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OZET

Bu calismada Nepeta nuda subsp. nuda L. (Lamiaceae), Hypericum uniglandulosum
Hausskn. ex Bornm. (Hypericaceae), ve Achillea pseudoaleppica Hub.-Mor. (Asteraceae)
ucucu yaglarmin merkezi sinir sistemindeki etkileri in vivo ve in silico modellerle
incelenmistir. Bu baglamda, Tiirkiye’de dogal yayilis géstermekte olan bu bitkilerin ugucu
yaglarinin skopolamin ile olusturulan Alzheimer tipi demans hayvan modelinde hafiza
bozukluklar1 ve anksiyete ve depresyon-benzeri davraniglar tizerindeki etkileri ve etki
mekanizmalar1 arastiriimistir. Oncelikle, bu bitki tiirlerine ait rneklerin ugucu yaglari ekstre
edilmis ve karakterizasyonlart Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi Sistemi
kullanilarak yapilmistir. Hayvanlar davranis testlerinden 6nce 21 giin boyunca ugucu yag
(%1 ve %3) solunum seanslarina maruz birakilmigtir. Ucucu yag uygulanan gruplarda
yalnizca skopolamin uygulanan hayvanlara gore Y-labirenti ve radyal kol labirentinde
spasyal hafiza becerilerinde olumlu etkiler goriilmesinin yani sira yiikseltilmis art1 labirenti
ve zorunlu yiizme testlerinde anksiyete ve depresyon-benzeri davranislarda anlamli dl¢iide
gelismeler kaydedilmistir. Davranig testlerinden sonra, otenazi edilen hayvanlarin
hipokampiis ve amigdala beyin homojenatlarinda ugucu yag uygulanmis gruplarda
asetilkolinesteraz enzim aktivitesinde ve malondialdehit seviyesinde diisiis, toplam
indirgenmis glutatyon miktar1 ve siiperoksit dismutaz aktivitesinde ise artigy gdzlenmistir.
Bunlara ilaveten, ugucu yag bilesenleri ile asetilkolinesteraz enzimi interaksiyonlari
molekiiler modelleme yontemi ile degerlendirilmistir. Molekiiler modelleme ¢alismalari,
ucucu yag bilesenlerinden bazilarinin asetilkolinesteraz ile gili¢lii interaksiyonlari hakkinda
ipuglart sunmustur. Bulgular ¢alisma kapsamindaki ugucu yaglarin beyin oksidatif stres
hasarmi azaltarak ve asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek skopolamin’in yol agtig
merkezi sinir sistemi hasarini azalttigin1 géstermektedir. Sonug olarak, bulgularimiz N. nuda
subsp. nuda, H. uniglandulosum ve A. pseudoaleppica ug¢ucu yaglarinin hafiza bozuklugunu
azaltarak ve anksiolitik ve antidepresan etki gostererek Alzheimer hastaligi gibi
norodejeneratif hastaliklara kars1 koruyucu olabileceklerini 6ne siirmekte ve bu hastaliklar
hedef alan yeni ajanlar bulunmasi konusunda faydali goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hypericum, Achillea, Nepeta, skopolamin, ugucu yag, hafiza,

depresyon, anksiyete, biyoinformatik, Alzheimer hastaligi
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SUMMARY

Investigation of the Effects of Hypericum uniglandulosum Hausskn ex Bornm.,
Achillea pseudoaleppica Hub.-Mor. and Nepeta nuda subsp. nuda L. Essential Oils on

the Central Nervous System with In Vivo and In Silico Models

In this study, the effects of Hypericum uniglandulosum Hausskn. ex Bornm.
(Hypericaceae), Achillea pseudoaleppica Hub.-Mor. (Asteraceae) and Nepeta nuda subsp.
nuda L. (Lamiaceae), essential oils on the central nervous system were examined with in
vivo and in silico models. In this regard, the effects and mechanism of action of essential oils
from these plants, naturally distributed in Turkey, on memory impairment, anxiety and
depression-like behavior were investigated in scopolamine-induced Alzheimer’s type
dementia animal model. Primarily, essential oils of these plant species were extracted and
characterized by Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) system. The animals
were subjected to the essential oils (1% and 3%) for 21 days prior to the behavioral tests. In
the essential oil-treated groups, positive effects on spatial memory performances in Y-maze
task and radial arm maze tests as well as significant improvements in anxiety and depression-
like behaviors in the elevated plus maze and forced swimming tests were observed compared
to scopolamine-alone treated rats. Subsequent to the behavioral tests, decreases in the
acetylcholinesterase enzyme activity and malondialdehyde level while increases in the total
reduced glutathione amount and superoxide dismutase activity were observed in the
hippocampus and amygdala brain homogenates of the euthanized animals in the essential
oil-treated groups. In addition, interactions between the essential oil components and
acetylcholinesterase enzyme were evaluated with molecular modelling method. Molecular
modelling studies had provided clues about the strong interactions between some of the
essential oil components and acetylcholinesterase. The results demonstrate that the essential
oils of the plants decrease scopolamine-induced central nervous sytem damage by reducing
oxidative stress damage and inhibiting the enzyme acetylcholinesterase. In conclusion, our
findings suggest that N. nuda subsp. nuda, H. uniglandulosum and A. pseudoaleppica
essential oils could be protective against neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s
disease by reducing memory impairment and exhibiting anxiolytic and antidepressant
activity and are useful to discover new agents targeting these diseases.

Keywords: Hypericum, Nepeta, Achillea, scopolamine, essential oil, memory, depression;

anxiety, bioinformatics, Alzheimer’s disease
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1. GIRIS

Demans hafizada ve konusma, dil becerisi, diisiinme, mantik kurma gibi diger kognitif
fonksiyonlarda azalma veya kayip ile karakterize edilen bir sendromdur. Bu
fonksiyonlardaki bir degisiklik giinliik aktivitelerde zorlanmalara yol agar. 2015 yili
verilerine gore diinyada 46.8 milyondan fazla insanin demans hastasi oldugu ve bu saymin
her 20 yilda iki katina ¢ikarak 2050 yilinda 131.5 milyona ulasacag diisiiniilmektedir. Hatta
bu rakamlar hastaligin basindaki bireyleri kapsamadigi igin ve bir¢ok vakanin da teshis
edilemedigi diistintildiigiinde durumun ¢ok daha trajik oldugu bilinmelidir. Bu nedenlerden
dolay1 demans giiniimiizde diinyadaki en dnemli saglik problemi olarak goriilmektedir.
Alzheimer hastalig1 ise demansin en yaygin tiirii olup vakalarin %60-80’inden sorumludur.
Alzheimer hastaliginda beyindeki degisimlerin herhangi bir klinik belirti goriilmeden
yaklagik 10-20 yil once bagladigi diisiiniilmektedir. Hastaligin son agamalarinda hasta,
ailesini ve yakinlarini hatirlayamaz ve yutma, yiiriime ve uyuma gibi aktiviteleri bile yerine
getirmekte zorlanarak tamamen hasta bakicilara bagl hale gelir. Hastaligin ortaya c¢ikis
nedenleri tam olarak Dbilinmemekte olup multifaktoriyel bir hastalik oldugu
diisiiniilmektedir. Bir¢ok risk faktorii hastaligin gelisiminde yol oynamaktadir ve hastaligin
teshisinde bu risk faktorleri goz 6nilinde tutulur. Bunlar igerisinde ilerleyen yas en énemlisi
olarak goriilmektedir. Suan itibariyle tam bir tedavisi bulunmayan Alzheimer hastaligina
yalnizca semptomatik yaklagimlar getirilmistir (Barrera-Ocampo ve Lopera, 2016).

Geleneksel tip, son yillarda tekrar aragtirmacilarin ilgisini ¢ekmis olup tamamlayici
veya integratif tip adi altinda degerlendirilmektedir. Bu alanda 6zellikle tibbi ve aromatik
bitkiler biiyiik paya sahiptir. Ulkemizde yaklasik 12.000 bitki taksonunun bulunmasi ve
bunlarin yaklasik iicte birinin endemik olmasi (Tekeli ve Gokce, 2016) (Uludag vd., 2017)
sebebiyle fitoterapi ¢alismalari tilkemizde de hiz kazanmustir.

Demans tedavisinde, tamamlayic1 tedavi yontemleri igerisinde en fazla ilgiyi
aromaterapi ve ugucu yaglarin kullanimi ¢ekmektedir. Daha az yan etkiye yol actig
diisiiniilen aromaterapi aragtirmacilar tarafindan her yoniiyle degerlendirilmekte ve birgok
farkli bitkiye ait ugucu yaglar hem deney hayvanlari tizerinde arastirilmakta hem de klinik
caligmalar1 yapilmaktadir (Forrester vd., 2014).

Alzheimer hastaliginin 6nlenmesi veya etkili bir sekilde tedavi edilebilmesi i¢in 2025

yil1 politikacilar tarafindan hedef olarak konmustur (Cummings vd., 2016). Su an itibariyle



onaylanmis 5 tane ilagtan higbiri hastaligi 6nlemek veya durdurmak konusunda basarili
olamamistir; bu ilaglar hastaligin yalnizca semptomlarint diistiriirken hastalarin yasam
kalitelerini az da olsa yiikseltmektedirler. Bununla birlikte 2025 yili hedefine ulasabilmek
icin ilag gelistirme ¢alismalari hiz kesmeden siirmektedir. ila¢ gelistirme ¢alismalarinda
zaman ve kaynaklarin ekonomik kullanimi ic¢in Oncelikli olarak teorik yoOntemlerden
faydalanilmaktadir. Bu yOntemlerin  basim1  molekiiler —doklama  (yerlestirme
/yanasma/docking) adi verilen modelleme metodu ¢ekmektedir. Molekiiler doklama
metodolojisi hedef proteinin baglanma bolgesindeki kiiglik molekiillerin davranigini inceler.
X-151m1 kristalografisi veya niikleer manyetik resonans (NMR) kullanilarak proteinlerin
yapisinin kesfedilmesiyle, ila¢ tasariminda giiglii bir ara¢ olan molekiiler doklama’dan daha
cok faydalanilmakta ve Alzheimer hastaligin1 6nlemek ve/veya tedavi etmek i¢in yeni ve

etkili ilaglarin tasarlanmasi i¢in arastirmalar stirmektedir (Pagadala vd., 2017).

1.1. Geleneksel ve Tamamlayici Tip

Geleneksel tip veya halk tibbi, cografi bir bolgeye ve belirli bir kiiltiire ait olan bir
grup saglik hizmeti sistemleri, uygulamalar1 ve tirlinleridir. Tamamlayici veya integratif tip
ise diinyada kabiil gormiis ve mevcut tedavi uygulamalarina tamamlayici olarak yapilan
tedavi uygulamalaridir.

Geleneksel Cin Tibb1 ve Ayurveda ile bati kiiltiirlerinde dogmus olan homeopati ve
naturapati uygulamalari, “biitiinciil (holistik) tibbi sistemler” adi verilen viicudun genel
sagligini korumaya yonelik yaklasimlara ornek teskil etmektedirler. Aromaterapi, besin
takviyeleri, akupunktur, oksijen terapisi, meditasyon, refleksoloji, kinezyoloji,
detoksifikasyon gibi beslenmeye bagli terapiler ve daha pek ¢ok uygulama tamamlayici tip
uygulamalari arasina girmektedir. Avrupa, Amerika ve Uzakdogu iilkelerinde yalnizca bu
tir uygulamalarin yapildigi bir¢ok klinik bulunmaktadir (Sutton, 2010). Bununla birlikte,
tamamlayict veya integratif tibbin, klasik tiptan tamamen ayrilmasinin dogrulugu
tartismalidir.

Doga biyolojik ve kimyasal gesitlilik agisindan zengin bir kaynaktir. Cesitli bitkisel ve
hayvansal iiriiniin tibbi olarak kullanilmalar1 agisindan birgok potansiyeli bulunmaktadir.
Hayvanlardan elde edilen dogal iiriinler modern tibba ¢oktan entegre edilmislerdir. Ornegin

stiliikler plastik cerrahide, yilan zehri ise alternatif opioit olarak kullanilmaktadirlar.



Bitkilere ve bitkisel ekstrelere dayanan geleneksel tip uygulamasina ise “fitoterapi”
denilir. Bitkisel tip da kokenlerini eski kiiltiirlerden almistir. Antik Misir, Hindistan ve Cin
fitoterapinin yogun bir sekilde kullanildig: yerler olarak bilinir. T1bbi bitkiler genel viicut
sagligin1i korumak ve cesitli hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla binlerce yil boyunca
kullanilmig ve bu bilgi nesiller boyu aktarilarak giinimiize kadar gelmistir. Aslinda birgok
ilacin etken maddesinin kokeni bitkilerde bulunan dogal bilesenlere dayanmaktadir. Son
yillarda, dogal {iriinlere olan ilgi tekrar artmis ve bitkilerin tibbi amagh olarak kullanimlari
hiz kazanmistir. Bunun nedenlerinden biri dogal {irtinlerin kendilerine has ve kompleks
yapilarinin kimyasal sentezle kolayca elde edilememesidir.

Geleneksel uygulamalarda birgok bitki noérodejeneratif hastaliklar1 da igceren kognitif
hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla kullanilmistir. Etnofarmakolojik calismalar Alzheimer
hastalig1 gibi kognitif hastaliklarin tedavisiyle iligkili bitkilerin ve potansiyel yeni ilaglarin
ortaya konmasinda 6nemli bir basamak teskil etmekte olup Alzheimer hastalig1 tedavisi i¢in
kullanilabilecek ilaglar agisindan birgok secenek sunmaktadirlar (Natarajan vd., 2013).
Antioksidan, antiinflamatuar ve antiamiloidojenik aktivitelere sahip olan tibbi bitkiler
Alzheimer hastalig1 lizerinde etkili olabilecek onemli adaylardir. Alzheimer hastaligi ve
hafiza iizerinde olumlu etkilere sahip olan bir¢ok tibbi bitki literatiir kaynaklarinda yerini
almistir. Farkli kiiltiirler tarafindan hafiza geriligi tedavisinde kullanildigi bildirilen bu
bitkilerden bazilar1 sunlardir: Valeriana officinalis L., Salvia officinalis L., Myristica
fragrans Houtt., Centella asiatica (L.) Urb., Evolvulus alsinoides L., Musa sapientum
L., Bryophyllum pinnatum L., Abrus precatorius L., Ficus exasperate Vahl., Dioscorea
mangenotiana J. Miege, Jatropha curcas L., Spondia smombin L. (Akram ve Nawaz, 2017).
Alzheimer hastaligt ve demans iizerinde etkili bulunan bitkiler arasinda da Ocimum
basilicum L. (Elufioye vd., 2012), Juglans regia L. (Haider vd., 2011), Cuminum cyminum
L. (Koppula ve Choi, 2011), Melissa officinalis L. (Kennedy ve Scholey, 2006), Rosmarinus
officinalis L. (Ozarowski vd., 2013), Piper nigrum L. (Hritcu vd., 2014), Ginkgo biloba L.
(Tan vd., 2015), Bacopa monnieri (L.) Wettst. (Roodenrys vd., 2002), Emblica
officinalis Gaertn. (Thenmozhi vd., 2016) yer almaktadir. Antikolinesteraz aktivitesine
sahip olduklar1 bildirilen bitkilerin bazilar1 ise sunlardir: Brassica alba (L.) Rabenh.,
Brassica nigra (L.) W. D. J. Koch., Camellia sinensis (L.) Kuntze., Cinchona officinalis L.,
Citrus aurantifolia L., Citrus aurantium L., Ferula assafoetida L., Humulus lupulus L.,
Juglans regia L., Juniperus sabina L., Myristica fragrans Houtt., Punica granatum L.,
Rheum officinale L., Salix alba L., Zizyphus vulgaris L. (Jazayeri vd., 2014).



Enflamasyonun noérodejeneratif hastaliklar: ilerlettigi bilinmektedir. Dolayisiyla
enflamasyonun oOnlenmesi ile Alzheimer hastaliginin baslamasinin geciktirilebilecegi
diisiiniilmektedir. Normal yaslanma siirecinde beyinde uzun zincir omega-3 yag asitlerinin
azaldig1 goriilmektedir. Alzheimer hastalarinda da beyin dokosahekzaenoik asit (DHA)
diizeyinde diistis goriildiigii bildirilmistir. Thomas (2015) DHA takviyesinin inflamasyonu
distirdiigiinii gostermistir. Uzun zincir yag asitlerinin diyetle veya besin takviyesi olarak
alinmasinin  Alzheimer hastalifimi  Onleme veya geciktirmede etkili olabilecegi
distiniilmektedir (Cooper ve Ma, 2017). Bitkisel sekonder metabolitlerden olan
fenilpropanoitler de antiinflamatuar 6zellikleri ile bilinen bilesiklerdendir (Korkina vd.,
2011).

Norotrofinler bilindigi gibi ndronlarin hayatta kalmalarini, gelismelerini ve fonksiyon
gostermelerini kontrol eden protein ailesidir (Skaper, 2012). Noérotrofinlerin tiikenmesi
Alzheimer hastaligimminin gelismesini hizlandirmaktadir. Venkatesan (2015), terpenoitler,
alkaloitler ve streroidal saponinlerin norotrofin-baglantili néroprotektif etki gosterdiklerini
bildirmistir (Cooper ve Ma, 2017).

Norodejeneratif hastaliklardan korunmak ve yeni ve etkili ilaglarin {iretilmesi i¢in
binlerce yillik deneyimlerin sonucu olarak olusan birikimin gézardi edilmemesi faydali
olacaktir. Bu baglamda yeni anti-Alzheimer ajanlarmin bulunmasi amaciyla 6zellikle

yoresel olarak kullanilmakta olan bitkiler degerlendirilmelidir.

1.1.1. Ucucu Yaglar

Ugucu yaglar bilim insanlarinin dikkatini ilk ¢ektigi yillarda “bitkilerden distilasyonla
elde edilen ve oda sicakliginda buharlasan kokulu maddeler” olarak tanimlanmistir. Ugucu
yaglarin antibakteriyel ve antiviral 6zellikleri nedeniyle uzun yillar Avrupa’da kullanildig:
bildirilmistir (Tisserand, 1988). Ugucu yaglar ¢ok ¢esitlidir ve bir¢ok biyolojik etkileri
bulunmaktadir. Bunlar arasinda sakinlestirici, uyumay1 kolaylastirici, agri giderici ve
antidepresan Ozellikleri basta gelmektedir. Ugucu yaglar denildiginde rahatlatici ve stresi
azaltict maddeler akla gelmektedir.

Ugucu yaglar diisitk molekiiler agirlikli (genelde 500 daltondan kiigiik) bilesiklerden
olusan karigimlardir. Bitkilerden, buhar distilasyonuyla, hidrodistilasyonla veya ¢6ziicii ile
elde edilirler. Ugucu yaglar genelde bitkilerin yag kanali, recine kanali, bez veya trikom gibi

yapilarinda depolanirlar. Monoterpenler, seskiterpenler ve bu ikisinin oksijenli tiirevleri ile



fenilpropanoitler ugucu yaglarin en biiyiikk gruplarmi olusturur (Carvalho vd., 2015).
Fenilpropanoitler, bitki fizyolojisinde birgok role sahip olan ve yap1 ve fonksiyon olarak ¢ok
cesitli bitki polifenollerinin sentezinde kullanilan bilesenlerdir (Korkina vd., 2011).

Cogunlukla bir ugucu yagin biyolojik aktivitelerine major bilesenlerine bakilarak karar
verilir. Bununla birlikte, bazen genel aktivite tek basina hig bir bilesene atfedilemeyebilir;
bu durumda biitiin molekiillerin kombinasyonu ile aktivite goriildiigii diisiiniiliir. Ornegin
biberiye yagiin bocek larvasina karsi inhibitor aktivitesi bildirilmis olup, yag bilesenlerinin
tek basina etki gostermedikleri, bir¢ok bilesenin birlikte sinerjistik etki meydana getirdikleri
rapor edilmistir (Isman vd., 2008). Ugucu yaglarin biyolojik etkileri arasinda antimikrobial,
antiviral, antimutajenik, antikanser, antioksidan, antiinflamatuar, immunomodiilator,
antiprotozoal aktiviteleri bulunmaktadir ve her gecen giin farkli biyolojik aktiviteleri
tizerinde ¢alismalar bildirilmektedir (Properzi vd., 2013). Ugucu yag tasiyan yaklasik 60
familya bulunmaktadir. Tibbi ve endiistriyel degeri olan ugucu yaglarca zengin familyalarin
baslicalar1 ise sunlardir: Alliaceae, Apiaceae, Asteraceae, Lamiaceae, Myrtaceae, Poaceae
ve Rutaceae (Raut ve Karuppayil, 2014).

Ucgucu yaglar, ¢esitli bitki materyallerinde bulunan sekonder metabolitleri iceren genis
bir kimyasal bilesik dizisinden meydana gelir. Bunlar ugucu olup karakteristik kokular
uretmektedirler. Farkli ugucu yaglar bu bilesenlerin farkli kombinasyonlarindan olusur ve
bu da yaga kendisine has kokusunu ve terapotik karakteristigini verir. Ayni tiirtin farkli
varyeteleri bile farkli kemotipe sahip olabilir (Bethesda, 2017). Ugucu yaglar bitkilerin dal,
cicek, kabuk, yaprak, tohum ve kok gibi ¢esitli kisimlarinda bulunabilir. Bir¢cok ugucu yag
kozmetikte, gida katki maddesi olarak, sabun ve parfiim yapiminda kullanilir (Pandey vd.,
2016). En az 2000 bitki tiiriinden su ana kadar yaklasik 3000 ugucu yag elde edilmis olup,
bunlardan 300 kadart ticari olarak dneme sahiptir (Raut ve Karuppayil, 2014).

Ucgucu yagi igerigi ve bilesenlerin konsantrasyonlar1 ise genetik varyasyon, bitki
besini, glibreleme uygulamalari, bitkinin bulundugu cografi lokasyon, iklim, mevsimsel
degisimler, biiyiime ve gelisme slirecinde stres, hasat sonras1 kurutma, depolama ve isleme
gibi bircok faktdre bagli olarak degisiklik gosterebilmektedir. Ayrica kullanilan bitki
materyalinin tipi ve ekstre edilme yontemi de ugucu yaginin verimini ve kompozisyonunu
etkiler ve bu da biyolojik &zelliklerini belirler. Ornegin, farkli bitki materyallerinden elde
edilen ugucu yaglar farkli biyolojik etkiler gosterebilir. Ayni sekilde farkli polaritelerdeki
coziiciler de farkli grup bilesikleri ekstre edebilir. Bu faktorler bir digerini de
etkileyebileceginden sonuglari analiz etmek kolay olmayabilir (Raut ve Karuppayil, 2014).



1.1.2. Aromaterapi

Tamamlayici veya integratif tip son on yilda daha yaygin hale gelmis olup Alzheimer
hastaligt da aralarinda olmak {izere genis skalada saglik problemlerine karsi
uygulanmaktadirlar. Tamamlayic1 tip diinyanin birgok yerinde artik saglik hizmetlerinin
biiyliyen bir pargasi haline gelmistir. Aromaterapi ise tamamlayici tedaviler igerisinde basta
gelen uygulamalardan biridir. Nispeten invaziv-olmayan bir prosediir olarak goriilen
aromaterapi, hastalara diger uygulamalara gére daha giivenilir gelmektedir. Aromaterapi
fitoterapinin bir pargast olup saglik problemlerini azaltmak ve kisinin genel sagligini
tyilestirmek amactyla uygulanmaktadir. Ugucu yaglarin kullanimlarina dayanan aromaterapi
“demansin davranigsal ve psikolojik semptomlar1 (behavioral and psychological symptoms
of dementia, BPSD)” i¢in kullanilmakta olup uyumay: kolaylagtirmakta, motivasyonu
artirmakta ve huzursuz davranisi azaltmaktadir. Aromaterapi i¢in secilen ugucu yaglar ¢ok
diisiik toksik profile sahiptir ve klasik farmakolojik ilaglara oranla giivenilir bir secenek
sunmaktadirlar. Bununla birlikte, ugucu yaglar konvansiyonel ilaglar gibi standart
formiilasyonlara sahip olamayacaklar1 yoniinde elestiri de almaktadirlar, fakat ¢ok iyi
kurulmus kalite kontrol sistemleri ve kullanilan standardizasyon teknikleri ugucu yaglarin
formiilasyonlarini istenen basariya yaklastirmistir.

