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Giineydogu Anadolu Bolgesinde Yetisen 6 Endemik Salvia (Ada Cay1) Tiiriiniin
ve Elde Edilen Baz1i Sekonder Metabolitlerin Sitotoksik Etkilerinin ve Gen

Diizeyinde Antikanser Aktivitelerinin Incelenmesi

Ogrencinin Adi ve Soyadi: Hilal SARUHAN FIDAN
Damismani: Prof. Dr. Nuriye METE

Anabilim Dali: Biyokimya

1.1. OZET

Amag: Diinya lizerindeki yillik Oliimlerin yaklagik %2 ile %3’tiniin kanserden
kaynaklandigr ve yilda yaklagik 3.5 milyon insanin kanser nedeniyle oldigi
bildirilmistir. Salvia tiirlerinden hazirlanan ekstrelerin ¢ok sayida kanserli hiicreye
kars1 aktivite gosterdigi de bilinmektedir. Bu ¢ergevede, 6 endemik Salvia tiiriinden
elde edilen 12 ekstre ile saflastirilan sekonder metabolitlerin sitotoksik etkileri ve gen

diizeyinde antikanser aktivitelerinin incelenmesi amagland.

Gerec¢ ve Yontem: Hiicre canlilig1 ve apoptozis tlizerindeki etkileri yaygin iki farkl
kanserli hiicre serisi ve saglikli bir hiicre serisi tizerinde (MCF-7, HT-29 ve PDF)
arastirildi. Hiicre canliligt MTT hiicre proliferasyon kiti kullanilarak 6lgiildii.
Orneklerin apoptozis genlerinin (Bax ve Bcl-2) ekspresyonu iizerindeki etkileri

Western Blot yontemi kullanilarak 6lgtildii.

Bulgular: Calisilan 12 ekstrenin ancak yiiksek konsantrasyonlarda HT-29 ve MCF-7
hiicre serilerine kars1 sitotoksik etki goOsterdigi belirlendi. Ancak bu
konsantrasyonlarda saglikli fibroblast hiicre serisine kars1 da toksik etki gosterdigi
belirlendi. Ekstrelerin aksine izole edilen bazi maddelerin oldukg¢a sitotoksik
potansiyele sahip oldugu belirlendi. Elde edilen diterpen yapisindaki 6,7-
dehidroroyleanon, asetil royleanon, ferruginol, inuroyleanol, 12-demetilmultikaulin,
12-hidroksi abieta-1,3,5(10),8,11,13-hekzan ve triterpen yapisindaki 4 yeni bilesigin
(21a-hidroksi-2a,3p-diasetoksi  urs-9(11),12-dien,  3p-hidroksi-2a-asetoksi  urs-
9(11),12-dien, 2a,3p,21a-trihidroksi urs-9(11),12-dien, la,2la-dihidroksi-2,3-(1',1'-
dimetil-dioksimetilen) urs-9(11),12-dien) oldukga yiiksek bir sitotoksik potansiyele
sahip oldugu tespit edildi.



Sonug¢: Sonug olarak 6 endemik Salvia tiirii ilk defa tarafimizdan detayli bir sekilde
kimyasal ve biyolojik yonden incelendi. Ulkemizin zenginliklerinden olan Salvia
tiirleri ile yapilacak diger kimyasal ve biyolojik aktivite ¢aligmalarma bu tez

sonuglar1 6nemli katki saglayacaktir.
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Aim: It has been reported that approximately 2% to 3% of annual deaths in the world
are caused by cancer and approximately 3.5 million people die from cancer annually.
It is also known that extracts from Salvia species show activity against a large
number of cancer cells. In this context, we aimed to investigate the cytotoxic effects
and the anticancer activity at the gene level of secondary metabolites which purified
and 12 extracts from 6 endemic Salvia species.

Materials and Methods: The effects on cell viability and apoptosis were
investigated on two different cancer cell lines and a healthy cell line (MCF-7, HT-29
and PDF). Cell viability was measured using the MTT cell proliferation kit. The
effects of the samples on the expression of apoptosis genes (Bax and Bcl-2) were

measured using the Western Blot method.

Results: It was determined that 12 extracts which studied showed cytotoxic effects
against HT-29 and MCF-7 cell lines only at high concentrations. However, these
concentrations were also found to be toxic against healthy fibroblast cell line. In
contrast to the extracts, some of the isolated substances were found to have highly
cytotoxic potential. It was determined that the compounds which obtained in the
diterpene structure (6,7-dehydroroyleanone, acetyl royleanone, ferruginol,
inuroyleanol, 12-demethylmultikaulin, 12-hydroxy abieta-1,3,5(10),8,11,13-hekzan)
and 4 new compounds (21la-hydroxy-2a,3p-diacetoxy-urs-9(11),12-diene, 3p-
hydroxy-2a-acetoxy-urs-9 (11),12-diene, 2a,3p,21a-trihydroxy-urs-9(11),12-diene
and la,21a-dihydroxy-2,3-(1,1-dimethyl-dioximethylene)-urs-9(11),12-diene) in the

structure of the triterpene were found to have quite high cytotoxic potential.

Conclusion: As a result, 6 endemic Salvia species were examined for the first time

in detail in terms of chemical and biological aspects. The results of this thesis will



contribute significantly to the other chemical and biological activity studies to be

carried out with the Salvia species which are one of the richness of our country.

Key words: Anti-Bax and Bcl-2 genes, Anticancer, Cytotoxic activities, PDF /
MCF-7 and HT-29 cell lines, Salvia
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser; hiicre ¢ogalmasi ve hiicre Olimii arasindaki dengenin asir1 hiicre
proliferasyonu ya da azalmis apopitozis nedeniyle bozulmasi sonucu meydana gelen
patolojik bir durumdur. Kanser olusum siirecinde baskilanmis ya da azalmis

apopitozisin énemli rol oynadigi bildirilmektedir (1).

Amerikan Kanser Dernegi verilerine bakildiginda, diinyadaki yillik liimlerin
yaklagik %2’sinin ve %3’ iiniin kanserden kaynaklandigi ve yilda yaklasik 3.5 milyon

insanin kanserden 61diigi gorilmektedir (2).

Her yil milyonlarca insana kanser teshisi konulmaktadir. Son on yil boyunca,
yeni kanser teshis oranlari1 erkeklerde yilda yaklasik %2 oraninda azalmis ve
kadinlarda da ayni kalmistir. 2018 i¢cin her giin 4.700'den fazla yeni kanser tanisi
konuldugu tahmin edilmektedir. Yasam boyu kanser teshisi olasihigi erkekler i¢in
%39.7, kadmlar i¢in %37.6'dir. Erkeklerde teshis edilecek en yaygin kanserler
prostat kanseri olup tiim vakalarm %42'sini olusturan prostat, akciger ve kolorektal
kanserlerdir. Kadinlarda ise teshis edilecek en yaygm kanserler, tiim olgularin

yarismni temsil eden gogiis, akciger ve kolorektal kanserlerdir (3).

Giintimiizde kanser tedavisi i¢in siklikla kullanilan yOntemlerin basinda
kemoterapi gelmektedir. Kemoterapétik ilaglarin kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini
onlemesinde temel olarak iki mekanizma onerilmektedir. Bunlar; hiicre biiyiimesinin
durdurulmasi ya da apopitozisin aktiflenmesidir. Hiicre dongiisiiniin durdurulmasi
kanser hiicrelerinin yok edilmesinde etkili bir stratejidir. Apopitozis ise intrensek ve
ekstrensek sinyal yolaklarindaki faktorlerin etkisi ile diizenlenmektedir (4). Son
yillarda antikanser ilaglara diren¢ gelismesi ve bu ilaglarm kronik kullaniminin
normal hiicrelerde de toksisite gostermesi nedeniyle yeni nesil antikanser ajanlar
gelistirmek oldukga popiiler bir arastirma alan1 olmustur. Bu amagla hem sentetik,
hem de dogal iirlinler yeni nesil antikanser ajan arastirmalarinda in vivo ve in vitro
calismalarda denenmektedirler (5). Bitkiler asirlar boyunca insan ve hayvan
hastaliklariyla miicadelede kullanilmiglardir. Bugiin klinikte kanser hiicrelerinin
cogalmasmi baskilamada kullanilan modern ilaglarin yaklasik %50’si dogal
tiriinlerden elde edilmektedir (6). Bu yiizden dogal firiinler potansiyel ilag ham

maddeleri olarak goriilmektedir (1).



Salvia L. (Lamiaceae) tiirlerinin eski c¢aglardan giiniimiize kadar gesitli
amaglarla halk arasinda kullanildig1 bilinmektedir. Ozellikle bogaz agris1 ve soguk
alginliginda, bazi kanserleri tedavi etmede ve bazi kalp hastaliklarini tedavide

kullanildig bilinmektedir (7, 8).

Salvia tiirlerinin ekstre ve saf bilesikleri bazinda ¢ok sayida sitotoksisite
caligmas1 mevcut iken (9-11) sadece bir ka¢ Salvia tiirliniin ana bilesenlerinin
antikanser (gen diizeyinde) etkilerine bakilmistir. Salvia tiirlerinden elde edilen
sekonder metabolitlerin  antienflamatuar, hepatotoksik, sitosoksik/antitimor,
antikanser, antioksidan gibi pek c¢ok aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir (12-15).
Son ve arkadaglarinin (16) yaptigi bir ¢alismada Salvia tiirlerinden de elde edilen
fenol halkasi iceren bir diterpen olan ferruginol bilesiginin meme, kolon ve akciger
kanserine karsi etkili oldugu saptanmistir. Geleneksel Cin tibbinda ¢ok yaygin
kullanilan S. miltiorrhiza tiiriinden elde edilen tanshinon bilesiginin ¢ok sayida
farmakolojik etkiye sahip oldugu bilinmektedir (17). Tanshinon bilesigi yaygin
olarak kronik kalp rahatsizliklarinda ve inflamatuar hastaliklarda kullanilmaktadir.
Buna ilaveten karacigeri koruma ve antioksidan etkilere sahiptir (18). S. miltiorrhiza
tiirliniin ana bilesenlerinden olan tanshinon ITA bilesiginin de farmakolojik etkileri
ile ilgili ok sayida ¢alisma yapilmustir. Ilging bir sekilde bu bilesigin gesitli biyolojik
aktivitelerinin yani sira son bulgular bu bilesigin ayn1 zamanda 16semi, karaciger
kanseri ve 6zellikle meme kanseri (MCF-7, MDA-MB-231, SKBR3ve MDA-MB-
453 meme kanseri hiicre serileri) dahil olmak iizere bir¢ok kanser hiicresine karsi
antikanser etki gosterdigi bulunmustur (19-21). Yine bu tiirden elde edilen tanshinon
I, tanshinon 1IB, dihidrotanshinon ve kriptotanshinon gibi bilesiklerin
kardiyovaskiiler koruyucu etkileri yaygin olarak incelenmis ve 6zetlenmistir (7, 22).
Ancak, antikanser potansiyelleri son yillarda calisilmaya baslanmis ve bir¢ok
kanserli hiicreye karsi etkili olduklar1 bulunmustur (23, 24). Tayarani-Najaran ve
arkadaglarmm (25) yaptig1 bagka bir ¢alismada S. chorassanica’dan elde edilen
taksodion, ferruginol ve 6-hidroksisalvinolon bilesiklerinin 16semi kanser hiicrelerine

kars1 sitotoksik ve apoptotik etkinligi oldugu bulunmustur.

Diinya literatiiriinde birka¢ Salvia tiiriinden elde edilen saf bilesiklerin gen
ekspresyonu diizeyinde antikanser etkileri incelenmis ve Salvia tiirlerinin antikanser

terapotikleri bakimindan kaynak olabilecegi ortaya konmustur. Buna karsin endemik



Salvia tiirleri bakimindan zengin olan iilkemizde ise ekstre bazinda kalan birkag
calisma disinda bu tiirlerden elde edilen saf bilesiklerin gen diizeyinde antikanser
calismalar1 yoktur. Yukaridaki literatiir verileri 1g1ginda yurt dis1 ¢aligmalarinda son
yillarda Salvia tiirlerinin ¢esitli iskelet yapisina sahip bilesikleri nedeniyle kansere
kars1 etkili olabilecegi (gen diizeyinde) ¢aligmalara konu olmakta ve bunun ortaya
konmasma ¢alisilmaktadir. Literatiirde Diinyadaki caligmalarin aksine bildigimiz
kadariyla Tirkiye’de Salvia tiirlerinin sekonder metabolitlerinin gen ekspresyonu
diizeyinde antikanser etkileri ile ilgili ¢alisma olmamasi bizim bu konu iizerine

odaklanmamiza neden olmustur.

Bitki kimyas1 calismalarinda gen ekspresyonu diizeyinde antikanser ¢aligmalari
Tiirkiye’de az bir yol almis olmakla birlikte, bu daha ¢ok ekstre bazinda kalmaktadir.
Yani daha ¢ok belli ekstrelerin antikanser aktivitesini taramaktan ibaretttir, tabii Ki
isin bu kismi da belli bir aktivite i¢in taranan bitkinin aktivite potansiyelini
belirlemek bakimindan Onemlidir, ama aktiviteden sorumlu saf bilesiklerin
saptanmas1 ve yapi-aktivite iligkisinin belirlenmesi ¢ok daha 6nemlidir. Dolayisiyla
bu tez ¢alismasindaki amacimiz endemik 6 Salvia tiiriinden elde edilecek ekstre ve
bilesiklerin hiicre canlilig1 ve apoptozis gen ekspresyonu tizerindeki etkilerini yaygin
iki farkli kanserli hiicre serisinde (meme MCF-7 ve kolon HT-29 kanseri hiicre

serisi) arastirmak ve potansiyel kanser terapdtiklerini ortaya koymaktir.

Bu tez kapsaminda, 6 endemik Salvia tiiriinden elde edilen 12 ekstre ile
saflastirilan 52 sekonder metabolitin sitotoksik etkileri ve gen diizeyinde antikanser
aktiviteleri incelendi. Hiicre canlilig1 ve apoptozis tizerindeki etkileri yaygin iki farkli
kanserli hiicre serisinde (MCF-7 ve HT-29) arastirildi. Hiicre canliligit MTT hiicre
proliferasyon kiti kullanilarak 6l¢iildii. Orneklerin apoptozis genlerinin (Bax ve Bcl-
2) ekspresyonu flzerindeki etkileri Western Blot yontemi kullanilarak 6lgiildii.
Boylece, Salvia tiirlerinin sekonder metabolitlerinden antikanser etkileri olanlarin
yapilarmin belirlenmesiyle potansiyel kanser terapdtiklerinin gelistirilmesine olanak

saglanmis olabilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Botanik Bilgiler
2.1.1. Labiatae (Lamiaceae) familyasi

Bu familya ilk olarak 1789 yilinda De Jussieu tarafindan Labiatae olarak
adlandirilmistir. Sonrasinda ise 1836 yilinda Lindley tarafindan Lamiaceae olarak
tekrardan adlandirilmigtir (26, 27). Diinyanin bilinen Dbiiyik ve eski
familyalarindandir. Familyayla 1ilgili fosil kayitlar1 bulunmamasina ragmen,
kokeninin Oligosen'e veya 70-90 milyon yil dncesine kadar dayandigini soylemek
miimkiindiir (28, 29). Lamiaceae (ballibabagiller), tek veya ¢ok yillik, otsular,
nadiren calilar veya agaclar1 kapsamakta olan genellikle giizel kokulu cicekli
bitkilerin familyasi1 olarak bilinmektedir. Lamiaceae familyasini 6nemli kilan 6zellik,
tipta ve parflimeride kullanilmakta olan bir¢ok ucucu yagi bu familyanin igeriyor

olmasidir.

Kokulu yag salgilayan kiiciik salgi bezlerinin yapraklarinda bulundugu tespit
edilmistir. Karakteristik olan salgi tiiyleri sekiz hiicreli pul seklindedir (30).
Govdelerinin ise genellikle 4 kosesi bulunmaktadir. Yapraklarnin dizilisi dekusat
seklindedir. Ciceklerin durumu vertisillastrumdur. Cogunlukla korolla iki dudakli
sekildedir. Stamenler 4 yahut 2 adettir. Meyve 4 nuksa yarilmis sizokarptir (31, 32).
Yeryiiziinde Lamiaceae familyasmmin 250 kadar cinsi ve 3200’0 askin tiir
bulunmaktadir. Tiirkiye’deki en zengin {li¢iincli familya olan Lamiaceae familyasimin
iilkemizdeki endemizm orani %45 olarak tespit edilmistir. Lamiaceae familyasi

topraklarimizda 46 cins ve 758 takson ile temsil edilmektedir (33).
2.1.2. Salvia L. cinsi

Labiatac familyasinda yer almakta olan Salvia cinsi Mentheae takimmin
Nepetoideae alt familyasinda bulunmaktadir. Salvia cinsi Tiirkiye de %50 si endemik
100 tiir ile temsil edilmektedir (34, 35). Cogu Salvia tiirii ugucu yag agisindan
degerlendirildiginde az ya da ¢ok etkin kabul edilebilmektedir (%0,1-1,0). Salvia

cinsi uzun yillardan bu yana halk arasinda tedavi amaciyla kullanilmaktadir (36).

Salvia kelimesi Latince’de saglik anlamima gelir ve 10. yiizyilda Arap toplumuna

mensup olan hekimler adagaymin diinya {izerinde meydana gelmekte olan dliimlere



kars1 kesin bir ¢6ziim sunacagina inanmislardir. Cogu hastaligin tedavisinde 6rnegin
gbz problemlerinde, yilan 1sirmasinda, menstrual donem dig1 kanamalarinda,
kisirlikta, zehirlenmede, enfeksiyon hastaliklarinda, epilepside, Alzheimer
hastalarmdaki unutkanlik sorunlarina, bagirsak problemlerine eski ¢aglardan bu yana
halk arasinda adagayr ile ¢oziim aranmistir. Eski caglardan bu yana Yerli
Amerikalilar tarafindan adagayma kutsiyet atfedilmistir. Giinlimiizde ise cay
formunda ve bazi ilag firmalarinin tiretmekte oldugu kapsiil formunda tibbi amach

olarak kullanilmaktadir (37).
2.2. Salvia Tiirlerinin Tiirkiye’de Etnofarmakognozideki Yeri

S. aethiopis L. (Yinli adagayi): Tiirkiye’de yaygin bir tiir olarak bulunmaktadir.
Bu bitkinin yaprak ve ¢igek durumlari ise uyarict ve midevi olarak antik ¢aglardan bu
yana bilinmektedir (38). Bolu: Yukarisayik, Dortdivan yoresinde Kizillikadi ile
bilinmekte ve merhem olarak yaralar1 iyilestirici olarak kullanilmaktadir (39-41). S.
aramiensis Rech fil. (Daggay1): Cay halinde Hatay yoresinde midevi amagl
kullanilmaktadir (42).

S. aucheri Bentham var. canescens Boiss. et Heldr. (Zeytin yaprakli adagayi):

Cay halinde Mersin civarinda kullanilmaktadir (8).

S. chrysophylla Stapf: Isparta’nin Siit¢iiler Beydili yoresinde Bozgavla adiyla
bilinmekte olup herbasi dekoksiyon halinde romatizma hastaligina karsi
kullanilmaktadir. Lapa sekline getirilen herbasi agr1 yapan viicudun kisimlarma

uygulanmaktadir (40, 41).

S. tanginonptantha Montbert et Aucher ex Bentham (Van’da karaot, diger
isimleri kara salba, kara sapla, kara salva): Yurdumuzun dogusunda bitkinin
yapraklar1 tekstilde boyama amaciyla kullanilmaktadir (42). Afyonkarahisar, Suhut,
Karacadren yoresinde yakisalbasi adiyla bilinmekte olup inflizyon halinde mide
rahatsizliklarinda ve dekoksiyon halinde yara antiseptigi olarak kullanilmaktadir
(43). Yapraklar1 ve ¢icekli dallar1 Orta Anadolu bolgesinde c¢ay olarak
kullanilmaktadir (41, 42).

S. dichroantha Stapf: Kayseri, Develi, Biiyiikkiinye yoresinde yaglikara ve

kutnu adlariyla bilinmekte olup karin ve mide agrilar1 i¢in karsi ¢ay seklinde igilir.



(8). Nigde bolgesinde yaprak kismi ¢ibanlarin ve haricen yaralarin tedavisinde

kullanilmaktadir (38, 41).
S. forskahlei L. (Salba): Cay1 hazirlanarak kullanilmaktadir (8).

S. fruticosa Miller (Syn. S. triloba): Elma ¢albasi, adagayi, Anadolu adagayi, boz
salba, boz sapla adlartyla bilinir. Anadolu’nun gilineybatisinda dogal bir sekilde
yetismektedir. Yapraklarinin ¢ay1 hazirlanarak tiiketilmektedir. Yapraklar: sayesinde
iretilen ugucu yagina “elmayagi” denmekte olup ve ihra¢ edilmektedir (8). Gargara
ve ¢ay olarak solunum yollar1 i¢in antiseptik 6zelligi bulunmasindan dolay1 kullanilir
ve yaralara iyi gelmektedir (42). Bebeklerde kabizlik problemine karsi emzirilmeden
once meme ucuna siiriilerek kullanilabilir. Mugla yoresinde adi ‘Almiya Calbasi’dir

(41, 43).

