bkz. Tablo 4.2; Sekil 4.6) &u 3,00 ppm’ de
goriilen sinyal hidroksil komsulugunu ve 84 5,13 ppm’deki sinyal ise olefinik proton
varhigini gostermistir. Bunlarin yaninda yiiksek alanda gézlenmis (5+ 0,67-1,03 ppm),
7 metil grubu varlig1 saptanmistir. >°C NMR spektrumunda (Bkz Sekil 4.7) 30 karbon
sinyali gozlenmesi, diisiikk alanda gozlenen, C-12/C-13 ¢ifte bagini isaret eden, oc
125,0 (C-12, katerner) ve &c 138,6 (C-13, katerner) sinyalleri ile 'H NMR
spektrumunda 61 0,89 ve o1 0,96 ppm’de dublet olarak gozlenen 2 metil sinyali,
bilesigin ursan yapisinda olabilecegini gdstermistir. P-2 bilesiginin yapisi, 1D ve 2D
NMR spektrumlari yardimiyla ursolik asit olarak aydinlatilmistir. Ursolik asit daha
once Prunella vulgaris ve P. vulgaris var. lilacina tlrlerinden izole edilmistir (1, 30,
33, 83).

Sar1 renkli amorf bir kat1 formda elde edilen P-3, P-4 ve P-5 kodlu bilesiklerin,
ITK analizlerinde, revelator piiskiirtiilmeden dnce giin 1s181nda sar1, UV 254 nm’de mor
ve UVses nm’de sart renkli floresans gostermesi, ardindan vanilin/H2SO4
puskiirtiilmesi ile birlikte plagin 105°C de 1-2 dakika boyunca isitildiginda giin
1s18inda sari-turuncu bir renk goriilmesi ve UV3ge nm’-de goriilen sar1 floresansin

siddetlenmesi bu bilesiklerin flavonoit olabileceklerini diisiindiirmiistiir.
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P-3 bilesiginin 3C NMR spektrumunda gériilen toplam 27 karbon sinyalinden
aglikona ait 15 karbon sinyali ¢ikarildiginda, yapida 2 oz bulundugu anlasilmis, * H
NMR ve 3C NMR spektrumlarinda (Bkz Sekil 4.11, Sekil 4.12) gozlenen 2 anomerik
proton ve karbon sinyalleri bilesigin diglikozidik yapida oldugunu dogrulamistir.
COSY ve HMQC spektrumlart incelendiginde (Bkz. Sekil 4.13, Sekil 4.14), yapidaki
ozlarm p-glukoz ve a-ramnoz oldugu bulunmustur. *H NMR spektrumunda,
flavonoitin 5,7-dislbstitiic A halkasindaki meta kenetlenmeyi isaret eden, én 6,37 ve
6,15 (J=2,1Hz) sinyalleri gézlenmistir. Bu sinyallere ilave olarak, o 7,97 ve 6,88’de
(J=8,8Hz) AB sistem seklinde tespit edilen ikiser proton degerindeki 4 aromatik
proton sinyali 4'-stibstitiie B halkas1 i¢in karakteristik olup, baska proton sinyalinin
gdzlenmemis olmas1 aglikonun flavonol oldugunu gostermistir. HMBC spektrumu
incelendiginde (Bkz. Sekil 4.15), oz zincirinin aglikona C-3 OH’dan bagli oldugunu
aciklamistir. Ramnozun anomerik protonuna ait sinyalle (61 4.58) glukoza ait C-6" (6¢c
66.4) sinyali arasindaki etkilesim ve glukozun C-6" sinyalinin bu konumda
stibstitlisyon bulundurmayan glukoza gore yaklasik 4 ppm diisiik alana kaymasi ise
ramnozun glukoza C-6"dan bagli oldugunu gdstermistir. Bu bilgiler 1s18inda, P-3
bilesiginin yapis1 kemferol 3-O-rutinozit olarak aydinlatilmigtir. Bu bilesik daha dnce
P. vulgaris var. lilacina tiiriinden izole edilmistir (32).