Aromaterapi aktivitesi, koku molekiili ve buna duyarli koku reseptorii ile
baslamaktadir. Koku molekiilii nazal bosluktan gecer ve burun epiteline tutunur. Uyar1 burun
epitelinde konsantre olmus koklama sinir sistemi ile limbik sistemdeki hipokampiis veya
amigdalaya iletilir. Koku taninir ve uyar1 hipotalamusa iletilir ve ardindan otonomik sinir
sistemi ve i¢ salgi sistemi ayarlanarak hipokampiiste ve amigdalada norotransmitter
salinmasi gibi bir seri reaksiyonu baglatir (Jimbo vd., 2009).

Aromaterapide kullanilan ugucu yaglar c¢ogunlukla elektrik diflizorler ve
buharlastiricilar ya da deriye masaj yapilarak uygulanir, béylece ugucu yagin aromasi
buharlasir ve koku duyusunu uyarir. (Forrester vd., 2014). Koku uyarisinin fiziksel ve
psikiyatrik etkileri birgok calisma ile dogrulanmistir, fakat hayvanlarda aromaterapi
calismalar1 sonucu gozlenen etkilerin insanlarda ne dl¢iide gozlenebilecegi bilinmemektedir

(Nagai vd., 2017).



1.2. Cahsma Kapsamindaki Bitkiler

1.2.1. Hypericum uniglandulosum Hausskn. ex Bornm. Tiiriine ait Genel Bilgiler

Hypericum L. Hypericaceae familyasina ait en genis cins olup yaklasik 450 tiir
barindirmaktadir. Diinyanin bir¢ok bolgesinde dagilmis olan cins iiyelerine yalnizca
kutuplarda, ¢ollerde ve tropikal bolgelerin diisiik rakimli alanlarinda rastlanmamaktadir
(Tekin, 2017). Tiirkiye Florasi’nda 96 Hypericum taksonu yer almakta olup bunlardan 46’s1
endemiktir (Bertoli vd., 2017).

Hypericum tiirleri Tiirkiye’de “binbirdelik otu”, “kanotu”, “peygamber ¢icegi” ve
cogunlukla “sar1 kantaron” isimleriyle taninmakta olup halk arasinda mide hastaliklarina,
tilsere ve diyabete kars1 koruyucu olarak kullanilmaktadir (Tekin, 2017).

Cins ekstreleri tizerinde onlarca ¢alisma mevcut olup, ¢ok ¢esitli biyolojik aktiviteleri
bildirilmistir. Bunlar arasinda antibakteriyel, antidepresan, antiviral, antiinflamatuar ve
antioksidan aktiviteleri goze ¢arpmaktadir (Zhao vd., 2015). Ayrica cins iiyelerinin sedatif,
antiseptik, yara-iyilestirici, anti-astmatik, analjezik, hepatoprotektif ve anti-spazmotik
etkileri bildirilmistir. Hypericum tiirlerinin ugucu yaglarin da aralarinda bulundugu birgok
biyoaktif bileseni igerdigi bildirilmistir (Bagci ve Yuce, 2011).

Cinsin bir¢ok tiirii diinyanin cesitli bolgelerinde geleneksel tibbi bitki olarak
degerlendirilmektedir. Hypericum perforatum L. (Sar1 kantaron, St. John’s Wort) hafif ve
orta siddetli depresyon lizerindeki olumlu etkileriyle iin kazanmis olup, cinsin diger tiirlerine
yonelik arastirmalarin da artmasini saglamistir. Sar1 kantaron, depresyon tedavisinde klasik
sentetik ilaclarin en 6nemli bitkisel alternatifidir. Tir tiyelerinin toprak iistii kisimlariyla
hazirlanan ekstreler bir¢ok iilkede ve Tiirkiye’de antidepresan olarak kullanilmaktadir (Yuce
ve Bagci, 2011).

Hypericum perforatum ekstresinin Alzheimer hastaligi hayvan modelinde kognitif
fonksiyonlar1 gelistirdigi, asetilkolinesteraz inhibitorii oldugu ve ayrica, hipokampiiste
amiloit-beta plaklarin1 azaltip, oksidatif stresi ve noroenflamatuar faktorleri engelledigi
bildirilmistir (Cao vd., 2017). Hypericum perforatum ekstresinin ayrica siyatik sinir hasari
olusturulmus ratlarda lipit peroksidasyonu ve apoptozisi azaltip, plazma antioksidan
parametrelerinde artisa neden oldugu bildirilmistir (Uslusoy vd., 2017). Cins {iyelerinden
Hypericum lydium Boiss. etanol ekstraktinin antimutajenik ve antioksidan aktivitesi in vitro

yontemlerle gosterilmistir (Boran ve Ugur, 2017). Hypericum scabrum L. ekstresinin



yiiksek-yagl diyetle beslenen ratlarda malondialdehit (MDA) seviyesini diisiirlip katalaz
diizeyini artirdigi ve ogrenme ve hafizayr gelistirdigi goriilmistir (Ganji vd., 2017).
Tiirkiye’ye endemik tiir olan H. capitatum var. capitatum Choisy bitkisinin metanol
ekstresinin antioksidan, antimikrobiyal, antikolinesteraz ve DNA hasar1 inhibitor aktiviteleri
bildirilmistir (Boga vd., 2016). Bu ¢alismalara parallelik gostermeyen bagka bir ¢aligmada
ise Hypericum humifusum L. yaprak ekstresinin ratlara uzun siireli olarak uygulanmasi
neticesinde testis dokularinda MDA degerleri artmis, katalaz ve sliperoksit dismutaz (SOD)
ise azalmistir. Dolayisiyla uzun siireli H. humifusum uygulamasi rat testis dokularinda
oksidan etki gostermistir (Hammami vd., 2017).

Mugla’da yiiriitiilen bir etnobotanik calismada “yer piren” yoresel ismi ile bilinen
Hypericum empetrifolium romatoite karsi, “kantaron otu” ismi ile bilinen Hypericum
montbrettii yara ve yaniklara karsi ve agr1 kesici olarak, “kizilcilik” veya “piiren” adiyla
taninan Hypericum triquetrifolium Turra bitkisinin ise karin agrisina karsit kullanildig
bildirilmistir (Glirdal ve Kiiltiir, 2013).

Bosna Hersek’te yiiriitiilen etnobotanik bir ¢alismada Hypericum montanum L.,
Hypericum perforatum ve Hypericum tetrapterum Fries bitkilerinin kaynatilarak
tiiketilmesinin iiriner sistem iltihaplanmalarina kars1 ve balgam soktiiriicii olarak kullanildig:
bildirilmistir (Sari¢-Kundali¢ vd., 2010).

Birgok Hypericum tiiriine ait ugucu yaglar hem kimyasal bilesenleri hem de biyolojik
aktiviteleri agisindan ¢alisgilmistir. Hypericum coris L. ugucu yagmin antifungal etkisi
gosterilmistir (Schwob vd., 2002). Hypericum hyssopifolium Chaix var. microcalycinum
Boiss et Heldr ve Hypericum lysimachioides Boiss et Noe var. lysimachioides Boiss et Noe
ucucu yaglarmin antimikrobiyal aktiviteleri saptanmistir (Toker vd., 2006).

Hypericum uniglandulosum Hausskn. ex Bornm. Tiirkiye’ye endemik bir tiirdiir ve
“Kemaliye kantaronu” olarak bilinmektedir (URL-3, 2017). iran-Turan elementi olan tiiriin
yetisme ortami 780-1400 metre yiikseklikte volkanik tepeler, step ve dag yamaglari ve Pinus
sp. alt1 seklindedir. Haziran ayinda cigeklenen tiir {iyelerinin yayilis alan1 Elaz1g, Erzincan,
Malatya ve Tunceli ile sinirhidir (Yuce, 2009). H. uniglandulosum tiiriiniin dagilimi Sekil
1.1a’da gosterilmistir.

Hypericum uniglandulosum tiiriiniin endemik olmasindan dolay1 iizerinde yapilmis
fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Bir ¢alismada tiiriin ekstresinin antimikrobiyal aktivitesi
bildirilmistir (Turkoglu vd., 2015).



1.2.2. Achillea pseudoaleppica Hub.-Mor. Tiiriine ait Genel Bilgiler

Achillea L., Asteraceae familyasi igerisindeki en 6nemli cins olup, diinyanin farkli
bolgelerinde dogal olarak yayilis gosteren 100’den fazla tiirii barindirmaktadir. Kuzey
Amerika, Avrupa’nin gesitli bolgeleri, Dogu ve Bati Asya, Avusturalya, Yeni Zelanda ve
Orta Dogu bolgelerinde endemik Achillea tiirleri yayilis gostermektedir. Bununla birlikte,
cinsin esas habitatlar1 Tiirkiye, Iran, Sirbistan ve Dogu Avrupa olarak bilinmektedir
(Mohammadhosseini vd., 2017). Cins Tiirkiye’de 54 taksona ait 48 tiirle temsil edilmekte
olup bunlardan 24 tanesi endemiktir. Cins tiyeleri Tiirkiye’de “civanpercemi ve ayvadanasi”
gibi isimlerle bilinmektedir (Zengin vd., 2017).

Achillea tiyeleri oldukga aromatik olup halk tibbinda en ¢ok adi gecen bitkilerdendir
(Bessada vd., 2015). Geleneksel Cin, Iran ve Antik Yunan tibbinda siklikla kullanilan ve
deger goren bitkilerdendir. Antik Yunan kahramani olarak bilinen Achilles’in cephede
savasan askerlerin yaralarini tedavi etmek amaciyla bu bitkiyi kullandigina dair rivayetler
vardir Ayrica, Kizilderililerin Achillea tiirlerini yara ve kesik tedavisinde kullandiklari rapor
edilmistir. Cins tyelerinin kaynatilmasiyla elde edilen g¢aylarin ise kanama ve ates
tedavisinde, ayrica besinleri iyi sindirmek ve genel olarak viicudun giiglenmesi amaciyla
kullanildig1 bilinmektedir. Geleneksel Pers tibbinda ise zatiirre, romatoit ve viseral agrilara,
pnomoni, anfizem ve hemorajiye kars1 kullanildig1 bilinmektedir. Ayrica Achillea tiirlerinin
analjezik, antipiretik, spazmolitik, sitoprotektif, antienflamatuar, anti-néroenflamatuar,
antinosiseptif, antihelmintik, antiiilser, antioksidan ve antihipertansif etkileri bildirilmistir
(Mohammadhosseini vd., 2017).

Tiir bazinda degerlendirmek gerekirse cinsin en 6nemli tiirlerinden biri olan Achillea
millefolium L. ekstresinin, antimikrobiyal, antioksidan (Candan vd., 2003), damar koruyucu
(Dall’Acqua vd., 2011), antitimér (Dias vd., 2013) ve hipotansif (Souza vd., 2011)
aktiviteleri Dbildirilmistir. Ayrica, farelerde A. millefolium ekstresinin uygulanmasi
sonucunda anksiyolitik etkinin goriildiigii bildirilmistir (Baretta vd., 2012). Achillea
biebersteinii Afan ve Achillea fragrantissima (Forssk.) Sch. Bip. tiirlerinin antioksidan
(Shahat vd., 2014) ve antimikrobiyal (Almadiy vd., 2016) aktiviteye sahip oldugu
bildirilmistir.

Achillea pseudoaleppica Hub. —Mor. (Harput per¢emi) (URL-5, 2017) endemik bir tiir
olup, 600-1300 metre yiiksekliklerde, step, kalkerli yamag, konglomera kaya ve ¢agilliklarda



yetismektedir. Iran-Turan elementi olan tiir yalnizca Elaz13’da yayilis gostermektedir (URL-
2,2017). A. pseudoaleppica tiiriiniin dagilim1 Sekil 1.1b’de gosterilmistir.

A. pseudoaleppica endemik bir tiir olmasindan dolay1 iizerinde yeterince ¢alisma
yapilmamis olup, literatiir taramasina gore yalnizca kimyasal bilesenlerine yonelik birkag

calisma bulunmaktadir (Appendino vd., 1993), (Ozen vd., 2003).

1.2.3. Nepeta nuda L. subsp. nuda L. Taksonuna ait Genel Bilgiler

Nepeta L. (Lamiaceae) tek yillik veya ¢ok yillik olup, Asya, Avrupa ve Kuzey
Afrika’da yayilis gosteren ve yaklasik 300 tiir ile temsil edilen bir cinstir. Tiirkiye’de 33 tiirii
bulunmakta olup, bunlardan 17’si endemiktir. Nepeta yapraklar1 yemek, salata ve ¢orbalarda
tat vermesi icin kullanilmaktadir. Kurutulmus yapraklari ¢ay olarak tiiketilmektedir. Nepeta
ucucu yaglari ayrica parfiimeride de kullanilmaktadir (Kilic vd., 2011). Nepeta tiirlerinin
halk hekimliginde antispazmodik, balgam sokiicii, diiiretik, antiseptik, oksiiriik giderici,
antiastmatik ve ates diistirlicli olarak kullanildig1 bilinmektedir (Alim vd., 2009).

Nepeta cins tiyeleri ayni zamanda halk tibbinda sinir sistemi hastaliklart igin de
kullanilmaktadir. Nepeta menthoides Boiss. & Buhse tiiriiniin anksiyeteye karsi kullanildig:
bildirilmektedir. Nepeta nuda L. subsp. albiflora (Boiss.) Gams ugucu yaginin antibakteriyel
ve zayif antioksidan aktiviteleri bildirilmistir (Alim vd., 2009). Adana’da yiiriitiilen bir
etnobotanik ¢alismada N. nuda subsp. albiflora toprak tistii kisimlarinin ates distiriicii ve
yara iyilestirici etkileri bildirilmistir (Giines vd., 2017).

Nepeta rtanjensis Diklic et Milojevic ugucu yaginin kanser hiicre hattinda sitotoksik
aktivitesi gosterilmistir. N. rtanjensis ugucu yaginin bu aktivitesi antikanser terapisinde
etkili olabilecegini diisiindiirmektedir (Skoric vd., 2017). Nepeta hormozganica Jamzad
ugucu yaginin antibakteriyel aktivitesi tespit edilmistir (Sonboli vd., 2017). Nepeta
hindostana (B.Heyne ex Roth) Haines ugucu yagmin antioksidan ve antimikrobiyal
aktiviteleri gosterilmistir (Pandey vd., 2015).

Endemik olmayan bir tiir olan Nepeta nuda L. subsp. nuda L. (morkiincii) (URL-
4, 2017) 1100-2250 metre yiiksekliklerde, g¢ayirliklar, kaya yamaclari, Juniperus
caliliklar1 ve Pinus koruluklarinda bulunmaktadir. Genel dagilimi G. ve O. Avrupa,
Balkanlar, Sibirya, Kaftkasya, Kirim, K. ve KB. Iran ve Liibnan olan tiiriin Tirkiye’deki
yayilist bati Anadolu (Bolu, Istanbul, Ardahan, Afyonkarahisar, Ankara, Denizli,
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Eskisehir, Isparta, Konya, Kiitahya, Usak) ve doguda Artvin seklindedir. N. nuda subsp.

nuda tiiriniin Tirkiye’deki dagilimi1 Sekil 1.1¢’de gosterilmistir.

,_J"'_'?f'

Sekil 1.1 Bitki taksonlarimin Tiirkiye’deki dagilimlar1 a) Hypericum uniglandulosum (Elazig, Erzincan,
Malatya, Tunceli), b) Achillea pseudoaleppica (Elazi1g), c) Nepeta nuda subsp. nuda (Bolu, istanbul,
Ardahan, Afyonkarahisar, Ankara, Artvin, Denizli, Eshisehir, Isparta, Konya, Kiitahya, Usak)
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N. nuda subsp. nuda Herpes simplex viriis tip 1 ve 2’ye kars1 antiviral aktivite
gosterdigi  bildirilmistir (Todorov vd., 2015). N. nuda subsp. nuda bitkisi
antimikrobiyal, spazmolitik ve sakinlestirici etkileriyle bilinmektedir, hatta sepsise
kars1 da etkili oldugu bildirilmistir. Bir ¢alismada N. nuda subsp. nuda ugucu yaginin
lipit peroksidasyonuna karsi oldukg¢a giiclii etkileri gosterilmistir (Kozuharova vd.,
2014).

Gortldagu gibi Hypericum, Achillea ve Nepeta cins iiyelerinin biyolojik etkilerine
yonelik birgok ¢alisma bulunmaktadir, fakat skopolamin hayvan modelinde Hypericum
uniglandulosum, Achillea pseudoaleppica ve Nepeta nuda subsp. nuda ugucu yaglarinin
hafiza, depresyon, anksiyete ve beyin dokularinda oksidatif stres lizerinde etkileri {izerine

bir calisma bulunmamaktadir.

1.3. Alzheimer Hastahgi

20. ylizylda saglik alanindaki en biiyiik gelisme ortalama yasam émriiniin 30 y1l kadar
artmasi olmustur. Giiniimiizde 85 ve {izeri yas grubu populasyonun hizli biiyiiyen segmenti
olmakla birlikte, bu durum beraberinde yeni saglik problemlerini getirmistir. 85 yas ve iizeri
her 3 kisiden birinde Alzheimer hastalig1 goriilmektedir ve bu say1 giin gectikce artmaktadir
(Santos vd., 2017).

Alzheimer hastaligi ilk olarak yiiz yildan fazla bir zaman 6nce Dr. Alois Alzheimer
tarafindan tanimlanmigtir. 1901 yilinda Almanya’da, Frankfurt hastanesinde Alzheimer’in
hastas1 olan Auguste D. kavrama bozuklugu, hafiza kaybi, dezoryantasyon ve
halusinasyonlar gibi semptomlar gostermekteydi. 5 Y1l sonra yasamini yitiren hastanin
beyninde otopsi sonucu yogun amiloit plaklar ve noérofibriler yumaklar goze ¢arpmusti.
Birkag¢ sene sonra ikinci bir hastada ayni semptomlar ve patolojik durumla karsilagilmasi
hastalig1 kesinlestirmis oldu (Tse ve Herrup, 2016). Teshis eden doktorun ismiyle anilan
hastalik, “Alzheimer hastaligi (AH)” olarak literatiire girdi.

AH tanim olarak episodik bellek ve diger kognitif becerilerde bozulma ve patalojik
olarak beyinde beta amiloit plak ve tau proteini hiperfosforilasyonu ile olusan nérofibriller
yumaklar ile karakterize edilen yas-bagimli bir hastaliktir. Hastaligin progresif olmasi da
yine 6nemli bir karakteristik 6zelligidir (Han vd., 2017).

AH, demansin en yaygin tiirii olup demans vakalarinin % 60-80’inden sorumludur.

Hastaligin en yaygin goriildiigii yerler ABD, bat1 Avrupa ve Cin olmakla birlikte gelismekte

12



olan iilkelerde de hastaligin prevalansi artmaktadir (Barrera-Ocampo ve Lopera, 2016).
Tiirkiye’de ise 600.000 dolayinda hastanin Alzheimer hastaligiyla miicadele ettigi
belirtilmektedir (URL-1, 2017).

1.3.1. Alzheimer Hastaliginin Patolojisi

Alzheimer hastalarinin beyinlerinde goriilen iki patolojik durum amiloit-beta (AB)

plaklar1 ve norofibriler yumaklardir.

1.3.1.1. Amiloit-beta Plaklar:

AH patogenezinde en dnemli karakteristik 6zellik amiloit beta proteini ile olusan
plaklardir. AB peptidi gogunlukla 39-43 amino asit uzunlugundadir ve amiloit Oncii
proteininin (APP) a, B, ve y-sekretazlarla proteolitik kesim asamalarindan sonra olusur.
Peptidin 2 predominant formu bulunmaktadir. AR plaklarinin néronal hasara yol actigi
bilinmektedir, fakat bu hasarin nasil oldugu hala tam aydinlatilabilmis degildir. Bir hipoteze
gore AP plaklart reaktif oksijen tiirlerini artirarak protein ve lipit peroksidasyonunu
tetiklemekte ve noronal Sliime yol agmaktadir (Aleksis vd., 2017). Bir¢ok genetik ve
biyokimyasal ¢alisma gostermistir ki hem ailevi, hem de sporadik vakalarda AP seviyesinde
bir artigin veya A tiirlerinin oranindaki bir degisikligin hastaligin gelisiminde kritik etkileri
vardir (Kizuka vd., 2017).

Alzheimer hastalarinin tamaminin beyinlerinde AP plaklar1 goriilmekte oldugundan
bu patolojik durum hastaligin ilk teshis edildigi yillardan itibaren dikkati ¢ekmistir ve
bundan dolay1 da nedensel faktorler arasinda A proteinleri basi gekmektedir. Bundan dolayi
amiloit beta hipotezi iizerinden gegen yillara ragmen bilim gevrelerinde hala kabiil
gormektedir. Bu hipoteze gore AP birikimi, ardindan gelisen durumlan tetiklemektedir.
Ailevi Alzheimer hastalifinda goriilen biitiin genetik mutasyonlarin AP {iretiminde rol
oynayan genler olmas1 hipotezi dogrulayan nedenlerden bir tanesidir. Ayrica Ap birikimi
norofibriler yumaklarin gelisimini ve klinik semptomlar1 da tetiklemektedir. AB plaklar
sinapslarda, sinirsel dolagim ve aglarda fonksiyon kayiplarina yol agar. AB oligomerlerinin
hem sinaptik fonksiyonu hem de sinaptik yapiyr bozdugu bildirilmistir (Selkoe ve Hardy,
2016).

13



1.3.1.2. Norofibriler Yumaklar

Hastalifin 6nemli patolojik durumlarindan biri olan mikrotiibiil-iligkili tau
proteinlerinin olusturdugu yumaklar hastaligin klinik semptomlarinin baglamasindan yillar
once olusmaktadir. Fizyolojik kosullarda tau proteini néronlarda ifade edilir ve cogunlukla
akson bolgesinde lokalize olur ve burada mikrotiibiillerle interaksiyon kurarak stabilizasyon
saglar. Tau proteininin yanlig-katlanmasi ve oligamerizasyonu neticesinde ¢dziinmeyen tau
yumaklar1 olusur (Guo vd., 2017). Bu durum tau proteinindeki bazi amino asitlerin
hiperfosforilasyonu neticesinde meydana gelir. Proteinlerin mikrotiibiillerden ayrilmasi
tasima yapisina zarar verir ve sonunda noronlarin hiicresel fonksiyonlar1 zarar goriir ve hiicre

oliimiine yol agar (Kocahan ve Dogan, 2017).

1.3.2. Alzheimer Hastaliginin Semptomlari

Bircok calisma gdstermistir ki Alzheimer hastaliginda belirli beyin bdlgelerinde
spesifik ndron popiilasyonlarinda kayip gorilir. MRI ve elektrofizyolojik teknikler
gostermistir ki AH’nda anormal sinirsel aktiviteler sinirsel dolasimi degistirebilmekte ve
noron ve sinapslarin yapt ve fonksiyonlar1 bozulmaktadir. AH’nda yalnizca néronlarin
oliimii goriilmez; hastalik ayn1 zamanda anormal sinir agi1 aktivitesine yol agarak hafiza,
ogrenme ve diger kognitif fonksiyonlari bozar (Yang vd., 2017). AH’nin semptomlarini
hafiza kayb1 basta olmak iizere kognitif semptomlar ve davranissal ve psikolojik semptomlar

olarak siralayabiliriz.