S. grandiflora: Disleri kuvvetlendirdigi i¢in kullanilip Afyonkarahisar'da adi
Ada Cay1’dir (43).

S. multicaulis Vahl (Kiirt reyhani): Yurdumuzun dogusunda bulunan bélgelerde

yaralar i¢in kullanilir (40) koku verdigi i¢in de tiitiine konulur (8, 41).

S. nemorosa L. (Kara ot, salba): Erzurum yoresinde gemdas adiyla bilinip
kesiklerde kani durdurmak amaciyla herba tozu olarak kullanilmakta olup; gemtas

adiyla Artvin yoresinde de bilinmektedir (39, 40).

S. sclarea L. (Ayikulagi, misk adagayi, tiiylii adagayi): Yapraklar1 ve ¢igekli
dallar1 kabiz, midevi, yatistirict ve terlemeyi azaltici, infiizyon (%5) seklinde
kullanilmaktadir (8, 38). Parflimeride, elde edilen ugucu yagi kullanilmaktadir (44).
Isparta yoresinde 6zellikle giines carpmalarinda kullanilmakta olup disi sigir kuyrugu
olarak adlandirilmistir (45). Mersin’de ise bitkinin ¢igekleri infiizyon haline getirilip

sigiller i¢in kullanilmakta olup bolgede paskulak adiyla bilinmektedir (45, 46).

S. tomentosa Miller (Biiyiik ¢igekli adagay1): Bitkinin yaprak kismi tibbi adacay1
yapragi yerine alternatif olarak kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda S. fruticosa Miller
tirli gibi kullanilmaktadir (8). Dekoksiyon veya inflizyon halinde c¢ay olarak, ag
karnina igilmektedir. Bilecik, Sogiit bolgesinde Sabla adiyla bilinmekte olup
romatizma agrilart i¢in banyo suyuna katilmak suretiyle kullanilmaktadir. Afyon

bolgesinde ise ¢ay haline getirilerek karin agrisi i¢in kullanilir (41, 43, 47).
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S. verbenaca L. (Yabani adacay1): Yapraklar1 Misk adagay1 olarak kullanilmakla
birlikte koku ve etkisi zayiftir. Tohumlarindan iiretilen miisilaj 6zellikle Dogu

tilkelerinde g6z hastaliklar1 i¢in kullanilmaktadir (8).

S. verticillata L.: Erzurum bdlgesinde dadirak adiyla, Ikizdere-Rize’de ise kara
ot adiyla bilinmektedir (8). Bitlis, Sibek, Aridag cografyasinda da hart adiyla
bilinmekte olup dekoksiyon seklinde soguk alginliginda ve nezle olunmasi

durumunda kullanilmaktadir (40, 41, 48).

S. virgata Jacq.: Yilancik adiyla da bilinmektedir (8). Yapraklar 6zellikle haricen

yaralar i¢in iyilestirici olarak kullanilmaktadir (38).

S. viridis L. (Syn. S. horminum L.) (Yesil adagay1, adagay1): Kullanilis sekli
misk adagayima benzerdir (38, 41).

2.3. Salvia Tiirlerinin Ekonomik ve Tibbi Onemi

Lamiaceae tiyeleri i¢erdikleri aromatik ve ugucu yaglardan dolay1 farmakolojide
ve parfiimeride kullanilmaktadirlar. Bundan kaynakli olarak tibbi ve ekonomik

acidan biiytik 6neme sahiptirler (49).

Biyolojik aktif bilesenlerini belirleyebilmek amaciyla yapilan ¢ok sayida
farmakolojik ¢alisma bulunmaktadir. incelenen tiirlerin biyolojik aktivite bakimimndan
antimikrobiyal, antiviral, antitimér, antioksidan, antiperspiran aktivite igermekte
oldugu ve bilhassa zihinsel, sinirsel ve gastrointestinal hastaliklarin tedavisi igin
kullanilmakta oldugu belirlenmistir (50, 51). Bitki merkezli antimikrobiyal ajanlar
onemli Olgiide 1iyilestirici Ozellige sahip bulunmaktadir. Enfeksiyona bagh
rahatsizliklarin tedavisi icin kullanilan bilesikler antimikrobiyal etkiden otiirii

kullanildiklarinda, bircok enfekte olmus alan i¢in es zamanli olarak enfeksiyon

hafiflemektedir (52).

Antibiyotiklerin kesfedildigi giine degin Salvia, bitki ¢ay1 i¢inde sik¢a yer
almakta olup, tiiberkiiloz hastalar1 i¢in kronik bronsitin tedavisi i¢in ve terlemeyi
Onleyici olarak tavsiye edilmistir. Bunun yaninda romatizma, terleme, ates, sekstiel
zayiflik, sinirsel ve zihinsel rahatsizliklar i¢cin tedavi etmek amagli ve bunlarin

disinda boceklere karsi kullanilirdi (53).
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Glinlimiizde antibiyotik kullanimmin artiyor olmasi ve diizensiz bir sekilde
tiiketiliyor olmasi bakterilerin antibiyotiklere kars1 direng gelistirmesine yol agmustir.

Olusan bu mevcut durum bilim camiasmi farkli antibiyotikler gelistirmeye itmistir
(54).

Halk icinde bircok bitki bir araya getirilerek tedavi i¢cin kullanilmaktadir.
Literatiirde etnobotanik arastirmalarda Salvia tiirlerinin bazi enfeksiyonlarin tedavisi
icin tesirli oldugu bildirilmistir (55). Afrika’nin giiney kesiminde S. repens, S.
stenopylla ve S. runcinata mikroplar1 6ldiirmek ve genel olarak temizleyici olarak
kullanilmaktadir. Yaprak kismi ise kaynatilmak suretiyle ates, terleme, hazim
zorlugu ve bas agrist i¢in kullanilmaktadir. Bitki ekstreleri viicutta olusan agik
yaralar i¢cin de kullanilmaktadir. Bunlarin yani sira kadm rahatsizliklar1 ve bogaz
enfeksiyonlarina kars1 kaynatilip ardindan suyu igilirdi. Halk arasindaki kullaniminin
yaygilig1 bilim insanlarmni bu bitkilerin aktif bilesenlerini ve biyolojik aktivitelerini
incelemeye yOneltmistir. Yapilan arastirmalar farkli Salvia tiirlerinin antienflamatuar,
antikolinesteraz, antikanser ve antibakteriyel aktiviteleri oldugunu ortaya ¢ikarmistir.
Yemekleri tatlandirmak ve ¢ogunlukla ekstreleri ise besin maddelerinin raf
Omiirlerini uzatmak amaciyla kullanilmaktadir. Antioksidan aktivitenin yani sira (56,
57) antibakteriyel ve antiseptik, antifungal, diliretik, antiviral, sitotoksik (58, 59)
ozellikleri oldugu; karm agrisim1 gidermede, sakinlestirici olarak, hipoglisemide (60)

ve yaralarin iyilestirilmesinde de kullanildig1 bilinmektedir (61).
2.4. Salvia Tiirlerinde Bulunan Fenolik Asitler

Polar fenolik asitler Salvia sulu ekstrelerinin ana bilesenlerini olusturmaktadir.
Bu fenolik asitlerden pek ¢ogunun S. chinensis ve S. yunnanensis, S. miltiorrhiza’dan
izole edilmis olup yapilar1 aydmlatilmistir. Salvia tiirlerinde kesfedilen fenolik
asitlerin baslicalar1 kafeik asit tiirevlerine mensup rozmarinik asit olmakla birlikte 3-
metoksi-4-hidroksibenzoik asit (vanillik asit) (62), 3,4-dihidroksibenzoik asit
(protokatesik asit), 4-hidroksibenzoik asit (63) ve 2,4-dimetoksibenzoik asit (64),
hekzil 4-hidroksibenzoat ve 7-metoksikumarin (herniarin) (65) ve 6,7-
dihidroksikumarin (eskuletin) (66) gibi fenolik asitlere de rastlanilmigtir. Salvia
tiirlerinde mevcut fenolik asitler kimyasal olarak kategorize edilecek olursa, fenolik

glikozitleri ve kafeik asit tiirevleri olmak iizere iki ¢esittir. Kafeik asit tiirevleri kendi
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icinde dimerler, monomerler, oligomerler, trimerler ve tetramerler olmak iizere 5’e
ayrilmaktadir. Kafeik asit monomerlerine, kafeik asit ile birlikte izoferulik asit (67),
ferulik asit (68), tartarik asit (65) ve klorojenik asit ornek olarak verilebilir. Kafeik
asit dimerleri arasinda en 6nemli olan1 rozmarinik asittir (65, 68) ve bu bilesik Salvia
tirlerinde antioksidan etkiden sorumlu olan asil bilesik olarak belirlenmistir (68).
Rozmarinik asit ile ilgili kimyasal sentezi (65), hiicre kiiltiirlerinde iiretilme
calismalar1 (69), sicanlarda biyolojik aktivitesi (70) gibi bircok ¢alisma yapilmistir.
Kafeik asit trimerleri grubunda litospermik asitle birlikte salvianolik asitlerin bir
boliimiine de rastlanir. Litospermik asitlerin metil esterlerinde yiiksek oranda serbest
radikal siipiiriicii etkiye rastlanilmigtir ve bu etkinin askorbik asitten daha fazla
oldugu goriilmiistiir (71). Benzer tesirlerin bu grubun bir diger 6nemli mensubu olan
salvianolik asitlerden salvanolik asit A’da bulundugu belirtilmistir. Ayn1 zamanda
kafeik asit tetramerleri rozmarinik asit dimerleri de olmaktadir. Salvianolik asit L, B,
yunnaneik asit ve sagerinik asitler bu grupta bulunmaktadir. Bu asitlerden salvianolik
asit B, litospermik asit adiyla da bilinmekte ve Salvia tiirlerinde magnezyum,
potasyum, amonyum tuzlari halinde oldukc¢a yaygin bir sekilde bulunmaktadir.
Salvanolik asit E’ye Salvia tiirlerinden sadece S. miltiorrhiza’ da rastlanmustir.
Kafeik asit oligomerleri smnifinda yalnizca yunnaneik asit A ve B bulunmaktadir.
Bunun yani sira Salvia tiirlerinde fenolik asitlerin glikozit formlar1 da bulunmaktadir.
En fazla rastlanan fenolik asit glikozitleri rozmarinik asit-3-glikozit ile cis- ve trans-

kumarik asitlerin olusturmus oldugu glikozitlerdir (65).
2.5. Salvia Tiirlerinde Bulunan Polifenoller

Salvia tiirlerinin  igerdigi  polifenollerle  ilgili  yapilan  ¢alismalar
proantosiyanidinler, flavonoitleri ve antosiyaninleri kapsamaktadir. Flavonoitlere
Salvia tiirlerinde sik bir sekilde rastlanmaktadir (66). Flavonoitler bitkide flavonoller,
flavonlar ve glikozitleri halinde bulunmaktadir. 6-hidroksi flavonoller bu cins i¢in
taksonomik bir 6nem tasirlar ve bu durum Salvia tiirleri igin karakteristiktir (72).
Flavonoitlerin ¢ogunlugunu apigenin flavonolleri, luteolin ve bunlarin 6-hidroksi
tiirevleri olusturmaktadirlar. Salvia’larin yapraklarinda flavonollerin metilesterlerine
de sik bir sekilde rastlanmaktadir. S. yosgadensis de diger Salvia tiirlerinden farkl
bir sekilde luteolin-3-metil eter (chrysoeriol), apigenin-4-metil eter (acacetin) (73) ile

4-metil eter (diosmetin)’e de rastlanmaktadir (64). 6-Hidroksi-apigenin (scutellarein)
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Salvia ekstrelerinde bulunmaktadir. 6-hidroksi-apigenin-6,7-dimetileter
(cirsimaritin), 6-hidroksi-apigenin-6'nin yiiksek orandaki antimikrobiyal tesiri,
hispidulinin ise antihepatotoksik tesirleri bilinmektedir (65, 74, 75). Salvia’larda
bulunan  flavonollerin  ¢ogunlugunu  kersetin ve  kemferol flavonolleri
olusturmaktadir. Bu flavonollerden kersetine S. dorrii’de rastlanmistir. Flavon
glikozitleri Salvia’larda siklikla bulunan glikozitlerdir ve apigenin-7-glikozit ve
luteolin-7-glikozit bu glikozitlerin baslicasin1 olusturmaktadir. Apigenin ve luteolin
glikozitleri de kendi aralarinda karsilastirilacak olursa luteolin glikozitlerinin Salvia
tiirlerinde rastlanma orani apigenin glikozitlerine nazaran daha fazladir. Flavonol ve
flavon aglikonlarinda oldugu gibi burada da 6-hidroksiflavonglikozitleri Salvia

tiirleri i¢in karakteristik bir 6nem tagimaktadir (65).

Salvia ¢iceklerinde antosiyaninlere bol miktarda rastlanir. Salvia’larin
antosiyaninleri ilk olarak Bolton ve Willstater tarafindan 1916 tarihinde incelenmistir
ve salvianin pigmenti izole edilmistir. Sonraki yillarda yapilan calismalarda bu
pigmentin yapisi ile ilgili arastirmalar tekrar edilmis olup yapis1 kesin bir sekilde
belirlenmistir. Salvia’larda yapilan arastirmalar ¢igeklerde bulunan kirmizi ve mavi
renklerden delfinidin, pembe renklerden pelargonidin, menekse ve ara renklerinden
ise siyanidin antosiyaninlerinin sorumlu oldugunu gostermistir. Proantosiyanidinler
kondanse tanenler adiyla da bilinmektedir ve Salvia’larda salvitanin olarak
isimlendirilmistir. Salvia preparatlarinda tanen bulunmasi istenmez bu sebeple kolon
kromatogafisi kullanarak ortamdan uzaklastirilmalidirlar. Salvia’larda salvitaninler
olarak adlandirilmis tanenlerin oldugu biliniyor olmasina ragmen bu maddeler

tistiinde fazla galigma yapilmamis ve yapilar1 tam olarak agiga ¢ikarilmamistir (65,

76).
2.6. Terpenler ve Salvia Tiirlerinde Bulunan Terpenler

Terpenler, bir diger adiyla izoprenoidler, bitkilerde oldukc¢a yaygindir. Terpen
bilesikleri, bitki dokularinda ¢ogunlukla serbest halde, glikozitli yapida, organik
esterleri halinde veya proteinlerle birlesmis olarak bulunurlar (77). Izopren
molekiiliiniin kondensasyonu ile terpen bilesikleri olusur. Sekil 1, izoprenoid
molekiiliiniin yapisini ve karbon sayisma gore terpenlerin siniflandirilmasini

gostermektedir.
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Sekil 1. Izoprenoid molekiiliiniin yapis1 ve karbon sayisma gore terpenlerin

smiflandirilmasi
Terpenleri fiziksel 6zelliklerine gore iki sinifa ayirabiliriz:

Ugucu Terpenler: Ugucu yaglar olarak da bilinen ve su buhariyla siiriiklenebilen

kiiciik molekiillii terpenlerdir.

Ugucu Olmayan Terpenler: Daha biiyiik molekiillere sahip olan bu terpenler bazi

seskiterpenler, diterpenler, sesterterpenler, triterpenler, tetraterpenler.

Salvia tiirleri abietan basta olmak tiizere pimaran, klerodan ve labdan tipli

diterpenoitler icermektedirler.

Klerodan Diterpenoitler

Amerikan Salvia tiirleri ¢ogunlukla klerodan tipli diterpenoitler igermekte iken
nadiren abietan diterpenoit icermektedirler. Meksika bitkisi olan S. languiduline Epl.
ve S. melissodira Lag.’dan bir klerodan diterpenoit olan melisodorik asit izole
edilmistir (78).

Labdan ve Pimaran Diterpenoitler

Bu tip diterpenoitler diger Lamiaceae familyasmma mensup bitkilerde
bulunmasina ragmen Salvia tiirlerinde nadiren bulunmaktadirlar. S. wiedemanni
bitkisinin  toprak  {isti  bolimlerinden  14—oksopimarik asit ve  7f-
hidroksisandrakopimarik asit abietan diterpenoitler ile birlikte izole edilmistir (79,
80).
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Sesterterpenoitler

Sesterterpenoit olarak S. hypoleuca Benth. bitkisinden salvilosolid metil ester,
salvilosolid- 6,23-lakton elde edilebilmistir (81, 82). Neredeyse tiim Salvia tiirlerinde
yaygin bir sekilde bulunan triterpenoidler; oleanolik asit ve ursolik asit S.officinalis
L. den izole edilmistir (83).

2.7. Salvia Tiirleri Uzerinde Yapilmus Biyoaktivite Calismalan

Iran'in Fars bolgesinde dogal olarak yetisen endemik bir tiir olan S. lachnocalyx
Hedge’nin kok kismmin fitokimyasal analizi sonucu bes diterpenoit (ferruginol,
taksodion, sahandinon, 4-dehidrosalvilimbinol ve labda-7,14-dien-13-ol) elde
edilmistir. Saflastirilan bilesiklerin sitotoksisitesi, li¢ insan kanser hiicre serisine
MOLT-4 (akut lenfoblastik 16semi), HT-29 (kolorektal adenokarsinoma) ve MCF-7
(meme adenokarsinomasi) karst 6nemli sitotoksik aktivite gosterdigi bulunmustur

(85).

S. fruticosa Mill. subsp. thomasii tiiriiniin in vitro antioksidan ve antitimor
etkilerini arastirmak icin yapilan bir ¢alismada bitkinin toprak tistii kisimlar1t metanol
ile ekstre edilmistir. Bu ekstre, metanol ve n-hekzan ile fraksiyonlandirilmistir.
Luteolin, luteolin 7-O-glikozit, rutin ve salvigenin metanol fraksiyonundan izole
edilmistir. n-Hekzan fraksiyonu viridiflorol, B-pinen, 1,8-sineol ana bilesenler olarak
elde edilmistir. Metanol ekstresinin meme kanserine (MCF-7 ve MDA-MB-231) ve
insan kolorektal karsinoma (RKO ve Caco-2) hiicrelerine kars1 antitiimor etki yaptigi
tespit edilmistir. S. fruticosa TUNEL testinde apoptozis ile kanser hiicrelerinde
Oliime yol agmis ve tiimoral olmayan 3T3-L1 hiicrelerinde diisiik sitotoksik etki
gostermistir. Ayrica lipit peroksidasyonunun en iist diizeyde korunmasimi saglamis
ve 3T3-L1 fare fibroblastlarinda menadiyon tedavisi ile indiiklenen oksidatif stresini
azaltmigtir. Bu biyoaktivite sonuglari agisindan S. fruticosa'nin yalnizca gida olarak
degil ayni zamanda nutrasotik/farmasotik endistrisinde kullanimmin tesvik

edibilecegini gostermistir (86).

S. urmiensis Bunge ve S. hydrangea Pobed tiirlerinin ekstrelerinin DPPH serbest
radikal ve ABTS katyon radikal (2,2-azino-bis (3-etil benzotiyazolin-6-siilfonik asit))

giderim aktiviteleri ile toplam fenolik ve flavonoit i¢eriklerinin degerlendirildigi bir
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calismada; S. urmiensis’in etil asetat ekstresinin 10.0+0.2 pg/mL 1Csq degeri ile
onemli antioksidan O6zelligi oldugu ve caligilan tiim ekstrelerin yiiksek fenolik-

flavonoit icerik gosterdigi belirlenmistir (87).

S. buchananii Hedge’nin toprak istii kisimlarindan elde edilen diklorometan
ekstresinin antimikrobiyal 6zellikleri agisindan arastirildigi ¢alismada, ekstre bircok
ilaca kars1 direng gelisimi gosteren Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
agalactiae, Enterococcus faecium gibi gram pozitif klinik suslara karsi belirgin bir
inhibisyon aktivitesi gdstermistir. Bu ekstrenin fitokimyasal incelemesi, ursolik (UA)
ve oleanolik (OA) asitin yani sira bilinen sekiz klerodan diterpenin ve ii¢ yeni
klerodan diterpenin izolasyonunu saglamistir. Bu bilesiklerin yapilar1 kapsamli 1D
ile 2D NMR ve HR-MS spektroskopik yontemlerle aydmlatilmistir (88).

S. albocaerulea Linden tiiriinden izole edilen sugiol bilesigi ve S. forskahlei L.
tiirlinden izole edilmis olan forskalinon bilesiginin gram pozitif bakterilere karsi

antibakteriyel aktivitelerinin oldugu belirlenmistir (89).

S.syriaca L. tiiriiniin bilesenlerinin, antidiyabetik, anti-Alzheimer, genel
toksisite ve antioksidan aktivitelerinin degerlendirildigi bu c¢alismada, bitkinin
metanol ekstresi ve ugucu yaginin fitokimyasal bilesimi, sirasiyla, GC-MS ve ters
fazli  yikksek  performansli  swvi  kromatografisi  teknikleri  kullanilarak
tamimlanmustir. S. syriaca 'nin ugucu yagi, giicli sitotoksisite, antioksidan, a-amilaz
ve a-glukozidaz inhibitor aktivite gostermistir. HPLC analiz sonuglarina gore; rutin,
kersetin, apigenin, rozmarinik asit ve ferulik asit en ¢ok bulunan fenolik bilesenlerdir
(90).