P-4 ve P-5 bilesiklerinin *H NMR ve 3C NMR spektrumlar incelendiginde
(Bkz.Tablo 4.4, Tablo 4.5; Sekil 4.16, Sekil 4.21) aglikona ait sinyallerin ¢ok benzer
olduklar1 goriilmiistiir. Fark bilesiklerin tasidiklar1 ozlardan kaynaklanmaktadir. P-4’te
sadece tek anomerik proton ve karbon sinyali gézlenirken, P-5’te ise P-3’¢ benzer
olarak 2 anomerik proton ve karbon sinyali oldugu gdzlenmistir. Her iki bilesigin *H
NMR spektrumunda 5,7- disiibstitiie A halkas1 varligin1 gosteren meta kenetlenmeye
sahip sinyaller (P-4: 61 6,35d ve 6,17 d, J=2; P-5: 61 6,36 d ve 6,16 d, J=1,7) ile ABX
sistemine sahip, 3',4" disiibstitiie B halkasina isaret eden sinyaller (P-4: 61 7,71 d,
J=2,1; 7,58 dd, J=2,0/8,5; 6,86 d, J=8,5; P-5: 61 7,56 d, J=2,2; 7,53 dd, J=2,2/8,3;
6,83 d, J=8,3) aglikonun kersetin oldugunu gostermistir. Her iki bilesigin COSY ve
HSQC (Bkz. Sekil 4.18, Sekil 4.19, Sekil 4.23, Sekil 4.24) spektrumlarinin detayli
olarak incelenmesi ve yorumlanmasi sonucunda yapidaki ozlarin P-4 bilesiginde f-
glukoz, P-5 bilesiginde ise rutinoz [a-ramnopiranozil-(1—6)-4-glukopiranozit]

oldugu anlagilmstir.
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P-4 ve P-5 bilesiklerinin HMBC spektrumlart (Bkz. Sekil 4.20 ve Sekil 4.25)
incelendiginde, oz zincirlerinin aglikona C-3 OH’dan bagli oldugu anlasilmistir. 1D-
ve 2D-NMR spektrumlarindan elde edilen bulgulara dayanarak; P-4 bilesiginin yapis,
kersetin 3-O-glukozit olarak aydmlatilmistir (95). Kersetin-3-O-glukozit daha 6nce
Prunella vulgaris, P.vulgaris var. lilacina, P. grandiflora, P. laciniata ve P.
hyssopifolia tiirlerinden izole edilmistir (1, 10, 32)

Ayni sekilde, P-5 bilesigi ise rutin (kersetin 3-O-rutinoz) olarak tanimlanmuistir.
Bu bilesik daha d6nce Prunella vulgaris, P. vulgaris var. lilacina, P. grandiflora ve P.
hyssopifolia, P.lacianata ve P.vulgaris subsp. asiatica tiirlerinden izole edilmistir (10,
25, 32, 39).

Alzheimer hastalarinda kolinerjik ndronlarda bozulmalar ile birlikte asetilkolin
miktarinda da azalma gerceklesmekte ve bu durum asetilkolinesteraz enziminin
islevindeki bozulmalara paralel olarak gelismektedir (22). Dolayisiyla, kolinesteraz
enzimini inhibe ederek asetilkolin miktarini1 arttirmaya calisan dogal kaynaklar
arasinda ozellikle bitkiler, tedavi edici bilesik arastirmalarinda ilgi odagi olmustur.

Calismamizda, P. vulgaris sulu ekstresinin ve bu ekstreden elde edilen saf
bilesiklerin AChE ve BChE enzim inhibitor etkileri degerlendirilmistir. Ekstre, 1000
pg/ml konsantrasyonda AChE enzimini % 32,80 oraninda inhibe etmistir, BChE
inhibitdr etkisinin ise daha yiliksek oldugu saptanmis ve ekstrenin aym
konsantrasyonda BChE enzimini % 44,87 oraninda inhibe ettigi gézlenmistir (Tablo
5.2, Tablo 5.3).

Elde edilen ve miktar1 yeterli olan saf bilesiklerle yiiriitiilen deneylerde AChE
enzimi iizerine 100 uM konsantrasyonda en yiiksek inhibitor etkiyi gosteren bilesik,
% 46,86 inhibisyon orani ile rozmarinik asit (P-1) olarak belirlenmistir. Diger

bilesiklerin etkileri ise oldukga diisiik bulunmustur (Tablo 5.2).
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Tablo 5.2. Ekstre ve saf bilesiklerin AChE enzim inhibisyonu.