1.3.2.1. Hafiza Kayiplan

Hafiza 3 asamada incelenir: bilgiyi edinme, depolama ve hatirlama. AH’nda en sik
goriilen semptomlar bu asamalarin herhangi birinde goriilebilecek basarisizliklar, hafiza
sistemine bilgiyi yerlestirememe veya okuyamama ya da yanlis hafizaya sahip olma
seklindedir.

Hafiza cesitli kategorilere ayrilabilir: kisa siireli hafiza ve uzun siireli hafiza veya
ortiilii hafiza ve bildirimsel (deklaratif) hafiza gibi. Kisa siireli hafiza birkag saniye ile dakika
arasinda sinirl olup 6n lop ve yan lopa baglidir. Buna karsin, uzun siireli hafiza hemen

hemen limitsiz goriilmektedir. Bildirimsel hafizay1 da ikiye ayirmak miimkiindiir: i¢erikten-
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bagimsiz olan, anlamsal (semantik) hafiza ve bilgiyi zaman ve mekan gibi belirli bir icerige
depolayan, eylemsel (episodik) hafiza. Episodik hafiza kisaca otobiyografik olaylar denilen
belirli bir yer ve zamanda meydana gelen kisisel deneyimlerin toplamidir. Semantik hafizaya
ornek olarak brokolinin renginin veya ¢atalin kullanim amacinin hatirlanmasi verilebilir. Bir
arkadasla yenen 6gle yemegini hatirlamak ise episodik hafiza 6rnegidir. Hastaligin en erken
ve en tipik klinik semptomu episodik hafizanin olusmasinda ve korunmasinda
bozulmalardir. Baglarda kagirilan randevular ve ge¢ 6denen faturalarla karsimiza g¢ikan
hastalik, ileride firinin kapatilmasinin unutulmasi ve ilaglarin almip alimmadigimin
hatirlanamamasi gibi durumlarla daha ciddi bir hal alir ki biitiin bunlar episodik hafiza ile
iliskili olup Alzheimer hastalarinda sik goriilmektedirler (Gold ve Budson, 2008).

Hastalarda kognitif fonksiyonlarda gerilemeler ve hafiza kaybi beyindeki sinaps ve
plastisite kayb1 ve bozulmalar1 neticesinde gergeklesir. Uzak gecmise iliskin hafiza ise
genelde korunmaktadir. Hastaligin ilerlemesiyle birlikte episodik hafiza tamamen etkilenir.
Semantik hafiza ve isleyen hafiza ise hastaligin ilerleyen donemlerinde etkilenmektedir.
Alzheimer hastalarinda semantik hafiza ilk once dil becerisinde goriilerek konusmada
akicihigi etkiler. Semantik bellek kaybi daha ileri zamanlarda, hastaligin teshisinden birkag
yil 6nce goriilebilir (Holger, 2013).

Beynin hipokampiis bolgesinin hafizada 6nemli bir role sahip oldugu bilinmektedir.
Hipokampiis kisa ve uzun siireli hafiza i¢in gereklidir. Arastirmalar hipokampiisiin hem
bilgiyi edinmede hem de hatirlamada rol oynadigini gdstermektedir. Hipokampiisteki
tahribat yeni hafizalarin depolanmasin1 imkansiz kilar (Yang vd., 2017). Hipokampiis
Alzheimer hastalarinda ilk ve en fazla dejenere olan beyin bolgelerinden biridir. Calismalar
Alzheimer hastasi1 olan bireylerde, aym yasta fakat hasta olmayanlara gore hipokampiis
atrofisi ve hipokampiiste sekil ve yap1 degisimleri goriildiigiinii géstermektedir (Gold ve
Budson, 2008).

1.3.2.2. Diger Kognitif Bozukluklar

AH’nin en 6nemli semptomu hafizada diigiis olsa da diger kognitif semptomlar
hastaligin baslarindan itibaren goriilebilir ve belirleyici olmaktadirlar. Bunlar afazi
(konusma bozuklugu), dezoryantasyon (zaman ve yer bilincinin bozulmasi) ve yonetimsel
islev bozuklugu olarak siralanabilir. Dil ve konusma problemleri, 6zellikle de kelimeleri

hatirlayamama AH’nda goriilen ilk semptomlardan biridir, fakat genellikle hafif seyreder.
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Yonetimsel iglev bozuklugu ise afaziden daha erken ortaya c¢ikip zamanla ilerler

(Apostolova, 2016).

1.3.2.3. Davranissal ve Psikolojik Semptomlar

Alzheimer hastalarinin % 50-90’1inda BPSD olarak adlandirilan anksiyete, depresyon,
ajitasyon, apati (¢evrede gelisen olay ve durumlara karsi kisinin ilgisinin azalmasi),
hezeyanlar, haliisinasyonlar ve saldirganlik gibi noropsikiyatrik semptomlar goriilmektedir
(Levy vd., 2012). AH’nda BPSD onceleri fazla 6nemsenmeyen fakat giiniimiizde oldukga
onemli oldugu kabul edilen semptomlardir. Verilen 6nem agisindan kognitif bozukluklardan
sonra gelen BPSD, AH’nin teshisinde kendisine fazla yer bulmaz. BPSD’nin her hastada
ayni sekilde goriilmemesi, nispeten lineer bir diisiis gdsteren kognitif bozukluklar gibi ortaya
¢ikmamasi ve fiziksel ve ¢evresel faktorlerden etkilenerek heterojen bir yapi kazanmasi gibi
nedenler BPSD’yi uzun yillar AH ve demans g¢alismalarinda geri plana itmistir. Bununla
birlikte BPSD aslinda demans teshisinde ve kontroliinde 6nemli ipuglar1 sunmaktadir. BPSD
Alzheimer hastalarinda yalnizca ilerleyen siiregte degil, hastaligin hafif fazlarinda da
goriilebilmektedir. Bu semptomlar, kognitif fonksiyonlari da etkileyebilmektedir. BPSD’nin
tedavisi AH’nda kognitif semptomlart da iyilestirip hem hasta hem de hasta yakinlarinin
yasam kalitesini arttiracagindan 6nemli ve gerekli bir yaklagim olacaktir (Piccininni vd.,
2005).

Anksiyete ve depresyonun, hastaligin semptomlar1 olmakla birlikte risk faktorleri de
olabilecegine dair ¢alismalar vardir. Bu konuda bir kesinlik olmasa da bir¢ok arastirmact
AH ve anksiyete ve depresyonun baglantili olduklarini1 diisiinmektedirler (Burke vd., 2017).

Anksiyete, norolojik sistemlerdeki bozukluktan kaynaklanmaktadir. Anksiyetenin
mekanizmast  kismen Dbilinmektedir. Gama-aminobiitirik asit (GABA) uyarici
norotransmitter olan glutamatin aktivitesini baskilamak i¢in bilinen temel inhibitor
norotransmitterdir (Lydiard, 2003). GABA, MSS’de oldukg¢a yaygindir ve iki temel siniftan
bir tanesi olan GABAA reseptoriine baglanir. Bu reseptdr Cl™ iyonu kanali ile kompleks
olusturmustur. Yakin zaman 6nce GABAA reseptoriiniin allosterik baglanma bolgeleri
bildirilmistir (Puthenkalam vd., 2016). Reseptoriin baglanma bolgelerine benzodiazepinler,
barbituratlar, etil alkol, anestetikler ve hatta penisilin bile baglanabilir ve reseptoriin
GABA’ya olan cevabini etkilerler. En Onemli agonistler ise benzodiazepinlerdir.

Benzodiazepinlerin iyon kanali agilma sikligini arttirdigr bilinmektedir. (Olsen ve DeLorey,
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1999). Reseptor, memelilerde 19 alt birimin gesitli kombinasyonlariyla homo veya hetero-
pentamerler seklinde diizenlenmektedir. Bu da reseptoriin bir¢ok alttipi oldugu ve farklh
Ozellikler gosterdigi anlamina gelmektedir. Reseptdriin alt birimlerinin arayiizlerinde ¢esitli
baglanma bolgeleri olmakla birlikte, bu arayiizlerin bir¢ogu ¢alisilmamistir (Puthenkalam
vd., 2016). Anksiyolitik ve sedatif etkileri bilinen birgok ugucu yagdan bir kismmin GABA

reseptorlerini aktive ettigi bilinmektedir.

1.3.3. Alzheimer Hastaliginin Risk Faktorleri

AH’n1 kontrol etmek yiizyilin en biiyiik tibbi problemlerinden bir tanesi olup, bu
Olimciil hastaligin risk faktorlerini degerlendirip bireylerin hastaliga ne kadar yatkin
olduklar1 konusunda bir fikir sahibi olmak hem erken teshis hem de miimkiinse hastaligin
olusumunun 6niine gegmek i¢in olduk¢a dnemlidir. Hastaliga karst biyomarkor gelistirme
cabalar1 siirerken, risk faktorl tasiyan insanlarin ilerleyen yillarda belirli araliklarla test
edilmeleri umulmaktadir.

Ilerleyen yas: Diinyada hemen hemen her iilkede 60 yas iistii insanlarin orani giderek
artmaktadir. Normal yaslanmada tipik olarak hafiza ve yonetimsel fonksiyonlarda
gerilemeler goriiliir. Yaslanma, hafif kognitif bozukluk (MCI) ve AH igin en 6nemli risk
faktoridiir. Hafif kognitif bozukluk hasta tarafindan farkedilecek kadar ciddi hafiza, dil,
diisiinme ve karar verme fonksiyonlarindaki bozukluklar olarak tanimlanirken bu problemler
hastanin giinliik yasamini fazla etkilemez. Demans ise kognitif ve davranigsal problemler
giinliik yasam etkilediginde teshis edilir. ilerleyen yasla birlikte sinapslarda kayip goriiliir.
Hipokampiisteki sinaps kayiplari ise kognitif gerilemeye neden olur. Yaslanmanin biitiin
genlerin yaklagik % 3-5 kadarinin ifadesini etkiledigi diistiniilmektedir. Alzheimer
hastalarinda ise daha fazla sayida gende degisiklik oldugu ve degisikliklerin daha biiyiik
oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte yaglanma ile AH iliskisinin hiicresel ve molekiiler
mekanizmalar1 tam olarak anlasilabilmis degildir. Yaslanmis bir beyinde goriilen
degisiklikler (mitokondrial fonksiyon kaybi, protein homeostasisinde fonksiyon kayb,
oksidatif stres, inflamasyon gibi) AH’nda da goriilmekte fakat bu spektrumun disinda ve
patolojik bir durum teskil etmektedir (Hullinger ve Puglielli, 2017).

Down sendromu: Trisomi 21 olarak karakterize edilen down sendromu en yaygin
kromozomal anomali olup her 733 canli dogumdan birinde goriilmektedir. APP geni 21.

kromozomda kodlandigindan, trizomi 21 durumunda bu genden 3 kopya olacaktir. APP
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ifadesinin fazlaligi AP sentezini arttirdigindan bircok down sendromlu insanda AH
gelismektedir. Glinlimiizde down sendromlu hastalarin yagam omiirleri 55-60 yil arasinda
degismekte olup, hastalarin yaklasik % 70’1 AH na yakalanmaktadir.

Kardiyovaskiiler sistem: Kardiyovaskiiler hastaliklarin demans riskini artirdigina
dair bazi kanitlar bulunmaktadir. Klinik ve klinik 6ncesi kardiyovaskiiler hastaliklar tagiyan
hastalarin olmayanlara gore daha diisiik kognitif becerilere sahip oldugu bildirilmistir.
Hipertansiyon ve diisiik kognitif fonksiyonlar arasinda da iliski kurulmustur.

Diyabet: Diyabetin kognitif diisiis ve ilerleyen yaslarda AH’na yakalanma riskini
artirdigi diistiniilmektedir. Tip 2 diyabetin AH riskini 2 katina ¢ikardigina dair ¢aligmalar
vardir. Bagka ¢alismalarda da diyabet ile AH arasinda iliski kurulmustur. Alzheimer ve
diyabet hastast kisilere uygulanan antidiyabetik tedavi kognitif fonksiyonlar1 da
gelistirmektedir.

Travmatik beyin hasari: Travmatik beyin hasarinin AH i¢in ciddi bir risk
olusturdugu diistiniilmektedir. Travmatik beyin hasari, amiloit seviyelerini artirmaktadir.
Bunun birka¢ nedeni vardir. Oncelikle APP ifadesi travmatik beyin hasar1 sonrasi artis
gosterir. Ayrica, APP’nin pargalanip AP olusumunu saglayan enzimler olan B ve a-
sekretazlar, travmatik beyin hasari sonrasinda upregiile edilir. Bu enzim ve substratlarin
artis1 aksonda amiloit artisina yol agar ve bu da travmatik beyin hasarinin AH i¢in neden bir
risk faktorii oldugunu agiklayabilir.

Amiloide maruz kalma: Son yillarda prion hastaligi gibi amiloidin de bulasici
olabilecegine dair bazi kanitlar sunulmaktadir. Hem hayvanlar iizerinde yapilan deneysel
caligmalarda, hem insanlarda amiloit birikiminin tetiklenebildigi goriilmistiir. Amiloidin
metallerden temizlenemedigi ve bundan dolay1 cerrahi ekipmanlarla birlikte saglikli
insanlara bulasabilecegi yoniinde endiseler olusmaktadir. Bununla birlikte amiloit
enfeksiyonu ile ilgili daha fazla veriye ihtiyag vardir.

Cevresel faktorler ve beslenme: Genel olarak antiinflamatuar etkiye sahip maddeler
AH i¢in koruyucu olmaktadirlar. Diisiik-kalorili beslenme genelde daha az serbest radikal
ile iligkilendirilir ki biitiin bunlar beynin daha saglikli kalmasini saglar. Antioksidan ve
¢oklu-doymamis yag asitleri ile beslenmenin AH riskini diigiirdiigiine dair ¢alismalar vardir.
Ayrica, egitim diizeyinin yiiksek olmasi ve fiziksel egzersizin bireylerde kognitif
fonksiyonlar gii¢lendirdigi, bunun da AH riskini diisiirdiigiine dair bazi kanitlar mevcuttur

(Hickman vd., 2016).
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1.3.4. Alzheimer Hastahginin Genetik Temelleri

Alzheimer vakalarinin ¢ok az bir kisminda 65 yasindan Once semptomlar
gelismektedir. Erken-baslangigli (ailevi) denilen bu AH’nin biiyiik bir kisminda
APP, presenilin1 (PSEN1), veyaPSEN2 gen mutasyonlarini sorumlu oldugu
diistiniilmektedir. PSEN1 ve bununla yakin iligkili olan PSEN2 genleri APP’yi farkli
uzunluklardaki ApB peptitlerine pargalayan y-sekretaz enziminin katalitik bilesenidir. PSEN
mutasyonlarmin AP peptidinin olusumunda degisimlere yol agmaktadir. Bununla birlikte,
ilging bir sekilde PSEN proteininden tamamen yoksun farelerin beyinlerinde de
norodejenerasyon goriilmiis olup bu durum AP hipotezi hakkinda kuskulara yol agmaktadir
(De Strooper, 2007).

Alzheimer hastalarinin biiyiik bir kism1 geg-baslangigl (sporadik) olup bu hastalarda
ilk semptomlar 65 yas ve iistiinde goriilmektedir. Geg baslangicli AH’nda en biiyiik genetik
risk faktorii apolipoprotein E (APOE) gen allelidir (Zhao vd., 2018).

1.3.5. Alzheimer Hastahiginin Teshisi

AH teshisi oldukca zor bir hastalik olup oncelikli olarak hasta hikayesi dinlenmektedir.
Sonrasinda hafiza, problem ¢6ziimii, dikkat ve dil becerisi gibi fonksiyonlari igeren testlerin
yapilmasi, beyin taramalari ve genetik testler gelmektedir. Teshis igin standart olarak
izlenebilecek bir yonerge “Uluslararas1 Caligma Grubu” tarafindan yakin bir zaman 6nce
hazirlanmistir. Bu rapora gore hastaligin teshisi i¢in temel kriterler kisaca sunlardir: Hastalar
en az 6 aydir hafiza fonksiyonunda kademeli ve ilerleyen degisikler gostermelidir ve
bunlarin néropsikolojik testlerle tespit edilmesi gerekir. Ciddi derecede bozulmus episodik
hafizaya yonelik kanitlar olmalidir. Episodik hafiza diger kognitif degisimlerle birlikte
izlenebilir veya tek basina bir kriter de olabilir. Bu sayilan temel kriterler disinda
destekleyici kriterler de listelenmistir. Bunlar, medial temporal lob atrofisi, anormal beyin-
omurilik sivi biyomarkérii (artan tau diizeyleri ya da anormal amiloit goriintiileme), ve
otozomal-dominant AH mutasyonlaridir.

Uluslararas: ¢alisma grubu kriterlerine gére AH’nin 4 teshis grubu tanimlanmuistir.
Bunlar: risk grubu, klinik 6ncesi, prodromal Alzheimer ve Alzheimer tipi demanstir. Higbir
semptom gostermeyip hastaligin belirteclerini tagiyan kisiler risk grubunda goriilmektedir.

70 yas iistii insanlarin yaklagik %20-30 kadarinin beyin A fibrilleri goriintiilenebilmektedir,

19


http://www.sciencedirect.com/topics/page/Presenilin

fakat bu insanlarin hepsinde AH gelismez. Bu bireylerin bazilarinin yasam Omiirleri
tamamlandigindan hastaligin gelisip gelismedigi anlasilamamaktadir. Bundan dolay1
hastaligin semptomlarini gostermeyen kisilere morkor tagisalar da Alzheimer hastasi teshisi
konulmaktan kac¢inilmaktadir. Bununla birlikte PSEN 1 veya APP mutasyonlar1 tasiyan
kisilerin, presenilin 2 mutasyonu tasiyanlarin da birgogunun erken-baslangicli Alzheimer
gelistirdikleri bilindiginden bir istisna tasimaktadir. Bu bireyler klinik 6ncesi Alzheimer
hastasi olarak anilmaktadirlar.

Hastaligin biyomarkorlerini tasiyip episodik hafiza geriligi goriilen veya hastaliga
yonelik diger semptomlari tastyan, fakat giinliik yasami etkileyecek problemleri olmayan
bireyler prodromal AH ile teshis edilmektedir. Bu hastalarda giinliik yasam aktivitelerinde
heniiz bir kesinti gozlenmediginden Alzheimer hastasi teshisi konulmaz. Bu durumda 3
olasilik vardir: Birincisi hastalarda ileride Alzheimer geligsmesi, ikincisi ise hastaligin aslinda
“hafif kognitif bozukluk” olmasidir. Ugiincii bir ihitimalle de hastalar iyilesebilirler.

Alzheimer tipi demans teshisi ise prodromal fazdan hastanin giinliik yasam
aktivitelerinin bozulmus oldugu faza gecildiginde konulur. Cogunlukla prodromal
Alzheimer’a gore kognitif bozukluklar daha ciddi ve daha genis kapsamlidir (Cummings
vd., 2013).

1.3.6. Alzheimer Hastah@inda Terapotik Yaklasimlar

AH su an itibariyle tam tedavisi olmayan norodejeneratif bir hastaliktir. AH igin
terapotik yaklagimlar semptomlar1 azaltmaya ve hastali§in seyrini diisiirmeye yonelik
olmaktadir. Bununla birlikte, hastaligin tedavisi veya ilerleyisinin durdurulmasit miimkiin
olmamaktadir. Bundan dolay1 kesin bir tedavi bulunana dek en iyi ¢6ziim miimkiinse
hastaliktan korunmaktir.

Hastaliga karsi tedavi kolinesteraz inhibitorlerine ve N-metil-D-aspartat (NMDA)
reseptOr antagonistine dayanmakta olup sadece semptomatik bir rahatlama saglamaktadirlar.
Bunlarin disinda fiziksel aktivite, uygun beslenme, geleneksel tip gibi tamamlayici-

koruyucu tedaviler de arastirilmaktadir.
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1.3.6.1. Semptomatik Tedavi

a. Asetilkolinesteraz inhibitorleri: Tanimlanan ilk ndrotransmitter olan asetilkolinin
(ACh) 6grenme ve hafizada biiylik rol oynadigi bilinmektedir. ACh {ireten ve salan hiicreler
icin kolinerjik, ACh ile iliskili biitiin sisteme ise kolinerjik sistem denilir. AH’nda ACh
seviyeleri kolinesterazlarla hidroliz edilip diislise geger. Bu durum, yaklasik 30 yil dnce
ortaya konan “kolinerjik hipotez” dir ve AH i¢in ilk mantikli tedaviyi sunmustur. ACh,
ACHhE ve biitirilkolinesteraz (BuChE) olmak iizere 2 tip kolinesteraz enzim ile degrade edilir,
fakat ACh daha yaygindir ve AH i¢in 6zellikle AChE’lara bagvurulmaktadir. Bu hipotez
Alzheimer hastalarinin beyinlerinde kolinerjik aktivite kaybinin farkedilmesiyle ve insan ve
primatlarda ACh’in 6grenme ve hafiza ile ilgili roliine yonelik deneysel ¢aligmalar
neticesinde ortaya konmustur (Craig vd., 2011). Merkezi kolinerjik sistemin
fonksiyonundaki bir azalma, hafiza kayb1 ve AH’nda goriilen oryantasyon bozuklugu gibi
semptomlari ortaya ¢ikarabilir. Kolinerjik aktivitedeki bir azalmanin kognitif eksikliklerle
iliskili oldugu diistiniilmektedir. Alzheimer hastalar1 kortikal kolinerjik noronlarda 6nemli
oranda diislis ve merkezi kolinerjik fonksiyonlarda bozukluklar gostermektedir. Merkezi
kolinerjik fonksiyonun bloke edilmesinin hafiza kaybina yol agtig1 ispatlanmustir.

AChE, ¢ok hizli aktivite gosteren bir enzimdir. Bir serin-hidrolaz olan enzim sasirtici
bir sekilde difiizyon hizina yaklagmistir. AChE, asagida verilen birinci reaksiyonda
asetillenir ve kolin ag1a cikar. ikinci reaksiyonda ise asetillenen enzim su ile tepkimeye

girer ve asetik asit agiga cikar.