S. przewalskii Maxim' in toprak alt1 kisimlarindan, bilinen dort diterpenoit ve
bes fenolik asit ile birlikte ganxincastanic asit A adinda yeni bir diterpenoit izole

edilmis ve bu bilesiklerin yapilar1 spektroskopik yontemlerle belirlenmistir (91).

S. brachyantha (Bordz.) Pobed, S. aethiopis L. ve S. microstegia
Boiss.&Balansa tiirlerinin metanol ekstrelerinin fenolik i¢eriklerinin tanimlanmasi ve
nicelendirilmesi RP-HPLC/MS ile yapilmis, antioksidan aktiviteleri CUPRAC,
FRAP ve DPPH yontemleri ile belirlenmistir. Elde edilen sonuglar toplam 18 fenolik

bilesigin varligimi gostermistir. Bunlarin en fazla miktari, S. microstegia 'da kemferol
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ve S. brachyantha ve S. aethiopis’te rozmarinik asit olarak belirlenmistir. Diger
onemli fenolik bilesiklerin apigenin, luteolin, p-kumarik asit ve klorojenik asit
oldugu bulunmustur. Calisilan tiim tiirlerin, BHA, BHT ve askorbik asit gibi standart
antioksidanlara kiyasla orta derecede ve daha diisiik antioksidan aktivite gosterdigi

belirlenmistir (92).

Betonica officinalis L. ve S. officinalis L. bitkilerinin ekstrelerinin fenolik
profillerini, antioksidan, antimikrobiyal ve antienflamatuar 6zelliklerini tanimlamak
amaciyla yapilan c¢alismada elde edilen sonuglar, ekstrelerin 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikalini ve 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-
stilfonik asit) (ABTS) katyon radikalini inhibe ettigini gostermistir. S. officinalis’in
Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli ve Pseudomonas aeruginosa’ya Karsi etkili antibakteriyel ajan oldugu tespit
edilmistir. Ekstreler, protein denatiirasyonunu ve siklooksijenazi (COX-1) inhibe
etmistir; bu da bu tiirlerin bitki kaynakli antienflamatuar maddeler i¢in potansiyel bir
kaynak olabilecegini diisiindiirmektedir. ilk defa bu calisma ile B. officinalis
bitkisinin antimikrobiyal ve antienflamatuar etkinligi ortaya ¢ikmistir. Bu ¢alismanin
sonuglari, tibbi preparatlarin gelistirilmesine ve bu tiirlerin antimikrobiyal,

antienflamatuar ve yara iyilestirici madde olarak kullanilmasina yardimei olacaktir

(93).

S. trichoclada Bentham’in toprak dstii kisimlarinin  metanol ekstresinin
sekonder metabolitler agisindan incelendigi ¢alismada lupeol, lupenon, glochidon,
monoginol A, oleanolik asit, ursolik asit, B-sitosterol, apigenin-7-O-ramnozit ve
rozmarinik asit olmak iizere dokuz bilesik izole edilmistir. izole edilen bilesiklerin
yapilart1 1D ve 2D-NMR spektroskopik teknikler kullanilarak aydmlatilmistir. Bu
calismayla ilk kez bir Salviatiirii ve Lamiaceae familyasindan lupan triterpen
glochidon izole edilmistir. Ekstrenin ve izole edilen bilesiklerin antioksidan
potansiyeli, pB-karoten renk giderim yontemi ve DPPH serbest radikal giderim
yontemleriyle gergeklestirilmistir. Antikolinesteraz aktiviteleri hem asetilkolinesteraz
(AChE) hem de butirilkolinesteraz (BChE) enzimlerine karsi Ellman yontemi ile
arastirtlmigtir. Bilesiklerden oleanolik asit, ursolik asit, lupeol, glochidon, apigenin-

7-O-ramnozit ve rozmarinik asitin neredeyse tiim konsantrasyonlarda oldukca
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yiiksek antikolinesteraz aktivite gosterdigi belirlenmistir. Tiim bilesikler arasinda, en
yiiksek antioksidan ve iyi antikolinesteraz aktiviteyi rozmarinik asit gostermistir
(94).

S. ceratophylla L. ile yapilan bir ¢alismada; daha dnce tanimlanmayan yeniden
diizenlenmis iki abietan ceratol ve ceratodiol, bilinen ii¢ abietan-diterpenoid olan 1-
ketoaetiyopinon, ferruginol ve 12-deoksisalvipizon bu bitkinin koklerinden izole
edilmistir. Saflastirilan bilesiklerin yapilari, 1D ve 2D NMR ve yiiksek ¢ozintirlikli
elektrosprey kiitle spektrumlar1 dahil olmak {izere, spektroskopik verilerin
analizlerine dayanarak karakterize edilmistir. Analitik veriler daha sonra literatiirde
bildirilenlerle karsilastirilmistir. Izole edilen bilesiklerin  sitotoksisitesi MTT
rediiksiyon testi kullanilarak iki insan kanser hiicresi serisine, MOLT-4 (insan
lenfoblastik 16semi) ve MCF-7'ye (insan gogiis adenokarsinomu) kars1 incelenmistir.
Ceratodiol bilesigi her iki kanser hiicresine karsi sitotoksisite gosterse de, ceratol
bilesigi MOLT-4 hiicrelerine kars1 zayif toksisite gostermis ve MCF-7 hiicrelerine
kars1  toksisite  goOstermemistir. Her iKisi de biroa doymamis karbonil
fonksiyonuna sahip  olan 1-ketoaetiyopinon ve 12-deoksisalvipizon test edilen

bilesikler arasinda en yiiksek sitotoksik aktiviteyi gostermistir (95).

S. amplexicaulis Lam. tiiriiniin su, etanol, metanol, etil asetat ve diklorometan
ekstrelerinin kimyasal bilesimi ve biyolojik aktivitelerini incelemek amaciyla yapilan
calismada HPLC kullanilarak basta metanol ekstresi olmak {izere etanol ve su
ekstrelerinde, en fazla kemferol glikozitleri (> %40) ve polifenollerin oldugu tespit
edilmistir. Yapilan antioksidan tayin testlerinden DPPH, FRAP ve B-karoten renk
acilim yontemlerinde su ekstresi en yiiksek aktiviteyi gostermistir, etanol ekstresi ise
ABTS yonteminde yliksek aktivite gostermistir. Metanol ve su ekstreleri DPPH
yonteminde kullanilan BHT standardindan daha yiiksek aktivite gdstermislerdir (15.1
pg/mL, 15.8 pg/mL ve 17.9 pg/mL). Bu durum muhtemelen ekstrelerde bulunan
yiiksek miktardaki kamferol glikozitlerinden kaynaklanmaktadir. Etanol ekstresi
patojenik bakterilere karsi su ekstresinden daha iyi etki gostermistir, ayni1 sekilde
antindrodejeneratif etkisi de daha giligli bulunmustur 06zellikle tirozinaz
inhibisyonunda, etanol ekstresinin kojik asit ile karsilastirildiginda oldukga etkili
oldugu tespit edilmistir. Buna karsilik su ekstresi etanol ekstresine gore HCT-116

hiicrelerine kars1 daha giiclii sitotoksik aktivite gostermistir. Alimpic ve arkadaslar1
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yaptiklar1 bu caligmada S. amplexicaulis’in su ve etanol ekstrelerinin gosterdigi giiglii
antioksidan ve antindrodejeneratif etkileri bakimindan ila¢ ve gida endiistrisi i¢in

gelecek vaat ettigini ortaya koymuslardir (96).

S. aethiopis L. ve S. ceratophylla L.’nin metanol ve etil asetat ekstrelerinin
fenolik bilesimlerini, in vitro antioksidan ve sitotoksisite etkinliklerini incelemek
tizere Poyraz ve arkadaslar1 bir ¢alisma yiritmiislerdir. S. aethiopis’in metanol (SA-
ME) ve etil asetat (SA-EA) ekstrelerinin toplam fenolik igerigi 94.36+1.36 -
290.62+1.51 mg GAE/g, S. ceratophylla’nin metanol (SC-ME) ve etil asetat (SC-
EA) ekstrelerinde ise bu deger 168.35+1.97 - 330.14+2.28 mg GAE/g arasinda
bulunmustur. Metanol ve etil asetat ekstrelerinin ana fenolik asiti rozmarinik asit
olarak tespit edilmistir (S. aethiopis i¢in 40.25 ve 140.6 pg/100 g bitki; S.
ceratophylla i¢cin 74 ve 234.5 ug/100 g bitki). S. aethiopis ve S. ceratophylla
ekstrelerinin fenolik asitleri daha ¢ok sinnamik asit tiirevleri, ardindan benzoik asit
tiirevleri igerir. HPLC sonuglari, antioksidan kapasite ile bu fenolik asitlerin miktari
arasinda bir korelasyon oldugunu ortaya koymustur. Bu bitki ekstrelerinin potansiyel
antioksidan Ozelliklerini gorebilmek igin, hiicrelerin ¢ogalmasit MTT deneyi ile
degerlendirilmistir. Ekstrelerin canlilik ytlizdesi, kontrollere gore belirlendi ve 15.6-
1000 pg/mL ekstre konsantrasyonlarinda 6l¢iildii. SA-ME ekstresinin 1Csg degeri 24
saatte 230.0+17.3 ve 48 saatte 93.3£5.8 SC-ME i¢in 266.7+41.6 (24 saat) ve
180.0+£20.0 (48 saat) olarak bulunmustur. Ekstrelerin sitotoksisite etkileri su sekilde
siralanabilir, SA-EA> SC-EA> SA-ME> SC-ME. SC-ME en diisiik seviyede iken en
sitotoksik ekstre yiiksek fenolik icerige sahip olan SA-EA olarak bulunmustur (97).

S. plebeia R. Brown tiiriniin toprak istii kisimlarindan hazirlanan etanol
ekstrelerinden ii¢ yeni seskiterpenoit izole eden Ma ve arkadaglar1 bulduklar
seskiterpenoitlerin yapilarini, NMR ve MS spektrumlarmin detayli analizleri sonucu
aydmlatmiglardir. Bulunan bu seskiterpenoitler, salplebeone A, eudesmane lakton
iken, salcombe B ve C 128-laktam gruplar1 igeren nadir eudesmane

seskiterpenoitlerdir (98).

S. fruticosa Mill. tiirii antioksidan, antimikrobiyal ve antiproliferatif
etkinlikleriyle bilinir. Faz | ksenobiyotik metabolize edici enzimler olan CYP1A2 ve
CYP2E1, faz Il enzimlerin, NQO1, GPx ve glutatiyon S-transferazlarm (GST)
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hareketi ile elimine edilen reaktif metabolitleri iiretir. Bu c¢alismada HT-29
hiicrelerinde S. fruticosa ve onun 6nemli fenolik bilesigi olan rozmarinik asitin (RA)
CYP1A2, CYP2E1, NQOI, GPx ve GSTml mRNA ekspresyonlar1 ve enzim
aktiviteleri lizerine in vitro modiilasyon etkileri aragtirilmistir. Bir mRNA ekspresyon
analizi CYP1A2 ve CYP2EI diizeylerinin azaldigi, S. fruticosa ve RA tedavilerinin
ardindan NQO1, GPx ve GSTml diizeylerinin arttigmi ortaya koymustur. Gen
ekspresyonlarina paralel olarak S. fruticosa tarafindan GPx ve GST enzim aktiviteleri
sirastyla 1.68 ve 1.48 kat artmistir. Dahasi, RA, GPx ve GST aktivitelerini sirasiyla
1.67 ve 1.94 kat arttrmustir. Bu 6n ¢alismanin sonuglari, arastirilan enzimlerin S.
fruticosa tarafindan ekspresyonu ve aktivitesindeki degisiklikler nedeniyle

ksenobiyotik metabolizmasinin degisebilecegini gostermektedir (99).

S. officinalis L. nin toprak iistii kisminin metanol ekstresinden izole edilmis olan
fenolik diterpenlerin hem asetilkolin esteraz enzimini (AChE) hem de B16
melanoma hiicrelerinde melanin  biyosentezini inhibe etme yeteneklerinin
incelenmesi amaciyla bu arastirma yapilmistir. 12-metilkarnosol, karnosol, 7b-
metoksirosmanol, 7a-metoksi rosmanol, sageone, izorosmanol ve epirosmanol olmak
iizere yedi fenolik diterpen izole edilmistir. Ellman metodu kullanilarak izole
diterpenlerin AChE'yi inhibe etme yetenekleri test edilmistir. Ayrica, izole fenolik
diterpenlerin  AChE'nin aktif bolgelerindeki amino asit kalmtilarma baglanma
afinitesini arastirmak i¢in bir molekiiler yerlestirme deneyi yapilmistir. Sonug olarak,
izole diterpenlerden izorosmanoliin arbutininki kadar gii¢lii bir melanin inhibe edici
aktivite gosterdigi tespit edilmistir. 7a-metoksi rosmanol ve izorosmanol
bilesiklerinin 500 uM konsantrasyonda AChE aktivitesini sirasiyla %50 ve %65
oraninda inhibe ettikleri belirlenmistir. Sonuglar, izorosmanoliin biligsel
fonksiyonlarin azalmasi ve hiperpigmentasyon gibi yaslanma bozukluklarinda
faydali olabilecek yeni ilaclarin gelistirilmesine yonelik ileri caligmalar i¢in iimit

verici bir dogal bilesik oldugunu gostermistir (100).

Bu calismada, Iran'n 27 yabani Salvia tiiriinden 41 popiilasyonunda bes
biyoaktif fenolik bilesigin (rozmarinik asit, karnosik asit, kafeik asit, salvianolik
asitler A ve B) tanimlanmas1 ve belirlenmesi i¢in basit ve giivenilir bir HPLC-UV
yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Fenolik bilesik profillerine gore tiirler

arasindaki farklilasmay1 incelemek icin Temel Bilesen Analizi (PCA) teknigi
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kullanilmistir. Calisilan Salvia tiirlerinde fenolik bilesiklerin dagilim sekillerinde ve
iceriklerinde belirgin intra- ve inter-spesifik degisiklikler gdzlenmistir. Bu ¢aligma
sonucunda, yapraklarin koklere kiyasla daha fazla miktarda fenolik bilesik
bulundurdugu tespit edilmistir. S. verticillata L.’nin yapraklarinda en yiiksek
miktarda rozmarinik asit (41.53+£0.88 mg/g kuru agirlik) ve salvianolik asit A
(8.10£0.35 mg/g kuru agirlik) bulunmustur. S. syriaca L. ve S. sharifii
Rech.f.&Esfand. tiirlerinin yapraklari sirasiyla salvianolik asit B (54.47+2.00 mg/g
kuru agirlik) ve karnosik asit (34.05+1.18 mg/g kuru agirlik) bakimindan zengin
bulunmustur. PCA sonuglari, farkli bolgelerden toplanan Salvia tiirlerinde kimyasal
farkliliklar oldugunu ortaya ¢ikarmustir. Bu g¢alisma, S. officinalis L. disinda, S.
verticillata L., S. hypoleuca Benth., S. leriifolia Benth. ve S. virgata Jack. gibi bazi
yabani tiirlerin tibbi ve endistriyel amaclar i¢in giiclii dogal kaynaklar olarak

tanitilabilecegini gostermistir (101).

S. aegyptiaca L.’nin toplanma bdlgelerine bagli olarak polifenolik igeriginde ve
antioksidan kapasitesindeki degisiklikler incelenmistir. Folin-Ciocalteu prosediirii ile
degerlendirilen toplam polifenolikler, Enfida ve Chott Meriem'den damitilmig S.
aegyptiaca’ da 79.67 ve 77.91 mg GAE/g kuru agirlik degerlerine ulagsmistir. HPLC
analizi, 14 fenolik bilesenin tanimlanmasina izin vermistir. Metil karnosat (416.29—
4052.24 pg/g kuru agrhik), rozmarinik asit (562.46—-1172.24 pg/g kuru agirlik) ve
apigenin-7-glikozit (512.96-774.02 ug/g kuru agirhik) ana fenolikler olarak tespit
edilmistir. Chott MERIEM numunelerinin antioksidan aktivitesi DPPH (ICsp,
29.62 pg/mL), ABTS (198.48 uM TE/mg) ve FRAP (155.34mM Fe(ll)/mg)
yontemleriyle degerlendirilmistir. Ayrica, tanimlanmig birka¢ fenolik ve antioksidan
test arasinda anlamli (p <0.05) korelasyon saptanmistir. S.
aegyptiaca’nin kalintilarinin degerli dogal antioksidanlar oldugu ve sagligi arttirict
ozelliklere  sahip olmast  bakimindan  hem  farmasotik hem  de gida

endiistrisinde faydali olabilecegi goriilmiistiir (102).

S. viridis L.’nin toprak {istii kisimlarmin sulu (dekoksiyon ve infiizyon) ve
hidroetanolik ekstrelerinin polifenol profilini belirlemek ve antioksidan aktivitelerini
degerlendirmek amaciyla yapilan bu ¢alismada, polifenol profili UPLC-DAD/ESI-
MS ile belirlenmistir. Test edilen ekstrelerdeki toplam polifenol igerigi, Folin-

Ciocalteu testi kullanilarak UV-Vis spektrofotometrisi ile belirlenmistir. Antioksidan
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etki FRAP, DPPH, ABTS, O2* siipirici ve TBARS yontemleriyle
degerlendirilmistir. Hidroetanolik ekstrenin en yiikksek toplam fenolik bilesik
icerigine sahip oldugu goriilmistiir. Ekstrelerin UPLC-DAD/ESI-MS analiziyle
flavonoitler (dort bilesik), feniletanoidler (sekiz bilesik) ve fenolik asitler (yedi
bilesik) olarak tanimlanan toplam 19 fenolik bilesik belirlenmistir. Rozmarinik asit
baskin fenolik asit, verbascoside baskin feniletanoid iken, numuneye bagli olarak
apigenin glukuronid ya da metil luteolin glukuronid analiz edilen ekstrelerde baskin
flavonoitler olarak bulunmustur. Yiiksek polifenol seviyesinin varligi, hem infiizyon
hem de hidroalkolik ekstrenin yiiksek bir antioksidan aktiviteye sahip oldugunu
gostermistir. Bu sonuglar S. viridis’ in zengin bir fenolik bilesik kaynagi oldugunu ve
oksidatif stresi azaltma potansiyeli ile besinsel alanlarda kullanilabilecegini

gostermistir (103).

S. elegans Vahl, S. greggii A. Gray ve S. officinalis L. bitkilerinin
dekoksiyonlari, 6zellikle diyabet ve obezitede etkili olan anahtar enzimlere (a-
glukozidaz, a-amilaz ve pankreatik lipaz) karsi inhibitor etki ve antioksidan aktivite
acisindan, sagliga yararh 6zellikleri bakimindan arastirilmistir. Ayrica, bu ii¢ bitkinin
dekoksiyon ekstrelerinin fenolik profilleri belirlenmis ve faydal 6zellikleriyle korele
edilmistir. S. elegans dekoksiyonu, en etkili a-glukozidaz (EC5,=36.0 = 2.7 pg/mL,
ECs50=345.3+6.4 ng/mL ve 71.2+5.0 ug/mL, S. greggii ve S. officinalis i¢in sirasiyla)
inhibitérii olmasmin yani sira serbest radikalleri temizleme kapasitesi olarak bilinen
DPPHe, NO- ve O2¢ ve Fe** '1 azaltma kabiliyetinde antioksidan etkileri acisindan
en umut verici ekstre olmustur. S. elegans’ in S. greggii ve S. officinalis
dekoksiyonuna gore bu iistlin aktivitesi, genel olarak, kafeik asit ve tilirevlerince
zengin olmasi ile biiylik 6lglide iligkili bulunmustur. Buna karsilik, S. officinalis
dekoksiyonu, Ozellikle apigenin, scutellarein ve luteolinin glikosidik formlar: ile
iligkili olabilecek yliksek miktarda flavon igerigi ile ksantin oksidaz aktivitesine kars1

iyi inhibitor kapasite sergilemistir (104).

S. hydrangea DC. ex Benth. tiiriiniin n-hekzan ekstresinin fraksiyonlanmasiyla
alt1 tanesi yeni bilesik olan ve salvadion A ile birlikte yedi izoprenoit elde edilmistir.
Yapilar1 kapsamli spektroskopik ve spektrometrik veri analizi (1D ve 2D NMR,
HRMS) ile belirlenmistir. Salvadione A'nin mutlak konfigiirasyonu, Cu/Ka

radyasyonu ile tek kristalli X 1511 difraksiyon analizi ile belirlenmistir. Ayrica, tim
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bilesiklerin mutlak konfiglirasyonu elektronik dairesel dikroizm spektroskopisi ile
belirlenmistir. Bilesiklerin Leishmania donovani ve Plasmodium falciparum’a karsi
antiprotozoal aktivitesi belirlenmis ve sican myoblast L6 hiicrelerinde
sitotoksisiteleri degerlendirilmistir. Perovskone C bilesigi P. falciparum’a karsi iyi
aktivite (ICsp 0.6 uM) sergilemistir (105).