Konsantrasyonlar (Ekstre pug/ml; Saf Bilesikler uM)/
%Inhibisyon Degerleri
Ornek 1000 400 200 50
Ekstre 32,80+3,04 | 26,34+1,70 | 20,27+1,00 |10,06+1,82
Saf Bilesikler 100 40 20 5
Rozmarinik asit | 46,86+1,32 | 41,04+0,87 | 35,44+1,65 |27,06+1,17
Ursolik asit | 28,32+1,62 | 21,95+1,22 | 16,61+1,31 | 12,15+4,34
Rutin 18,28+0,90 | 13,97+0,91 | 9,30+1,31 | 5,42+0,75
Kontrol 12,5 5 2,5 1 0,5
Takrin 98,3+0,56 | 89,32+0,55| 59,65+1,00 |46,88+2,28 |35,84+1,88

Rozmarinik asitin (P-1) 100 uM konsantrasyonda BChE enzimini % 84,28
oraninda inhibe ettigi ve bu inhibisyonun referans olarak kullanilan takrin ile
(Bkz.Sekil 4.26,4.27).

konsantrasyonda ikinci yiksek inhibitor etkiyi ise % 63,8 inhibisyon ile ursolik asit

karsilastirilabilir  diizeyde oldugu anlagilmistir Ayni
(P-2) gostermistir. Rutinin (P-5) BChE inhibitér etkisinin %37,8 oldugu goriilmiistiir
(Tablo 5.3). Rutinin, her iki enzim {izerinde en diislik etkiyi gdsterdigi belirlenmistir

(Bkz. Sekil 4.26, Sekild.27).



Tablo 5.3. Ekstre ve saf bilesiklerin BChE enzim inhibisyonu.
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Konsantrasyonlar (Ekstre pg/ml; Saf Bilesikler pM)

Ornek % Inhibisyon Degerleri

1000 400 200 50
Ekstre 44,87+2,53|28,98+0,91 | 20,53+1,15|10,14+3,19
Saf Bilesikler 100 40 20 5
Rozmarinik asit | 84,28+2,54 | 63,35+2,89 | 53,03+4,38 | 33,38+3,67
Ursolik asit 63,8+0,88 |52,25+2,44 |37,09+0,86 | 16,69+1,86
Rutin 37,8+1,77 |23,64+1,21|14,80+1,44|4,09+0,85
Kontrol 12,5 5 2,5 1 0,5
Takrin 96,3+1,56 |79,32+0,69 | 55,65+1,55(42,61+1,14 |33,87+1,84

Daha once, ¢esitli bitkiler tizerinde yapilan bir ¢alismada, P. vulgaris var.
lilacina’nin asetilkolinestraz inhibitor etkisi, %100 etanollii (85 °C’de hazirlanmis)
ekstresi Uzerinden in vitro olarak degerlendirilmis ve 18.83pg/ml ICso degeri ile
caligilan bitkiler arasinda en yiiksek inhibitor etkiye sahip oldugu bulunmustur (98).
Bagka bir ¢aligmada, P.vulgaris’in metanollii ekstresinin 1 mg/ml konsantrasyonda
asetilkolinesteraz enzimini % 89 oraninda inhibe ettigi saptanmistir (1). P.
vulgaris‘den elde edilen etil asetat ekstresi in vitro kosullarda AChE inhibisyon etkisi
gostermis, ICso degeri 101,8 pg/ml olarak bulunmustur (74).

Ekstre ile ilgili sonuglarimiz daha 6nce yapilan ¢alismalari destekler nitelikte
olup, ufak tefek farkliliklarin kullanilan yontemlerin ve ekstraksiyon ¢dziiciistiniin
farkindan kaynaklandig diisiiniilmektedir.

Tarafimizdan elde edilen ve enzim inhibitor etkileri arastirilan saf bilesiklerle
ilgili de daha once yiiriitiilmiis calismalar bulunmaktadir.

Rozmarinik asitin asetilkolinesteraz inhibitor etkisi in silico incelenmis diisiik
baglanma enerjisinden nedeniyle diger asetilkolinesteraz enzim inhibitorleri
galantamin, huperzin A ve fizostigminden (sirastyla -8.0, -7.7, -7.5 ve -7.0 kcal/mol)
daha (24).

biitirilkolinesteraz enzim inhibitdr etkilerinin belirlendigi bir ¢aligmada, 1.0 mg/ml

etkili  bulunmustur Rozmarinik asitin  asetilkolinesteraz  ve

konsantrasyonda AchE enzimini % 47.3 ve BchE enzimini ise % 85.8 oraninda inhibe
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ettigi gozlenmistir (99). Calismamizin sonuglar1 bu ¢aligmayi tamamen destekler
niteliktedir (Tablo 5.2, 5.3).