CH3COOCH,CH;N+(CHs)s + AChE — HOCH,CH,N+(CH3)3 + CH3CO — AChE (1)
(Asetil kolin) (Kolin)

CH3CO — AChE + H;0 — CH3COO- + H+ + AChE (2)
(Asetik asit)

Enzim ilk kez 1991°de torpil balig1 olarak bilinen Torpedo californica tiiriinden
kristalize edilmistir. Enzimde aktif bolgeyi iceren 20A° derinliginde uzun ve dar bir oluk
enzimin yiizeyinden katalitik bolgeye kadar uzanir (Sussman vd., 1991). Katalitik bolge,
olugun tabaninda bulunmakta ve katalitik ii¢li (insan AChE'da H447, E334 ve S203)
icermektedir. Ikinci veya periferal bolge, olugun girisinde katalitik / periferal bdlge

arayliziinde Y337'in (insan AChE) Gtesine uzanir. Enzimde iki belirgin ligant baglanma
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bolgesi bulunur: katalitik anyonik bolge ve periferal anyonik bolge. Ayrica, oluk kismin
duvarlarinin ve tabaninin yiiksek oranda aromatik icerigi ve katalitik bolgedeki ytiklii amino
asitlerin siralanisinin giiclii bir elektrostatik dipol olusturmus olmasi enzimin Onemli
karakteristik Ozellikleridir. Dolayisiyla enzimin aktif bolgesi pozitif yiikli ligantlar
kendisine ¢ekmektedir (Xu vd., 2017). Kinetik ve termodinamik calismalar, inhibitorlerin
AChE'daki iki baglanma bdlgesinden biriyle veya her ikisiyle etkilesebilecegini gostermistir
(Rosenberry vd, 2008). Enzimin, APP gibi diger baz1 membran proteinleri gibi noron hiicre
yiizeyinden salindigi gosterilmistir. Trans-membran domaini bulunmaz ve bir trans-
membran proteini vasitastyla membrana tutunur (Hicks vd., 2012). AChE sinir sistemindeki
onemli roliinden dolay1 birgok dogal ve sentetik bilesenin de hedefi durumundadir. Bunlar
arasinda organofosforlu sinir gazlar1 ve insektisitler de bulunmaktadir. Tersinmez AChE
inhibitorlerinin ciddi letal etkileri vardir. Sekil 1.2’de AChE enziminin galantaminle
kompleks halinde (PDB:4EY6) kristalize edilmis yapis1 verilmistir (Cheung vd., 2012).
Sekil 1.3’de molekiil yapilar1 verilen takrin (1), donepezil (2), rivastigmin (3), ve
galantamin (4) AH ilaglaridir. Bu ilaglar asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek ACh
seviyesini artirmaya ve beynin kolinerjik fonksiyonlarin1 gelistirmeye yoneliktir. Takrin ise

yan etkilerinden dolayi artik kullanilmamaktadir.

22



Sekil 1.2. AChE enziminin 3-boyutlu yapisi
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Sekil 1.3. Alzheimer hastaligi igin onaylanan ilaglar: Takrin (1), donepezil (2), rivastigmin (3),
galantamine(4) ve memantin (5)

b. N-Metil-D-Aspartat Reseptor (NMDA) Antagonistleri: NMDA reseptorii uzun
yillar 6grenme, hafiza ve ayrica ndrotoksisite caligmalarinda rol oynamistir. NMDA
reseptoriiniin AH ile iligkisine dair bazi teoriler vardir. NMDA reseptoriiniin bir Af
reseptOrii olabilecegi veya dogrudan Af ile olmasa bile AS’ye baglanan molekiillerle

interaksiyon kurabilecegi bu teorilerden bir tanesidir. AS proteinlerinin  NMDA
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reseptorlerinin  fonksiyonlarina aracilik ettigi veya NMDA reseptorlerinin AS  plak
olusumunu kontrol ettigi de teoriler arasindadir. Ozetle, NMDA ile AS arasinda bir¢ok
potansiyel baglantinin oldugu diistintilmektedir (Malinow, 2012).

NMDA bilindigi gibi glutamat reseptoriidiir. Glutamat, temel bir uyarici
norotransmitter olup noéronal plastisite, sinirsel iletim, hafiza ve 6grenme siire¢leri igin
gereklidir, fakat ¢ok yiiksek seviyelerde glutamat noronlar igin toksiktir. AH neticesinde
hasar gormiis dokularda glutamaterjik néron yogunlugunun fazla oldugu gorilmiistiir.
NMDA reseptorlerinin uzun siireli aktivasyonu norodejenerasyonu tetikler. Glutamat
eksitotoksisitesi kalsiyum yiiklenmesine, mitokondrial fonksiyon bozukluguna ve asiri nitrik
asit olusumuna yol agarak yiiksek seviyelerde oksidan etki olusturur ve néronal apoptosize
yol acar. NMDA antagonisti olan memantin (5) (Sekil 1.3) bu durumun bloke edilmesi
amaciyla kullanilmaktadir. 2003 yilinda onaylanarak orta ve ileri seviyedeki Alzheimer
hastalarinin tedavisinde kullanilmaya baglanan memantin kognisyon {izerinde etkili
olmaktadir. Memantin’in ayrica tau fosforilasyonunu azaltarak noronlari korudugu
diistiniilmektedir. (Wang vd., 2015).

c. Diger Norotransmitter Sistemleri: Farkli norotransmitter aglart da AH tedavisi
icin hedef alinmaktadir. Bunlarin bir tanesi olan serotonin reseptorleri MSS’nin 6grenme ve
hafiza ile ilgili bolgelerinde ifade edilmekte ve AH’nin tedavisinde lizerinde durulmaktadir
(Ramirez, 2013). Histamin reseptorleri ise, beyinde hafiza ve kognisyonla ilgili yapilarda
yiiksek miktarlarda bulunmaktadir. Histamin reseptor antagonistlerinin klinik ¢aligmalar

devam etmektedir.

1.3.6.2. Tedaviye Yonelik Diger Caliymalar

Hastaligin tedavisine yonelik g¢alismalarda amiloit yolagi hipotezine dayananlar
sekretaz inhibitorleri, amiloit baglanicilar1 ve anti-Af agregasyon bilesikleri iizerinde
caligmaktadirlar. Ayrica tau proteini hiperfosforilasyonuna karisan kinazlar hedef alinarak
calismalar yapilmaktadir.

Yasa-bagimli bir hastalik olan AH diger kronik-dejeneratif hastaliklarla da
iligkilendirilir. Gelistirilen tip 3 diyabet hipotezine dayanarak hastalara intranazal insiilin
uygulanmas1 kan-beyin bariyerini gegeceginden dolayr bir tedavi saglayabilecegi

diistiniilmektedir.
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Diisiik-yogunluklu lipoprotein (LDL) konsantrasyonu artis1 AH riskini artirmaktadir.
Bundan dolayr tedavi olarak statinlerin kullanilmasi1 yoniinde yapilan c¢aligmalar
bulunmaktadir. Bununla birlikte ileri yaslarda statinlerin vaskiiler hastaliklara yol
acabilecegine yonelik kanitlar bu tedavinin iyi bir fikir olmadigini diislindiirmektedir
(Mendiola-Precoma vd., 2016).

Anlagildigr lizere biitlin ¢abalara ragmen AH’n1 tamamen durduracak bir tedavi yoktur.
Bununla birlikte, basta asetilkolinesteraz inhibitorleri ile olmak iizere hastaligin
semptomatik tedavisi yapilabilmektedir. Yeni ve etkili kolinesteraz inhibitorlerinin kesfinde

bitkisel tirtinler biiyiik 6neme sahiptir.

1.4. Deneysel Alzheimer Hastahigi Modelleri

Hayvan modeli tanim olarak hedef insan grubuna 6zellikle fizyolojik ve davranissal
olarak yeteri kadar benzeyen ve elde edilen bilginin insanlara uyarlanmasi amaciyla
kullanilan dogal veya yetistirilmis hayvana denir (Sjoberg, 2017). Deneysel ¢alismalarda
model hayvanin se¢ilmesi ve bu hayvanda istenen hastalik, tibbi durum veya karakterin
olusturulmasi 6nemli bir basamaktir. Bircok demans, AH ve kognitif gerileme hayvan
modeli gelistirilmistir. Burada sayilanlar disinda AH igin ¢ok daha gesitli hayvan modelleri

bulunmaktadir.

1.4.1. Kimyasallarla indiiklenen Modeller

Bu modeller kimyasal yollarla merkezi noronal ve norotransmitter yolaklari manipiile

etmeye dayanir. En sik kullanilan1 skopolamin hayvan modelidir.

1.4.1.1. Skopolamin Hayvan Modeli

Eski ¢aglarda bazi bitkilerin insanlarin mental durumunu etkiledigi bilinmekteydi.
Mandragora ve Datura gibi bitkiler kullanildiginda deliizyona yol agarak bireylerin
gerceklik algisini ortadan kaldirmasina ve intoksikasyon siiresince olup bitenleri tamamen
unutmasina neden olmasiyla “sihirli iksirler” olarak tanimlanmislardi. Daha sonra bu
bitkilerin yiiksek konsantrasyonda tropan alkaloit (skopolamin, atropin gibi) i¢erdigi ve bu

maddelerin haliisinasyonlara yol agtig1 anlasilmistir.
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Tropan alkaloitler igerisinde, skopolamin, parasempatik aktivasyonu engellemek igin
klinikte kullanilmaktadir. Skopolamin, otobiis ve gemi seyehatlerinde bazi insanlarca
yasanan “yol tutmasi”na karst da kullanilir. Bununla birlikte skopolaminin amnezik
ozellikleri 1900’lerin basinda anlasilmistir. Ilerleyen zamanlarda ise kolinerjik hipotez
ortaya atildiginda skopolamin modeli popiiler olmustur. 1970’lerin ilk yillarinda skopolamin
ilk kez goniilli insanlar iizerinde denenmis ve demans hastalarinda goriilen kognitif
fonksiyon bozukluklarinin skopolaminle saglikli insanlarda gelistigi kayda gegmistir.
Giliniimiizde skopolamin saglikli insanlarda ve hayvanlarda yas ve demans baglantili kognitif
bozukluk olusturmak icin standart/referans ilag olarak kullanilmaktadir. Klinik Oncesi
caligmalarda ilaglarin kognisyon fizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla skopolamin
modeli sik¢a kullanilmaktadir. Bir ilag eger skopolaminle olusturulan kognitif hasar1 geri
cevirebiliyorsa, saglikli insanlarda veya demans hastalarinda kognitif fonksiyonlari
gelistirebilir diisiincesi hakimdir. Ozellikle de bir dizi ilacin kolay ve hizlica taranmasi
skopolamin modelinin avantajlarindandir (Klinkenberg ve Blokland, 2010).

Skopolamin non-selektif muskarinik reseptor antagonisti olup, diisiik dozlarda
muskarinik reseptorlere baglanirken, yiliksek dozlarda hem muskarinik hem de nikotinik
reseptorlere baglanir. Skopolaminin serebral kortekste ACh muskarinik reseptorlerinin
baglanma boélgelerini bloke ettigi bildirilmistir. Bunun neticesinde ¢ok fazla miktarda ACh
salinmasinin hipokampiis néronlarina zarar verdigi ve Ogrenme ve hafiza slireglerini
bozdugu diistiniiliir. Skopolamin intraperitonel yolla uygulanir. Kompleks ameliyat
prosediirleri gerekmediginden dolay1 hafiza bozuklugu i¢in sik¢a skopolamin modeli

kullanilir (Neha vd., 2014).

1.4.1.2. Amiloit-beta Peptidi Modeli

Amiloit beta plaklar1 bilindigi gibi AH icin karakteristik bir ozellik olup AfS
uygulamasinin hafiza kaybina neden oldugu goriilmektedir. AS peptidinin akut enjeksiyonu
ya da devamli uygulanmasmnin AH’nda goriilen beyin fonksiyonlarinda bozulma,
norodejenerasyon ve 6grenme ve hafizada gerilik gibi durumlari olusturdugu kanitlanmistir.

Bu model AH i¢in oldukga spesifik bir model olup, ilag gelistirmede kullanilmaktadir.
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1.4.1.3. Agir Metal Modeli

Bir¢ok ¢alisma demir, bakir, krom, kobalt, aliiminyum ve ¢inko gibi metallerin reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) olusumlarimi artirarak Alzheimer tipi demansa yol agtigini
gostermektedir. Kadmiyum, arsenik ve kursun, proteinlerin siilfidril gruplarina baglanarak
ve glutatyonu tiiketerek toksik etki gosterirler. Cinko AB dimerizasyonuna yol agarak
AH’nim gelisiminde rol oynayabilir. Bakirin ROS olusumuna yol ac¢tig1 kanitlanmistir ki
ROS AH ile iliskili goriilmektedir. igme suyundaki fazla miktarda aliiminyumun AfS
metabolizmasini bozarak AH’na yol actigi gozlenmistir. Aliminyum uygulamasinin tau
birikimi ve apoptozise yol agtig1 bildirilmistir. Aliminyum gastrointestinal ve kan-beyin
bariyerini astiginda, AH icin 6nemli beyin bdlgesi olan hipokampiisteki ndronlarda
birikmektedir. Bundan dolay1 aliiminyum modeli AH hayvan modeli olarak siklikla
kullanilmaktadir (Neha vd., 2014).

1.4.2. Spontan Modeller

Hafiza kaybr ileri yasin karakteristik bir 6zelligi oldugundan yaslt hayvanlar hafiza
geriligi ve AH icin dogal bir model olarak kullanilabilir. Spontan modeller bundan dolay1
yas-bagimli demans ve senesens hizlandirilmis fare modelleridir.

Yasli hayvanlar rutin olarak kognitif gerileme ve davranigsal degisimlerle iliskili ilag
gelistirmede kullanilmaktadirlar. Bu hayvanlar yalnizca norokimyasal ve morfolojik
degisiklikleri taklit etmekle kalmaz, ayn1 zamanda AH’ nin patofizyolojisine benzer sekilde
kolinerjik fonksiyonlarda azalma da gosterir. Bu modelin avantaji invaziv olmamasi ve
dogal olmasidir. Kognitif aragtirmalarda genelde yash kemirgenler kullanilir. K&pekler,
kediler, ayilar ve insan-dis1 primatlar da uygun hayvan modelleri olsa da, bunlarin sik

kullanilmalarinda etik problemler dogabilmektedir.

1.4.3. Transgenik Hayvan Modeli

AH, transgenik hayvan modeli i¢in uygun bir hastaliktir. Transgenik modeller var olan
genetik yapida baz1 modifikasyonlar yaparak veya hedef geni degistirerek olusturulmaktadir.

AH’nin iyi tanimlanmis davranissal fenotipi farelerde modellenebilir. Fareler transgenik

modelleme i¢in yaygin olarak kullanilir. Pahali olmamalari, kisa yasam stirelerine sahip
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olmalar1 ve genetik modifikasyonlar gelistirmek i¢in iyi ¢alisilmis hayvanlar olmalar1 bunda
etkili olmustur. Transgenik modelleme ratlar iizerinde de yapilabilir, fakat bu ¢ok da yaygin
degildir. Cok sayida transgenik fare modeli gelistirilmistir. Bu modellerin en sik
kullanilanlari, Af ile iliskili modeller (APP mutasyonlar1 tasiyan fareler), tau iliskili
modeller (norofibriller yumaklar olusur), ApoE modelleri, sekretaz modelleri, presenilin
modelleri, aksonal transport modelleri seklindedir. Transgenik modeller disinda knock-out
modelleri de Alzheimer hayvan modeli olusturmak i¢in kullanilmaktadir.

AH igin yiiksek risk ve hafiza bozuklugu olusturacak modeller de olusturulmaktadir.
Bunlar icerisinde en yaygin olani yiiksek- yagli beslenme ile olusturulan demans modelidir.
Yiiksek-kolesterollii diyet uygulanan hayvanlarda hafiza geriligi goriilmekle birlikte bu
hayvanlarin AH igin biiyiik risk tasidiklari bildirilmistir. Transgenik hayvanlarda yiiksek-
kolesterollii diyet uygulandigi zaman Af birikimlerinin arttig1 gézlenmistir. Caligsmalar 90
giin boyunca yiiksek-kolesterolle birlikte diger bazi maddelerle beslenen hayvanlarda
demans gelistigini gostermistir. Kandaki kolesterol seviyesinin beyin kolesterol seviyesini
etkiledigi bilinmektedir. Asir1 kolesterol tiiketiminin Af birikimini artirarak inflamatuar
cevabi tetikledigi ve oksidatif stres olusturdugu rapor edilmistir. Yiiksek-kolesterollii diyetle
demans olusturma uzun siire gerektiren fakat AH’nin 6nemli 6zelliklerinin olusturulabilmesi

gibi avantajlar olan bir modeldir.

1.5. Molekiiler Doklama Metodu ile fla¢ Gelistirme Calismalar:

Ilag dizaym ve gelistirme siirecinde bilgisayar tekniklerini kullanmak popiilerite
kazanmigtir. Bu tekniklerden biri olan molekiiler doklama, kullanim kolayligi saglamasi
nedeniyle daha c¢ok tercih edilmekte ve giin gegtikge gelistirilmektedir. Bircok basari
hikayesi bulunan molekiiler doklama teknigi su ana kadar cesitli ilaglarin kesfinde
kullanilmis, bundan dolay1 da gdsterilen ilgiyi haketmistir. 1995 yilinda Amerikan Gida ve
Ilag Dairesi (FDA) ilk kez bilgisayar destekli metotlarla dizayn edilen ve glokom tedavisinde
kullanilan dorzolamide (Trusopt®) ilacini onaylamistir (Pandey ve Bhatnagar, 2013). In-
silico metotlarla dizayn edilen diger bir ila¢ da yiiksek tansiyon ve diyabetten kaynaklanan
kalp yetmezligi ve bobrek yetmezligine kars1 kullanilan captopril’dir (Capoten®). AIDS’e
kars1 kullanilan HIV1 proteaz inhibitorii nelfinavir mesilat (Viracept®) ve antibiyotik
norflokzasin (Noroxin®) de molekiiler doklama teknigi kullanilarak gelistirilmislerdir

(Pandey ve Bhatnagar, 2013). AH tedavisinde kullanilan ilaglardan donepezil (Aricept®) de

28



yine bilgisayar destekli tekniklerle gelistirilmistir (Eisai Firmasi, Japonya). Bu ilacin
dizayninda hedef olarak ilk kristalize edilen torpil baligt AChE enzimi (TcAChE) esas
almmustir (Kryger vd., 1999).

Molekiiler doklama, bir ligantin reseptorle kararl bir kompleks olusturmasi igin tercih
edilen oryantasyonu 6ngérme metodudur. Doklama genelde ilag adaylarinin ilacin afinitesini
ve aktivitesini tahmin etmek amaciyla hedef proteinlere karsi baglanma oryantasyonlarini
ongoérmek ic¢in uygulanir. Bundan dolayr doklama ila¢ dizayni siirecinde kilit rol
oynamaktadir. Molekiiler doklama metotuyla biitiin sistemin serbest enerjisi en aza
indirilerek en iyi konformasyon elde edilmeye ¢alisilir (Chaudhary ve Mishra, 2016).

Kiiciik molekiillerin proteine baglanma basarilarinin baglanma affinitesinden ziyade
kurdugu interaksiyonlarin kalitesine bagli oldugu diistiniilmektedir. Protein-ligant
interaksiyonlarinin kalitesi oncelikli olarak serbest baglanma enerjisi ile anlagilir. Serbest
baglanma enerjisi molekiiliin proteine ne kadar kolay baglandigini ifade eder. Diisiik
degerler molekiiliin daha kolay baglandigi anlamina gelir. Doklama calismalarinda ikinci
Oonemli parametre ise inhibisyon sabitidir (Ki). Ki, enzim aktivitesini yariya diisiirmek i¢in
gereken madde konsantrasyonudur. Dolayisiyla Ki’nin diisiik olmas1 daha diisiik doz ilacin
gerektigi anlamma gelir. Eger Ki, hastaya uygulanan dozun maksimum plazma
konsantrasyonundan daha yiiksek olursa, bu ilag enzimin aktivitesini inhibe edemez. Bu iki
parametre disinda ligant-protein interaksiyonu i¢in 6nemli olan diger parametreler sunlardir:
total molekiillerarasi enerji (kcal/mol), van der waals +Hidrojen bagi+ desolvasyon enerjisi,
elektrostatik enerji, i¢ enerji, torsiyonel enerji ve bagsiz sistemin enerjisi (kcal/mol) (Sledz
ve Caflisch, 2018).

Ligant ve reseptoriin baglanma mekanizmasi ilk zamanlar Fischer tarafindan ortaya
atilan “anahtar-Kilit teorisi” ‘ne dayanmaktaydi. Teoriye gore, ligant ve reseptor katt madde
gibi goriiliilyor ve birbirlerine anahtarin kilitle uyumu gibi baglandiklar1 esas aliniyordu.
Daha sonra Koshland tarafindan anahtar-kilit teorisi bir adim Oteye gotiirilerek
“indiiklenmis uyum modeli” ortaya atildi. Bu modele gore ise reseptoriin aktif bolgesi liganta
baglanma durumunda sekil degistirmektedir. Bu durumda ligant ve reseptoriin degisken
olduklar1 géz 6niinde bulundurularak doklama yapilmaktadir. Sonug olarak, bu teoriyle
baglanma olaylarinin daha dogru gergeklestigi diisiiniilmektedir (Meng vd., 2011).

AH i¢in yeni ve daha etkili ajanlarin bulunmasi zorunlu hale gelmistir. Bu amacla
molekiiler doklama tekniginin kullanilmasi etkili olabilecek binlerce ajanin sayisini onlara

kadar indirebileceginden son derece dnemlidir.

29



1.6. Amac¢

Calisma kapsamindaki bitkiler secilirken bitki tliriiniin veya cinse ait diger tiirlerin
halk tibbindaki yeri ve daha 6nce yapilan bilimsel ¢alismalar esas alinmistir. Tezin “calisma
kapsamindaki bitkiler” kisminda referanslariyla belirtildigi tizere bitki taksonlarinin

secilmesi Ozetle agsagida belirtilen kistaslara dayanmaktadir.

¢+ Hypericum cinsine ait bazi tiirlerin halk tibbinda sedatif ve antidepresan etkileriyle
bilinmesi, ¢esitli bilimsel c¢alismalarda antioksidan ve antikolinestreaz inhibitor
aktivitelerinin tespit edilmis olmasi ve hayvan modelinde H. perforatum ekstresinin
kognitif fonksiyonlar1 gelistirdiginin tespit edilmesi,

+» Bilimsel c¢alismalarda Achillea cinsine ait baz1 tiirlerin antioksidan ve
antindroenflamatuar aktivitelerinin ve A. millefolium ekstresinin anksiyolitik etki
gosterdiginin tespit edilmesi,

+» Nepeta tiirlerinin halk tibbinda sinir sistemi hastaliklarina kars1 kullanilmasi ve ¢esitli

bilimsel caligsmalarda anksiyolitik ve antioksidan etki gosterdiklerinin tespit edilmesi.

Bu bilgiler 1s1ginda cinse ait tiirlerin merkezi sinir sisteminde olumlu etki
gosterebilecekleri diigtiniilmiistiir. Ayrica, Hypericum, Achillea ve Nepeta cinslerine ait bazi
tiirlerin Turkiye’de ve diinyada gida maddesi olarak kullanilmalar1 dolayisiyla bu cinslerin
biyolojik etkilerinin ortaya konmasi biiyiik 6nem tasimaktadir.

Calismanin amaci iilkemizde dogal yayilis gosteren Nepeta nuda subsp. nuda,
Hypericum uniglandulosum ve Achillea pseudoaleppica ugucu yaglarinin merkezi sinir
sistemindeki etkilerinin deneysel Alzheimer modeli kullanilarak incelenmesi ve etki
mekanizmalar iizerinde arastirma yapmak ve olasi yeni anti-Alzheimer ajanlarini tespit

etmektir. Calismanin 6zel amaglari sunlardir:

+» Nepeta nuda subsp. nuda, Hypericum uniglandulosum, ve Achillea pseudoaleppica
ucucu yaglarinin skopolaminle olusturulan Alzheimer hastaligi hayvan modelinde hafiza
tizerindeki etkilerini tespit etmek

¢ Nepeta nuda subsp. nuda, Hypericum uniglandulosum, ve Achillea pseudoaleppica
ucucu yaglarinin skopolaminle olusturulan Alzheimer hastaligi hayvan modelinde

anksiyete ve depresyon-benzeri davraniglar iizerindeki etkilerini tespit etmek,
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Nepeta nuda subsp. nuda, Hypericum uniglandulosum, ve Achillea pseudoaleppica
ucucu yaglarinin deney hayvanlarinda skopolamin’in yol agtig1 oksidatif stres hasari
tizerindeki etkilerini tespit etmek,

Nepeta nuda subsp. nuda, Hypericum uniglandulosum, ve Achillea pseudoaleppica
ucucu yag bilesenlerinin asetilkolinesteraz enzimi ile interaksiyonlarini teorik olarak
molekiiler modelleme metoduyla incelemek ve olasi yeni antikolinesteraz ajanlari tespit

etmek.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Bitkilerin Toplanmasi

Bitki tiirleri Tiirkiye sinirlart igerisinde dogal yetisme habitatlarindan ¢igceklenme
doneminde toplanmistir. Ciceklenme donemi farklilik gostermekte olup bu siire Mayis-
Agustos arasindadir. Calismada kullanilan bitkilerin lokalite adresleri su sekildedir:

Nuda nuda subsp. nuda: Bingol-Merkez, Dikme Koyii Kuzeyi, Quercus orman
acikliklar, taglik-kayalik alanlar, 1700-1800 m. (Sekil 2.1),

Hypericum uniglandulosum: Elazig-Merkez, Cip Baraj Golii piknik alani, 1050 m,
Pinus sp. alt1 (Sekil 2.2),

Achillea pseudoaleppica: Elazig-Merkez, Cip Baraj Golii piknik alani, yamaglar, 1050
m, (Sekil 2.3).