S. barrelieri Etl.’nin toprak fistii kisimlarindan elde edilen flavonoitler ve
triterpenlerin antioksidan, antibakteriyel ve sitotoksik aktiviteleri ¢aligilmustir. 3[3-
asetoksi-olean-18-en-2a-ol adinda yeni bir triperpen ile birlikte 12 bilesik izole
edilmis olup yapilari, 1D-, 2D-NMR ve HRESIMS’ 1 i¢eren spektroskopik analizler
ile ve literatiirde bildirilen verilerle karsilastirilarak aydinlatilmistir. Bu bilesiklerin
antibakteriyal aktivitesi, bes bakteri igin seri seyreltme teknigi ile MIC degerlerinin
belirlenmesinin  ardindan ~ Staphylococcus  aureus’ta biyootografi tarafindan
degerlendirilmistir. U¢ bilesik Enterococcus faecalis, S. aureus, S. epidermidis,
Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa’ya karsi aktif bulunmustur (MIC 15.1
ile 125 pg/mL). Iki bilesik orta derecede DPPH radikal temizleme aktivitesi
gostermistir (ICso 79.1 ve 21.2 pg/mL). Bu bilesikler 6nemli derecede tirozinaz
inhibe edici aktivite gostermemislerdir (ICso > 1.5 mg/mL). Sitotoksik aktiviteleri,
promyelositik 16semi (HL60), insan eritromyeloblastoid 16semi (K562) ve
fibrosarkom (HT1080) hiicre serilerine kars1 degerlendirilmis ve dort bilesik orta
diizeyde bir sitotoksik aktivite (ICsp 28.75 ile 85.0 uM) gostermistir (106).

Anti-proliferatif aktivite giidiimlii clerodermic asidin S. nemorosa L.' den
izolasyonuyla geno/sitotoksisite ve hipoksi aracili etki mekanizmasi arastirilmistir.
Kat1 tiimorlerin diisiik oksijen/besin maddesi ortamina adaptasyonu, hipoksi ile
indiiklenebilir faktor-1'in (HIF-1) ¢ok 6nemli transkripsiyon roliine aracilik eder. Bu
nedenle, HIF-1 ve alt birimlerinin umut verici antikanser hedefleri oldugu
diistiniilmiistiir. HIF-1'in hedeflenmesi ve asagi regiilasyonu yoluyla hiicre
sitotoksisitesini ikna ettigi ¢esitli dogal bilesikler bildirilmistir. Salvia cinsi, (imit
verici antikanser aktivite gosteren zengin bir biyoaktif terpenoid kaynagidir. Burada,
HIF-lo ekspresyonunu hedef alan dogal antiproliferatif bilesigin tanimlandig:
bildirilmistir. A549 hiicrelerine karst MTT testi kullanilarak Salvia ekstrelerinden
dogal antiproliferatif bilesiklerin kesfedilmesi icin bir biyotest kilavuzlu izolasyon

kullanilmistir. Bu yonde, gii¢lii bir sitotoksik bilesik olarak bulunan clerodermic asit
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(CDA) S. nemorosa'dan saflastirilmis ve 1D ve 2D NMR analizi kullanilarak
tanimlanmistir. Sonuglar, CDA'nin, genotoksisite ve apoptozis saptama analizleriyle
dogrulanan, proliferasyon onleyici aktiviteye (ICso degeri 35ug/mL) sahip oldugunu
gostermistir. Kantitatif qPCR analizi, hipoksiyi tolere eden tedavi edilmemis
hiicrelerle karsilastirildiginda CDA ile tedavi edilen hipoksik hiicrelerde HIF-1a
ekspresyon seviyesinin giiclii bir sekilde inhibe edildigini gostermistir. Bulgular, S.
nemorosa ve clerodermic asidin, HIF-lo. ekspresyonunu azaltmak i¢in 6nemli bir
potansiyele sahip oldugunu ve kanser tedavisi i¢in daha ileri ¢alismalar i¢in goz

Oniine alinabilecegini gostermistir (107).

Bu ¢alisma, Libya kaynakli S. fruticosa Mill. ve S. lanigera Poir. ekstrelerinin
kimyasal bilesimlerini ve biyolojik aktivitelerini analiz etmeyi amaglamistir. Yabani
yetistirilen bitkilerden elde edilen diklorometan, etil asetat, metanol, etanol ve su
ekstreleri, cogunlukla alkollii ve su ekstrelerinde olmak tizere fenolik asitlerin ve
flavonoidlerin varhigini ortaya ¢ikaran HPLC-DAD kullanilarak bilesim i¢in analiz
edilmistir. Toplam fenolik ve flavonoit igeriklerinin yan1 sira antioksidan aktiviteleri
DPPH, ABTS, FRAP ve B-karoten renk a¢ilim yontemiyle spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. S. fruticosa’ nin ekstreleri uygulanan tiim testlerde, 6zellikle etanol
ekstresinde DPPH (1Cso, 29.55ug/mL) ve B-karoten (% 85.11) daha giiglii aktivite
sergilemistir. Fitoterapideki genis kullanimlar1 nedeniyle etanol ve su ekstreleri daha
fazla arastrrma igin secilmistir. Ekstreler mikrodillisyon yontemi kullanilarak 11
bakteriye (6 Gram-negatif ve 5 Gram-pozitif) ve 7 mantara kars1 antimikrobiyal
aktivite agisindan taranmustir. Etanol ekstreleri, ozellikle Gram-pozitif bakterilere
karst su ckstrelerinden daha giiglii aktivite gOstermistir. Sitotoksik aktivite insan
karsinoma hiicre dizisi HCT-116 iizerinde sadece S. fruticosa'nin etanol ekstresinin
belirli bir aktivite (ICso, 375.96 pg/mL) gosterdigi MTT testi ile belirlenmistir.
Ekstrelerin anti-nérodejeneratif aktivitelerinin test edilmesi, standart kojik asitten
(%33.93-51.81) daha iyi bir tirozinaz inhibe edici etki (%55.26-74.66) gosterirken,
ekstreler standart galantamine kiyasla asetilkolinesteraza karsi daha az etkili
olmustur. Elde edilen sonuglara gore, Libya kokenli S. fruticosa ve S. lanigera’nin
bir dizi biyolojik aktiviteye sahip umut verici dogal bilesiklerin kaynagi oldugu
kanitlanmistir (108).
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Bu ¢aligmada, S. officinalis L.’nin yaprak etanol ekstresinin biyolojik 6zellikleri
ve ince tabaka kromatografisiyle izole edilmis bir noktanin (spot B) murin miyelom
hiicrelerindeki etkileri arastirilmistir. Hem yaprak ekstrelerinin hem de izole edilmis
noktanin ECsg'sini belirlemek igin MTT testi yapilmis, izole edilmis nokta ayrica LC-
MS ve NMR ile de arastirilmistir. Elektron mikroskobu ve immiinofloresan, tedavi
edilen P3X murin miyelom hiicrelerinde morfolojik ¢alismalar i¢in kullanilmustir.
LC-MS ve NMR sonuglarina bakilarak spot B’nin ana bileseni olarak metil karnosat
(karnosik asidin metil tiirevi) tanimlanmistir. Ayrica, spot B’nin ECsg degerleri ve 20
saat boyunca tedavi edilen murin miyelom hiicrelerinde gergeklestirilen elektron
mikroskopisi, transmisyon elektron mikroskopisi ve immiinofloresans arastirmalari
hem hiicresel morfolojide hem de mikrotubiiler dizide bazi degisiklikler ortaya
¢cikarmustir. Mevcut ¢alismalar, S. officinalis ekstrelerinin, murin miyelom hiicreleri
iizerinde biyolojik etkiye sahip oldugunu ve metil karnosatin insan hiicre serilerinde
ve muhtemelen kanseri onlemede daha ileri arastirmalar i¢in ilging bir molekiil

olarak belirlendigini gostermistir (109).

S. miltiorrhiza Bunge’nin kokiinden izole edilmis trijuganone C'nin
antiproliferatif aktivite ve apoptozis indiiksiyonunun incelendigi bir g¢alismada,
Danshen'in (S. miltiorrhiza 'min kurutulmus kokii) hekzan fraksiyonunun insan 16semi
hiicreleri tizerinde antiproliferatif etkilere neden oldugu bulunmustur. Hekzan
fraksiyonunun fitokimyasal incelenmesi, tansinon diterpenleri olan dihidrotansinon I,
trijuganon C, trijuganon B, kriptotansinon, tansinon IIA ve tansinon I’in
izolasyonunu saglamistir. Trijuganon C, insan l6semi hiicreleri HL-60, Jurkat ve
U937'ye karst Onemli antiproliferatif aktiviteler gostermistir. Trijuganon C’nin
normal ve insan kanser hiicrelerine kars1 antiproliferatif aktiviteleri bu bilesigin HL-
60 ve Jurkat hiicrelerine karst1 10 pM'den diisiikk ICso degerlerine sahip giicli
antiproliferatif ~aktivite sergiledigini gostermistir. Trijuganon C, kromatin
yogunlagmasini, DNA fragmantasyonunu, kaspaz -3, -8 ve -9' un aktivasyonunu ve
HL-60 hiicrelerinde poli (ADP-riboz) polimerazin (PARP) parcalanmasini
indiiklemistir. Ayrica, bu bilesik Bid ve Bax’1 aktiflestirmis, mitokondriyal membran
potansiyelinin kaybma yol agmig ve mitokondriden sitozole sitokrom C salimini
indiiklemigtir. Aksine, Bcl-2 ve Bcl-xL Trijuganon C'den etkilenmemistir. Bu

sonuclar Trijuganon C'nin mitokondriyal disfonksiyon ve kaspaz aktivasyonunun
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aracilik ettigi apoptozis indiikksiyonu yoluyla antiproliferatif etkileri oldugunu
gostermistir. Trijuganon C’nin insan l6semisi i¢in potansiyel kemoterapétik bir ajan

olabilecegi goriilmiistiir (110).

Bu ¢alisma, S. suffruticosa Montbret&Aucher ex Benth. bitki ekstresinin ve
ucucu yaginin kimyasal bilesenlerini arastirmayir ve Dbiyolojik aktivitelerini
degerlendirmeyi amaclamistir. Bitkinin toprak lstli kisimlarindan elde edilen ugucu
yag, hidrodistilasyon ile elde edilmis ve gaz kromatografisi/kiitle spektroskopisi
kullanilarak analiz edilmistir. Metanol ve petrol eteri fraksiyonlarindan bilesiklerin
izolasyonu, farkli sabit fazlara sahip kolon kromatografisi kullanilarak elde
edilmistir. Izole edilen bilesiklerin yapilari NMR teknikleri ile aydmlatilmistir.
Sitotoksisite potansiyelleri MTT testi ve akridin oranj/etidyum bromiir boyama
yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Antioksidan aktivite DPPH metodu ile
degerlendirilmistir. Ugucu yagin ana bilesenleri olarak B-karyofilen (%27.35), bisiklo
germakren (%22.15), germakren-D (%9.49) ve B-farnesen (%9.08) tanimlanmustir.
Ekstrenin fitokimyasal analizi, lupeol, B-sitosterol, stigmasterol, kafeik asit ve 1-
feruloil-B-D-glikopiranoz izolasyonu ile sonuglanmistir. Test edilen Ornekler
arasinda lupeol, MCF-7, T-47D ve MDA-MB-231 dahil olmak iizere meme kanseri
hiicre serilerine karst (ICso degerleri 33.38+2.6, 36.70+3.1 ve 23.66+1.4 ug/mL
sirastyla) en giiclii inhibe edici aktiviteyi gostermistir; kafeik asit ise 1Csp 12.1£1.2
ug/mL degeri ile en giiclii radikal temizleme aktivitesini gostermistir. Bu ¢aligmanin
sonuglar1 S. suffruticosa'y1 kanserin 6nlenmesinde ve tedavisinde yararl gelecek vaat

eden bir biyoaktif bilesik kaynagi olarak gostermistir (111).

U¢ Giiney Afrika Salvia tiiriiniin biyolojik etkinliklerinin ve ugucu yag
bilesiminin incelendigi bu caligsmada, bitkilerin esansiyel yag bilesiminin profilini
cikarmak ve geleneksel kullanimlarla 1ilgili biyoaktivitelerinin arastirilmasi
amaclanmistir. S. repens Burch. ex Benth., S. stenophylla ve S. runcinata L.f.
tirlerinin ugucu yagi hidrodistilasyon ile izole edilmis ve antimalaryal,
antienflamatuar, antimikrobiyal aktiviteleri ve toksisite profilleri hipoksantin
birlesme deneyi, 5-lipooksijenaz deneyi, minimum inhibitdr konsantrasyon deneyi ve
MTT kolorimetrik yontem kullanilarak degerlendirilmistir. Ugucu yag bilesimi, GC-
MS ve GC-FID yontemleri kullanilarak analiz edilmistir. S. repens yaginda 1,8-

sineol (%12.8), p-simen (%9.5) ve limonen (%9.4) baskin iken, S. runcinata'da ao-
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bisabolol (%65.0) ve P-karyofilen (%10.5) ana bilesenlerdir. S. stenophylla'nin
baskin bilesenleri a-bisabolol (%26.1) ve §-3-karen (%22.6) olarak bulunmustur. Ug
yagmn antienflamatuar aktivitesi (ICso degeri), 22.8 ile 49 ug/mL arasinda degismis
ve S. runcinata en iyi etkinligi gostermistir. Esansiyel yaglar zayif antimikrobiyal
aktivite gostermis (MIK degeri >32 mg/mL) ve ayrica normal bobrek epitel
hiicrelerine (ICsq degeri <6.6 ng/mL) toksik oldugu goriilmistiir. Esansiyel yaglar bir
miktar aktivite sergilemislerdir, ancak bobrek hiicrelerine karsi ortaya ¢ikan toksisite,

yaglarmn dikkatli kullanilmasi gerektigini gostermistir (112).

Sicilya'da (Italya) yetisen S. officinalis L.'den elde edilen ugucu yagin in vitro
antiproliferatif etkisinin ve hormona bagimli kanser hiicre serileri iizerindeki ana
bilesenlerinin arastirildigi  bu ¢alismada, ucucu yag hidrodistilasyon ile
hazirlanmistir. Ugucu yag ve ii¢ temel bilesenin (a-thujone, 1,8-sineol ve kafur)
etkileri LNCaP hiicreleri (prostat karsinomu), MCF-7 hiicreleri (meme karsinomasi)
ve HeLa hiicrelerinde (servikal karsinom) farkli dozajlarda ve cgesitli zaman
noktalarinda degerlendirilmistir. Hiicre canlihigi ve proliferasyonu, MTT testi
kullanilarak hesaplanmustir. S. officinalis ugucu yagi 100 pg/mL ve 200 pg/mL'lik
dozlarda, 48 saatlik bir inkiibasyondan sonra MCF-7, LNCaP ve HeLa hiicre
serilerinde hiicre canlili§iin 6nemli 6l¢lide azalmasina neden olmustur. Ayni1 hiicre
serileri ayrica 100 pg/mL ve 200 pg/mL dozlarinda, ugucu yagin {i¢ ana bileseninin
bir karigimi ile muamele edildiklerinde 48 saatlik bir inkiibasyondan sonra, hiicre
canliligimin azaldig1r goriilmiistiir. Bu ilk sonuglar, antiproliferatif aktiviteye sahip

yeni terapdtik ajanlarm formiilasyonuna 151k tutmasi acisindan dnemli bulunmustur

(113).

S. miltiorrhiza ekstresinden elde edilen dihidrotansinonun insan glioma SHG-44
hiicreleri tizerindeki antikanser etkileri 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-
tetrazolyum bromiir deneyi, Hoechst 33258 niikleer boyama, Annexin V/propidium
iyodiir ¢ift boyama ve ayni zamanda western blot analizi kullanilarak arastirilmistir.
Sonuglar, dihidrotansinonun SHG-44 hiicrelerinin proliferasyonunu etkili bir sekilde
bastirdigint ve hem doza hem de zamana baglh bir sekilde apoptozisi indiikledigini
gostermistir. Ayrica, dihidrotansinonun, kaspazlarin (kaspaz-3 ve kaspaz-9)
aktivasyonunu ve SHG-44 hiicrelerinde sitokrom C salinimini arttirdigi goriilmistiir.

Genel olarak dihidrotansinonun, apoptozisi indiikleyebildigi ve kaspazlar ve
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sitokrom C'yi diizenleyerek gliom hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe edebildigi
goriilmiistiir. Bu calisma, dihidrotansinonun, gliomali hastalar i¢in potansiyel bir

tedavi segenegi olarak hizmet edebilecegini gostermistir (114).

S. aurea, S. judaicave S. viscosa’'nin ugucu yaglarinin insan prostat kanseri
hiicrelerine kars1 biyolojik aktiviteleri incelenmistir. Hiicre canliligi, 3-(4,5-dimetil-
tiyazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolyum bromiir (MTT) testi ile Olglilmiis ve nekroz
hiicre  Olimiini  6lgmek  i¢in  laktat  dehidrojenaz  (LDH)  salim
kullanilmistir. Apoptotik siireci incelemek amaciyla genomik DNA, kaspaz-3
aktivitesi, bolinmiis kaspaz-9 ekspresyonu, B-hiicreli lenfoma 2 (Bcl-2) ve Bcl-2 ile
iliskili X (Bax) proteinleri analiz edilmistir. Reaktif oksijen tiirlerinin hiicre
Olimiindeki rolii de arastirilmistir. Ana bilesen olarak karyofilen oksit igeren ii¢
esansiyel yagin, insan prostat kanseri hiicrelerinin biiyiimesini azaltabildigi,
apoptotik bir islemi aktiflestirdigi ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu
arttirabildigi bulunmustur. Bu sonuglar, bu esansiyel yaglarin prostat kanserinde
antikanser ajanlar olarak olas1 kullanimlar1 i¢in, tek basina veya kemoterapi ajanlari

ile kombinasyon halinde arastirilmasinin faydali olabilecegini géstermistir (115).

Kriptotanshinon’un yumurtalik kanseri hiicreleri iizerindeki Onleyici etkisini
degerlendirmek ve altta yatan molekiiler mekanizmay1 incelemek i¢in bir ¢alisma
yapilmustir. Kriptotanshinon ile tedavi edilen yumurtalik kanseri A2780 hiicrelerinin
hiicre canlilik degerlendirmesi i¢in MTT testi kullanilmistir. Apoptozis analizi igin
akim sitometrisi kullanilmigtir. Mekanizmalarda yer alan proteinleri metastaz ve
apoptozis agisindan arastirmak i¢in Western Blot yontemi kullanilmistir. yH2AX
immiinositokimyasi, Kriptotanshinon’a maruz kalan A2780 hiicrelerinde DNA
hasarmi tespit etmek i¢in kullanilmistir. Kriptotanshinon, kaspaz kaskadini aktive
ederek yumurtalik kanseri A2780 hiicrelerinin apoptozisini 6nemli dlgiide
indiiklemistir. Elde edilen veriler Kriptotanshinon’un yumurtalik kanseri hiicreleri
tizerindeki anti-timor etkisini dogrulamis ve yumurtalikk kanseri hiicrelerini

kemoterapiye duyarli hale getirebilecegi konusunda yeni bulgular saglamistir (116).

S. urmiensis Bunge’nin toprak iistii kisimlarmin aseton ekstresinden iki yeni
polihidroksile triterpenoid izole edilmistir. 1D ve 2D NMR ve HR-ESI-MS ile

yapilar1 aydinlatilan bu bilesiklerin olean-12-en-18,3p,110,22a-tetraol ve urs-12-en-
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1B8,3B,11p,220-tetraol olarak belirlenmistir. Bu bilesiklerin MCF-7 hiicrelerinin hiicre
canlilig1 tizerindeki etkisi MTT testi ile incelenmistir. Bu bilesiklerin 1Csq degerleri
sirastyla 110.23+0.12 ve 88.35+0.09 uM olarak elde edilmis ve zayif sitotoksisite
gosterdikleri bulunmustur (117)

S. officinalis L. (adagay1) ekstresinin anti-kanserojen 6zelligi ve normal hiicreler
tizerinde toksik etki gostermemesi bu ekstrenin kanser tedavisi i¢in uygun bir aday
olabilecegini gostermistir. Adagaymin antikanser oOzelliklerinin altinda yatan
molekiiler mekanizmay1 degerlendirmek i¢in, adagayr hidroalkolik ekstrenin etkisi
fare meme karsinomu hiicre dizisi (4T1) iizerinde arastirilmistir. Kiiltiir hiicreleri 24
saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (0-1000 pg/mL) S. officinalis ekstresi ile
muamele edilmistir. Ekstre ile muamele edildikten sonra doza bagh bir sekilde hiicre
canliligmin azalmasi ve kromatin yogunlasmasimin artmasi gézlenmistir. Hiicrelerin
¢ogunun 100 pg/mL'de apoptozisin erken evrelerinde ve 500 pg/mL'de apoptozisin
geg evrelerinde oldugu goriilmiistiir. Bax ekspresyonu 500 pg/mL konsantrasyonda
belirgin bir sekilde artarken, Bcl-2 ekspresyon seviyelerinde ekstrenin farkli
konsantrasyonlarinda muamele edilmemis kontrole kiyasla anlamlhi bir degisiklik
gozlenmemistir. Ayrica, bu hiicrelerde apoptotik bir indeks olan Bax/Bcl-2 oranini
arttirdig1 goriilmiistiir. Sonug olarak S. officinalis’in hidroalkolik ekstresinin, fare
meme karsinomu hiicrelerinde sitotoksik ve proapoptotik 6zellikler gosterdigi tespit

edilmistir (118).