Ursolik asitin asetilkolinesteraz enzim inhibisyonunun incelendigi ve referans
olarak takrinin kullanildig1 bir ¢aligmada, enzimi % 50 inhibe eden konsantrasyonu
(ICs0 7,5 nM olarak belirlenmistir. Ursolik asitin AChE inhibitdr etkisi takrine kiyasla
daha diisiik bulunmustur (100). Ursolik asitin asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz
enzim inhibitér etkilerinin degerlendirildigi bir bagka c¢alismada 100uM
konsantrasyonda AchE enzimini % 50.7 ve BchE enzimini ise % 66.7 oraninda inhibe
ettigi gézlenmistir (101). Calismamizin sonuglari, ursolik asit (P-2) i¢in daha diisiik
inhibitor etki tespit etmemize karsin (sirastyla % 28 ve % 63 inhibisyon), bu ¢calismay1
destekler niteliktedir (Tablo 5.2, 5.3).

Rutinin si¢anlarda asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzim aktivitelerini
arttiran kolistin kaynakli norotoksisiteye karsi noroprotektif etkisi incelenmistir. 35
erkek Sprague Dawley sigani 5 gruba ayrilmis ve tedavi grubuna rutin (50 ve 100
mg/kg viicut agirligi/oral) uygulanmasi sonucu sicanlarda kolistin tarafindan
induklenen beyin iizerinde AChE ve BChE enzim etkisi incelenmistir. Rutinin
uygulanan tiim dozlarda her iki enzimin aktivitesini kolistin ile tedavi edilen gruba
kiyasla 6nemli 6l¢iide azalttigi bildirilmistir (p<0.05) (22). Rutinin 1000 pg/ml
konsantrasyonda, enzim inhibitor etkilerinin degerlendirildigi baska bir ¢alismada
AchE enzimini % 75 ve B¢hE enzimini % 72 oraninda inhibe ettigi gozlenmistir (102).
Calismamizda ise AChE ve BChE inhibitor etkileri degerlendirilen 3 bilesikten en
diisiik etkiye sahip bilesigin rutin (P-5) oldugu bulunmustur (Tablo 5.2, 5.3)

Tez ¢alismamizda, P. vulgaris’ in in vitro noroprotektif etkisi, hem bitkinin
toprak iistii kisimlarindan hazirlanan ekstresi hem de ekstreden elde edilen ve miktar
calisma i¢in yeterli olan saf bilesikler kullanilarak H2O> ile ndrotoksisite olusturulan
SH-SYS5Y (insan ndroblastoma) hiicrelerinde MTT yontemi ile incelenmistir.

Calismamiz sonucunda, denenen tim orneklerin H2O2 hasarina karsi ¢alisilan
tim konsantrasyonlarda koruyucu etki gosterdigi ve istatistiksel olarak anlaml
diizeyde hiicre canliligini artirdig1 gosterilmistir {Sekil 5.4). Sadece H202 (500uM) ile
uyarilmis hiicrelerde yasam oraninin % 40’a diistiigli saptanmistir. Ekstre 50 pg/ml
konsantrasyonda hiicre canliligini %92’ye ¢ikarmistir. Rozmarinik asit (P-1), ursolik

asit (P-2) ve rutinin (P-5) 0.1 uM konsantrasyonda bile ndroprotektif etkiye sahip
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olduklar1 goriilmiis; 10 uM konsantrasyonda H2O2’nin neden oldugu bu hiicre hasarini
azaltarak, % 40’a diismiis olan hiicre yasam oranini sirastyla % 54, % 63 ve %73’¢
cikardigr tespit edilmistir. Calismamizin sonucuna gore, en yiiksek ndroprotektif

etkiye rutinin (P-5) sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 5.1).