Calismada bitkilerin toprak iistii kisimlar1 (gévde, yaprak ve ¢igekler) kullanilmistir.
Bitkiler Firat Universitesi Herbaryumu’nda (FUH) teshisleri yapildiktan sonra golgede

kurutulmuslardir.

Sekil 2.1. Nepeta nuda subsp. nuda ’nin genel goriiniisii



=
X

Sekil 2.3. Achillea pseudoaleppica’nin genel goriiniisii

2.1.1. Ucucu Yaglarin Elde Edilmesi

Kimyasal analizler igin kurutulmus bitki orneklerinden su distilasyonu
(hidrodistilasyon) yontemiyle Clevenger apareyi kullanilarak (3 saat) ugucu yaglar elde
edilmistir (Hata! Basvuru kaynagi bulunamadi.) (Kilic ve Bagci, 2016). Ugucu yaglar k

ullanim zamanina kadar +4°C’de muhafaza edilmistir.
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Sekil 2.4. Clevenger apareyi ile ugucu yag eldesi

2.1.2. Kimyasal Analizler

Ugucu yag bilesenlerinin kimyasal teshisi ve karakterizasyonu HP-5MS kolonu (30 m
x 0.25 mm i.d., film kalinlik, 0.25 pm) ve dedektorlit GC-MS (Agilent 5973 N) ve GC-FID
(Agilent 6890 GC) ile Firat Universitesi Bitki Uriinleri ve Biyoteknoloji arastirma
laboratuvari’nda yapilmistir. Ornek bélerek enjekte edilmis ve orani 1:100°diir. GC firin
sicaklig1 2 dakika boyunca 70°C’de tutulmus ve 10°C/dak oraninda 150°C’ye programlanmis
ve sonra 15 dakika boyunca 150°C’de tutulmus ve 5°C/dak oraniyla 240°C’ye ¢ikarilmustir.
Tas1yici gaz olarak helyum 1 ml/dak akis hizinda kullanilmigtir. MS 70 eV’de ve kiitle aralig
35-425 olarak alinmistir. Retensiyon indeksi (RI) hesaplanmasinda alkanlar referans olarak
kullanilmistir. Bilesenlerin tanimlanmasi kiitle spektrumlarin elektronik Wiley ve Nist
labaratuvarlar1 ile kiyaslanmasina dayanmaktadir (Yiice vd., 2016). Bulgular tablolar
halinde (Tablo 3.1, Tablo 3.2, Tablo 3.3) verilmistir.
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2.2. Deney Hayvanlar1 ve Hayvan Modeli Olusturulmasi

2.2.1. Deney Gruplan

Deneyin baslangicinda 70 adet 250+/- 50 g agirliginda olan 3 aylik disi Wistar albino
siganlar kullanilmistir (Sekil 2.5). Hayvan sayis1 7 rat/ grup olarak belirlenmistir. Hayvanlar
oda sicakliginda (22°C) ve 12-saat dongiilii aydinlatmali odada tutulup yiyecek ve igecege
serbest¢ce ulagmalart saglanmistir (ad libitum) (Hancianu vd., 2013). Si¢anlar 10 gruba
ayrilmistir. Bu gruplar asagidaki sekildedir:

Kontrol grubu: Yalnizca salin ve ¢6ziicii olan tween 20 (%]1) uygulandi;

Skopolamin grubu (Sko): Yalnizca skopolamin ve ¢oziicii olan tween 20 (%1)
uygulandi;

Pozitif kontrol 1: Antidepresan ilag olan Tramadol (TRM) uygulandi (yalnizca
zorunlu yiizme testinde);

Pozitif kontrol 2: Anksiyolitik ilag olan Diazepam (DIA) uygulandi (yalnizca
yiikseltilmig art1 labirentinde);

Sko+ HYP 9%1: Skopolamin uygulamasina ilaveten Hypericum uniglandulosum
(HYP %1) ugucu yagi uygulandi;

Sko+ HYP %3: Skopolamin uygulamasina ilaveten Hypericum uniglandulosum
(HYP %3) ugucu yagi uygulandi;

Sko+ ACH %1: Skopolamin uygulamasina ilaveten Achillea pseudoaleppica (ACH
%1) ugucu yagi uygulandi,

Sko+ ACH %3: Skopolamin uygulamasina ilaveten Achillea pseudoaleppica (ACH
%3) ugucu yag1 uygulands,

Sko+ NPT %1: Skopolamin uygulamasina ilaveten Nepeta nuda subsp. nuda (NPT
%1) ugucu yag1 uygulandi;

Sko+NPT %3: Skopolamin uygulamasina ilaveten Nepeta nuda subsp. nuda (NPT
%3) ugucu yag1 uygulandi.

Kontrol, skopolamin, pozitif kontrol 1 ve pozitif kontrol 2 gruplari ayni sartlarda
kafeslendi fakat ucucu yag uygulanmadi. Calisma icin Firat Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu’nun (FUHADYEK) izni alinmistir (04.11.2015 tarih ve 180 nolu karar)

ve hayvanlar Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’'nden (FUDAM) temin
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edilmistir. Davranig deneyleri toplam 35 giin siirmiistiir. En son testin (zorunlu ylizme testi)

ardindan hayvanlar dekapite edilmistir.

LR RSN Y
ST

AT

Sekil 2.5. Deney gruplarinin bazilar1 (kontrol, sko, sko+NPT%1 ve sko+NPT%3)
2.2.2. Tla¢ Uygulamasi

Sicanlara intraperitonel (i.p) 1.5 mg/kg skopolamin hidrobromiir (Sigma-Aldrich)
uygulanmistir. Skopolamin hidrobromiir izotonik bir ¢6zelti (% 0.9 NaCl) igerisinde
¢oziildi. Bu uygulama giinde 1 kez olmak tizere skopolamin grubuna ve ugucu yag
uygulanan gruplara yapilmistir (Sekil 2.6). Skopolamin uygulamasi ugucu yag
uygulamasindan yaklagik 30 dakika dnce ve yalnizca test giinlerinde uygulanmustir (toplam

7 giin). Davranis testlerine ise skopolamin uygulamasindan 45 dakika sonra baslanmigtir
(Cioanca vd., 2015).
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Sekil 2.6. Enjeksiyon iglemi

Nefes alma aparat1 plexiglas hazneden olusur (50 cm x40 cmx18 cm). Kullanilan iki
hazneden bir tanesi kontrol ve yalniz- skopolamin uygulanan hayvanlara, digeri ise deneysel
hayvanlara ayrilmistir. Ugucu yag %1 Tween 20 (v/v) ile seyreltildi. Deney grubu hayvanlari
ardigik 21 giin boyunca ve 15’er dakikalik periyotlarla yag buharina maruz birakildi (200
uL, %1 ya da %3). Hazneler uygulama 6ncesinde %10’luk etanol ¢ozeltisi ile temizlendi
(Aydin vd., 2015).

2.2.3. Davrams Testleri

2.2.3.1. Y-labirenti Testi

Y-labirenti {i¢ koldan (35 cm uzunlugunda, 25 cm yiiksekliginde ve 10 cm
genisliginde) ve eskenar licgen merkezi alanindan olusmaktadir (Sekil 2.7). Sirasiyla
siganlar labirentin merkez kismina konulmus ve labirenti 8 dakika boyunca serbestge
dolagmalar1 saglanmistir. Siganin arka patileri tamamen labirent kolunun i¢inde oldugu
zaman o kola girdigi kabul edilmistir. Spontan degisim davranisi, siganlarin labirent
kollarinin {igiine pespese girmesi olarak (ABC, ACB, BCA gibi) tanimlanmistir. Maksimum

spontan degisim davranisi ise giris yapilan toplam kol sayisi eksi (-) 2 olarak ve yiizde
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spontan degisim ise (mevcut degisim / maksimum degisim) X 100 olarak hesaplanmuistir.
Labirent bir sonraki hayvan test edilmeden 6nce %10 etanol ¢dzeltisi ile temizlenmis ve
kagit havlu ile kurulanmistir. Spontan degisim davranisi, bir gesit kisa-siireli hafiza olan

spasyal isleyen hafizayi (spatial working memory) yansitmaktadir (Postu vd., 2017).

Sekil 2.7. Y-labirenti testi

2.2.3.2. Radyal-Kol Labirenti Testi

Radyal 8 kol labirenti merkezi alandan (32 cm ¢apinda) radyal olarak uzanan 1’den
8’e kadar numaralandirilmis (48 x 12 cm) 8 adet koldan olusmaktadir (Sekil 2.8). Aparat
yerden 50 cm yiiksek bir alana konulmustur. Her kolun ug kismina i¢inde 50 mg’lik yiyecek
olan kap konulmustur. Labirent testine baslamadan o©nce, hayvanlar siirli diyetle
beslenmisler ve agirliklarinin yaklasik % 15°ini kaybetmislerdir. Su, ad libitum olarak
verilmistir. Gergek teste baslamadan once, ratlar grup olarak labirente konulmus ve 5 dakika
boyunca labirenti kesfetmeleri ve yiyecekleri yemeleri i¢in izin verilmistir. Baglangicta
yiyecek kabi dolu olurken, zamanla azaltilmistir. Bu islem 4 giin boyunca devam etmistir.
Hayvanlarin serbestce labirent kollarinda gezmeleri ve yiyecekleri yemeleri igin

beklenmislerdir. Egitim biitiin yiyecekler bitene kadar veya 5 dakika gecene kadar
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stirmistiir. Test glinlerinde ise, her hayvan tek basina labirentin merkezine konmus ve her
zaman ayni 5 kola yiyecek konulmus (nolar. 1, 2, 4, 5 ve 7), diger kollara yiyecek
konulmamustir. Yiyecekler her hayvan igin tazelenmistir. Siganin 4 uzvu labirent kolunun
icinde oldugu zaman o kola girdigi kabul edilmistir. Hesaplamalar, isleyen hafiza hatalar
sayist (yiyecek igceren fakat daha dnce girilmis kola girmek) ve referans hafiza hatalar1 sayisi
(yiyecek olmayan kola girmek) seklinde olmustur. Labirent bir sonraki hayvan test
edilmeden once %10 etanol cozeltisi ile temizlenmis ve kagit havlu ile kurulanmistir.
Referans hafiza, her tekrarda sabit kalan bilgiye dair uzun-siireli hafiza olarak
degerlendirilirken (yiyecekli kollarin pozisyonunun hafizada kalmast), isleyen hafiza kisa -
stireli hafiza olarak ele alinmistir, ¢iinkii her denemede hatirlanacak olan bilgi degismektedir

(her denemede girilmis olan kollarin pozisyonuna dair hafiza) (Bagci vd., 2015).

Sekil 2.8. Radyal kol labirenti testi
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2.2.3.3. Yiikseltilmis Arti-labirenti Testi

Yiiksetilmis arti-labirentindeki davranis anksiyete, kesfetme ve motor davranisim
degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir. Arti-labirenti dort koldan olusmaktadir. Kollar, 49 cm
uzunlugunda ve 10 cm genisliginde olup, labirent yerden 50 cm yiiksekte olacak sekilde
metal ayaklara sahiptir (Sekil 2.9). iki kol 30 cm yiiksekliginde duvarlar ile kapatilmus, diger
iki kol ise iistii agik durmaktadir. Her sican labirentin merkezinde ve acik olan kola bakacak
sekilde yerlestirilmistir. 5 dakika boyunca davranislart gézlemlenmis ve agik ve kapali olan
kollarda gecirdigi zaman ve bu kollara girig sayis1 kaydedilmistir. A¢ik kollarda gegirdikleri
zaman yiizdesi (agik kollarda gegirdigi zaman / biitiin kollarda gegirdigi zaman X 100)
hesaplanmistir. Hayvanlarin biitiin uzuvlari bir kolun igerisinde oldugu zaman o kola girmis
kabul edilmistir ve hayvanin merkezi alanda bulundugu zaman dikkate alinmamigtir. Her

test sonrast zemin % 10’luk etanolle temizlenmistir (Cioanca vd., 2014).

Sekil 2.9. Yiiksetilmis art1 labirenti testi
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2.2.3.4. Zorunlu Yiizme Testi

Bitki ekstraktinin potansiyel antidepresan etkileri zorunlu ylizme testi ile
degerlendirilmistir. Deneylerin ilk giiniinde (6n test seansi) siganlar bireysel olarak 26+1°C
su dolu havuza (30 cm ¢apinda, 59 cm yiiksekliginde) birakilmistir (Sekil 2.10). Hayvanlar
15 dakika yiizmeye birakilmis, daha sonra kurulanip kafeslerine gotiiriilmiislerdir. Bu
prosediir 24 saat sonra 6 dakikalik ylizme seansinda (test seans1) tekrarlanmistir. Test seanst
boyunca, su davranislar kaydedilmistir: (1) hareketsizlik (bas1 suyun disinda tutmak igin
yapilan hareketlerle gegirilen siire); (2) ylizme (aktif ylizme hareketleri ile gegirilen siire)
(Beppe vd., 2015).

Sekil 2.10. Zorunlu yiizme testi

2.2.4. Biyokimyasal Analizler

Davranis deneylerini takiben siganlar gece boyunca ag¢ birakilmis ve her sigan eter
anestezisi altinda dekapite edilerek biitiin beyinleri ¢ikarilmistir. Hipokampiis ve amigdala
ornekleri ayrildiktan ve soguk (+4°C) potasyum fosfat tamponu ile yikandiktan sonra
kurutma kagidi ile kurutulmus ve derhal sivi azot tankina aktarilarak hizla donmalari

saglanmistir. Dokular analiz zamanina kadar -80°C’de saklanmistir. Analiz oncesinde
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dokularin kuru agirliklar1 tartilarak kaydedilmis ve dokular kiiglik parcalara ayrilarak
homojenizator ile (Kema Keur, model pro 200, Pro Sci. Inc., ABD) soguk 0.1 M potasyum
fosfat tamponu (pH 7.4) igerisinde (1:9,w:v), 16000 rpm’de 2 dakika homojenize edilmistir.
Hazirlanan bu homojenatlar +4°C’de 30 dakika siireyle 16000 rpm’de santrifiij edilerek
slipernatantlar ayrilmistir.

Dokularda asetilkolinesteraz (AChE) ve siiperoksit dismutaz (SOD) aktiviteleri ve
indirgenmis glutatyon (GSH) seviyeleri Eliza kitleriyle (Rel Assay, MEGA Tip Grup) Kit
igeriklerine uygun olarak ve malondialdehit (MDA) seviyeleri ise manuel metotla

calisilmigtir.

2.2.4.1. AChE, SOD Aktivitesi ve GSH Miktar1 Ol¢iimii

Eliza kiti reaktifleri uygulamadan yaklasik 30 dakika once ¢ikarilarak oda sicakligina
getirilmistir. Yikama tamponu kit manuelinde belirtildigi gibi seyreltilmistir. Kitle birlikte
verilen standart stok ¢ozelti seyreltilerek standart ¢ozeltiler hazirlanmistir. Numuneler ve
standart ¢Ozeltiler kuyucuklara 50 pl olarak sirayla yiiklenmistir. Ardindan 50 pl antijen
yiiklenmis ve 37°C’de 60 dakika inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon sonunda yikama tamponu
ille 3 kez yikama yapilmistir. Standart ve numune kuyucuklarma 50 pl avidin-HRP
yiiklenmis ve tekrar 37°C’de 60 dakika inkiibasyon yapilmistir. Ardindan ikinci kez yikama
islemleri yapilmis ve renkli A ve B ¢ozeltileri yiiklenip 10 dakika karanlikta inkiibasyona
birakilmistir. 50 pl sonlandirma ¢6zeltisinin yiiklenmesinin ardindan 450 nm dalga boyunda

ol¢iim yapilmustir. Olgiim sonunda degerler u/gram doku cinsinden yazilmustir.

2.2.4.2. MDA Seviyesi Ol¢iimii

Oncelikle tampon ¢dzelti hazirlamak igin 0,42 g Tris bazi, 1,43 g Tris-HCI, 3 g KClI,
0,5 ml Tween 20, 250 ml distile suda ¢oziilmiistiir. 1 g. doku iizerine 5 ml tampon ¢ozelti
olacak sekilde homojenize edilmistir. Homojenat 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten
sonra siipernatan kismmdan 1 ml baska bir tiipe almmistir. Uzerine 1 ml %10’luk
tiyobarbitiirik asit (TBA), 1 ml distile su ve 0.5 ml %4’liik HCI ilave edildikten sonra bu
karisim 90°C°de 120 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda oda sicakligina kadar
sogutulan tiiplere 3 ml biitanol eklenmistir. Daha sonra, tiipler 5000 rpm’de 5 dakika

santrifiij edilmis ve olusan biitanol faz spektrofotometrede 532 nm’de okutulmustur.
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Absorbans degeri ise okunan absorbans + 0,0344/ 0,0492 formiiliine gére hesaplandiktan
sonra 5 ile ¢arpilmigtir (Cetin vd., 2015).

2.2.5. listatistiksel Analizler

Biitiin bulgular ortalama + standart hata (S.E.M.) olarak ifade edilmistir. Istatistiki
analizler tek-yonliit ANOVA kullanilarak yiiriitiilmistiir. Buna ek olarak gruplar arasindaki
farkliliklar Tukey’s post hoc testi ile GraphPad 6 programi kullanilarak elde edilmistir.
Radyal kol labirenti testinde gruplar arasindaki farkliligin belirtilmesi i¢in tekrarl dl¢timler
(repeated measures) XLSTAT 2015 programi kullanilarak hesaplanmistir. p < 0.05 istatistiki

olarak onemli kabul edilmistir.

2.2.6. Molekiiler Doklama Metodu ile Biyoinformatik Analizler

Molekiiler doklama ¢alismalar1 i¢in, Protein Data Bank (PDB) 'den alinan PDB ID:
4MOF dosyasit (Cheung vd., 2013) kullanilmigtir. Molekiiler doklama islemi, NAMD
(Phillips vd., 2005) ve AutoDock4 (Huey vd., 2007) ile birlikte bir molekiiler modelleme
paketi olan VEGA ZZ (Pedretti vd., 2004) kullanilarak gerceklestirildi.

Enerji minimizasyonu ve ligant-protein doklama gibi makromolekiiler yapilarin
simiilasyonlarint yapmak i¢in biitiin-atom molekiiler mekanigi, doklama ve elektrostatik
hesaplamalar i¢in acik hidrojen atomlar1 gereklidir. Protonlanma durumu problemi sadece
diisiik ¢coztiniirliiklii X-1511 yapilariyla degil, ayn1 zamanda yiiksek ¢oziiniirliiklii yapilarla
da ortaya ¢ikmaktadir (Labute, 2009). Bu durum, proteinin PBD yapisinin diizenlenmesini
gerektirmektedir. Bu amagla, proteinin koordinatlari normalize edilmis ve hidrojen atomlari
eklenmistir. Ardindan kalan birkag¢ protonasyon problemi manuel yontemlerle tespit edilmis
ve diizeltilmistir. Kompleksin kristal yapisint optimize etmek i¢in Oncelikle PDB-REDO
sunucusu kullanilmistir. PDB-REDO, yeniden yapilandirma ve dogrulama i¢in otomatik bir
karar verme sistemi olusturan algoritmalar saglayan kristalografik yapi modellerini optimize
etmek icin kullanilan bir prosediirdiir (Joosten vd., 2014). Sonunda, diizenlenmis yapz,
NAMD ile ger¢eklestirilen bir enerji minimizasyon prosediiriine tabi tutulmustur.

Kristalize edilmis yapilar igerisinden enzim-territrem-B kompleksinin se¢ilmesi uygun
bulunmustur, ¢linkii territrem B'nin baglanmasi hem katalitik, hem de periferal bdlgeleri

kapsamaktadir. Territrem-B liganti, yeni molekiilleri yerlestirmek amaciyla yeterli alan
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olusturmak icin uzaklastirilmistir. Bilesiklerin yapilart PubChem Bilesik Veritabanindan
alimmistir. Molekiiler doklama prosediirii igin GriDock / AutoDock ile birlikte VEGA ZZ
modelleme yazilimi kullanilmistir ve AChE yapisi, su molekiillerini ortadan kaldirmak,
AMBER atom tiplerini saptamak, atom yiiklerini sabitlemek, apolar hidrojenleri ¢ikarmak
ve molekiilii PDBQT formatinda saklamak suretiyle 6n isleme tabi tutulmustur. Molekiiler
doklama bulgular igin goriintiiler PyMOL ile islenmis ve protein ile ligant etkilesimleri
arasindaki non-kovalent etkilesimler PLIP (Protein-Ligand Etkilesim Profilcisi) ile analiz
edilmistir (Salentin vd., 2015).
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3. BULGULAR

3.1. Ucucu Yaglarin Kimyasal Kompozisyonu

Nepeta nuda subsp. nuda ¢igekli 6rneklerinden su distilasyonu yontemi ile elde edilen
ucucu yag kompozisyonu Tablo 3.1°de ve bu sonuglar kromatogramlar seklinde Sekil 3.2°de
verilmektedir. Bitki 6rnegine ait ugucu yag verimi 0.7 ml’ dir. Bitki 6rneginden elde edilen
ucucu yagda toplam 44 bilesen saptandi. Bu bilesenler toplam yagin %90.1%ini
olusturmaktadir. Bu analizde, major bilesen 4aa,70,7ap-nepetalakton (trans-cis-
nepetalakton) (%50.0)” dir. Diger major bilesenler karyofilen oksit (%10.9), (+)spatulenol
(%3.3), trans-p karyofilen (%2.7), 4aa,7a,7aa-nepetalakton (cis-trans-nepetalakton) (%2.6)
ve germakren D (%2.4) dir. Major bilesenlerin ugucu yagdaki dagilimi Sekil 3.1°de

gosterilmistir. Bu ana bilegenler toplam yagin %71.9’unu olusturmaktadir.

m trans-cis-nepetalakton
m karyofilen oksit

m (+)spatulenol

| trans-B-karyofilen

H cis-trans-nepetalakton
m germakren D

= diger

Sekil 3.1. Nepeta nuda subsp. nuda ugucu yaginin majoér bilesenlerinin dagilimi
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Sekil 3.2. Nepeta nuda subsp. nuda ugucu yagmin GC kromatogrami



Tablo 3.1. Nepeta nuda subsp. nuda ugucu yaginin GC-MS analizi, yiizde oran1 ve PubChem numaralar

NO Bilesenler RI Nepeta nuda ssp nuda PubChem
% oran CID

1 1-Okten-3-ol 1056 0.3 18827

2 1-Asetilsiklohekzen 1092 0.1 13612

3 Okaliptol 1097 1.8 2758

4 Linalol 1147 0.1 6549

5 Norinon 1175 0.2 10313167

6 Trans-Pinocarveol 1177 0.1 88302

7 4-Terpineol 1204 0.2 11230

8 Metil salisilat 1212 0.1 4133

9 m-Mentha 1,8 dien 1215 0.3 91746479

10 Cis-3-hekzenil izovalerat 1241 0.1 5367681

11 4a0,70,7aa-Nepetalakton 1348 2.6 161367

12 a-Kubeben 1358 0.4 42608159

13 -Bourbonen 1365 1.9 62566

14 4aa,7a,7aB-Nepetalakton 1380 50.0 442430

15 a-Gurjunen 1384 0.4 15560276

16 Trans-B-Karyofilen 1393 2.7 5281515

17 B-Kubeben 1399 0.2 93081

18 (2) B-Farnesen 1414 0.2 5317319

19 a-Humulen 1417 0.8 5281520

20 Aromadendren 1420 0.3 91354

21 (+)Epibisikloseskifellandren 1426 0.1 91747125

22 y-Kadinen 1430 0.1 6432404

23 Germakren D 1434 2.4 5373727

24 Germakren B 1444 0.2 5281519

25 B-Bisabolen 1451 0.8 10104370

26 a-Amorfen 1455 0.2 101708

27 1-Endobourbonalol 1457 0.5 6430727

28 a-Kalamenen 1459 0.2 10224

29 B-Seskifellandren 1461 0.3 12315492

30 Elemol 1477 0.3 92138

31 a-Bergomoten 1479 0.9 86608

32 1,5 Epoksisalvial 4(14) en 1489 0.5 85669481

33 Palustrol 1490 0.8 110745

34 (+)Spatulenol 1496 3.3 92231

35 Karyofilen oksit 1499 10.9 1742210

36 y-Gurjunen 1504 0.5 15560285

37 Ledol 1511 1.9 11074994

38 Nor-kopaanon 1520 0.5 -

39 Karyofilladienol 11 1528 0.3 527418

40 a-Kadinol 1538 15 10398656

41 Izoaromadendren epoksit 1573 0.4 534398

42 Perhidrofarnesil aseton 1630 0.3 10408

43 n-Hekzadekanoik asit 1691 0.2 985

44 Fitol 1791 0.2 5366244

TOPLAM 90.1
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H. uniglandulosum ¢igekli 6rneklerinden su distilasyonu yontemi ile elde edilen ugucu
yag kompozisyonu Tablo 3.2’de ve bu sonuglar kromatogram seklinde Sekil 3.4°te
verilmektedir. Bitki 6rnegine ait ugucu yag verimi 0.5ml’ dir. Bitki 6rneginden elde edilen
ucucu yagda toplam 29 bilesen saptanmistir. Bu bilesenler toplam yagin %90.3° iinii
olusturmaktadir. Bu analizde, ana bilesen a-pinen (%35.6)’dir. Diger ana bilesenler undekan
(%19.4), izobiitil ftalat (%3.6), n-hekzadekanoik asit (%2.8), benzoik asit (%2.9), allosimen
(%2.7), siklohekzasiloksan (%2.7) ve B-pinen (%2.4)’dir. Ana bilesenlerin ugucu yagdaki
dagilimi  Sekil 3.3’te gosterilmistir. Bu ana bilesenler toplam yagin %72.1’ini

olusturmaktadir.