Bu c¢alismada, S. dominica L.’nin yapraklari, S. lanigera Desf.’in toprak iistii
kisimlari, S.  menthaefolia Ten.’in kokleri, S.  palaestina Benth.’in toprak  distii
kisimlary, S. sclarea L. nin kokleri ve S. spinosa L.’nin toprak tistii kisimlari olmak
tizere  alt1 Salvia tiiriiniin metanol  ham  ekstrelerinin in  vitro antiproliferatif
aktivitesinin incelenmesi amaglanmistir. Ekstreler, glioblastoma (DBTRG-05MG,
T98G, U-87MG), kolorektal adenokarsinoma (WiDr ve HT-29), prostat
adenokarsinom (MDA  Pca2b), koriokarsinoma (JEG-3), endometrium
adenokarsinomu (HEC-1A) ve B limfoblast (CIR) olmak iizere dokuz insan kanseri
hiicre hattinda MTT testi ile olas1 antitiimoral aktivite agisindan taranmustir.
ICso degerleri, sadece bes ekstre i¢in ve yaklasik 90 ile 400 mg/ml arasinda degistigi
belirlenmistir. S. spinosa, S. sclarea ve S. dominica ekstreleri hiicre tiiriine bagh

olarak bir derece sitotoksik aktivite sergilerken; S. menthaefolia ekstresi, tim tiimor
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hiicre hatlarma karg1 diisik ICso degerleri ile belirgin bir anti-proliferatif
aktivite gostermistir. S. palaestina ekstresi, sadece ii¢ hiicre hattina karsi orta
diizeyde bir antiproliferatif etki ortaya koymustur. S. lanigera ekstresi, test edilen
tim konsantrasyonlarda toksik aktivite gostermistir. Sonuglar, Salvia cinsinin,
potansiyel bir antitimér ajanlarin  dogal bir kaynagi olarak kabul

edilebileceginin kanitini giiglendirmistir (119).

S.  ballotiflorann  hekzanla  yikanmis  kloroform  ekstresinden  19-
deoksiisetekson, 7,20-dihidroanastomosin, isetekson ve 19-deoksiizoisetekson olmak
tizere dort diterpen izole edilmistir. Hekzan ile yikanmis kloroform ekstresinin ve
dort diterpeninin sitotoksik aktivitesi; HeLa (rahim agzi kanseri), A549 (akciger
kanseri) ve MCF-7 (meme kanseri) olmak tizere ii¢ timor hiicre hattna; J774A.1
(epitel kanseri) ve CT26 (kolon kanseri) olmak iizere iki murin hiicre hattina karsi
MTT testi kullanilarak test edilmis ve ICsy degerleri Dbelirlenmistir. 19-
deoksiizoisetekson, HelLa hiicreleri tizerinde 3.2 pg/mL (9.36 uM) ICsp ile en biiyiik
etkiye sahipken; hekzan ile yikanmis kloroform ekstresi A549 hiicreleri iizerinde
2.29 pg/mL ICx ile en iyi sitotoksik etkiye sahip bulunmustur. 19-Deoksiizoistekson
ve hekzanla yikanmis kloroform ekstresinin bu etkileri, sisplatine (HeLa hiicrelerinde
1C50=1.06 pg/mL ve A549 hiicrelerinde 4.6 ug/mL (15.21 pM)) kiyasla benzer
aktiviteye sahip bulunmustur (120).

Bu c¢alismanin amaci Cin tibbi bitkisi olan S. chinensis’ten elde edilen
polifenolce zenginlestirilmis ekstrenin antikanser potansiyelini degerlendirmektir.
Bes kanser hiicresi ve bir normal hiicre hattinin hiicre canliligini degerlendirmek igin
MTT testi kullanilmistir. Buna ek olarak, MiapaCa-2 insan pankreas kanseri (PC)
hiicrelerinde ekstrenin apoptotik indiiksiyonu, hiicre dongiisii faz dagilimi, DNA
hasar1 ve mitokondriyal membran potansiyeli kaybi iizerine etkileri
degerlendirilmistir. Ekstrenin hiicre dongiisii fazi dagilimi ve mitokondriyal
membran potansiyeli kaybi iizerindeki etkileri sirasiyla propidium iyodiir ve
rodamin-123 DNA baglayic1 floresan boyalar kullanilarak akis sitometrisi ile
degerlendirilmigtir. Bir boyama maddesi olarak 4',6-diamidino-2-fenilindol
kullanilan floresan mikroskopisi, MiapaCa-2 kanser hiicrelerinin morfolojik
degisikliklerini ve ekstre ile tedavi sonrasinda apoptotik cisimlerin varligini

saptamak amaciyla yapilmistir. Bu ¢alismanm sonuglari, S. chinensis'in polifenol
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bakimindan zengin ekstresinin MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde, A549 insan
akciger kanseri hiicrelerinde, HCT-116 ve COLO 205 insan kolon kanseri
hiicrelerinde ve MiapaCa-2 insan pankreas kanseri hiicrelerinde giiglii sitotoksisiteye
neden oldugunu gostermistir. COLO 205 ve MCF-7 kanser hiicre serileri biiyiime
inhibisyon orani artis sergileyen ekstreyle tedaviye en duyarli olanlar olarak
goriilmiistiir.  Floresan  mikroskopisi, apoptozisin  karakteristik — morfolojik
Ozelliklerini ortaya ¢ikarmis ve PC hiicrelerinde ekstre ile muameleden sonra
apoptotik cisimlerin gériinlimiinii tespit etmistir. Akis sitometrik analizi, ekstrenin
Go/G1 hiicre dongiisii durmasini doza baglh bir sekilde tetikledigini gdstermistir. Buna
ek olarak, ekstre ile yapilan muamele, PC hiicrelerinin mitokondriyal membran

potansiyelinde 6nemli ve konsantrasyona bagli bir azalmaya neden olmustur (121).

S. miltiorrhiza, suda ¢6ziiniir bilesenlerden (salvianolik asit A, salvianolik asit B,
salvinal) ve vyagda ¢Oziinen bilesenlerden (tanshinon I, tanshinon IIA,
dihidrotanshinon 1, miltiron, kriptotanshinon, ailantolid, neo-tanshinlakton ve azot
iceren bilesikler) gibi cesitli anti-tiimor aktif bilesenler icermektedir. Bu anti-timor
aktif bilesenleri, timoriin evrimi, ilerlemesi ve metastazinin farkli asamalarinda
onemli roller oynamaktadir. Klinik tiim6r tedavisi i¢in S. miltiorrhiza’nin

uygulanmas1 yeni anti-tiimor aktif bilesenlerin kesfine fayda saglayacaktir (122).

Bu calismada geleneksel olarak enflamasyonu ve farkli bagirsak hastaliklarini
tedavi etmek i¢in kullanilan endemik bir Ekvador bitkisi olan S. sagittata
Ruiz&Pav’in etanol ekstresinin (SSEE) domuz aort endotel hiicrelerinin (pAEC)
birincil kiiltiirleri tizerindeki etkileri incelenmistir. pAEC’ler 24 saat boyunca
SSEE’nin farkli konsantrasyonlarinda (1-200 pg/mL) kiltiri  yapilmis ve
sitotoksisitesi MTT testi ile degerlendirilmistir. SSEE, test edilen herhangi bir
konsantrasyonda hiicresel canliligi olumsuz etkilememistir. Hiicre dongiisii analiz
edilmis ve onemli bir degisiklik gézlenmemistir. Daha sonra, SSEE'nin pAEC'ler
iizerindeki anti-enflamatuar etkileri, enflamatuar uyarici olarak bir lipopolisakkarit
(LPS) kullanilarak analiz edilmistir. Enflamatuar siirece dahil olan sitokinler ve
koruyucu molekiiller gibi farkl belirtegler, gercek zamanl kantitatif PCR ve Western
Blot ile degerlendirilmistir. SSEE, interlokin-6'y1 azaltip ve Heme Oksijenaz-1
protein seviyelerini arttirarak pAEC’nin fizyolojik kosullarmi onarma yetenegi

gostermistir.  SSEE'nin  fitokimyasal  bilesimi ayrica HPLC-DAD  ve
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spektrofotometrik analizler ile degerlendirilmistir. Farkli fenolik asitlerin ve
flavonoitlerin varligi, en bol bulunan bilesen olarak rozmarinik asit ile ortaya
cikarilmistir. SSEE, hem Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi (ORAC) hem de
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) analizleriyle degerlendirilmis ve ilging bir
antioksidan aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Sonuglar SSEE'nin in vitro

antienflamatuar etkiye sahip oldugunu gostermektedir (123).

2.8. Sitotoksik Aktivite

2.8.1. Kanser

Kanser giderek dénemi artan bir saghk problemi haline gelmistir. Oliim nedeni
olarak, kalp ve damar hastaliklarmdan hemen sonra gelmektedir. Diinyada yaklasik
her yi1l 7 milyon insan kansere yakalanmakta ve 5 milyon insan kanser nedeniyle
yasamini yitirmektedir. Tiirkiye'de ise her y1l 150 bin kisi kansere yakalanmakta ve
yaklasik 400 bin insan da kanserle yasamaktadir. Diinyadaki 6liim nedenleri arasinda
2. srrada olan kanserin 2030 yilinda hizla artarak 6liim nedenleri arasinda 1. siraya
yiikselecegi ongoriilmektedir (124). Ulkemiz istatistiklerinde ise bu oran %38 kalp
damar hastaliklar1 ve %29 kanser hastaliklar1 ile 6limler meydana gelmektedir.
Kadmlarda en sik goriilen kanser hastaliklar1 basta meme kanseri olmak {izere,
akciger, uterus ve kolon kanseri olarak goriilmektedir. Erkeklerde ise en sik goriilen
kanser tiirleri basta akciger kanseri olmak ftizere, bunu prostat, mide ve kolon
kanserleri takip etmektedir (125). Giiniimiizde ¢ogu kanser ¢esidinin kesin tedavisi
sadece erken teshis ile saglanabilmektedir. Cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi

siklikla uygulanan tedavi yontemleridir.

Tiim diinyada bir yandan kanser ve benzeri hastaliklarin artmasi, 6te yandan
insanlarin egitim seviyesinin yiikselmesi, internet ve medya sayesinde saglikli
beslenme ve dolayisiyla antioksidan ve antikanser bilesiklere ve fonksiyonel gidalara
(nutraceuticals) olan ilgi artmistir. Bu nedenlerle hem koruyucu olarak, hem de
hastaliklarla miicadele etmede ve/veya Ozellikle yashh niifusun yasam Kkalitesini
arttirabilmek i¢in kullanilacak olan gida tamamlayicis1 veya hazir gidalara konan
gida koruyucularmin yami sira kanser ve yaslanmayla ilgili rahatsizliklarda
kullanilacak olan ilaglar i¢in dogal iirlinlere olan ilgi ¢ok fazladir. Bu ilgi konuya

uzak bilim adamlarinin zannetiginin aksine Amerika, Almanya, Japonya ve Kanada
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gibi gelismis tilkelerde ¢ok daha da fazladir. Dolayisiyla diinyada bu konularla ilgili
aragtirmalar hizla siirmektedir (126, 127).

2.8.2. Apoptozis

Cok hiicreli canlilar, hasarli hiicreler gibi potansiyel tehlike olusturan ya da
gereginden fazla c¢ogalmig hiicrelerinden kurtulmak zorundadirlar. Bdylelikle
organizmadaki homeostaziyi, hiicre sayisin1 ve bunun sonucu olarak dokularin
boyutlarini belli bir seviyede korumus olurlar. Bu molekiiler mekanizma, programl

hiicre 6liimii veya apoptozis olarak isimlendirilmektedir (128).

Apoptotik sinyal kaskadi, ekstirinsik ve intirinsik olmak tizere iki farkli yolak ile
baslamaktadir (Sekil 2), (129). Ekstrinsik yolak, hiicre membraninda bulunan
reseptorlere ¢esitli molekiillerin baglanmasiyla, intirinsik yolak ise mitokondriyal

uyaranlar ile baglatilmaktadir (130).
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Sekil 2. Apoptoziste intrinsik ve ekstrinsik yolak
2.8.3. MTT ve sitotoksik aktivite

Hiicre kiiltlirli, laboratuvar ortaminda 6zel tasarlanmis kaplarda ¢ok hiicreli

organizmalara ait hiicrelerin 1s1, besin, nem gibi ortam sartlarinin kontrol edilerek
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kontaminasyondan uzak olarak saf bir sekilde yasatilmasidir. Hiicre kiiltiirii
caligmalarinin tercih edilme sebepleri; insan da dahil olmak {izere herhangi bir
canlidan alinan hiicrelerin suni ortamda yasatilabilmesi, herhangi bir doku ya da
organdan alman hiicrelerin kullanilabilmesi ve birgok etik kaygiy1 gidermesi olarak
bilinmektedir (131). Hiicre kiiltiirii; ilag gelistirilmesi, kanser, asi ve in vitro

sitotoksisite ¢alismalar1 alanlarinda sik¢a tercih edilmektedir (132).

Sitotoksisite terimi, hiicre Olimiine sebep olan anlamma gelmektedir.
Sitotoksisite arastirmalari, bir maddenin sitotoksik potansiyelinin olup olmadiginin
belirlenmesi amaciyla yapilmaktadir. Hiicre temelli sitotoksisite ¢alismalari, hem
uygulama kolayligi, hem de in vivo ¢alismalardan elde edilen verilerle uyum
gostermesi nedeniyle, hayvan deneylerine alternatif olarak dogmus ve toksikoloji

laboratuvarlarinda sikga tercih edilir hale gelmistir (133).

Sitotoksisite, incelenen maddenin dozuna ve maruziyet siiresine bagli olarak
hiicrelere degisik derecelerde zarar veren bir olaydir. Hiicreler, sitotoksik maddeye
maruz kalirsa apoptozis, otofaji ve nekroz gibi olaylar sonucu 6lebilir ya da sitostazis

nedeniyle proliferasyon 6zelliklerini kaybedebilirler (134).

Sitotoksisite belirleme metodlar1 genel olarak kolorimetrik, Himinesans ve
enzimatik yontemlerdir. Kolorimetrik metodlarda, 3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyum-bromiir (MTT), 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-siilfofenil)-2H-tetrazolyum (MTS), 2,3-bis-(2-metoksi-4-
nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksianilid ~ (XTT), 2-(4-iodofenil)-3-(4-
nitrofenil)-5-(2,4-disiilfofenil)-2H-tetrazolyum (WST) gibi tetrazolyum tuzlari
kullanilarak renk degisikligi ya da kristal viyolet, ndtral kirmizisi gibi boya
maddeleri kullanilarak hiicrelerin spesifik boyanmasi esasina dayali Glgtim
yapilmaktadir (135).

MTT (Metiltiyazoltetrazolium) yontemi, ilk kez 1983 yilinda Mosmann
tarafindan belirlenmistir ve hiicre kiiltlirlinde biiyiitiilen hiicrelerdeki mitokondriyal
dehidrogenaz enzim aktivitesinin kolorimetrik oOlglilmesi esasma dayanmaktadir
(134). Tetrazolyum tuzlarinin rediiksiyonu hiicre proliferasyonunu incelemek igin

giivenilir bir yol olarak kabul edilmektedir. Sar1 olan tetrazolyum MTT, metabolik
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acidan aktif hiicreler tarafindan dehidrojenaz enzimlerinin etkisiyle kismen NADH

ve NADPH'ye déniistiiriiliir (137, 138).

Tetrazolyum tuzlari, memelilerden mikrobiyal kokenlere kadar degisen
hiicrelerin metabolik aktivitesini 6lgmek icin hiicre biyolojisinde en yaygin
kullanilan araglardan olmustur. MTT rediiksiyonu yalnizca mitokondri ile iligkili
degildir, ayn1 zamanda endozom/lizozom bdlmesi ve plazma membrani da dahil

olmak tlizere mitokondriyal membranlarla ve sitoplazma ile de iligkilidir.

MTT Reaktifi, hiicrelerin yoklugunda diisiik absorbans degerleri vermektedir.
Her bir hiicre tipi i¢in hiicre sayisi1 ve iiretilen sinyal arasindaki dogrusal iliski
kurulur, boylece hiicre ¢ogalmasi hizindaki degisikliklerin dogru bir sekilde
Olciilmesine izin vermektedir. MTT Reaktifi, kontaminasyon olmamasi sartiyla, 18

ay kadar karanlik ortamlarda 4°C'de saklanabilmektedir (136).

MTT rediiksiyonu genellikle sitotoksisite testi olarak mitokondriyal
dehidrogenaz aktivitesini incelemek i¢in kolorimetrik olarak analiz edilir. Bu

enzimatik reaksiyon, hiicre refraksiyon oranini arttran koyu mavi formazan

kristalleri tiretir (139), (Sekil 3).

Br N A CHy M
= CHa
CHs HyC
MTT Formazon

Sekil 3. MTT nin Reaksiyon Semasi
Test 6lii hiicreleri degil yasayan hiicreleri tespit eder ve {iretilen sinyal hiicrelerin
aktivasyon derecesine baglidir (136). Daha sonra olusan bu formazan kristalleri SDS
gibi deterjanlar kullanilarak suda ¢oziiniir hale getirilerek olusturduklar: renk siddeti

570 nm dalga boyunda spektrofotometre ile 6lgiilmektedir (138, 140).

Sonug olarak; baslangigta ayni sayida ekilmis hi¢ 6ziit uygulanmamis kontrol

hiicrelerindeki renk siddeti ile reaktife maruz birakilmis hiicrelerdeki renk siddeti
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oranlanarak reaktife maruz birakilmis ve hiicrelerdeki canlilik orani (yiizdesi)

hesaplanmaktadir (141).

2.8.4. Western blot

Herhangi bir 6rnekten elde edilen ve ¢ok sayida protein igeren bir karigimin
icinde istenen tek bir proteini 6zglin bir sekilde tespit etmek igin molekiiler
biyolojide en yaygmn olarak kullanilan ydntemdir. Ilgilenilen bir proteinin drnekte
bulunup bulunmadigi, bulunuyorsa goreceli olarak farkli gruplar arasindaki miktari
hesaplanabilir. Uygulanan protokol ve kullanilan boyanin ¢esidine gore degismekle
birlikte, bu yontemin kullanilmasiyla membran {izerinde bulunan 5 ng gibi az

miktardaki proteinler dahi saptanabilmektedir.

Western blot isleminden Once, Ornekte karigim halinde bulunan proteinler
genellikle belli oranda bir 6n ayrima tabi tutulur. Bu sayede elde edilen parametreler
aranan proteinin tespitinde kullanilir. Bu ayrim molekiiler agirliklarina (SDS-PAGE,
elektroforez), biiyiikliiklerine ve yiiklerine (dogal PAGE), izoelektrik noktasma veya
molekiiler agirlik ve izoelektrik noktasmin her ikisine (2D-PAGE) gore olabilir.
Ayrica istenirse ve calisma icin gerekliyse kromatografik yontemlerle 6n ayrim

saglanip daha sonra jele yiiklenebilir.

Western blot islemi birbirini takip edecek sekilde; proteinlerin membrana
aktarimi, bloklama, birincil antikor uygulanmasi, ikincil antikor uygulanmasi ve

goriintiileme olmak tizere temelde bes basamaktan olusmaktadir.

[k basamakta, jelde ayrilan proteinler membrana aktarilir ve sonrasmdaki biitiin
islemler bu membran iizerinde gergeklestirilir. Jel yerine membran kullanilmasinin

onemli avantajlar1 vardir:

¢ Kullanilan antikorlar (veya diger maddeler) membran yiizeyindeki proteinlerle
cok daha kolay etkilesime girerler. Bu sekilde, jelin i¢ine gdmiilii oldugu i¢in
saptanamayacak az miktardaki proteinler de, membrana aktarildiginda ince bir

yiizeyin lizerinde toplanacaklarindan tespit edilebilir hale gelirler.

e Yapilan iglemler jelle karsilastirildiginda ¢ok daha kisa siirede ve daha az

madde harcanarak gerceklestirilir.
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e Membranlar jele gore daha dayanikhidirlar ve wuzun siire rahatlikla

saklanabilirler.

i - -

-

Kemiliminesans

substrat
2°Ab @
.—K. Iguma
1 ﬂAl

VPP

Membran

Sekil 4. Western blot yonteminin temelini olusturan antikor etkilesimlerinin sematik
gosterimi

Aktarimda, farkli yiik ve baglama Ozelliklerinde cesitli tipte membranlar
kullanilabilir. Bunlar arasinda en ¢ok kullanilan ikisi, negatif yiiklii olan nitroseliiloz
ve polivinilidin difloriir (PVDF) membrandir. Nitroselilloz membranda proteinlerin
baglanmasinda hidrofobik ve elektrostatik etkilesimler rol oynar. Kapasitesi yiiksek
ve maliyeti disiiktiir, ancak kirilganlig1 fazladir. PVDF membranda proteinlerin
baglanmasinda hidrofobik etkilesimler rol oynar. Kapasitesi ve maliyeti ylksektir
ancak asitlere ve organik ¢oziiciilere daha dayaniklidir ve dizileme ve amino asit
analizleri i¢cin daha uygundur. Ayrica membran {izerindeki antikorlar temizlenip
farkli antikorlarla muamele edilerek ayn1 membranin birden fazla kullanilabilmesi de
s0z konusudur. Proteinlerin membrana aktarimi pasif (kapiler) emdirim ve elektro-

emdirim (electro-blotting) olmak {izere temelde iki yontemden biriyle yapilabilir.