# ##
120+ = 0,1 uM
H 1uM
B 100 10 uM
& # 100 uM
6 80+
& 601 O Kontrol
= ” ] W 1 ug/ml
=2 -
B 10 pg/ml
20+ B 50 pg/ml
0 B 100 pg/ml
N
¥
&
&
v
&S

Sekil 5.1. Ekstre, rozmarinik asit, ursolik asit ve rutinin H20 ile indiiklenmis SH-
SY5Y hiicrelerindeki hiicre canlilig: tizerine etkileri. Sonuglar ortalama +
standart sapma olarak verilmistir. (* p< 0.05, ** p< 0.001, *** p< 0.0001,
500 uM H20: iceren hiicre) (# p< 0.05, kontrol hiicre).

P. vulgaris’in farkli ekstreleri ve izole ederek etkilerini ¢alisigimiz saf
bilesikler lizerinde farkli yontemler, benzer veya farkli hiicreler kullanilarak son
yillarda yiiriitiilmiis bir ka¢ noroprotektif etki ¢aligmasina rastlanmistir.

Bir ¢alismada, P. vulgaris etanol ekstresinin skopolamin ve MK-801 ile
indiiklenen fare hafizasi bozukluklarinda olumlu sonuglar verdigi saptanmistir. ilgili
mekanizmanin ise; NMDA reseptor aracili sinyallesme yoluyla kolinerjik sistemin
giiclendirilmesinin olabilecegi diistiniilmiistiir (1). Baska bir ¢aligmada ise, P.
vulgaris® in % 80 etanol ekstresinin, 6-hidroksidopamin (6-OHDA) tarafindan
uyarilmig SH-SYSY hiicrelerinde NO {iretimine kars: etkisi incelenmis ve 100 ug/mg
konsantasyonunda uygulanan ekstrenin inhibisyon degeri %44,3 olarak bulunmustur.
Ayrica, ekstrenin SH-SYSY hiicre canliligr tizerindeki etkisi WST-1 proliferasyon
testi ile incelenmis ve ekstre 100 pg/mg konsantasyonda uygulandiginda hiicre

canliligini anlamli bir sekilde korudugu gézlenmistir (p<0.05) (73).
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Rozmarinik asitin norolojik hastaliklara karsi ve bazi ndrotoksisite
durumlarinda noroprotektif etkileri oldugu ve bu etkilerini oksidatif stresi azaltip
ndronal hicre 6lumini engelleyerek gosterdikleri diistintilmistiir (103). Rozmarinik
asidin oksidatif stres durumlarinda Bax ve Bcl-2 proteinlerinin regiilasyonlarini
saglamak yoluyla apoptozu kontrol ederek SH-SY5Y hiicrelerini korudugu da farkli
caligmalarda ispatlanmistir (104). Oksidatif stresi azaltarak noronal htcreleri
korumasinin yami sira rozmarinik asit, Af peptidinin enjekte edildigi farelere
intraserebroventrikiiler yolla uygulandiginda néron hiicrelerinde Af plaklarinin
oligomerizasyonunu ve birikmesini belirgin 6l¢iide engellemistir (105). Ovaryektomi
yapilmis siganlara 60 giin boyunca oral rozmarinik asit (50 mg/kg) uygulanmasi ile,
diger tedavi gruplarina gore si¢anlarin motor aktivite ve biligsel fonksiyonlarinda
anlamli bir gelisme gozlenmis ve buna ek olarak beyin dokusundaki lipid
peroksidasyon seviyesi, COX-2 ekspresyonu ve prostaglandin E2 (PGE-2) seviyelerini
anlamli bir sekilde azalttigi bildirilmistir (p<0.05) (106). Rozmarinik asitin Ap
Uzerindeki potansiyel noroprotektif etkisine dair kanitlar da in vivo olarak
incelenmigstir. Farelerde oral yoldan 14 giin boyunca RA 0.25 mg/kg dozda
uygulanmis, noroenflamasyona sebep olan agregatlasmis AB25-35'in etkisini anlaml1
derecede iyilestirdigi gozlenmistir (p < 0.05) (107). Ayrica, AB25-35 ile Alzheimer
modeli olusturulmus farelerde, RA'min (0.25 mg/kg, intravaskiiler) uygulanmasi
sonucunda farelerdeki biligsel bozukluklar: belirgin derecede diizenledigi gézlenmistir
(p < 0.05) (108). N2A fare néroblastoma hiicrelerinde MTT ydntemi ile rozmarinik
asitin hiicre canliligi iizerine olan etkileri ve H2O> ile uyarilmig N2 A fare ndroblastoma
hiicrelerinde  koruyucu etkileri tayin edilmistir. Rozmarinik asitin  50uM
konsantrasyonda hiicre canliigini % 98,3’e ¢ikardigi saptanmustir (109). Yapilan
bagka bir ¢alismada, TNF-o tarafindan uyarilmigs SH-SY5Y hicrelerinde MTT
yontemi ile rozmarinik asitin noroprotektif etkisi incelenmis ve 8luM
konsantrasyonda hiicre yagam oranin1 %73,5’e ¢ikardigi tespit edilmistir (110).