B a-pinen

B undekan

H izobutil falat

M n-hekzadekanoik asit
H benzoik asit

m alloosimen

i siklohekzansiloksane
i siklodekasiloksan

Diger

Sekil 3.3. Hypericum uniglandulosum ugucu yagimin major bilesenlerinin dagilimi
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Tablo 3.2. Hypericum uniglandulosum ugucu yagimin GC-MS analizi, yiizde oran1 ve PubChem numaralari

NO | Bilesenler RI H. uniglandulosum PubChem
% oran CID

1 a-Pinen 1021 35.6 6654

2 B-Pinen 1055 2.4 14896

3 Siilkaton 1060 13 9862

4 p-Simen 1091 13 7463

5 Limonen 1095 1.9 22311

6 | a-Terpinolen 1137 05 11463

7 Undekan 1148 194 14257

8 | Allosimen 1167 2.7 5368821

9 a-Terpineol 1215 0.9 17100

10 | a-Kopaen 1360 04 19725

11 | Aromadendren 1406 1.6 01354

12 | Siklohekzasiloksan 1425 2.7 10911

13 | v —Kadinen 1430 2.1 6432404

14 | a-Amorfen 1456 0.4 101708

15 | Cis-Kalamenen 1460 0.4 10224

16 | Dodekanoik asit 1486 0.3 3893

17 | 3-Hekzen-1-ol 1491 1.9 5281167

18 | Spatulenol 1495 15 92231

19 | Karyofilen oksit 1498 0.7 1742210

20 | Siklododekan 1512 0,6 9268

21 | Izobiitil ftalat 1637 36 6782

22 | Benzoik asit 1523 2.9 243

23 | Tetradekanoik asit 1592 0.3 11005

24 | Benzilbenzoat 1596 0.3 2345

25 | 2- Pentadekanon 1631 0.5 61303

26 | Siklotetradekan 1650 0.9 67524

28 | n-Hekzadekanoik 2.8 985

asit 1689
29 | Trikosan 1903 0.4 12534 veya chemspider ID 12017
TOPLAM 90.3
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A. pseudoaleppica gigekli 6rneklerinden su distilasyonu yontemi ile elde edilen ugucu
yag kompozisyonu Tablo 3.3’te ve bu sonucglar kromatogram seklinde Sekil 3.6°da
verilmektedir. Bitki 6rnegine ait ugucu yag verimi 0.7 ml’dir. Bitki 6rneginden elde edilen
ugucu yagda toplam 67 bilesen saptandi. Bu bilesenler toplam yagin %92.5%ini
olusturmaktadir. Bu analizde, major bilesen kafur (%40.6)’dir. Diger ana bilesenler kamfen
(%5.9), okaliptol (%6.4), borneol (%5.4) ve (-) karyofilen oksit (%2.9)’tir. Ana bilesenlerin
ucucu yagdaki dagilimi Sekil 3.5°te gosterilmistir. Bu ana bilesenler toplam yagin %

61.2’sini olusturmaktadir.

| kafur

B kamfen

m okaliptol

M borneol

| karyofilen oksit

m diger

Sekil 3.5. Achillea pseudoaleppica ugucu yaginin major bilesenlerinin dagilinu
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Sekil 3.6. Achillea pseudoaleppica ugucu yaginin GC kromatogrami
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Tablo 3.3. Achillea pseudoaleppica ugucu yagimin GC-MS analizi, yiizde oran1 ve PubChem numaralar

. A. pseudoalleppica PubChem

NO Bilesenler RI1 % oran CID
12297 (hekzanol) veya

1 2-Hekzanal 964 0.1 528116(8 (hekzan)al) y
2 Izopentil asetat 978 0.3 31276
3 2-Metil biitil asetat 980 0.1 12209
4 Trisiklen 1013 0.2 79035
5 a- Tujen 1015 0.2 12444322
6 a- Pinen 1021 1.4 6654
7 Kamfen 1035 5.9 6616
8 Verbenen 1037 0.1 6427476
9 Benzaldehit 1043 0.2 240
10 Sabinen 1051 0.1 18818
11 B-Pinen 1055 0.9 14896
12 Amil vinil karbinol 1057 0.1 18827
13 2-Amilfuran 1064 0.1 19602
14 a- Terpinen 1085 0.3 7462
15 p-Simen 1091 2.2 7463
16 Limonen 1095 0.3 22311
17 Okaliptol 1099 6.4 2758
18 Salisilal 1106 0.1 6998
19 y—Terpinen 1116 0.6 7461
20 Epoksilinalol 1126 0.2 22310
21 a- Terpinolen 1136 0.3 11463
22 2- Dehidrokamfor 1145 0.1 193498
23 Linalol 1153 0.9 6549
24 a- Kamfenal 1169 0.4 98497
25 Kafur 1190 40.6 2537
26 Pinokarvon 1195 15 121719
27 4-Metillbenzensilfonat 1197 0.1 85570
28 Borneol 1203 5.4 64685
29 Izopinokamfon 1204 0.1 84532
30 4-Terpineol 1207 1.9 11230
31 Metil asetofenon 1209 0.1 11340
32 m-Menta-1,8 dien 1216 1.3 10354
33 Karveol-1 1232 0.8 330573
34 Cis-Karveol 1241 0.6 330573
35 L-Karvon 1249 0.4 439570
36 (-) Bornil Asetat 1282 0.2 6448
37 Kuminol 1288 0.3 325
38 Timol 1295 0.1 6989
39 Cis-Karveol asetat 1324 0.9 7335
40 m-Ojenol 1339 0.2 596375
41 Nepetalakton 1347 0.3 92770
42 Trans-Geraniol 1360 0.2 637566
43 B-Bourbonen 1365 0.1 62566
44 Cis-Jasmon 1372 1.8 1549018
45 B-Karyofilen 1392 0.9 5281515
46 Geranil aseton 1411 0.1 1549778
47 a-Humulen 1417 0.3 5281520
48 Aromadendren 1420 0.2 91354
49 B-Iyonon 1432 0.1 638014
50 Germakren- D 1434 0.4 5373727
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Tablo 3.3’lin devamu

51 Bisiklogermakren 1443 0.6 13894537

52 v- Muurolen 1455 0.2 12313020

53 Bornil izovalerat 1457 0.3 60968

54 Nerolidol 1484 0.1 2284507 (trans) veya
5320128 (cis)

55 1,5-Epoksisalvial 4(14) en 1488 0.2 85669481

56 Spatulenol 1495 1.5 92231

57 (-) Karyofilen oksit 1498 2.9 1742210

58 a-Guaien 1505 0.2 5317844

59 Karyofilladienol 11 1529 1.6 527418

60 (+)Epibisiklosesquifellandren 1531 1.1 91747125

61 13-Tetradekanolit 1535 0.7 543405

62 a-Kadinol 1538 0.9 10398656

63 Perhidrofarnesil aseton 1630 0.1 10408

64 15-Hekzadekanolid 1633 0.3 543385

65 Izobiitil ftalat 1638 0.1 6782

66 n-Hekzadekanoik asit 1693 0.7 985

67 9,12,15 Oktadekatrienal 1810 0.6 5283384

TOPLAM 92.5

3.2. Ucucu Yaglarin Hafiza Uzerindeki Etkilerinin Y-labirentinde

Degerlendirilmeleri

Ucgucu yaglarin spasyal hafiza {lizerindeki etkileri oncelikli olarak Y-labirentinde
degerlendirilmistir. Istatistiki analizler tek-ydnlii ANOVA kullamlarak yapilmigtir. Tek-
yonlict ANOVA spontan degisim yiizdesinde (Sekil 3.7) genel olarak biitiin gruplar arasinda
(F(7,48)= 5.42, p=0.0004) anlamli farkliliklar ortaya koymustur. Gruplar arasindaki
farkliliklar Tukey’s post hoc analizi ile degerlendirilmistir. Tukey’s post hoc analizi kontrol
ve sko arasinda (p< 0.001), sko ve sko+NPT %1 arasinda (p=0.0204), sko ve sko+NPT %3
arasinda (p= 0.0283), sko ve sko+ACH %3 arasinda (p= 0.0154), sko ve sko+HYP %1
arasinda (p=0.0070), sko ve skot+tHYP %3 arasinda (p= 0.0085) istatistiksel olarak anlamli
farkliliklar ortaya koymustur. Uygulanan ugucu yaglar arasinda spontan degisim yiizdesinde
istatistiki olarak en biiyiikk farklilik yalniz skopolamin uygulanan gruba (sko) nazaran

sko+HYP %1 ve sko+tHYP %3 gruplarinda gozlenmistir.
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Sekil 3.7. Ugucu yaglarin Y-labirentinde spontan degisim ylizdesi iizerindeki etkileri. Degerler ortalama +
SEM (n =7 hayvan/ grup). Yalniz-skopolamin uygulanan gruba (Sko) kiyasla, * p < 0.05, ** p <
0.01

Goriildiigi gibi, N. nuda subsp. nuda, A. pseudoaleppica ve H. uniglandulosum ugucu
yaglar1 uygulanmis siganlarda, yalnizca skopolamin uygulanan siganlara kiyasla istatistiki
olarak anlamli fark elde edilmistir. A. pseudoaleppica ugucu yagi %1 uygulanan ratlarda ise
spontan degisim davranisinda yalmiz-skopolamin uygulanan gruba gore istatistiki olarak
anlaml fark goriilmemistir.

H. uniglandulosum ugucu yag1 uygulanan deney hayvanlarinda diger ugucu yaglarin
uygulandigr hayvanlara gore spontan degisim davranisi daha yliksek goriilmektedir. H.
uniglandulosum ugucu yagmin %1 ve %3 dozlar1 arasinda ise spontan degisim yiizdesinde
anlamli bir farklilik goriilmemistir. Spontan degisim davranisindaki bu etki, s6z konusu

ucucu yaglarin spasyal hafiza lizerinde anlamli etkileri hakkinda bilgi vermektedir.
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3.3. Ucucu Yaglarin Hafiza Uzerindeki Etkilerinin Radyal Kol Labirentinde

Degerlendirilmeleri

Ugucu vyaglarin spasyal hafiza {izerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla
uygulanan diger bir test ise radyal kol labirenti testidir. Ugucu yag uygulanan deney hayvani
gruplarina ait bulgular kolaylik olmasi acisindan ayr1 ayri grafikler iizerinde gosterilmistir.
Kontrol ve yalniz-skopolamin uygulanan gruplar ise biitiin grafiklerde gosterilmistir. Nepeta
nuda subsp. nuda ugucu yagi uygulanan gruplar Sekil 3.8’de gosterilmistir. Tek-yonlii
ANOVA isleyen hafiza hatalarinda genel olarak biitiin gruplar arasinda anlamli farkliliklar
[F(3,24)=3.07, p=0,0456] gostermistir. Tukey’s post doc analizi ise kontrol ve Sko arasinda
(p=0,0271) ve Sko ve Sko+NPT%3 arasinda (p=0,0341) anlamli farkliliklar géstermistir.
Referans hafiza hatalar1 i¢in tek-yonli ANOVA biitiin gruplar arasinda genel anlamli
farkliliklar gosterirken [F(3,24)= 12.14, p<0,0001), Tukey’s post hoc analizinde kontrol ve
Sko arasinda (p=0,0009), Sko ve Sko+NPT%]1 arasinda (p<0,0001), Sko ve Sko+NPT%3
arasinda (p<0,0001) anlaml1 farkliliklar elde edilmistir.

Tekrarli 6l¢iimli-ANOVA radyal kol labirentinde isleyen hafiza hatalari i¢in anlamli
zaman ve grup farkliligi [F(18,112)= 3.55, p<0.0001] ortaya koymustur. Referans hafiza
hatalar1 i¢in ise anlamli zaman farkliig [F(6,112)= 2.10, p=0.0590] ve anlamli grup
farkliligi (F(3,112)= 14.94, p<0.0001) elde edilmistir.

56



== kontrol === Sko === Sko+ NPT %1 ==ie=Sko+ NPT %3

a)
4,5
= 4
= 35
*5 3 + T T
< 25 T A\
g 2 =
) 2 I
<
= 1,5 T
g 1
2L 0,5 T
- 0
1 2 3 4 5 6 7

Gunler

b) == kontrol == Sko === Sko+ NPT %1 =ie=Sko +NPT %3

6
s
g 4
[a]
N
RER
<=
g 2 T
e Y
S g
(]
[
0 T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7
Glinler

Sekil 3.8. Nepeta nuda subsp. nuda ugucu yaginin radyal-kol labirentinde hafiza iizerindeki etkisi.
Degerler ortalama + SEM (n = 7 hayvan/ grup). Yalmiz-skopolamin uygulanan gruba (Sko)
kiyasla, a) isleyen hafiza hatalari; sko ve sko+NPT%3 arasinda (p<0,05) b) referans hafiza
hatalari; sko ve sko+NPT%]1 arasinda (p<0,0001), sko ve sko+NPT%3 arasinda (p<0,0001)

Achillea pseudoaleppica ugucu yagi uygulanan gruplar Sekil 3.9°da gosterilmistir.
Tek-yonlii ANOVA isleyen hafiza hatalari i¢in anlamh grup farkliligi gostermezken,
referans hafiza hatalar1 i¢in genel bir grup farklihg [F(3,24)= 6.38, p=0.0035] elde
edilmistir. Tukey’s post hoc analizinde ise kontrol ve Sko arasinda (p=0.0050), Sko ve
SkotACH%]1 arasinda (p=0.0440), Sko ve Sko+ACH%3 arasinda (p=0.0025) anlamli
farkliliklar elde edilmistir.

Tekrarl1 61¢iimlii-ANOVA radyal kol labirentinde isleyen hafiza hatalar1 i¢in anlaml

farkliliklar gostermemektedir. Referans hafiza hatalar i¢in ise tekrarli 6lgiimli-ANOVA
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anlamli zaman farkliligi [F(6,112)= 1.96, p=0.0780] ve anlamli grup farklilig1 (F(3,112)=
7.99, p<0.0001) ortaya koymaktadir.
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Sekil 3.9. Achillea pseudoaleppica ugucu yagmin radyal-kol labirentinde hafiza lizerindeki etkisi.
Degerler ortalama £ SEM (n = 7 hayvan/ grup). Yalmiz-skopolamin uygulanan gruba (Sko)
kiyasla, a) isleyen hafiza hatalari, b) referans hafiza hatalari; sko ve sko+ACH%]1 arasinda
(p<0.05), sko ve sko+ACH%3 arasinda (p<0.005)

Hypericum uniglandulosum ugucu yagi uygulanan gruplar Sekil 3.10’da gosterilmistir.
Tek-yonlii ANOVA isleyen hafiza hatalarinda anlamli farklilik gostermezken, referans
hafiza hatalarinda genel anlamli farkliliklar [F(3,24)=7.18, p=0.0007) elde edilmistir.
Tukey’s post hoc analizi ise kontrol ve sko arasinda (p=0.0006), kontrol ve sko+HYP%1
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arasinda (p=0.0009), sko ve skotHYP%3 arasinda (p=0.0236) anlamli farkliliklar
gostermistir.

Tekrarl1 6l¢iimlii-ANOVA radyal kol labirentinde isleyen hafiza hatalar1 i¢in anlamli
farkliliklar gostermemektedir. Referans hafiza hatalari igin ise anlamli zaman ve grup
farklilig1 [F(18,112)=1.69, p=0.0510] ortaya koymustur.
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Sekil 3.10. Hypericum uniglandulosum ugucu yaginin radyal-kol labirentinde hafiza {izerindeki etkisi.
Degerler ortalama + SEM (n = 7 hayvan/ grup). Yalmiz-skopolamin uygulanan gruba (Sko)
kiyasla, a)isleyen hafiza hatalari, b) referans hafiza hatalari; kontrol ve sko+HYP%1 arasinda
(p<0.001), sko ve sko+HYP%3 arasinda (p<0.05)
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Gorildugu gibi referans hafiza hatalarinda biitiin gruplar arasinda anlaml farkliliklar
goriiliirken isleyen hafiza hatalarinda anlamli farkliliklar goriilmemistir. Ugucu yaglarin
uzun siireli hafizada daha etkili oldugu, kisa siireli hafizada test gruplar1 arasinda yalnizca

N. nuda subsp. nuda ugucu yagmin etkili oldugu sonucuna varilmstir.

3.4. Ucucu Yaglarin Anksiyete Uzerindeki Etkileri

Nepeta nuda subsp. nuda, Achillea pseudoaleppica, Hypericum uniglandulosum ugucu
yaglarinin anksiyete tizerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla yiikseltilmis art1 labirenti
testi uygulanmistir. Sekil 3.11a’da goriildiigii lizere, ylikseltilmis art1 labirentinde ANOVA,
acik kollara giris sayisinda genel olarak anlamli etki [F(8,54)=3.30, p=0.0093] ortaya
koymustur. Ayrica Tukey’s post hoc analizi DIA ve sko arasinda (p=0.0042), sko ve
sko+NPT %3 arasinda (p=0.0460), sko ve sko+ACH %3 arasinda (p=0.0438), sko ve
sko+HYP %3 arasinda (p=0.0346) anlaml1 farkliliklar ortaya koymustur.

Sekil 3.11b’de goriildiigii tizere, yiikseltilmis art1 labirentinde ANOVA, agik kollarda
kalma siiresi ylizdesinde genel olarak anlamli etki [F(8,54)=8.22, p<0.0001] ortaya
koymustur. Ayrica, Tukey’s post hoc analizi kontrol ve DIA arasinda (p=0.0032), kontrol
ve Sko+NPT %3 arasinda (p=0.0346), kontrol ve sko+HYP %3 arasinda (p=0.0105), DIA
ve sko arasinda (p<0.0001), Sko ve Sko+ NPT%1 arasinda (p=0.0224), Sko ve Sko+ NPT%3
arasinda (p=0.0004), Sko ve Sko+ ACH%3 arasinda (p=0.0007), Sko ve Sko+ HYP %1
arasinda (p=0.0273), Sko ve Sko+ HYP %3 arasinda (p<0.0001) anlamli farkliliklar ortaya
koymustur.

Ugucu yaglarin anksiyete tizerindeki anlamli etkileri yiikseltilmis art1 labirentiyle
ortaya konmustur. Ugucu yaglar, 6zellikle de %3’liik konsantrasyonlari, skopolamin’in yol
actig1 anksiyete davranisini azaltmistir. Bununla birlikte pozitif kontrol olan diazepam
grubunda her iki parametrede de daha yiiksek degerler gozlenmis olup, diazepam’in daha

giiclii bir anksiyolitik ajan oldugu goériilmektedir.
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Sekil 3.11. Ugucu yaglarin yiikseltilmis arti labirentinde anksiyete lizerindeki etkileri. Degerler
ortalama + SEM (n=7 hayvan/ grup). Yalmz-skopolamin uygulanan gruba (Sko) kiyasla,
a) acik kollara girig sayisi; * p<0.05, b) acik kollarda kalma siiresi yiizdesi; * p<0.05,
*** p<0.0005

3.5. Ucucu Yaglarin Depresyon Uzerindeki Etkileri

Ugucu yaglarin  depresyon Tlzerindeki etkileri zorunlu yiizme testiyle
degerlendirilmistir. Zorunlu yiizme testinde hareketsizlik siiresi ve ylizme siiresi olmak
tizere 2 parametre kullanilmistir. Hareketsizlik siiresinde (Sekil 3.12) ANOVA gruplar
arasinda genel olarak anlamli farkliliklar [F(8,54)= 6.94, p<0.0001] ortaya koymustur.
Ayrica Tukey’s post hoc analizi kontrol ve TRM arasinda (p=0.0055), kontrol ve
Sko+NPT%3 arasinda (p=0.0266), TRM ve Sko arasinda (p<0.0001), Sko ve Sko+NPT%1
arasinda (p=0.0093), Sko ve SkotNPT%3 arasinda (p=0.0003), Sko ve Sko+ACH%3
arasinda (p=0.0010), Sko ve Sko+HYP%3 arasinda (p=0.0043) anlamli farklar tespit
etmistir.

Zorunlu yiizme testinde yilizme siiresinde (Sekil 3.12b) de ANOVA genel olarak
anlaml etki [F(8,54)= 6.94, p<0.0001] ortaya koymustur. Ayrica Tukey’s post hoc analizi
kontrol ve TRM arasinda (p=0.0055), kontrol ve Sko+NPT%3 arasinda (p=0.0266), TRM
ve Sko arasinda (p<0.0001), Sko ve Sko+NPT%1 arasinda (p=0.0093), Sko ve Sko+NPT%3
arasinda (p=0.0003), Sko ve Sko+ACH %3 arasinda (p=0.0010), Sko ve Sko+HYP %3
arasinda (p=0.0043) anlamli farkliliklar tespit etmistir.
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Sekil 3.12. Ugucu yaglarin zorunlu yiizme testinde depresyon iizerindeki etkileri. Degerler ortalama
+ SEM (n=7 hayvan/grup). Yalmz-skopolamin uygulanan gruba (Sko) kiyasla, a)
hareketsizlik siiresi; ** p<0.01, *** p<0.001, b) ylizme siiresi; ** p<0.01, *** p<0.001

Ugucu yaglarin (6zellikle de %3’liikk konsantrasyondaki) antidepresan etkileri
gosterilmistir. Antidepresan ajan olan diazepam’in etkisi daha fazla olmakla birlikte, ugucu

yag uygulanan gruplar kontrol grubuna nazaran daha giiclii etkiler géstermislerdir.