Ikinci basamak olan bloklama isleminde ama¢ membrana aktarilan proteinlerin
digindaki bosluklarin kapatilmasidir. Bu sayede yine protein yapisinda olan
antikorlarm membranin bos kisimlarina baglanmasi en aza indirgenmis olur ve
proteinlere baglanma orani1 da en lst seviyeye ¢ikarilir. Bu amagla, kullanilan
membranin  Ozelligine ve uygulanan protokole goére ¢esitli  bloklama
tamponlarv/gozeltileri kullanilabilir. Bloklama i¢in genellikle protein ajanlar tercih
edilir. Bunlardan en ¢ok kullanilanlar sigir serum alblimini (BSA), yagsiz siit tozu,

Tween-20 ve genellikle tercih edilmemekle birlikte jelatindir.
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Bu asamadan sonra membran ilgilenilen proteine 6zgii birincil antikor (1gG) ile
muamele edilip, membrandaki proteinlerin antikor ile reaksiyona girmesi saglanmis
olur. Birincil antikor segilirken hedeflenen proteine karsi iretilmis ve iizerinde
calisilan organizmaya uygun olmasma dikkat edilmelidir. Ancak herhangi bir
organizmada iretilen bir antikor diger canlilarda da ¢apraz reaksiyon gostererek

caligabilir. Bu bilgi firmalarin bilgi kagitlarinda yer almaktadir.

Daha sonra da, renkli bir {irlin olusturabilen bir enzim [alkalin fosfataz ya da
yabanturpu peroksidazi (HRP)] bagl veya radyoaktif isaretli ikincil antikor (anti-
IgG) ile muamele ederek ikincil antikorun, hedef proteine baglanmis olan birincil
antikorlarla etkilesime girmesi saglanir (Sekil 5). Ikincil antikor segilirken kullanilan
birincil antikor ile uyumlu olmasma dikkat edilmelidir. Ornegin kullanilan birincil
antikor tavsanda (rabbit) liretilip elde edilmisse, ikincil antikor anti-tavsan (anti-
rabbit) olmalidir. Ikincilin hangi organizmada iiretildigi nemli degildir, Snemli olan
birincil antikorun elde edildigi organizmanin IgG’leri i¢in anti-6zellikte olmasidir
(Ornegin goat anti-rabbit olabilir. Yani kegide iiretilmistir ve antijen olarak tavsan

IgG’si kullanilmistir).

/Sinval (kolorimetrik yada
' kemiluminisent) |
Sekonder antikora Enzim substrats
bagh enzim

Sekonder antikor
(Primer antikora 6zgl)
Proteine 6zgu antikor
(primer antikor)

///;A/ "

=

Hedef protein

Membran
(Nitroscliloz/PVYOF)

Sekil 5. Western blot yonteminin bloklama, birincil ve ikincil antikor basamaklar1
Son olarak da membran goriintiilenir ve ardindan bilgisayar ortaminda kaydedilir

veya film olarak basilir (Sekil 6). Ikincil antikora baglanmis enzimler i¢in gelistirilen

kemiliiminesans oOzellikteki substratlar (luminol gibi) duyarhiligi 6nemli Olgiide

arttirmaktadir. Saptama radyoaktif isaretleme ile de saglanabilmektedir (142, 143).
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Sekil 6. Membranin goriintiilenmesi
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Bitkisel Materyallerin Toplanmasi ve Teshis Edilmesi

Calisilan bitkilerin ilk arazisine 12-17 Mayis 2015 tarihinde Elazig ve Malatya
yOresine yapilan arazi ¢aligmasi ile baslandi. Yapilan floristik arazi ¢alismasinda S.
cerino-pruinosa Rech var. cerino-pruinosa, S. cerino-pruinosa Rech var. elazigensis
A. Kahraman, F.Celep ve Dogan, S. pseudeuphratica Rech., tiirlerine ait lokalitelere
gidildi. ilk etapta S. cerino-pruinosa Rech var. cerino-pruinosa, tiiriiniin yeri "B7
Elazig: 12. km Elazig’ dan Pertek’ e, Kirectash yamaglar, 991 m, 38°46'26" N,
39°1229" E" lokasyonunda tespit edildi. Ayni arazi ¢alismasinda S. cerino-pruinosa
Rech var. elazigensis A. Kahraman, F.Celep ve Dogan tiiri" B7 Elazig: 20. km
Elazig’dan Pertek’e, Kiregtasli yamaglar, 1010 m, 38°49'12" N, 39°13'02" E"
adresinde tespit edildi ve ¢igek agmadig i¢in 6rnek toplanmadi. S. pseudeuphratica

Rech. tiirii ise biitiin lokalitelerinde yapilan aramalara ragmen bulunamadi.

Calisilan bitkilerin ikinci arazisine 02-07 Temmuz 2015 tarihinde Elazig,
Malatya, yOresine yapilan arazi ¢alismasi ile devam edildi. S. cerino-pruinosa Rech
var. cerino-pruinosa, S. cerino-pruinosa Rech var. elazigensis A. Kahraman, F.Celep
& Dogan, S. pseudeuphratica Rech., tiirlerine ait lokaliteler gezildi, ¢icek ornekleri

alindi1 ve arazi gozlemi yapildi.

Calisilan bitkilerin {igiincii arazisine 13-23 Temmuz 2015 tarihinde Elazig,
Malatya, Erzurum ve Kars ydresine yapilan arazi ¢alismasi ile baslandi. I1k olarak S.
cerino-pruinosa Rech var. cerino-pruinosa yapilan arazi taramalarinda " B7 Elazig:
12. km Elazig’dan Pertek’e, Kirectasl yamaclar, 991 m, 38°4626” N, 39°1229" E,
16 Temmuz 2015, M. Firat 32538 (VANF)" lokasyonunda, bitkiden 5 kg alinarak
saglikli bir sekilde kurutuldu ve Herbaryum 6rnekleri M.Firat dubletleri ile Yiiziincii
Y1l Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumuna (VANF) konuldu. ikinci arazide ise S.
cerino-pruinosa Rech var. elazigensis A. Kahraman, F.Celep & Dogan, yapilan arazi
taramalarinda” B7 Elaz1g: 20. km Elazig’dan Pertek’e, Kiregtagh yamaglar, 1010 m,
38°49'12" N, 39°13'02" E, 16 Temmuz 2015, M. Fwat 32539 (VANF)"
lokasyonunda, bitkiden 5 kg alnarak saglikli bir sekilde kurutuldu ve Herbaryum
ornekleri M. Firat dubletleri ile Yiiziinci Y1l Universitesi Fen Fakiiltesi

Herbaryumuna (VANF) konuldu. Ugiincii olarak S. pseudeuphratica Rech., yapilan
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arazi taramalarinda™ B7 Elazig: Kaban ile Maden arasi, Keban’a 5 km kala, Kayalik-
taglik kalkerli yamaclar, 890 m, 38°46'57" N, 38°46'15" E, 14 Temmuz 2015, M.
Frrat 32584 (VANF)" lokasyonunda, bitkiden 5 kg almarak saglikli bir sekilde
kurutuldu ve herbaryum ornekleri M. Firat dubletleri ile Yiiziincii Y1l Universitesi
Fen Fakiiltesi Herbaryumuna (VANF) konuldu. S. rosifolia Sm. yapilan arazi
taramalarinda " A9 Kars, Kagizman, Arpaca ile Cumagay arasi, Kayalik kiregtash ve
volkanik yamaclar, 1587 m, 40°0528" N, 43°16'55" E, 13 Temmuz 2015, M. Firat
32536 (VANF)" lokasyonunda, bitkiden 5 kg alinarak saglkli bir sekilde kurutuldu
ve Herbaryum o&rnekleri M.Firat dubletleri ile Yiiziincii Y1l Universitesi Fen

Fakiiltesi Herbaryumuna (VANF) konuldu.

Calisilan bitkilerin dordiincii arazisine 20-26 Temmuz 2015 tarihinde Hakkari
yOresine yapilan arazi ¢alismasi ile baslandi. S. siirtica Kahraman, Celep & Dogan
bitki 6rnekleri "C9 Hakkari, Meskan dagi, Agachik meselik alanlar, 1456 m,
37°29'47" N, 43°31'36" E, 23 Temmuz 2015, M. Frat 32599 (VANF)")"
lokasyonunda, bitkiden 5 kg alinarak saglikli bir sekilde kurutuldu ve herbaryum
ornekleri M.Firat dubletleri ile Yiiziincii Yil Universitesi Fen Fakiiltesi

Herbaryumuna (VANF) konuldu.

Calisilan bitkilerin besinci arazisine 18-28 Eyliil 2015 tarihinde Sirnak-Siirt,
Elaz1§ yoresine yapilan arazi ¢alismasi ile baslandi. ilk olarak S. kurdica Boiss. &
Hohen. ex Bentham, yapilan arazi taramalarinda "C9 Sirnak, Silopi: Cudi Dag1’ nin
giiney eteklerindeki Hessana bolgesi, Kiregtast ugurumlar ve taslik tepelerin
kenarlari, 999 m, 37°20'56"” N, 42°25'38" E, 19 Eyliil 2015, M. Firat 32614 (VANF)"
lokasyonunda, bitkiden 5 kg alinarak saglikli bir sekilde kurutuldu ve Herbaryum
ornekleri M. Firat dubletleri ile Yiiziincii Y1l Universitesi Fen Fakiiltesi

Herbaryumuna (VANF) konuldu. Sonug olarak 6 tiir toplandi1 (Tablo 1 ve Resim 1).
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1-S. cerino-pruinosa Rech var. cerino-pruinosa,

2-S. cerino-pruinosa Rech var. elazigensis A. Kahraman, F.Celep & Dogan,

3- S. pseudeuphratica Rech.,

4- S. siirtica Kahraman, Celep & Dogan

5- S. rosifolia Sm.

6-S. kurdica Boiss. & Hohen. ex Bentham

Tablo 1. Calisilan Salvia Tiirleri, Toplanma Yerleri ve Herbaryum Numaralar

. Toplanma Herbaryum
Tiiri Toplanma Yeri
Zamani Numarasi
) . B7 Elazig: 12. km Elaz1g dan Pertek e, M. Firat
S. cerino-pruinosa Rech
) ] Kirectagl yamaglar, 991 m, 38°46'26" 16 Mayis 2015 32538
var. cerino-pruinosa
N, 39°12"29" E (VANF)
S. cerino-pruinosa Rech
] ) B7 Elazig: 20. km Elaz1g dan Pertek e, M. Frrat
var. eIaZ|genS|s :
Kiregtasl yamaglar, 1010 m, 38°49'12" 16 Mayis 2015 32539
Kahraman, &
N, 39°13'02" E (VANF)
Dogan
B7 Elazig: Keban ile Maden arasi,
M. Firat
] Keban’ a 5 km kala, Kayalik-taslik 14 Temmuz 2015
S. pseudeuphratica Rech. ] 32584
kalkerli yamaglar, 890 m, 38°46'57" N,
(VANF)
38°46'15" E
L C9 Hakkari, Meskan dagi, Agaclik M. Firat
S. siirtica Kahraman,
meselik alanlar, 1456 m, 37°29'47" N, 15 Temmuz 2015 32599
Celep & Dogan
43°31'36" E (VANF)
A9 Kars, Kagizman, Arpaca ile
M. Firat
o Cumacay arasi, Kayalik kirectagli ve 13 Temmuz 2015
S. rosifolia Sm. 32536
volkanik yamaglar, 1587 m, 40°05'28"
(VANF)
N, 43°16’55" E
C9 Sirnak, Silopi: Cudi Dagi’nin giiney
S. kurdica Boiss. & Hohen. eteklerindeki Hessana bolgesi, M. Firat
ex Bentham Kiregtagi ucurumlar ve tashk tepelerin 19 Eyliil 2015 32614
kenarlari, 999 m, 37°20'56" N, (VANF)

42°25'38" E
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Salvia pseudeuphratica Rech.
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Salvia kurdica Boiss. & Hohen. ex Bentham

Resim 1. Toplanan Salvia tiirlerinin fotograflar
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3.2. Sitotoksisite Deneyleri
3.2.1. Hiicre secimi ve Kiiltiirii

Bu calismada insan kaynakli kanserli hiicre serileri ve Primary Dermal
Fibroblasts (PDF) serisi kullanildi. Bu amagla meme kanseri hiicre serisi (MCF-
7/HTB-22), kolon kanseri serisi (HT-29/HTB-38) ve Primary Dermal Fibroblasts
serisi (PCS-201-012) ATCC’ den temin edildi. Hiicre serilerinin molekiiler ve
biyokimyasal analizleri yapabilecek yeterli sayiya ulasabilmeleri ve daha sonraki
calismalarda kullanilmak amaciyla dondurulabilmeleri i¢in kiiltlirleri yapildi. Hiicre
serileri %10’ luk FBS, 2mM L-Glutamin ve 100 birim/mL penisilin/streptomisin
iceren tam medium DMEM i¢inde hiicre kiiltiiri ortaminda c¢ogaltildi. MCF-7
hiicreleri igin DMEM’e ayrica 0,01 mg/mL insan rekombinant insiilini ilave edildi.
Hiicre kiiltiirleri, 37 °C, %5’ lik CO2’ 1i nemli ortamda (Thermo Steri-Cycle 371)
tutuldu. MCF-7 ve HT-29 haftada ii¢ kez, Primary Dermal Fibroblasts haftada 2 kez
130 g’de 7 dakika santrifiij edilerek hiicreler steril kabin igerisinde 3x10° hiicre/mL
miktarda seyreltilerek pasajlar1 yapildi. Ayrica, hiicre serilerinin ileride yapilacak
olas1 ¢alismalar sebebiyle saklanmasi i¢in 2x10° hiicre, %70 DMEM, %20 FBS ve
%10 Dimetil siilfoksit’ ten (DMSQO) (Sigma-Aldrich) olusan sogutulmus soliisyon

icerisinde 1 giin -80°C’ bekletildikten sonra sivi azotta muhafaza edildi.
3.2.2. Orneklerin hiicre proliferasyonu iizerindeki etkilerinin arastiriimasi

Salvia tiirlerinden elde edilen aktif ekstreler, kiiltiirleri yapilan Primary Dermal
Fibroblasts ve kanser hiicrelerinin (MCF-7 ve HT-29) proliferasyonu {izerindeki
etkileri MTT Hiicre Proliferasyon Kiti (Sigma) kullanilarak ve firmanin kullanim
talimatlarina uyularak yapildi (144). On ¢alisma yapilarak her hiicre serisi igin
plakalara yerlestirilecek hiicre sayisinin optimizasyonu saglandi. MCF-7 igin 22.000,
HT-29 igin 20.000, Primary Dermal Fibroblasts igin 12.000 hiicre 96-kuyucuklu
plakalara yerlestirildi ve 37 °C, %5’ lik CO;’ li nemli ortamda (Thermo Steri-Cycle
371) hiicrelerin plakaya yapismasi i¢in 24 saat bekletildi. 24 saat sonra, hiicreler 10
pL farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ekstreler ile 48 ve 72 saat muamele edildi.
48 ve 72 saatlik muameleden sonra, hiicreler 10 pL MTT soliisyonu ile 4 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasinda koyu mavi renkte formazan boyas: olustu. Hiicrelere

kitle birlikte gelen ¢6ziinme tamponundan 100 pL ekleyip 37 °C, %5’ lik CO2’ li
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nemli ortamda (Thermo Steri-Cycle 371) 24 saat beklettikten sonra formazan
boyasinin 570 ve 690 (referans) nm de absorbanslari plate okuyucu
(Thermo/MultiscanGo) ile 6lgiildi. 690 nm deki dlglimler referans absorbanslar
olarak kullanildi. MTT testi her bir konsantrasyon ic¢in 2 paralel olarak
gerceklestirildi ve her bir MTT testi 3 defa tekrarlandi. Bu calismada farkli
konsantrasyonlarda kullanilan ekstreler etanolde ¢oziildiigiinden (—) kontrol olarak
%1°lik etanol ¢ozeltisi, hiicreleri 6ldiirdiigii i¢in (+) kontrol olarak %10’luk DM SO
kullanilda.

3.3. Gen Ekspresyonu Calismalar:
3.3.1. Western blot i¢in hiicrelerin ekimi

2x10° hiicre (HT-29, MCF-7 ve PDF) 3 mL tam besiyeri DMEM igerisinde
doku kiiltiirii i¢cin uygun olan 6 kuyucuklu plakalara yerlestirildi. Hiicre ekiminden
sonra 6 kuyucuklu plakalar 37 °C de, %5’ lik CO’ li nemli ortamda 24 saat
bekletildi. Hiicreler major bilesen olma veya antioksidan ve MTT yodnteminde
sitotoksik yonden aktif oldugu belirlenen 8 saf madde (25 ppm konsantrasyonda) ile
muamele edildi ve kontrol grubu olarak hiicrelere saf maddeler etanolde ¢ozildigi
icin %1 oraninda etanol uygulamasi yapildi. Hiicreler 48 saat 37 °C de, %5’ lik CO3’
li nemli ortamda inkiibasyona birakildi ve inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra

hiicre lizatlar1 hazirland1.

3.3.2. Western blot i¢in hiicre lizatlarimin hazirlanmasi
Hiicre lizatlar1 asagidaki protokol takip edilerek yapildi.

1. 6 kuyucuklu plakalar buz {lizerine tagindi.

2. Kuyucuklara yapisik bir sekilde bulunan hiicreler 5 mL soguk PBS ile yikandiktan
sonra hiicreler 5 mL soguk PBS igerisinde hiicre kaziyici ile kazilarak ve

pipetleyerek kuyucuklardan kaldirildi. Sonrasinda 15 mL falkon igerisine aktarild.

3. Tipler 3000 rpm’ de 3 dk santrifiij edilip hiicrelerin ¢oktiiriilmesi saglandi ve

hiicre peletine zarar vermeden siv1 kisim uzaklastirildi.

4. iginde hiicre peleti bulunan tiipler buz iizerine tasmdi ve bundan sonraki islemler

buz lizerinde gergeklestirildi.
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5. Sivi uzaklastirildiktan sonra pelet {izerine proteaz-fosfotaz inhibitdr kokteyli
(Thermo Fischer) ve niikleaz (Millipore) igeren soguk RIPA buffer (160 pL) (Sigma
Aldrich) eklendi.

6. Once pipet ile sonra vortekslenerek karistirilan drnekler buzun iizerinde 1 saat

bekletilerek liziz edildi.

7. Protein karigimi i¢indeki toplam protein miktar1t BCA protein assay kiti (Thermo
Scientific Pierce) kullanilarak o6lgiildii. Kitin kullanma talimatina uyularak BSA
(Bovine Serum Albumine) standartlar1 kullanildi ve 562 nm’ de 6l¢iim yapilarak

ug/mL deki total protein konsantrasyonu belirlendi.
3.3.3. Western blot icin protein 6rneklerinin jelde ayrimi ve membrana transferi

1. Biitiin protein Orneklerinin ayrimi %10> luk TGX stain-free fast cast
atansinonlamid jel (Bio-Rad) iizerinde Mini Protean Tetra Cell apparatus sistemi

(Bio-Rad) kullanilarak yapildi.

2. Protein ornekleri 1xSDS yiikleme tamponu [%2 (w/v) SDS, % 5(v/v) gliserol,
%0.01 (w/v) bromfenol mavisi, %8 (w/v) DTT] i¢inde hazirland1 ve 95 °C de 5 dk
1sit1ldi.

3. Ilgili esit miktardaki (20 pg) ve esit hacimdeki (30 pL) proteinler %10’ luk TGX
stain-free fast cast atanginonlamid jel lizerine yiiklendi ve 300 V’ da 20 dk SDS
yiriitme tamponu (2.4 mM Tris, 19.2 mM glisin, %0.01 (w/v) SDS) igerisinde

elektroforez edildi.

4. Ayrilmis proteinler jelden PVDF membrana transfer edildi (Bio-Rad, Transfer
pack).

5. Memranlar %5’ lik yagsiz siit tozu (PBS-Tween igerisinde hazirlanmis) igerisinde

calkalayici lizerinde 1 saat oda sicakliginda bloke edildi.

6. Bloke edilen membranlar %5’lik siit tozu PBS-Tween igerisinde 1/1000 oraninda
hazirlanan primer antikorlar (anti B-actin, anti-Bax ve anti-Bcl-2) ile calkalayict

lizerinde oda sicaklifinda 2 saat inkiibe edildi.
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7. Membranlar 3 kez 10 dk PBS-Tween ile yikandiktan sonra sekonder antikorlar
(HRP-conjugated anti-mouse ve anti-rabit, 1/10000 oraninda PBS-Tween icerinde

hazirlanmis) ile bir saat oda sicakliginda galkalayici tizerinde inkiibe edildi.

8. Membranlar 3 kez 10 dk PBS-Tween ile yikandiktan sonra, proteinler, ECL
(enhanced chemiluminiscent) (Bio-Rad) metoduna gore goriintiileme cihazi (Bio-Rad

ChemiDoc MP) kullanilarak goriintiilendi.