Ursolik asitin (UA) serebral iskemik patogenezi tizerindeki néroprotektif etkisi
incelenmistir. Nrf2(") ve WT tip fare modellerinde beyindeki kan akigini engellemek
i¢in orta serebral arter gegici olarak tikanarak serabral iskemiye sebep olmus ve 24
saat sonra ursolik asit tedavisi uygulanmistir. UA ile tedavi edilen farelerin nérolojik

fonksiyonlart inelendiginde anlamli bir iyilesme gozlendigi belirtilmistir (p<0.05).
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Ayrica, UA tedavisinin serabral iskeminin sebep oldugu mRNA diizeylerindeki TLR4
ve NF-kB'nin ekspresyonunu énemli 6l¢iide azalttigi bildirilmis (p<0.05) ve bu durum
ursolik asitin antienflamatuvar etkilerini de desteklemistir (111). Ursolik asitin
noroprotektif etkisinin incelendigi ex vivo bir ¢alismada, sigan beyninde 0.1 mM
Fe2SO4 ile uyarilmis norotoksisite modeli olusturulmus ve ursolik asitin oksidatif
beyin hasar1 lizerindeki etkilerini aragtirmak tizere 15, 30, 60, 120, 240 pg/mL dozlarda
uygulanmis ve her bir dozun asetilkolinesteraz etkisi incelenmistir. Bu ¢alisma
sonucunda, ursolik asitin asetilkolinesteraz inhibitor etkisinin doza bagh ve
istatistiksel olarak anlamli oldugu gézlenmistir (p < 0.05) (112).

Rutinin, norodejeneratif bir hastalik olan multipl skleroz (MS) model III
lezyonunda 2 farkli dozda (50 veya 100 mg/kg/oral) ndropretektif etkisi, C57BL/6
fareleri lizerinde standart ila¢ olan dimetil fumarat (15 mg/kg) ile karsilagtilmis ve
cuprizon ile indiiklemis noroenflamasyon modelinde incelenmistir. Alt1 haftalik rutin
tedavisi sonrasinda, beyindeki motor fonksiyon aktiviteyi ve motor koordinasyonu
onemli dl¢iide iyilestirdigi gozlenmis (p<0.05) ve farelerin beyindeki Corpus callosum
bolgesindeki cuprizonun neden oldugu oksidatif stres ve enflamasyonu belirgin
derecede azalttigi belirtilmistir (p<0.05) (113). 35 erkek Sprague Dawley sigani 5
gruba ayrilmis ve rutin tedavisi (50 ve 100 mg/kg viicut agirligi/oral) Kkolistin ile
birlikte uygulandiginda sican beynindeki noroenflamasyon siireci incelenmis ve
rutinin NF-kB seviyelerini uygulanan doz sirasiyla 0.10 ve 0.20 kat, TNF-o
seviyelerini 0.15 ve 0.29 kat ve iNOS seviyelerini de 0.12 ve 0.20 kat olarak kolistin
ile tedavi edilen gruba kiyasla belirgin derecede azalttigi gozlenmistir (p<0.05) (114).

Elde ettigimiz bilesikler iizerinde yiiriitiilmiis olan noroprotektif etki
calismalarinin son yillarda artis goOstermesi tez ¢alismamizin giincelligini
desteklemektedir. Kullanilan baz1 yontemlerin farkli olmasina karsin bulgularimizin,
benzer yontemlerle farkli hiicrelerde yapilan ¢alismalarla uyumlu oldugu da
anlasilmistir.