3.6. Ucucu Yaglarin AChE Aktivitesi Uzerine Etkileri

Biyokimyasal testler siganlarin hipokampiis ve amigdala homojenatlarinda ayr1 ayri
incelenmistir. Tek-yonlii ANOVA hipokampiis homojenatlarinda AChE aktiviteleri igin
gruplar arasinda genel anlamli farkliliklar [F (7, 48) = 14.55, p<0.0001] ortaya ¢ikarmistir
(Sekil 3.13). Ayrica, Tukey’s post hoc analizi her bir grup arasindaki istatistiki farklar
belirlemek amaciyla kullanilmistir. Buna gére kontrol ve Sko arasinda (p=0.0036), kontrol
ve Sko+ACH%larasinda (p=0.0273), Sko ve Sko+HYP%!1 arasinda (p<0.0001), Sko ve
Sko+HYP%3 arasinda (p=0.0001), Sko ve Sko+NPT%1 arasinda (p<0.0001), Sko ve
Sko+NPT%3 arasinda (p=0.0016), Sko ve Sko+ACH%1 arasinda (p<0.0001), Sko ve
Sko+ACH%3 arasinda (p=0.0001) anlamli farkliliklar bulunmustur.

Sigan amigdala homojenatlarinda ise tek-yonli ANOVA gruplar arasinda genel
anlaml farkliliklar [F (7, 48) = 7.23, p=0.0005] tespit etmistir. Tukey’s post hoc analizine
gore ise Sko ve Sko+NPT%1 arasinda (p=0.0009), Sko ve Sko+NPT%3 arasinda
(p=0.0135), Sko ve Sko+HYP%1 arasinda (p=0.0024), Sko ve Sko+ACH%l arasinda
(p=0.0070), Sko ve Sko+ACH%3 arasinda (p=0.0008) anlamli farklar bulunmustur.
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Sekil 3.13. Ugucu yaglarin beyin dokularinda AChE aktivitesi tizerine etkileri. Degerler ortalama +
SEM (n=7 hayvan/grup). Yalniz-skopolamin uygulanan gruba (Sko) kiyasla, a)
hipokampiis, ** p=0.0016, *** p<0.0005, **** p<0.0001, b) amigdala homojenati,
*p=0.0135, **p< 0.01, ***p<0.001

Ugucu yaglarin sigan hipokampiis ve amigdala bolgelerinde AChE inhibitor
aktivitelerine sahip oldugu gosterilmistir. AChE aktiviteleri skopolamin uygulamasi ile
artarken, solunumla alinan ugucu yaglar siganda AChE aktivitesinin azaldigi goriilmiis,

kontrol grubuna yakin degerler elde edilmistir.

3.7. Ucucu Yaglarin SOD Aktivitesi Uzerine Etkileri

SOD aktivitesi i¢in hipokampiis homojenatlarinda tek-yonli ANOVA genel bir grup
farklilig [F (7, 48) = 17.73, p<0.0001] tespit etmistir (Sekil 3.14). Tukey’s post hoc analizi
verilerine gore herbir grup arasinda su anlamli farkliliklar elde edilmistir: kontrol ve Sko
arasinda (p<0.0001), kontrol ve Sko+HYP%1 arasinda (p=0.0021), kontrol ve Sko+NPT%1
arasinda (p=0.0155), Sko ve Sko+HYP%1 arasinda (p=0.0128), Sko ve Sko+HYP%3
arasinda (p<0.0001), Sko ve Sko+NPT%1 arasinda (p=0.0017), Sko ve Sko+NPT%3
arasinda (p<0.0001), Sko ve Sko+ACH%1 arasinda (p<0.0001) ve Sko ve Sko+ACH%3
arasinda (p<0.0001).

SOD aktivitesi igin amigdala homojenatlarinda tek-yonliic ANOVA genel bir grup
farkliligi [F (7, 48) = 6.72, p=0.0008]. elde etmistir. Tukey’s post hoc analizine gore kontrol
ve Sko arasinda (p=0.0033), Sko ve Sko+HYP%1 arasinda (p=0.0011), Sko ve Sko+HYP
%3 arasinda (p=0.0389), Sko ve Sko+NPT %1 arasinda (p=0.0271), Sko ve Sko+ACH%1
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arasinda (p=0.0009), Sko ve Sko+ACH %3 arasinda (p=0.0026) anlamli farklar elde

edilmistir.
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Sekil 3.14. Ucucu yaglarin beyin dokularinda SOD aktivitesi tizerine etkileri. Degerler ortalama =+
SEM (n=7 hayvan/grup). Yalniz-skopolamin uygulanan gruba (Sko) kiyasla, a)
hipokampiis, * p=0.0128, **p=0.0017, **** p<0.0001, b) amigdala homojenati *p<0.05,
**p< 0.005, ***p=0.0009

3.8. Ucucu Yaglarin Toplam GSH Miktar1 Uzerine Etkileri

Deney hayvanlarmin hipokampiis dokularindaki toplam GSH miktarlar1 (Sekil 3.15)
icin tek-yonlit ANOVA genel bir grup farkliligi [F (7, 48) = 11.61, p<0.0001] elde etmistir.
Tukey’s post hoc analizine gore ise, kontrol ve Sko arasinda (p=0.0001), kontrol ve
Sko+HYP %1 arasinda (p=0.0175), kontrol ve Sko+HYP %3 arasinda (p=0.0246), Sko ve
Sko+NPT %1 arasinda (p=0.0011), Sko ve Sko+NPT %3 arasinda (p<0.0001), Sko ve
Sko+ACH %1 arasinda (p=0.003), Sko ve Sko+ACH %3 arasinda (p=0.0356) anlamli
farklar bulunmustur.

Amigdala 6rneklerindeki toplam GSH miktarlar1 i¢in tek-yonlit ANOVA ile genel bir
grup farklilig1 [F (7, 48) = 4.028, p=0.0100] elde edilmistir. Tukey’s post hoc analizi ile
kontrol ve Sko arasinda (p=0.0174) ve Sko ve Sko+HYP%3 arasinda (p=0.0041) anlaml

farklar elde edilirken diger gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli farklar bulunmamistir.
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Sekil 3.15. Ugucu yaglarin beyin dokularinda toplam GSH miktari tizerine etkileri. Degerler ortalama
+ SEM (n=7 hayvan/grup). Yalmz-skopolamin uygulanan gruba (Sko) kiyasla, a)
hipokampiis, Tukey’s post hoc analizleri i¢in, * p=0.0356, **p=0.0011, *** p=0.003,
****p<0.0001, b) amigdala homojenati, **p=0.0041

3.9. Ucucu Yaglarin MDA Seviyesi Uzerine Etkileri

MDA seviyesi i¢in deney hayvanlarinin hipokampiis dokularinda (Sekil 3.16) tek-
yonliit ANOVA gruplar arasinda genel bir anlaml farklilik [F (7, 48) = 12.85, (p<0.0001)
gostermektedir. Tukey’s post hoc testi kullanilarak elde edilen herbir grup arasindaki anlamli
farkliliklar su sekildedir: kontrol ve Sko+HYP%3 arasinda (p=0.0148), kontrol ve
Sko+NPT%1 arasinda (p=0.0291), kontrol ve Sko+NPT%?3 arasinda (p=0.0026), Sko ve
Sko+HYP%]1 arasinda (p=0.0012), Sko ve Sko+HYP%3 arasinda (p<0.0001), Sko ve
Sko+NPT%]1 arasinda (p=0.0002), Sko ve Sko+NPT%3 arasinda (p<0.0001), Sko ve
Sko+ACH%]1 arasinda (p=0.0204), Sko ve Sko+ACH%?3 arasinda (p=0.0004).

MDA seviyesi igin amigdala 6rneklerinde tek-yonlic ANOVA ile gruplar arasinda
genel bir anlamli farklilik [F (7, 48) = 9.72, p<0.0001] bulunmustur. Tukey’s post hoc
verilerine gore ise kontrol ve Sko arasinda (p=0.0254), Sko ve Sko+HYP%] arasinda
(p=0.0019), Sko ve Sko+HYP%3 arasinda (p=0.0007), Sko ve Sko+NPT%] arasinda
(p=0.0002), Sko ve Sko+NPT%3 arasinda (p<0.0001), Sko ve. Sko+ACH%l arasinda
(p=0.0013), Sko ve Sko+ACH%3 arasinda (p=0.0076) anlamli farklar elde edilmistir.
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Sekil 3.16. Ugucu yaglarin beyin dokularinda MDA seviyesi lizerine etkileri. Degerler ortalama =+
SEM (n=7 hayvan/grup). Yalmz-skopolamin uygulanan gruba (Sko) kiyasla, a)
hipokampiis, * p=0.0204, **p=0.0012, *** p<0.0005, ****p<0.0001, b) amigdala
homojenati, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001

Ucgucu yag uygulamasinin siganlarda hipokampiis ve amigdala beyin homojenatlarinda
antioksidan etki gosterdikleri, SOD aktivitesi, toplam GSH miktari ve MDA seviyeleri ile
gosterilmistir. Skopolamin bu degerlerde artisa neden olurken, ugucu yag uygulamalarinin

beyin dokularinda skopolamin’in oksidan etkilerini azalttiklar: goriilmiistiir.

3.10. Biyoinformatik Analizler
3.10.1. AChE Enzimi Molekiiler Doklama Calismalar:

Ugucu yag bilesenlerinin AChE enzimi ile olas1 interaksiyonlarinin belirlenmesi igin
oncelikli olarak X-i15m1 kristalografisi ile kristalize edilmis olan ligantlarin verileri
incelenmistir. Bu ligantlar ger¢ege en yakin modelleri vereceginden ligantlarin doklama
verileri standart olarak kullanilmistir. Ikinci 6nemli nokta ise doklama algoritmasinin
dogrulanmasi olmustur. Bu kez ayni ligantlarin baglanma enerjilerini hesaplamak igin
doklama algoritmasi kullanilmis ve yazilimla elde edilen degerlerin kristallesme ile elde
edilenlerle ¢ok yakin olduklar1 goriilmiistiir. Kristalize edilen 4 ligant territrem-B (4mOf),
dihidrotanginon-l1 (4mOe), galantamin (4ey6) ve donepezil (4ey7) ‘dir. Bu ligantlarin
baglanma serbest enerjileri ve inhibisyon sabitleri bizim algoritmamizla elde ettigimiz
verilerle kiyaslanmigtir. Kristalize edilen ligantlarin baglanma enerjileri -13,15 (territrem-

b), -9,66 (dihidrotansinon-I), -8,72 (galantamin) ve -11,23 (donepezil) seklinde iken, bizim
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verilerimize gore -13,11(territrem-b), -9,73 (dihidrotansinon-1), -8,37 (galantamin) ve -10,71
(donepezil) seklinde elde edilmistir. Goriildigi gibi veriler birbirine ¢ok yakin
goriilmektedir. Inhibisyon sabitleri ise kristalize edilen ligantlar igin 0,000231 pM
(territrem-B), 0,0831 uM (dihidrotansinon-I), 0,404 uM (galantamin) ve 0,0059 uM
(donepezil) seklinde iken, bizim verilerimize gore 0,000246 uM (territrem-b), 0,0742 uM
(dihidrotansinon-1), 0,727 uM (galantamin) ve 0,0142 uM (donepezil) seklinde elde
edilmistir. Inhibisyon sabitleri de her iki veri arasinda oldukea yakinlik gostermektedir. Bu
acgidan bakildiginda, bu algoritmanin bu enzim modelinde diger bilesikleri degerlendirmek
icin uygun oldugu sonucu c¢ikmistir. Yani bilinmeyen bilesiklerin AChE enzimi ile
interaksiyonunun teorik olarak degerlendirilmesi i¢in elimizde dogruladigimiz bir doklama
algoritmas1 ve dnemli referans degerleri mevcut olmustur. Ayrica AChE enzimi i¢in tersinir
ve tersinmez inhibitorlerin doklama ¢alismalari yine karsilagtirma amaciyla yapilmustir.
Secilen bu inhibitérlerin isimleri ve PubChem numaralar1 Tablo 3.4’te ve doklama verileri
ise Tablo 3.5’te verilmistir. Birgok ugucu yagin major bileseni olarak elde edilmekte olan a-
pinen bileseni daha once arastirmacilar tarafindan ¢alisilmistir. a-pinen’in doklama verileri
Tablo 3.6’da verilmis olup inhibisyon sabiti 35,8 uM iken, baglanma enerjisi -6,07 seklinde
elde edilmistir. Daha sonra ugucu yag bilesenlerinin doklama calismalarina gegilmistir.
Territrem-B’nin AChE enzimine baglanma pozisyonu Sekil 3.17a’da, molekiil yapist ise
Sekil 3.18a’da gosterilmistir. Doklama verilerine gore, teorik olarak AChE enzimi ile
territrem B’nin kurdugu baglar Tablo 3.10°da verilmistir. Buna gore territrem B ile AChE
arasinda hidrofobik interaksiyonlar ve hidrojen baglari kuruldugu ve m-istiflenmeleri

gorilmektedir.
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Tablo 3.4. AChE inhibitorleri ve PubChem numaralari

No Bilesikler PubChem

CID
Tersinir inhibitorler

1 Fizostigmin 5983

2 Neostigmin 5824

3 Piridostigmin 7550

4 Donepezil (4EY7) 3152

5 Galantamin (4EY®6) 9651

6 Kafein 2519

7 a-Pinen 6654

8 Takrin 1935

9 Huperzin A 5912039

10 Territrem-B (dogal)(4MOF) 114734

11 Dihidrotansinon-I (dogal)(4MOE) 5316743

Yari-tersinir inhibitorler

1 Karbosiilfan 41384

2 Sarin 7871

3 Ekotiofat 10547

4 Paration 991

5 Metrifonat 5853
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Tablo 3.5. Kristalize edilmis AChE ligantlari

(1ow / edx)
ISI[.I9Ud uw)sSIs zisgeg

1la18us |suoAnsio]]

1,79 (0

0,6

1,79 (0

1l1oud Iy

-0,58

-0,1

0

-1,69

1l1aua ne1soa1ya|g3

-0,15

-0,29

-0,09

-0,14

1si[18us uoAseajoseq
+13eq H + AAPA|

-12,29

-8,93

-9,57

-13,1

(1ow/1eax) 1la1sug
JIMydrourdjul weydo |

-12,44

-9,22

-9,66

-13,24

1SI[19u9 159q19s vwue[geyg

-11,23

-8,72

-9,66

-13,15

() (131) prqes uoAsiqryup

0,0059

0,404

0,0831

0,000231

70d

dtion

—

1

PV INY3[0N

Donepezil
(4EYT)

Galantamin
(4EY®6)

Dihidrotanginon-|

(4MOE

Territrem-B
(4MOF)

69



Tablo 3.6. AChE inhibitorlerinin doklama verileri
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Territrem-B 2 44 | 0,000246 -13,11 | -13,97 -13,81 -0,17 -1,7 1,79 -0,77
Donepezil 5 3 0,0142 -10,71 | -12,45 -12,33 -0,12 -0,89 1,79 -0,84
Karbosiilfan 6 28 | 0,0654 -9,8 -11,5 -11,36 -0,15 -1,66 | 2,98 -0,38
Dihidrotansinon-I| 7 10 | 0,0742 -9,73 -9,73 -9,58 -0,15 0 0 0
Huperzin A 10 | 57 | 0,408 -8,72 -9,06 -9,04 -0,02 0,09 0,3 0,05
Fizostigmin 11 | 83 | 041 -8,71 -9,45 -9,34 -0,11 -0,09 | 0,6 -0,23
Galantamin 15 | 30 | 0,727 -8,37 -8,67 -8,69 0,02 -0,4 0,6 -0,1
Paration 16 | 70 1,28 -8,04 -9,27 -9,27 -0,01 -0,43 1,19 -0,47
Takrin 3 13 2,28 -7,7 -8 -71,97 -0,02 0,04 0,3 0,04
Neostigmin 8 69 | 4,61 -7,28 -7,93 -7,29 -0,64 -0,41 | 0,89 -0,17
Ekotiofat 1 86 | 11,8 -6,72 -8,14 -7,49 -0,65 -0,39 | 1,49 -0,32
Piridostigmin 13 | 44 | 17,8 -6,48 -7,03 -6,95 -0,08 -0,28 | 0,6 -0,23
a-Pinen 12 |5 35,8 -6,07 -6,07 -6,06 0 0 0 0
Kafein 4 25 | 40,3 -6 -6 -5,98 -0,02 0 0 0
Metrifonat 9 29 59,2 -5,77 -5,77 -5,75 -0,02 -0,41 0,3 -0,11
Sarin 14 | 29 | 860 -4,18 -4,8 -4,71 -0,09 -0,09 | 0,6 -0,11
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3.10.1.1. Nepeta nuda subsp. nuda Ucucu Yag Bilesenlerinin Molekiiler Doklama

Cahismalan

N. nuda subsp. nuda ugucu yag bilesenleri ve bu bilesenlerin PubChem numaralari
Tablo 3.1’de verilmistir. Bu bilesenlerin molekiiler doklama analizleri Tablo 3.7’de
verilmigtir. Tabloda bilesenler baglanma serbest enerjileri en diisiik olandan en yiiksege
dogru siralanmistir. Analize goére N. nuda subsp. nuda ugucu yaginin kimyasal
bilesenlerinden baglanma serbest enerjisi en diisiik ¢ikan perhidrofarnesil aseton olmustur (-
8,60). Bilesenin inhibisyon sabiti ise 0,495 uM olarak elde edilmistir. Ardindan, o-
kalamenen, [-seskifellandren, o-kadinol, vy-kadinen, p-burbonen, [-bisabolen, (+)
epibisikloseskifellandren, B-kubeben, 1,5 epoksisalvial-4(14)-en, elemol, aromadendren,
germakren B ve a-amorfen bilesenleri baglanma serbest enerjileri agisindan en diisiikten
yiiksege dogru siralanmislardir. Bu bilesenlerin inhibisyon sabitleri de diisiik goriilmektedir.
Ugucu yagin ana bilesenleri ise tabloda ilk siralarda olmamalarina ragmen baglanma serbest
enerjileri oldukga diigiik goriilmektedirler. Ugucu yagin %50.0’mna tekabiil eden trans-cis-
nepetalakton -6,55 baglanma serbest enerjisine ve 15,8 uM inhibisyon sabitine sahiptir.
Buna karsilik ugucu yagin %?2,6’sin1 olusturan cis-trans-nepetalakton izomerinin ise
baglanma serbest enerjisi -6,96 iken, inhibisyon sabiti 7,88 uM olarak elde edilmistir. Diger
ana bilesenlerin baglanma serbest enerjileri trans-fB-karyofilen i¢in -7,97, spatulenol i¢in -
7,96, germakren D icin -7,91 ve karyofilen oksit i¢in ise -7,63 olarak tespit edilmistir.
Perhidrofarnesil aseton’un molekiil yapist Sekil 3.18b’de, AChE enzimine baglanma
pozisyonu Sekil 3.17b’de gosterilmistir. Ugucu yagin ana bileseni olan trans-cis
nepetalakton’un molekiil yapisi Sekil 3.18f’de, enzime baglanma pozisyonu ise Sekil
3.17fde gosterilmistir. Doklama verileri eas alinarak, perhidrofarnesil aseton-AChE ve
trans-cis nepetalakton-AChE arasindaki baglar sirasiyla Tablo 3.11 ve Tablo 3.15°te
verilmistir. Buna gore teorik olarak, enzim ve ligantlar arasinda hidrofobik etkilesimler ve

hidrojen baglar1 kuruldugu goriilmektedir.
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Tablo 3.7. Nepeta nuda subsp. nuda ugucu yag bilesenlerinin doklama verileri
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Perhidrofarnesil aseton 3 |24 0495 |-860|-11,11 | -11,04 | -0,07 | -0,33 | 2,39 | -0,46
a-Kalamenen 3 |18 | 064 |-845]|-845 |-845 |0,00 | 0,00 |0,00 0,00
B-Seskifellandren 6 |2 |0702|-840|-882 |-882 |000 |-0,37]0,60|-0,20
a- Kadinol 2 |9 |o0756|-835]|-865 |-861 |-004]004 |030]003
y-Kadinen 23 |33 |0781|-833|-833 |-833 |0,00 | 0,00 |0,00] 0,00
B-Burbonen 21 |10 | 0,79 |-8,33|-833 |-832 |0,00 | 0,00 |0,00]| 0,00
B-Bisabolen 1 |59 |0826|-830|-88 |-88 |000 |-0,23]060]|-0,22
(+)Epibisikloseskifelandren | 29 |9 | 0,852 | -8,28 | -8,28 |-8,28 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
B-Kubeben 31 |20 | 0,901 |-825|-825 |-824 |0,00 | 0,00 |0,00] 0,00
1,5-Epoksisalvial-4(14)-en |62 |4 | 111 |-813|-813 |-811 |-0,02 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Elemol 30 |20 | 122 |-807|-836 |-823 |-0,14-0,13|0,30 | -0,13
Aromadendren 27 |6 | 126 |-8,05]|-805 |-804 |0,00 | 0,00 |0,00]| 0,00
Germakren B 16 |53 [ 1,35 |-801|-801 |-80L |0,00 |0,00 |0,00]|0,00
a-Amorfen 2 |5 |137 |-800/|-800 |-800 |0,00 |0,00 |0,00]| 0,00
Trans-p-Karyofilen 15 |46 | 1,44 |-797|-797 |-797 | 000 |0,00 |0,00|0,00
Spatulenol 65 |5 | 147 |-7,96|-826 |-824 |-001]003 |0,30 0,03
a-Kubeben 13 |28 | 1,48 |-795|-7,95 |-7.95 | 0,00 |0,00 |0,00|0,00
Germakren D 20 |10 |16 |-7,91|-791 |-791 |0,00 | 0,00 |0,00| 0,00
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Tablo 3.7°nin devami