9. Internal kontrol olarak GAPDH antikoru kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Sitotoksisite Deneyleri
4.1.1. Ekstrelerin sitotoksisite sonug¢lari

Calisilan 6 Salvia tiiriiniin kloroform ve etanol ekstrelerinin sitotoksik aktivitesi
MTT metoduna gore belirlendi (Sekil 7-78). Tiim orneklerde genel olarak artan
konsantrasyonla hiicre canliliginin azaldigi izlenmektedir. S. cerino-pruinosa var.
cerino-pruinosa tiiriniin kloroform ve etanol ekstrelerinin fibroblast, HT-29 ve
MCF-7 hiicre serilerine kars1 sitotoksik aktivitesi sekil 7-18’de verilmistir. S. cerino-
pruinosa var. cerino-pruinosa tiiriiniin kloroform ekstresi canli fibroblast hiicrelerini
belli bir konsantrasyonun tstiinde 6ldiirdiigii goriilmektedir (Sekil 7-8). S. cerino-
pruinosa var. cerino-pruinosa tiiriiniin kloroform ekstresi (SCC-KK) 100 pg/mL
konsantrasyonun tstiinde HT-29 hiicre serilerine kars1 sitotoksik aktivite gdsterdigi
tespit edildi. 72 saat sonucglarmin 48 saat sonuglarina goére daha iyi oldugu
goriilmektedir. Bu tiiriin etanol ekstresinin ise HT-29 hiicrelerine karsi1 48 saatte hic
aktivite gostermedigi 72 saatte ise ancak 500 pg/mL konsantrasyonda orta derecede
aktif oldugu tespit edildi. Bu tiiriin kloroform ekstresinin MCF-7 hiicrelerine kars1 48
saatte 500 pg/mL ve 72 saatte 250 pg/mL Kkonsantrasyonda sitotoksik aktiviteye
sahip oldugu tespit edildi. Bu tiiriin etanol ekstresinin hi¢bir konsantrasyonda MCF-7

hiicrelerine karsi sitotoksik aktivite gostermedigi belirlendi.

S. cerino-pruinosa var. elazigensis tiiriiniin kloroform ve etanol ekstrelerinin
fibroblast, HT-29 ve MCF-7 hiicre serilerine karsi sitotoksik aktivitesi Sekil 19-30’da
verilmistir. S. cerino-pruinosa var. elazigensis tiiriiniin Kloroform ekstresinin 100
pg/mL’den daha yiiksek konsantrasyonlarda fibroblast, HT-29 ve MCF-7 hiicreleri
tizerine sitotoksik etki gosterdigi belirlendi. Sadece 100 pg/mL konsantrasyonda 72
saatte saglikli fibroblast hiicreleri canlilik oraninda hi¢ azalma olmazken, HT-29
hiicrelerinde ise canliligin %37.08’e kadar diistiigii goriilmektedir. Etanol ekstresinin
ise saglikli fibroblast hiicreleri tizerinde toksik etki gostermemesinin yani sira hiicre
canliligmni arttirdig: tespit edildi. Etanol ekstresinin 48 ve 72 saatte sadece 500
pg/mL konsantrasyonda saglikli fibroblast hiicrelerine ¢ok zarar vermedigi, HT-29

ve MCF-7 hiicrelerine ise sitotoksik etki gosterdigi belirlendi.
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S. pseudeuphratica tiiriiniin kloroform ve etanol ekstrelerinin fibroblast, HT-29
ve MCF-7 hiicre serilerine kars1 sitotoksik aktivitesi Sekil 31-42°de verilmistir. S.
pseudeuphratica tiiriiniin Kloroform ekstresinin 100 pg/mL’den daha yiiksek
konsantrasyonlarda fibroblast, HT-29 ve MCF-7 hiicreleri iizerine sitotoksik etki
gosterdigi belirlendi. Sadece 100 pg/mL konsantrasyonda 72 saatte saglikli fibroblast
hiicreleri canlilik oraninda ¢ok az azalma olurken, HT-29 hiicrelerinde ise canliligin
%36.58’¢ kadar diistiigii goriilmektedir. Etanol ekstresinin ise 72 saatte 100 pg/mL
konsantrasyonda saglikli fibroblast hiicrelerinde hi¢c toksik etki gostermedigi
belirlenirken, HT-29 hiicrelerinin canlilik  yiizdesini %56.35’°¢ ve MCF-7
hiicrelerinde ise canlilif1 %64.48’e diisiirdiigii tespit edildi.

S. siirtica, S. rosifolia ve S. kurdica turlerinin kloroform ve etanol ekstrelerinin
fibroblast, HT-29 ve MCF-7 hiicre serilerine karsi sitotoksik aktivitesi Sekil 43-78’de
verilmistir. Yine bu tiirlerin de kloroform ve etanol ekstrelerinin ancak yliksek
konsantrasyonlarda HT-29 ve MCF-7 hiicre serilerine kars1 sitotoksik etki gosterdigi
tespit edildi. Fakat ekstrelerin bu konsantrasyonlarda saglikli fibroblast hiicre serisi

iizerinde de sitotoksik etki gosterdigi belirlendi.

Calisilan 12 ekstrenin sonuglarina genel olarak bakildiginda ancak yiiksek
konsantrasyonlarda HT-29 ve MCF-7 hiicre serilerine kars1 sitotoksik etki gosterdigi
belirlendi. Ancak bu konsantrasyonlarda saglikli fibroblast hiicre serisine kars: da
toksik etki gosterdigi belirlendi. Ayrica etanol ekstresinin kloroform ekstresine gore
hem saglikli fibroblast hem de HT-29 ve MCF-7 hiicre serilerine karsi diisiik
sitotoksik etki gosterdigi belirlendi (Sekil 7-78).
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Sekil 41. S. pseudeuphratica Etanol Ekstresinin
MCEF-7 Hiicresine Etkisi (48 saat)

Sekil 42. S. pseudeuphratica Etanol Ekstresinin
MCEF-7 Hiicresine Etkisi (72 saat)
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4.2. Saf Maddelerin Antioksidan Aktivite Deneyleri

Elde edilen saf maddelerin antioksidan aktivitesi 3 yontemle (DPPH Serbest
Radikal, ABTS Katyon Radikal, CUPRAC) belirlendi. Bu maddelerin genel olarak
cok aktif olduklar1 tespit edildi (Tablo 2). Elde edilen fenolik bilesiklerin olduk¢a
aktif olduklar1 goriilmektedir. S. cerino-pruinosa var. cerino-pruinosa ve S.
pseudeuphratica tiirlerinden gram seviyesinde elde edilen 6,7-dehidroroyleanon
bilesigi ve tiirevi olan Asetil royleanon bilesiklerinin oldukc¢a yiliksek bir antioksidan
potansiyele sahip oldugu tespit edildi. Ayrica bu tiirlerin ¢ok giighii bir antioksidan
ozellige sahip rozmarinik asit igerigi de diisiiniildiiglinde bu tiirlerin zenginlestirilmis

ekstrelerinin gida koruyucu olma potansiyellerinin oldugu goriilmektedir.

Tablo 2. Elde Edilen ve Yapist Aydinlatilan Bilesiklerin Antioksidan Aktiviteleri

isim Antioksidan Aktivitesi
1Csp (ng/mL) Ags

[R)zdPiI;a?erbest let'l)'/inSerbest CUPRAC
Rozmarinik Asit 1,2140,06 1,70+0,07 1,21+0,01
Klorojenik Asit 6.32+0.08 3,38+0,08 13,48+0,10
Apigenin 45,87+1,43 2,57+0,05 124,70+4,23
Hesperidin 157,30+88,03 161,51+9,76 40,16+1,01
Fumarik Asit 273,74 150,47 105,35+3,03
p-Kumarik Asit 176,38+8,66 1,03+2,47 14,42+0,12
Kafeik Asit 3,56+0,03 1,65+0,06 7,41+0,02
Vanilin >1000 7,25+0,62 11,11+0,21
4-Hidroksibenzoik Asit 29,73+4,32 354,63+58,58 18,13+0,15
Asetil royleanon 12,17+0,16 27,64+1,05 35,55+1,02
B-Sitosterol 72,11+1,94 154,34+2,12 22,17+0,98
Ferruginol 33,80+2,20 6,61+0,27 49,83+2,02
Kriptanol 87,19+£9,90 55,2542,02 70,0543,03
Inuroyleanol 2,21£0,06 5,11£1,13 7,12+0,02
6,7-dehidroroyleanon 16,84+0,18 55,73+6,33 28,56+1,04
Taraksasterol 18,93+0,11 75,26+£2,19 173,55+5,43
Salvigenin 62,05+£26,49 19,1342,78 49,83+1,54
Ursolik Asit 20,04+1,04 104,44+8,06 178,09+5,02
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Tablo 2. Elde Edilen ve Yapis1 Aydinlatilan Bilesiklerin Antioksidan Aktiviteleri (devam)

Oleanolik Asit
Lupenon
Salvianolik Asit B
Luteolin 7-Glikozit
Salvianolik Asit A
Benzoik Asit
Lupeol
Asetovanilon
3-asetil lupeol

Bis-(2-etilhekzil) benzen-1,2
dikarboksilat

4-hidroksi benzaldehit
Stigmasterol
Skoparon
Abieta-8,11,13-trien

Lup-(20)29-en-2a.-hidroksi-33
asetat

Bis-(2-etilhekzil) ftalat
Pisiferal

Sugiol

Ta-hidroksi-B sitosterol

12-hidroksi abieta-
1,3,5(10),8,11,13-hekzan

12-demetilmultikaulin

21a-hidroksi-2a,3B-diasetoksi
urs-9(11),12-dien

3B-hidroksi-2a.-asetoksi urs-
9(11),12-dien

20.,3p,21a-trihidroksi urs-
9(11),12-dien

la,21a-dihidroksi-2,3-(1',1'-
dimetil-dioksimetilen) urs-
9(11),12-dien

12-Hidroksi-6,7-seco abieta-
8,11,13-trien-6,7-dial

4-Hidroksi sapriparakinon

45,02+1,31
19,64+10,03
4,314+0,03
5,58+0,06
4,06+0,04
72,40+0,29
>1000
>1000
>1000

>1000

>1000
>1000
186,39+0,50
>1000

>1000

>1000
>1000
150,09+2,05
>1000

86,39+0,59

76,20+0,90

>1000

>1000

>1000

>1000

>1000

>1000
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275,73+67,11
75,98+1,84
3,5140,03
3,85+0,09
2,66+0,07
12,48+0,02
276,69+4,21
15,73+0,37
422,63+12,69

280,50+3,81

15,30+0,19
312,75+4,92
65,09+0,61
290,43+0,91

78,42+1,50

248,04+3,50
44,93+0,12
69,61+0,29
176,59+3,70

2,11+0,03
6,70£0,09

256,49+0,19

189,49+1,52

131,512,58

236,69+0,93

54,94+0,27

121,47+2,36

11,7240,06
40,66+1,20
13,90+0,07
3,75+0,01
4,76+0,01
34,50+1,17
118,30:£0,93
118,40+1,11
98,6342,16

213,80+5,70

48,65+1,13
172,48+1,15
164+1,09
230,70+3,04

114,06+1,03

136,57+1,32
172,30+3,10
54,50+1,10

180,30+1,50

11,240,30
17,04+1,03

136,532,11

117,5042,29

221,66+9,43

189,30+2,37

72,40+1,10

172,40+1,18



Tablo 2. Elde Edilen ve Yapis1 Aydinlatilan Bilesiklerin Antioksidan Aktiviteleri (devam)
Heksadekanoik Asit, n-oktil

ester >1000 112,52+1,18 113,60+2,19
:Z't‘isla;‘::f”mk Asit, 3-hidroksi- 545 954,79 231,5442,68 152,6042,72
Protokatesik Asit 2,11+0,07 1,42+0,05 2,20+0,12
Salvipison >1000 80,30+0,93 82,46%1,16
Dokasonoik Asit >1000 >1000 461,50+11,25
Heksadekanoik Asit >1000 >1000 392,20+5,71
Olean-18-ene (Germanicen) >1000 399,48+6,60 187,50+2,50

Sonuglar {i¢ paralel 6l¢iimiin ortalamasi ve standart sapmast seklinde verilmistir.
4.3. Saf maddelerin antikanser ¢alismalar:

Elde edilen saf maddelerin biri saglikli hiicre serisi olmak iizere ii¢ hiicre
serisinde sitotoksik aktivitelerine bakildi. Yine diger yontemlerde oldugu gibi
diterpen yapisinda olan bilesiklerin aktif olduklar1 tespit edildi (Tablo 3). Ayrica elde
edilen yeni triterpenlerin de olduke¢a aktif oldugu tespit edildi. Fakat bu bilesiklerin
saglikli canli hiicre iizerinde de oldukga yliksek toksik etki gosterdigi goriildii.
Bunlarin yam sira elde edilen ¢ogu bilesigin de saglikli canli hiicre serisi tizerinde
toksik etki gosterdigi belirlendi. Dolayisiyla bu tiirlerin kullaniminda dozun

(miktarin) ¢ok dnemli oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Tablo 3. Elde Edilen ve Yapis1 Aydinlatilan Bilesiklerin 3 Hiicre Serisine Kars1 Sitotoksik Aktiviteleri

isim Sitotoksik Aktivite

ICs0 (ng/mL)

PDF HT-29 MCF-7
Rozmarinik Asit >250 >250 >250
Klorojenik Asit >250 >250 >250
Apigenin 32,54+1,05 >250 >250
Hesperidin 81,14+2,04 >250 84,10+2,56
Fumarik Asit >250 >250 >250
p-Kumarik Asit >250 >250 >250
Kafeik Asit >250 >250 >250
Vanilin >250 >250 >250
4-Hidroksibenzoik Asit >250 >250 >250
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Aktiviteleri (devam)

Asetil royleanon

jB-Sitosterol

Ferruginol

Kriptanol

Inuroyleanol

6,7-dehidroroyleanon

Taraksasterol

Salvigenin

Ursolik Asit

Oleanolik Asit

Lupenon

Salvianolik Asit B

Luteolin 7-Glikozit

Salvianolik Asit A

Benzoik Asit

Lupeol

Asetovanilon

3-asetil lupeol

Bis-(2-etilhekzil) benzen-1,2 dikarboksilat
4-hidroksi benzaldehit

Stigmasterol

Skoparon

Abieta-8,11,13-trien
Lup-(20)29-ene-2a-hidroksi-3p asetat
Bis-(2-etilhekzil) ftalat

Pisiferal

Sugiol

7a-hidroksi-B sitosterol

12-hidroksi abieta-1,3,5(10),8,11,13-hekzan
12-demetilmultikaulin

21a-hidroksi-2a,3p-diasetoksi urs-9(11),12-
dien

33,4140,99
>250
32,28+1,03
38,73+1,76
>250
57,9742,76
>250
>250
16,63+0,06
>250
>250
>250
>250
50,3842,04
92,1742,42
4,15+0,12
94,1142,47
>250
76,4942,48
38,830,76
62,38+1.95
47,66+0,63
16,66+0,79
5,38+0,29
54,23+1,93
23,06+1.53
46,78+1,12
25,35+0,54
31,4442,11
27,011.25

2,38+0,05
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33,6141,23
65,36+3,32
54,9142,67
48,90+2,06
125,9143,78
48,76+1,21
>250

>250
25,06+0,45
96,3343,05
187,604,54
>250

>250

>250
65,7242,23
53,3540,18
>250
1,76+0,09
68,8942,76
27,62+0,18
42,76+0,68
>250

>250
11,1240,04
71,3441.07
>250

>250
51,3740,46
21,75+1,74
23,95+0,94

30,15+0,54

Tablo 3. Elde Edilen ve Yapist Aydinlatilan Bilesiklerin 3 Hiicre Serisine Kars1 Sitotoksik

30,01+0,87
77,98+3,09
29,77+0,85
211,83+5,54
54,2342,07
50,56+2,01
>250
37,58+1,05
36,80+0,98
>250

>250

>250
161,41+3,54
55,4242,01
63,4140,51
36,1940,17
80,05+2,84
>250

>250
64,56+0,23
97,7642,65
>250

>250
54,6940,39
>250

>250
72,1641,94
>250
11,2240,56
40,80+1,23

88,37+0,67



Tablo 3. Elde Edilen ve Yapist Aydinlatilan Bilesiklerin 3 Hiicre Serisine Kars1 Sitotoksik

Aktiviteleri (devam)

3B-hidroksi-2ai-asetoksi urs-9(11),12-dien 1,59+0,05 71,58+0,74 41,70+0,09
20a,3p,21a-trihidroksi urs-9(11),12-dien 31,59+0,27 68,9842, 14 >250
la,21a-dihidroksi-2,3-(1',1'-dimetil-

dioksimetilen) urs-9(11),12-dien 8,49+0,09 29,040,35 24,39+1,18
éiZa-lH|drok5|-6,7-secoableta-8,11,13-tr|en-6,7- 30.21+1,04 79.62+1.91 34.2340,19
4-Hidroksi sapriparakinon 87,88+2,49 1,12+0,02 80,08+1,20
Heksadekanoik Asit, n-oktil ester 75,46+1,34 >250 86,75+2,11
Heksadekanoik Asit, 3-hidroksi-metil ester 20,46+0,07 >250 84,06+2,32
Protokatesik Asit >250 >250 >250
Salvipison 26,25+1.53 >250 >250
Dokasonoik Asit >250 >250 >250
Heksadekanoik Asit 35,45+1,04 >250 >250
Olean-18-ene (Germanicen) 52,85+0,80 >250 >250

Sonuglar ii¢ paralel dl¢iimiin ortalamasi ve standart sapmasi seklinde verilmistir.
4.3.1. Detayh antikanser ¢alismalarda denenen maddelerin secilme nedenleri

C-2 Rozmarinik asit: MTT yonteminde aktif ¢ikmamasma ragmen literatiirdeki
antikanser potansiyeli olduguna dair ¢ok sayida calisma mevcuttur. Ayrica bu
maddenin ¢ok ciddi antioksidan potansiyeli oldugu tespit edildi. Bunlara ilaveten
caligilan tiirlerde major bilesen oldugu i¢in gen ekspresiyonuna bakilmasina karar

verildi.

C-29 Asetilroyleanon: Hem major bilesen hem antioksidan potansiyeli olan hem de

sitotoksik yonden aktif oldugu icin se¢ildi.

C-31 p-Sitosterol: Tim tiirlerde major bilesen olarak elde edildigi ve orta diizeyde

sitotoksik aktivite gosterdiginden segildi.

C-32 Ferruginol: Antioksidan ve sitotoksik aktivite acisindan aktif oldugundan

secildi.

C-36 6-7 dehidroroyleanon: Calisilan bazi tiirlerde gram seviyesinde elde

edildiginden ve sitotoksik olarak aktif oldugundan segildi.
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C-45 Ursolik asit: Tim tiirlerde major bilesen olup sitotoksik yonden aktif

oldugundan segildi. Calisilan baz1 fraksiyonlarda gram seviyesinde elde edildi.

C-57 Karnosik asit, C-59 Karnosol ve C-61 Kriptotansinon: Genel olarak Salvia
tiirlerinde olup literatiirde ve 6n denemelerimizde sitotoksik aktiviteleri yiiksek olan
standart maddelerdir. Bunlar izole edilmemis olup LC-MS/MS’te metot olusturmak

icin alinan saf standart maddelerdir.

4.4. Western Blot icin Protein Orneklerinin Jelde Ayrimi ve Membrana

Transferi

1. Biitiin protein Orneklerinin ayrimi %10’ luk TGX stain-free fast cast
atansinonlamid jel (Bio-Rad) {lizerinde Mini Protean Tetra Cell apparatus sistemi

(Bio-Rad) kullanilarak yapildi.

2. Protein 6rnekleri 1xSDS yiikleme tamponu [%2 (w/v) SDS, %5 (v/v) gliserol,
%0.01 (w/v) bromfenol mavisi, %8 (w/v) DTT] i¢inde hazirland1 ve 95 °C de 5 dk
1sit1ldi.

3. Ilgili esit miktardaki (20 pg) ve esit hacimdeki (30 pl) proteinler %10° luk TGX
stain-free fast cast atanginonlamid jel tlizerine yiiklendi ve 300 V’ da 20 dk SDS
yiriitme tamponu (2.4 mM Tris, 19.2 mM glisin, %0,01 (w/v) SDS) igerisinde

elektroforez edildi.

4. Ayrilmig proteinler jelden PVDF membrana transfer edildi (Bio-Rad, Transfer
pack).

5. Memranlar %5’ lik yagsiz siit tozu (PBS-Tween igerisinde hazirlanmis) igerisinde

calkalayici iizerinde 1 saat oda sicakliginda bloke edildi.

6. Bloke edilen membranlar %5 ’lik siit tozu PBS-Tween igerisinde 1/1000 oraninda
hazirlanan primer antikorlar (anti B-actin, anti-Bax ve anti-Bcl-2) ile calkalayict

iizerinde oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi.

7. Membranlar 3 kez 10 dk PBS-Tween ile yikandiktan sonra sekonder antikorlar
(HRP-conjugated anti-mouse ve anti-rabit, 1/10000 oraninda PBS-Tween igerinde

hazirlanmais) ile bir saat oda sicaklifinda c¢alkalayici lizerinde inkiibe edildi.
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8. Membranlar 3 kez 10 dk PBS-Tween ile yikandiktan sonra, proteinler, ECL
(enhanced chemiluminiscent) (Bio-Rad) metoduna gore goriintiileme cihazi (Bio-Rad

ChemiDoc MP) kullanilarak goriintiilendi.
9. Internal kontrol olarak GAPDH antikoru kullanildi.