Tez caligmamiz, P. vulgaris iizerinde ydritilen ayrintili fitokimyasal ve
biyolojik etki ¢alismalarinin, Prunella tiirlerinin geleneksel kullanimini destekleyen
ve noroprotektif etkilerini kanitlayan sonuglar1 ile literatiire katkida bulunmasi

acisindan 6nem arzetmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez calismamiz sonucunda, tez Onerisinde belirtilen hedeflerin tiimiine
ulasilmis ve Tiirkiye bitki ortiisiinde yetisen Prunella vulgaris L. hem biyolojik etkileri
hem de kimyasal bilesimi agisindan ayrintili olarak arastirilmistir. P. vulgaris’in
toprak istii kisimlarmin % 80 etanolli ekstresinin sulu fraksiyonu (sulu ekstre)
izerinde yiiriitilen calismamizda fitokimyasal calismalar sonucunda, 3 flavonol
glikoziti, 1 fenolik asit ve 1 triterpen olmak {iizere, toplam 5 tane bilesik izole
edilmistir. izole edilen bilesiklerin yapilar1 1D- ve 2D-NMR spektroskopileri ve kiitle
spektroskopisi kullanilarak aydinlatilmistir. Rozmarinik asit (P-1), ursolik asit (P-2),
kemferol-3-O-rutinozit (P-3), kersetin 3-O-glukozit (P-4) ve rutin (P-5) olarak
tanimlanan bu bilesiklerin hepsi daha 6nce Prunella cinsinde tespit edilmis veya
Prunella tiirlerinden elde edilmistir.

Prunella tdrlerinin diinya genelinde ve llkemizde antienflamatuvar etkileri
nedeniyle antiromatizmal ve yara iyi edici olarak, ayrica soguk algmliginda
kullanildigr bilinmektedir. Antienflamatuvar etkiden yola c¢ikilarak, bu tiirlerin
noroenflamasyonda da etki gosterebilecegi ve Alzheimer gibi norodejeneratif
hastaliklarda da kullanilabilecegi hipotezinden hareketle P. vulgaris’in néroprotektif
etkileri in vitro yontemlerle aragtirilmis ve etkiden sorumlu bilesikleri tespit edilmistir.

Bu amagla, ekstrenin ve izole edilen bilesiklerin in vitro asetilkolinesteraz ve
biitirilkolinesteraz enzim inhibitor etkileri tayin edilmis ve bunlara ek olarak; H20> ile
norotoksisite olusturulan SH-SYSY hiicrelerinde hiicre canliligi iizerine olan
noroprotektif etkileri MTT yOntemi ile aragtirilmistir.

Sonuglar, rozmarinik asitin BChE enzimini yiiksek oranda inhibe ettigini ve bu
inhibisyonun pozitif kontrol olarak kullanilan takrin ile karsilastirilabilir diizeyde
oldugunu gostermistir. Ayrica, H2O: tarafindan olusturulan ndrotoksisiteye karsi
ekstre ve elde edilen saf bilesiklerin galisilan tiim konsantrasyonlarda néroprotektif
etkiye sahip olduklar1 belirlenmistir. Bulgularimiz Prunella cinsi iizerinde yapilan
diger calismalar1 desteklemistir ve ¢alismamizda elde edilen tiim sonugclar literatiire
katkida bulunmustur.

Giniimiizde Alzheimer tedavisinde sinirli sayida ve sadece semptomatik

amagh ilaglarin bulunmasi ve dogal kaynakli bilesiklerin yeni ila¢ adayr molekiiller
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olabilme konusundaki potansiyelleri géz oniine alindiginda ¢alismamizin 6nemi bir
kez daha ortaya ¢ikmaktadir.

Tez calismamiz kapsaminda yiiriitiillen noropotektif etki calismalarin1 daha
ileriye tasimak amaciyla, farkli ndrotransmitterler ile calisilarak etki mekanizmasi
aydinlatilabilir. Ayrica, bulgular in vivo galismalarla desteklenerek kesinlestirilebilir.
Bulgularimiz; in vitro ¢aligsmalarda yiiksek noroprotektif etki gosteren ve Alzheimer
hastaliginda kullanilabilecek, birisi bitkinin ana bilesigi rozmarinik asit olmak iizere
diger etkili bilesikler, ursolik asit ve rutin, kullanilarak, ¢6ziniirliik, dagilma ve
biyoyararlanimi artirmak amaciyla lipozom ve nanopartikiil formiilasyonlarinin
hazirlanmasina ve bu formiilasyonlarin etkilerinin de in vitro ve in vivo ¢alismalarla

kanitlanmasina katkida bulunabilir.
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