10. Representatif Western Blot sonuglar1 Sekil 79-81’de goriilmektedir.

HT-29 cells

Fay o P G A ox m,
) A A A i s s i s i s

Bax --------—

GAPDH |SIP S SR S S TS S s - -

B) 4 7 P=0,002

P, 001

;- 1

Bax/GAPDH ratio
%)

Cont C2 C29 C31 C32 C36 C45 C57 C59 C6l1

Sekil 79. Baz1 Saf Maddelerin HT-29 Hiicrelerinde Bax Ekspresyonu
A) 3x10° HT-29 hiicreleri 24 kuyucuklu plakalara kiiltiire edildi. Hiicreler yukaridaki
saf maddelerle muamele edildikten sonra 48 saat inkiibasyona birakildi. Hiicre lizat1
Bax ekspresyonu igin anti-Bax antikoru kullanilarak Western Blot yontemi ile analiz
edildi. Yiikleme kontrolii olarak GAPDH kullanildi. B) Densitometrik 6lgimler Bax
ekspresyonunun GAPDH ekspresyonuna oranini yansitmaktadir (n=3). Hata
cubuklar1 standart hata (SEM). Bcl-2 ekspresyonu HT-29 hiicrelerinde deteksiyon

diizeyinde saptanmadi.

Bax ekspresyonundaki artis apoptozisteki artisi ifade etmektedir. C29 ve C61 saf
maddeleri HT-29 hiicrelerinde Bax expresyonunun artisini indiiklemektedir. Kanserli

hiicrelerde apoptozis regiilasyonu bozuldugu i¢in hiicreler gereginden fazla
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cogalmaktadir. Bax ekspresyonundaki artig C29 ve C61 maddelerinin anti kanser

ozelliklerinin oldugunu gostermektedir.
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Sekil 80. Baz1 Saf Maddelerin PDF Hiicrelerinde Bax ve Bel-2 Ekspresyonu
A) 3x10° PDF hiicreleri 24 kuyucuklu plakalara kiiltiire edildi. Hiicreler yukaridaki
saf maddelerle muamele edildikten sonra 48 saat inkiibasyona birakildi. Hiicre lizati
Bax ve Bcl-2 ekspresyonu igin anti-Bax ve anti-Bcl-2 antikorlar1 kullanilarak
Western Blot yontemi ile analiz edildi. Yiikleme kontrolii olarak GAPDH kullanildi.
B, C) Densitometrik 6lgtimler Bax ve Bcl-2 ekspresyonunun GAPDH ekspresyonuna

oranini yansitmaktadir (n=3). Hata ¢ubuklar1 standart hata (SEM).

Bax ekspresyonundaki artig apoptozisteki artisi ifade etmektedir. C29 maddesi
PDF hiicrelerinde Bax  expresyonunun artigint  dolayisiyla — apoptozisi
indiiklemektedir. Bcl-2 eksprsyonundaki artis ise apoptozisin azaldigmi ifade
etmektedir. C36 saf maddesi PDF hiicrelerinde Bcl-2 ekspresyonunun artigina neden

oldugu i¢in, C36 maddesinin apoptozisi bu hiicre serisinde azalttig1 diisiiniilmektedir.
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Sekil 81. Baz1 Saf Maddelerin MCF-7 Hiicrelerinde Bax ve Bcl-2 Ekspresyonu
A) 3x10° MCF-7 hiicreleri 24 kuyucuklu plakalara kiiltire edildi. Hiicreler
yukaridaki saf maddelerle muamele edildikten sonra 48 saat inkiibasyona birakildi.
Hiicre lizat1 Bax ve Bcl-2 ekspresyonu igin anti-Bax ve anti-Bcl-2 antikorlar1
kullanilarak Western Blot yontemi ile analiz edildi. Yiikleme kontrolii olarak
GAPDH kullanildi. B, C) Densitometrik 6l¢iimler Bax ve Bcl-2 ekspresyonunun
GAPDH ekspresyonuna oranini yansitmaktadir (n=3). Hata ¢ubuklar1 standart hata

(SEM).

Bax ekspresyonundaki artis apoptozisteki artis1 ifade etmektedir. C36, C57 ve
C61 saf maddelerinin MCF-7 hiicrlerinde Bax expresyonunun artigini indiikklemesi bu
saf maddelerin anti kanser 6zelliklerinin oldugunu gostermektedir. Uygulanan saf

maddelerin Bcl-2 ekspresyonu tizerinde herhangi bir etkileri yoktur.
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5. TARTISMA

Calisilan tiirlerin toprak alt1 ve toprak iistii kisimlarindan hazirlanan aktif etanol
ekstrelerinden 52 sekonder metabolit elde edildi. Bu bilesiklerden triterpen yapisinda
olanlarmn ursolik, oleanolik asit, lupeol ve tiirevleri, elde edilen 4 yeni triterpen (21a-
hidroksi-2a,3p-diasetoksi urs-9(11),12-dien, 3p-hidroksi-2a-asetoksi urs-9(11),12-
dien, 20,3pB,21a-trihidroksi urs-9(11),12-dien, lo,2la-dihidroksi-2,3-(1',1'-dimetil-
dioksimetilen) urs-9(11),12-dien) ve diger triterpen yapisindaki bilesiklerin daha ¢ok
caligilan tiirlerin toprak {istii ekstrelerinden, diterpen yapisinda olan ferruginol,
sugiol, 7-asetil royleanon, kriptanol, 6,7-dehidroroyleanon, 12-hidroksi abieta-
1,3,5(10),8,11,13-hekzan ve 12-demetilmultikaulin ve diger diterpenlerin ise daha
cok calisilan tiirlerin kok ekstrelerinden elde edildigi goriilmektedir. Yine fenolik-
flavonoit yapida olanlarin ise salvigenin, apigenin, luteolin 7-glikozit, rozmarinik
asit, fumarik asit, kafeik asit, salvianolik asit A ve B, benzoik asit, protokatesik asit,
4-hidroksibenzoik asit, 4-hidroksibenzaldehit, scoparon ve bis-(2-etil hekzil) benzen-
1,2 dikarboksilat, bis(2-etil hekzil) terftalat ve diger fenolik bilesiklerin ise daha gok
calisilan tiirlerin toprak {istli ekstrelerinden elde edildigi goriilmektedir. Literatiirde
bu tiirlerin izolasyonu ile ilgili ¢alisma mevcut degildir. Fakat bu tiirlerin ait oldugu

Salvia cinsi ile ilgili ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur.

Literatiirde Salvia cinsi ile ilgili izolasyon c¢alismalarma baktigimizda; S.
albocaerulea Linden tiiriinden sugiol bilesigi ve S. forskahlei L. tiiriinden forskalinon
bilesigi izole edilmistir (89). S. chrysophylla Stapf tiiriiniin toprak tistii diklorometan
ekstresiyle yapilan bir ¢alismada bitkiden izole edilen salvigenin, sitosterol, oleanoik
asit ve ursolik asit bilesiklerinin yapilar1 aydinlatilmistir (145). S. poculata Nab.
tirtiniin toprak istii kismiyla yapilan ¢aligmada 2 triterpenoit (2a, 3a-dihidroksi-24-
nor- 4 (23), 12-oleanadien-28-oik asit ve ursolik asit), 1 diterpenoit (sklareol), 4
flavonoit (5-hidroksi-7,4'-dimetoksiflavon, cirsimaritin, eupatilin, salvigenin) ve 1
steroit (B-sitosterol) izole edilmistir (146). S. trichoclada Bentham’in toprak istii
kisimlarinin - metanol  ekstresinin  sekonder metabolitler agisindan  incelendigi
calismada lupeol, lupenon, glochidon, monoginol A, oleanolik asit, ursolik asit, -

sitosterol, apigenin-7-O-ramnozit ve rozmarinik asit olmak tizere dokuz bilesik izole

73



edilmis olup bu bilesiklerin yapilari 1D ve 2D-NMR spektroskopik teknikler
kullanilarak aydinlatilmigtir (94).

Genel olarak elde ettigimiz bilesiklerin daha 6nce 6zellikle Tiirk Salvia’larmdan
elde edildigi goriilmektedir. Fakat S. Siirtica Kahraman, Celep & Dogan tiiriinden
elde edilen dort bilesigin ise ilk defa tarafimizdan elde edildigi tespit edilmistir.

Izole edilen tiim bilesiklerin antioksidan aktiviteleri DPPH Serbest Radikal,
ABTS Katyon Radikal ve CUPRAC yontemleri ile belirlendi. Elde edilen fenolik
bilesiklerin (6zellikle rozmarinik asit, klorojenik asit, kafeik asit, salvianolik asit A
ve B), abietan diterpen yapisindaki bilesiklerin (6zellikle 6,7-dehidroroyleanon, asetil
royleanon, ferruginol, inuroyleanol, 12-demetilmultikaulin, 12-hidroksi abieta-
1,3,5(10),8,11,13-hekzan) ve yeni bilesik olarak tanimlanan 4 triterpen bilesiginin
oldukea yiiksek bir antioksidan kapasiteye sahip oldugu belirlendi. Elde edilen yeni
bilesiklerin yani sira salvipision, pisiferal, 6,7-dehidroroyleanon, asetil royleanon vb.
bilesiklerin antioksidan aktiviteleri ilk defa incelendi. Literatiirde ¢alistigimiz tiirlerin

fenolik igerigi ve antioksidan aktiviteleri ile ilgili calisma mevcut degildir.

Diger Salvia tiirleri ile ilgili yapilan ¢alismalara baktigimizda genel olarak
Salvia tiirlerinin gok yiiksek bir antioksidan potansiyele sahip oldugu soylenebilir.
Bu antioksidan aktivitenin fenolik igerik (6zellikle rozmarinik asit) ve diterpenik

bilesiklerden kaynaklandig1 vurgulanmustir (147).

Calisilan 6 Salvia tiiriiniin kloroform ve etanol ekstrelerinin sitotoksik aktivitesi
kanserli HT-29 ve MCF-7 hiicre serileri ile saglikli PDF hiicre serisine karst MTT
metoduna gore tespit edildi. Calisilan 12 ekstrenin sonuclarina genel olarak
baktigimizda ancak yiiksek konsantrasyonlarda HT-29 ve MCF-7 hiicre serilerine
kars1 sitotoksik etki gosterdigi belirlendi. Ancak bu konsantrasyonlarda saglikli
fibroblast hiicre serisine karsi da toksik etki gosterdigi belirlendi. Ayrica etanol
ekstresinin kloroform ekstresine gore hem saglikli fibroblast hem de HT-29 ve MCF-
7 hiicre serilerine kars1 diisiik sitotoksik etki gosterdigi belirlendi. Ekstrelerin aksine
izole edilen bazi maddelerin oldukga sitotoksik potansiyele sahip oldugu belirlendi.
Elde edilen diterpen yapisindaki 6,7-dehidroroyleanon, asetil royleanon, ferruginol,
inuroyleanol, 12-demetilmultikaulin, 12-hidroksi abieta-1,3,5(10),8,11,13-hekzan ve
triterpen yapisindaki 4 yeni bilesigin oldukga yiiksek bir sitotoksik potansiyele sahip
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oldugu tespit edildi. Calistigimiz tiirlerin ekstre diizeyinde sitotoksik aktiviteleri daha
once calisilmamis olup ilk defa tarafimizdan bakilmistir. Fakat farkl tiirlerin ve elde

edilen ¢esitli bilesiklein sitotoksik aktivileri ile ilgili ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur.

Literatiirdeki bu ¢alismalara baktigimizda; S. officinalis L. (adacay1) ekstresinin
antikanser 6zelliklerinin altinda yatan molekiiler mekanizmay1 degerlendirmek igin,
adagayr hidroalkolik ekstrenin etkisi fare meme karsinomu hiicre dizisi (4T1)
iizerinde arastirilmistir. Kiltlir hiicreleri 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda
(0-1000 pg/mL) S. officinalis ekstresi ile muamele edilmistir. Ekstre ile muamele
edildikten sonra doza bagl bir sekilde hiicre canliliginin azalmasi ve kromatin
yogunlagsmasmin artmasi gozlenmistir. Hiicrelerin  ¢ogunun 100 pg/mL'de
apoptozisin erken evrelerinde ve 500 pg/mL'de apoptozisin geg evrelerinde oldugu
gorlilmiistiir. Bax ekspresyonu 500 pg/mL konsantrasyonda belirgin bir sekilde
artarken, Bcl-2 ekspresyon seviyelerinde ekstrenin farkli konsantrasyonlarinda
muamele edilmemis kontrole kiyasla anlamli bir degisiklik gbzlenmemistir. Ayrica,
bu hiicrelerde apoptotik bir indeks olan Bax/Bcl-2 oranmi arttirdign goriilmiistiir.
Sonug olarak S. officinalis’in hidroalkolik ekstresinin, fare meme karsinomu

hiicrelerinde sitotoksik ve proapoptotik 6zellikler gosterdigi tespit edilmistir (118).

S. lachnocalyx Hedge’nin kok kismindan saflastirilan bes diterpenoitin
(ferruginol, taksodion, sahandinon, 4-dehidrosalvilimbinol ve labda-7,14-dien-13-ol)
ti¢ insan kanser hiicre serisine MOLT-4 (akut lenfoblastik 16semi), HT-29 (kolorektal
adenokarsinoma) ve MCF-7 (meme adenokarsinomasi) Kkarsi sitotoksisitesi
incelenmistir. Izole edilen bilesiklerin tiimii, bu hiicre serilerine karsi onemli
sitotoksik aktivite gostermistir (85). S. ceratophylla L. ile yapilan bir ¢alismada;
ceratol, ceratodiol, 1-ketoaetiyopinon, ferruginol ve 12-deoksisalvipizon bu
bitkinin koklerinden izole edilmistir. izole edilen bilesiklerin sitotoksisitesi MTT
rediiksiyon testi kullanilarak iki insan kanser hiicresi serisine, MOLT-4 ve MCF-7'ye
kars1 incelenmistir. Ceratodiol bilesigi her iki kanser hiicresine karsi sitotoksisite
gosterse de, ceratol bilesigi MOLT-4 hiicrelerine karsi zayif toksisite gdstermis ve
MCF-7 hiicrelerine karsi toksisite gostermemistir. Her ikisi de bir o doymamus
karbonil fonksiyonuna sahip olan 1-ketoaetiyopinon ve 12-deoksisalvipizon test

edilen bilesikler arasinda en yiiksek sitotoksik aktiviteyi gostermistir (95).
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S. barrelieri Etl.’nin toprak tstii kisimlarindan 12 bilesik izole edilmis ve
sitotoksik aktiviteleri, promyelositik 16semi (HL60), insan eritromyeloblastoid
16semi (K562) ve fibrosarkom (HT1080) hiicre serilerine karsi degerlendirilmistir.
Dort bilesik orta diizeyde bir sitotoksik aktivite (ICso 28.75 ile 85.0 pM) gdstermistir
(106). S. suffruticosa Montbret&Aucher ex Benth. bitki ekstresinin fitokimyasal
analizi, lupeol, B-sitosterol, stigmasterol, kafeik asit ve 1-feruloil-p-D-glikopiranoz
izolasyonu ile sonug¢lanmistir. Test edilen 6rnekler arasinda lupeol, MCF-7, T-47D
ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre serilerine karsi (ICso degerleri 33.38+2.6,
36.70+3.1 ve 23.66+1.4 ng/mL sirasiyla) en gii¢lii inhibe edici aktiviteyi gostermistir
(1112).

Genel olarak tiire ve elde edilen bilesiklere bagli olarak bu cinse ait tiirlerin iyi
derecede sitotoksik aktivite gosterdigi goriilmektedir. Fakat bizim calistigimiz 6
tiirlin ekstrelerinin diisiik sitotoksik aktivite gosterdigi goriilmektedir. Buna karsin bu
tirlerden elde edilen bazi bilesiklerin (6,7-dehidroroyleanon, asetil royleanon,
ferruginol, inuroyleanol, 12-demetilmultikaulin, 12-hidroksi abieta-
1,3,5(10),8,11,13-hekzan ve triterpen yapisindaki 4 yeni bilesigin) iyi derecede

sitotoksik aktivite gosterdigi sdylenebilir.

Western Blot sonuglarina baktigimizda 6zellikle asetilroyleanon (C-29) ve 6,7
dehidroroyleanon (C-36) maddelerinin HT-29, MCF-7 kanserli hiicre serisi ve PDF
saglikli hiicre serisi lizerinde umut verici sonuglar verdigi goriilmektedir. Ayni
sekilde kriptotansinon (C-61) maddesinin kanserli HT-29 ve MCF-7 hiicre serisi
iizerinde umut verici sonuglar verdigi goriilmektedir. Literatiire baktigimizda elde
ettigimiz ve detayl antikanser caligmalarini yaptigimiz bilesikler ile ilgili antikanser

calismalarin mevcut olmadigi goriilmektedir.

Calistigimiz cinse ait tiirlerden elde edilen diger bilesikler ile ilgili detayl
antikanser caligmalara baktigimizda; S. miltiorrhiza Bunge’nin kokiinden izole
edilmis trijuganon C'nin antiproliferatif aktivite ve apoptozis indiiksiyonunun
incelendigi bir ¢aliymada, Trijuganon C, insan ldsemi hiicreleri HL-60, Jurkat ve
U937'ye kars1 onemli antiproliferatif aktiviteler gostermistir. Trijuganon C, kromatin
yogunlagmasini, DNA fragmantasyonunu, kaspaz -3, -8 ve -9' un aktivasyonunu ve

HL-60 hiicrelerinde poli (ADP-riboz) polimerazin (PARP) parcalanmasini
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indiiklemistir. Ayrica, bu bilesik Bid ve Bax’1 aktiflestirmis, mitokondriyal membran
potansiyelinin kaybina yol agmis ve mitokondriden sitozole sitokrom C salimini
indiiklemistir. Aksine, Bcl-2 ve Bcl-xL Trijuganon C'den etkilenmemistir. Bu
sonuglar Trijuganon C'nin mitokondriyal disfonksiyon ve kaspaz aktivasyonunun
aracilik ettigi apoptozis indiiksiyonu yoluyla antiproliferatif etkileri oldugunu

gostermistir (110).

S. miltiorrhiza ekstresinden elde edilen dihidrotanshinonun insan glioma SHG-
44 hiicreleri lizerindeki antikanser etkileri 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-
tetrazolyum bromiir deneyi, Hoechst 33258 niikleer boyama, Annexin V/propidium
iyodiir ¢ift boyama ve ayn1 zamanda Western Blot analizi kullanilarak arastirilmistur.
Sonuglar, dihidrotanshinonun SHG-44 hiicrelerinin proliferasyonunu etkili bir
sekilde bastirdigint ve hem doza hem de zamana bagl bir sekilde apoptozisi
indiikledigini gostermistir. Ayrica, dihidrotanshinonun, kaspazlarin (kaspaz-3 ve
kaspaz-9) aktivasyonunu ve SHG-44 hiicrelerinde sitokrom C salintmini arttirdigi
goriilmiistiir. Genel olarak dihidrotanshinonun, apoptozisi indiikleyebildigi ve
kaspazlar ve sitokrom C'yi diizenleyerek gliom hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe

edebildigi goriilmistiir (114).

Kriptotanshinon'un yumurtalik kanseri hiicreleri tizerindeki Onleyici etkisini
degerlendirmek ve altta yatan molekiiler mekanizmay1 incelemek i¢in bir ¢alisma
yapilmistir. Mekanizmalarda yer alan proteinleri metastaz ve apoptozis agisindan
arastirmak i¢in Western Blot yontemi kullanilmistir. Kriptotanshinon, kaspaz
kaskadini aktive ederek yumurtalik kanseri A2780 hiicrelerinin apoptozisini 6nemli
Olgtide indiiklemistir. Elde edilen veriler Kriptotanshinon'un yumurtalik kanseri
hiicreleri iizerindeki anti-tiimor etkisini dogrulamis ve yumurtalik kanseri hiicrelerini

kemoterapiye duyarli hale getirebilecegi konusunda yeni bulgular saglamistir (116).

77



6. SONUC

Bu tez ¢alismasinda 6 Salvia tiiriiniin ekstre ve izole edilen bilesikler diizeyinde
sitotoksik etkileri ile bazi bilesiklerin detayli antikanser ¢aligmalari ilk defa

tarafimizdan calisildi.

Genel olarak sonuglara bakildiginda 6zellikle asetilroyleanon ve 6,7
dehidroroyleanon bilesiklerinin 6zellikle kanserli hiicre serileri lizerinde umut verici
sonuclar verdigi goriilmektedir. Bu nedenle c¢aligilan tiirlerden elde edilen bu
maddelerin sanayi 6lgekli tiretim yollarmin ortaya konulmasi 6nem kazanmaktadir.
Uretim yollarinin ortaya konulmasmin yanmi sira bu maddelerin daha ileri faz

calismalarinin yapilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.

Sonug¢ olarak 6 endemik Salvia tiirii ilk defa tarafimizdan detayli bir sekilde
kimyasal ve biyolojik yonden incelendi. Ulkemizin zenginliklerinden olan Salvia
tiirleri ile yapilacak diger kimyasal ve biyolojik aktivite ¢alismalarma bu tez

sonuglar1 onemli katk1 saglayacaktir.
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