Karyofilladienol 11 30 | 31174 |-786 |-816 |-809 |-0,06 |0,03 |0,30] 0,03
a-Bergomoten 25 | 93199 |-7,78 | -866 |-8,66 |0,00 |-0,40 | 0,89 | -0,39
(2) p-Farnesen 18 | 841|212 |-7,74 |-891 |-891 |O000 |-045 1,19 -043
1-Endo-burbonanol 22 | 29235 |-768 |-798 |-793 |-0,05|0,04 | 0,30 0,04
a-Gurjunen 8 6 |237 |-768 |-768 |-7,67 |0,00 |0,00 |0,00] 0,00
Karyofilen oksit 11 |34 |256 |-763 |-763 |-766 |0,03 |0,00 |0,00] 0,00
a-Humulen 17 |18 |2,79 |-758 |-758 |-757 |0,00 |0,00 |0,00]| 0,00
4a0,70,7a0-Nepetalakton | 9 9 | 788 |-69 |-7,26 |-7,11 |-0,14 | 0,05 | 0,30 | 0,06
4aa0,7a,7ap-Nepetalakton | 14 | 41| 158 | -6,55 | -6,86 | -6,70 | -0,16 | 0,06 | 0,30 | 0,05
n-Hekzadekanoik asit 29 | 47205 |-6,40 | -10,84 | -10,82 | -0,02 | -0,53 | 4,77 | -0,20
Linalol 24 |79 |22,7 |-634|-704 |-692 |-012 |-0,07 | 0,60 | -0,18
4-Terpineol 5 1 |249 |-628|-660 |-652 |-0,08 0,04 |030]|0,02
M-Mentha-1,8-dien 28 |22 |264 |-625|-625 |-625 |0,00 |0,00 |0,00] 0,00
Metilsalisilat 12 | 8309 |-615|-735 |-7,13 |-0,22 | 0,07 | 1,19 | 0,07
Trans-Pinokarveol 26 | 131|325 |-612 | -6,42 -6,35 -0,07 | 0,02 | 0,30 | 0,02
1-Asetilsiklohekzen 7 26333 |-611 | -6,70 |-6,60 |-0,10 | -0,06 | 0,60 | -0,06
Norinon 4 11| 584 | -578 | -6,07 |-6,03 |-0,04 | 0,02 | 0,30 | 0,02
Okaliptol 11 | 221|609 |-575|-575 |-579 |0,04 |0,00 |0,00| 0,00
cis-3-Hekzenil izovalerat | 19 | 21 | 65,9 | -5,70 | -8,01 -7,93 -0,09 | -0,25 | 2,39 | -0,17
1-Okten-3-ol 10 |85 |242 |-493 |-666 |-655 |-0,11 |-0,15 | 1,79 | -0,09
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3.10.1.2. Hypericum uniglandulosum Ucucu Yag Bilesenlerinin Molekiiler
Doklama Calismalar:

H. uniglandulosum ugucu yag bilesenleri ve bu bilesenlerin PubChem numaralari
Tablo 3.22°de verilmistir. Bu bilesenlerin molekiiler doklama analizleri Tablo 3.8’de
verilmistir. Tablonun ilk sirasininda bulunan cis-kalamenen, 0,643 uM inhibisyon sabitine
ve -8,45 baglanma serbest enerjisine sahip olup H. uniglandulosum ugucu yag bilesenleri
arasinda en diisiik degerleri vermistir. Ardindan, baglanma enerjilerilerine gore en diisiikten
yiikksege dogru siralama yaptigimizda y-kadinen, benzil benzoat, a-kopaen, aromadendren,
izobiitil ftalat ve a-amorfen bilesikleri karsimiza ¢ikmaktadir. Ana bilesenlerden ise ugucu
yagin % 35,6’sin1 olusturan o-pinen’in inhibisyon sabiti 27,8 pM olarak elde edilirken,
baglanma serbest enerjisi -6,22 olarak bulunmustur. o-Pinen’in molekiil yapis1 Sekil
3.18c’de, baglanma pozisyonu ise Sekil 3.17c’de gosterilmistir. Tablo 3.12°de verildigi
lizere, a-pinen ve enzim arasinda hidrofobik etkilesimler goriillmektedir. Yagin %19,4’line
tekabiil eden undekan, 186 uM inhibisyon sabitine ve -5,09 baglanma serbest enerjisine
sahiptir. Cis-kalamenen molekiiliiniin molekiil yapisi Sekil 3.18e’da, AChE enzimine
baglanma pozisyonu ise Sekil 3.17e’de gosterilmistir. Tablo 3.14’te goriildiigii lizere enzim

ve cis-kalamenen arasinda hidrofobik etkilesimler kurulmaktadir.
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Tablo 3.8. Hypericum uniglandulosum ugucu yag bilesenlerinin doklama verileri
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Cis-Kalamenen 2 6 0,643 -8,45 | -8,45 -8,45 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
v-Kadinen 21 | 30 | 0,783 -8,33 | -8,33 -8,33 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Benzil benzoat 14 |99 | 0,777 833 |-979 |-968 |-0,10 | -0,37 | 1,49 | -0,33
o-Kopaen 12 [30 | 1,2 8,08 |-808 |-808 |0,00 |0,00 |0,00] 0,00
Aromadendren 26 | 20 | 1,26 8,05 |-805 |-804 |0,00 |0,00 |0,00] 0,00
izobiitil ftalat 24 | 59 1,34 -8,01 | -9,50 -9,41 -0,09 | -1,39 | 2,39 | -0,49
a-Amorfen 1 10 1,37 -8,00 | -8,00 -8,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Spatulenol 27 |5 | 147 796 |-825 |-824 |-001]0,03 |0,30]0,04
Karyofilen oksit 11 |34 | 2,56 763 |-763 |-766 | 0,03 | 0,00 |0,00] 0,00
Trikosan 7 |16 | 345 7,45 |-12,54 |-12,54 | 0,00 |-1,30 | 5,97 | -0,43
Siklotetradekan 23 | 19 3,79 -7,40 | -7,40 -7,40 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Siklododekan 28 | 86 11 -6,77 | -6,77 -6,77 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
2-Pentadekanon 20 |9 |143 6,61 |-10,20 |-10,09 | -0,11 | -0,54 | 3,88 | -0,25
o-Terpineol 10 |3 | 156 656 |-656 |-651 |-0,05|0,00 | 0,00 | 0,00
n-Hekzadekanoik asit | 29 | 47 20,5 -6,40 | -10,84 | -10,82 | -0,02 | -0,53 | 4,77 | -0,20
DL-Limonen 13 | 3 21,6 -6,37 | -6,37 -6,36 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
p-Simen 25 | 4 23,5 -6,32 | -6,32 -6,31 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
a-Pinen 22 |9 |278 622 |-622 |-621 |0,00 |0,00 |0,00] 0,00
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Tablo 3.8’in devam

a-Terpinolen 5 3 28,2 -6,21 | -6,21 -6,21 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Tetradekanoik asit | 4 25 | 36,5 -6,05 | -9,73 -9,64 | -0,10 | -0,65 | 4,18 | -0,15
Alloosimen 19 |9 37,7 -6,04 | -6,63 -6,63 | 0,00 |-0,17 | 0,60 | -0,17
B-Pinen 9 13 | 46,1 -5,92 | -5,92 -591 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00
Benzoik asit 15 | 73 | 655 -5,71 | -6,60 -6,51 | -0,10 | 0,01 | 0,89 | 0,01
Dodekanoik asit 16 |86 | 83,6 -556 | -8,85 -8,72 |-0,13 | -0,40 | 3,58 | -0,11
Siilkaton 2 70 | 130,0 -5,30 | -6,49 -6,40 | -0,09 | -0,12 | 1,19 | -0,11
Undekan 8 12 | 186,0 -5,09 | -7,25 -7,24 10,00 |-0,38 2,39 |-0,15
3-Hekzen-1-ol 18 |59 | 1240,0 -3,97 | -544 -533 |-0,11 | -0,05 | 1,49 | -0,03
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3.10.1.3. Achillea pseudoaleppica Ucucu Yag Bilesenlerinin Molekiiler Doklama

Cahismalan

A. pseudoaleppica ugucu yag bilesenleri ve bu bilesenlerin PubChem numaralari1 Tablo
3.3’de verilmistir. Bu bilesenlerin molekiiler doklama analizleri Tablo 3.9’da verilmistir.
Tablonun ilk sirasin1 0,495 uM inhibisyon sabiti ve -8,60 baglanma serbest enerjisi ile
perhidrofarnesil aseton almistir. Ardindan en diisiik baglanma enerjilerine sahip olan
bilesikler 15-hekzadekanolit, <y-murolen, o-guaien, a-kadinol, [B-burbonen, (+)
epibisikloseskifellandren, 1,5 epoksisalvial-4(14)-en, trans-nerolidol, aromadendren ve
izobiitil ftalat seklinde siralanmiglardir. A. pseudoaleppica ugucu yaginda ana bilesen olarak
tespit ettigimiz kafur’un (% 40,6) inhibisyon sabiti 48,2 uM olarak, baglanma serbest
enerjisi ise -5,89 olarak tespit edilmistir. Kafur’un molekiil yapist Sekil 3.18d’da, AChE
enzimine baglanma pozisyonu ise Sekil 3.17d’de gosterilmistir. Teorik olarak kafur ve
AChE arasinda hidrofobik etkilesimler ve hidrojen baglari kuruldugu gériilmektedir (Tablo
3.13).

Ikinci ana bilesen olan okaliptol (%6,4) ise 60,8 uM inhibisyon sabiti ve -5,75
baglanma serbest enerjisine sahiptir. Ugucu yagin %5,9°una tekabiil eden kamfen’in
inhibisyon sabiti 46,8 uM, baglanma serbest enerjisi ise -5,91 olarak bulunmustur. A.
pseudoaleppica ugucu yaginin %5,4’linii olusturan borneol ise 41,9 uM inhibisyon sabitine

ve -5,89 baglanma serbest enerjisine sahiptir.
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Tablo 3.9. Achillea pseudoaleppica ugucu yag bilesenlerinin doklama verileri
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Perhidrofarnesil aseton 3 24 | 0,495|-8,60 | -11,11 | -11,04 | -0,07 | -0,33 | 2,39 | -0,46
15-Hekzadekanolit 39 |26 | 0,583 | -8,51 | -8,81 -8,77 -0,04 | 0,06 | 0,30 | 0,06
v-Murolen 10 | 2 0,623 | -8,47 | -8,47 -8,47 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
a-Guaien 36 |1 0,76 | -8,35 | -8,35 -8,35 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
a- Kadinol 2 9 0,756 | -8,35 | -8,65 -8,61 -0,04 | 0,04 | 0,30 | 0,03
p-Burbonen 43 | 28 | 0,79 -8,33 | -8,33 -8,32 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

(+)Epibisikloseskifelandren | 64 | 71 | 0,845 | -8,29 | -8,29 | -8,29 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

1,5-Epoksisalvial-4(14)-en 62 | 4 1,11 |-813)|-813 |-811 |-0,02 | 0,00 | 0,00 0,00

Trans-Nerolidol 35 |45 114 |-811|-925 |-912 |-013|-041 119 |-0,37
Cis-Nerolidol 37 |71 116 |-810|-9,17 |-9,04 |-0,12 |-0,56 | 1,19 | -0,43
Aromadendren 63 |3 | 126 |-805]|-805 |-804 |0,00 |0,00 |0,00]|0,00
izobiitil ftalat 52 |30 | 1,28 |-8,04|-949 |-933 |-015|-1,43 | 239 |-0,49
B-Karyofilen 32 |4 | 145 |-797|-797 |-7,97 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00
Spatulenol 65 |5 |147 |-79 |-8,26 |-8,24 |-0,01 0,03 |0,30 | 0,03
Germakren D 38 |69 158 |-792|-792 |-792 |0,00 |0,00 |0,00] 0,00
Bornil izovalerat 42 |52 | 172 |-7,86 |-8,75 | -8,70 | -0,04 | -0,50 | 1,19 | -0,19
Karyofiladienol 11 3 |31 (174 |-786|-816 |-8,09 |-0,06 | 0,03 | 0,30 0,03
(-)Karyofilen oksit 16 |22 | 257 |-763|-763 |-765 |0,02 |0,00 |0,00| 0,00
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Tablo 3.9°un devami

a-Humulen 33 |9 2,79 | -758 | -758 |-758 |0,00 (0,00 |0,00 (0,00
p-lonon 45126 |38 |-739 |-837 |-828 |-0,09|-0,28 [1,19 |-0,06
Geranil aseton 15149 |41 |-735|-906 |-89 |-0,11 |-0,36 |1,79 |-0,28
13-Tetradekanolit 40 |70 | 484 | -725 |-755 |-7,46 |-0,09 | 0,07 | 0,30 | 0,06
Timol 53 | 6 853 |-692 |-721 |-710 |-0,11 [ 0,02 | 0,30 | 0,03
L-Karvon 29 | 3 888 | 689 |-719 |-711 |-0,08 | 0,02 | 0,30 | 0,02
Cis-Karveol asetat 55 100 | 925 |-687 |-767 |-760 |-0,07 |-0,21 | 0,89 | -0,12
9,12,15 Oktadekatrienal |34 |43 | 9,58 | -6,85 | -11,02 | -10,88 | -0,15 | -1,21 | 5,07 | -0,31
Kuminol 27 |64 (101 |-682 |-742 |-731 |-0,10 |-0,01 | 0,60 | -0,01
m-Ojenol 41 |14 |109 | -6,77 |-792 |-7,75 |-0,18 | -0,30 | 1,19 | -0,26
Nepetalakton 66 |31 |11,2 |-6,75 |-706 |-693 |-0,12 | 0,05 | 0,30 | 0,05
Cis-Karveol 28 | 3 13,4 | -6,65 | -694 | -6,89 |-0,05 | 0,02 | 0,30 | 0,02
a-Kamfenal 67 |33 |147 |-659 |-747 |-738 |-0,09 | -0,10 | 0,89 | -0,09
Trans-Geraniol 44 |83 | 163 | 653 |-763 |-754 |-0,09 |-0,26 | 1,19 | -0,16
Pinokarvon 7 |5 |16,8 |-652 |-681 |-6,72 |-0,10 | 0,03 | 0,30 | 0,03
izopinokamfon 60 |96 |17,2 |-650 |-6,80 |-6,70 |-0,09 | 0,03 | 0,30 | 0,03
a-Tujen 11 |33 | 176 |-649 | 6,49 |-648 |0,00 | 000 |0,00 0,00
n-Hekzadekanoik asit 68 | 75 |192 | -6,44 | -10,93 | -10,80 | -0,13 | -0,47 | 4,77 | -0,20
m-Mentha 1,8 dien 1 |23 |201|-641 |-641 |-641 |0,00 |[0,00 | 0,00 0,00
cis-Jasmon 14 |90 | 205 |-639 |-789 |-7,80 |-0,09 |-0,27 | 1,49 | -0,27
DL- Limonen 22 |1 21,3 | -6,37 | -6,37 | -6,37 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Sabinen 17 | 56 | 22 -6,36 | 6,36 | -6,35 | 0,00 | 0,00 |0,00 0,00
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Tablo 3.9°un devami

Metil asetofenon 5 66 [ 219 |-636 |-694 |-684 |-010 |-0,09 | 060 |[-0,07
Linalol 49 110 | 224 |-634 |-701 |-689 |-012 |-0,11 |0,60 |-0,18
a-Terpinen 57 |44 | 231 |-633 |-633 |-633 |0,00 0,00 0,00 | 0,00
p-Simen 58 |1 234 |-632 |-632 |-632 |0,00 0,00 0,00 | 0,00
4-Terpineol 4 12 | 248 | 6,28 | 6,59 |-650 |-0,08 | 0,02 0,30 | 0,02
Epoksilinalool 21 |14 | 253 |-6,27 |-657 |-654 |-0,03 |-0,05 |030 |-0,05
v-Terpinen 56 |7 259 | -6,26 |-6,26 |-6,26 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00
a- Pinen 51 |10 | 27,8 |-6,22 |-6,22 |-621 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00
a-Terpinolen 6 5 282 | -6,21 |-6,21 |-6,21 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00
(-) Bornil asetat 47 |17 |305 |-6,16 |-708 |-7,02 |-0,06 |-0,25 |0,89 |-0,28
Borneol 48 |27 | 419 |-597 |-626 |-619 |-0,07 | 0,02 0,30 | 0,03
Verbenen 46 | 2 438 |-595 |-595 |-595 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00
Trisiklen 5 |1 453 |-593 |-593 |-592 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00
2-Dehidrokafur 19 |2 458 |-592 |-622 |-6,14 |-0,07 | 0,03 0,30 | 0,03
Kamfen 50 |3 46,8 |-591 |-591 |-591 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00
B-Pinen 13 | 4 46,7 |-591 |-591 |-591 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00
Kafur 24 |23 | 482 |-58 |-619 |-611 |-0,07 | 0,03 0,30 | 0,03
OkKaliptol 25 |35 | 608 |-575 |-575 |-579 |0,04 0,00 0,00 | 0,00
2-Amilfuran 20 |99 | 789 |-560 |-6,78 |-667 |-0,11 |-0,15 |119 |-0,14
Salisilal 54 |60 |89 |-555 |-683 |-665 |-0,18 | 0,08 0,89 |-0,30
Benzaldehit 23 |45 | 100 |-545 |-605 |-596 |-0,09 |-0,01 |060 |-0,01
izopentil asetat 26 | 86 | 183 -5,10 -6,25 -6,09 -0,17 -0,15 1,19 | -0,11
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Tablo 3.9°un devami

2-Metilbiitil asetat 8 |97 | 229 -496 |-588 |-585 |-0,03 |-0,10 | 0,89 |-0,13
Amil vinil karbinol 18 | 17 | 243 -493 | -6,63 | -6,52 |-0,11 |-0,18 | 1,79 | -0,09
2-Hekzanol 9 |82 |T711 -4,29 | -547 |-535 |-0,12 | -0,06 | 1,19 | -0,04
2-Hekzanal 31 |23 | 1190 | -3,99 |-546 |-535 |-0,10 |-0,06 | 1,49 | -0,03
4-Metilbenzensiilfonat 61 |91 | 7640 |-2,89 |-2,89 |-295 |0,07 |0,00 |0,00 |000
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Sekil 3.17. Molekiillerin AChE’a baglanma pozisyonlar1: a) territrem-B, b) perhidrofarnesil aseton
c) o-pinen, d) kafur, e) cis-kalamenen, f) trans-cis nepetalakton. Ligant-protein
interaksiyonlarindan, hidrojen baglari ( ) seklinde hidrofobik interaksiyonlar

(- - -) seklinde, ve m-baglar ise ( ) seklinde gosterilmistir.
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Sekil 3.18. Molekiillerin 2-boyutlu yapilari: a) territrem-B, b) perhidrofarnesil aseton c) a-

pinen, d) kafur, e) cis-kalamenen, f) trans-cis nepetalakton
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Tablo 3.10. Territrem B’nin AChE enzimi ile yaptig1 baglar

Hidrofobik interaksiyonlar

Amino Ligant | Protein
. Mesafe
asit atomu | atomu
86 TRP 3.48 8447 665
86 TRP 3.82 8448 662
286 TRP 3.89 8423 2161
337TYR 3.38 8413 2563
337 TYR 3.92 8449 2560
337 TYR 3.77 8448 2562
341 TYR 3.49 8413 2601
Hidrojen baglan
Amino Mesafe | Mesafe | Dondr | Protein Yan zincir Donor Akseptir atom
asit H-A D-A acis1 donor? atomu septor atomu
124 TYR 1.93 2.74 142.74 Evet Evet 981 [03] 8441 [03]
125 SER 3.44 3.98 117.59 Evet Evet 987 [03] 8450 [03]
285 PHE 3.00 3.82 140.93 Evet Hayir 2227 [Nam] 8427 [02]
n-Istiflenmesi
Amino Mesafe Aqi Ofset Tipi Ligant
asit atomlar
8428, 8429,
286 TRP 4.03 7.70 1.52 P 8430, 8431,
8432, 8433
8428, 8429,
286 TRP 3.63 8.37 0.38 P 8430, 8431,
8432, 8433
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Tablo 3.11. Perhidrofarnesil aseton’un AChE enzimi ile yaptig1 baglar

Hidrofobik interaksiyonlar

Amino asit | Mesafe Ligant Protein
atomu atomu
86 TRP 3.87 14 1584
86 TRP 3.26 16 1590
297 PHE 3.72 6 5355
337TYR 3.63 11 6065
338 PHE 3.25 3 6093
341 TYR 3.36 5 6157
341 TYR 3.47 1 6159
Hidrojen baglan
Amino asit Mesafe | Mesafe Donér acis Protein Yan zincir Donér | Akseptor
H-A D-A st donér? atomu atomu
5264
293 SER 2.84 3.44 121.45 EVET HAYIR [03] 19 [O3]
5266
293 SER 3.31 3.89 121.82 HAYIR EVET 19 [0O3] [03]
5320
296 ARG 1.88 2.85 158.79 EVET HAYIR [N3] 19 [03]
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Tablo 3.12. o-Pinen’in AChE enzimi ile yaptig1 baglar

Hidrofobik interaksiyonlar

Amino asit Mesafe Ligant atomu | Protein atomu
286 TRP 3.32 5049 2572
286 TRP 3.55 5047 2573
294 VAL 3.76 5050 2647
294 VAL 3.85 5051 2646
297 PHE 3.30 5052 2687
338 PHE 3.31 5053 3046
341 TYR 3.19 5051 3072
Tablo 3.13. Kafur’un AChE enzimi ile yaptigi baglar
Hidrofobik interaksiyonlar
Amino asit | Mesafe I;tig?nnut F;:g';e;iun
86 TRP 3.67 5047 776
202 GLU 3.84 5048 1857
337TYR 3.17 5054 3034
Hidrojen baglar
447 HIS 1.83 2.63 140.61 | HAYIR EVET ?gé? AE,(\)IE;]‘
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Tablo 3.14. cis-Kalamenen’in AChE enzimi ile yaptig1 baglar

Hidrofobik interaksiyonlar

Amino asit Mesafe Ligant atomu | Protein atomu
124 TYR 3.49 5056 1145
286 TRP 3.51 5048 2572
286 TRP 3.91 5046 2573
297 PHE 3.18 5046 2687
297 PHE 3.28 5057 2689
337TYR 3.90 5054 3033
337TYR 3.41 5053 3031
338 PHE 3.25 5050 3046
341 TYR 3.10 5050 3072
341 TYR 3.23 5052 3074
341TYR 3.84 5054 3076
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Tablo 3.15. trans-cis-Nepetalaktonun AChE enzimi ile yaptig1 baglar

Hidrofobik interaksiyonlar

Ligant | Protein

Amino asit | Mesafe
atomu | atomu

286 TRP 3.45 5053 2572
286 TRP 3.64 5051 2573
341 TYR 3.27 5051 3072

341 TYR 3.59 5050 3073

Hidrojen baglan
Amino asit Mesafe | Mesafe | Dondr | Protein Yan zincir Donér | Akseptor
H-A D-A acis1 donor? atomu atomu
2650 5055
295 PHE 2.07 3.04 156.93 EVET HAYIR [Nam] [03]
5055 3042
338 PHE 2.08 2.93 149.29 HAYIR HAYIR [03] [02]
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu ¢alismada skopolamin uygulanan deney hayvanlarinda Nepeta nuda subsp. nuda
(NPT %1 ve NPT %3), Achillea pseudoaleppica (ACH %1 ve ACH %3) ve Hypericum
uniglandulosum (HYP %1 ve HYP %3) bitkilerinden elde edilen ugucu yaglarin hafiza
fonksiyonu, anksiyete ve depresyon-benzeri davranislar tizerindeki etkileri arastirilmistir.
Ugucu yaglarin 3 aylik yetiskin wistar albino siganlara uygulanmasinin ardindan siganlarda
davranig testleri yapilmis ve son testi takiben sicanlar dekapite edilerek beyin dokulari
alimmustir. Hipokampiis ve amigdala numunelerinde oksidatif stres parametreleri 6l¢iilmiis
ve ucucu yaglarin serbest radikal hasar iizerindeki etkileri aragtirilmistir. Ayrica, ugucu
yaglarin GC/MS analiziyle tespit edilen kimyasal bilesenleri in silico analizler kullanilarak
AChE enzimi ile interaksiyonlar1 yoniinden degerlendirilmistir.

Bilindigi gibi, skopolamin muskarinik asetilkolin reseptorlerinin baglanma bolgelerini
bloke etmektedir. Skopolamin ¢ok hizli bir sekilde kan-beyin bariyerini geger ve merkezi
sinir sisteminde muskarinik reseptorlerin inhibisyonu hafizada gerilemeye yol acar (More
vd., 2016). Skopolamin modeli, deneysel Alzheimer tipi demans olusturmak i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu modelin tercih edilmesinin en énemli nedeni kisa siirede etki
gostermesi ve Alzheimer hastaliginin en 6nemli semptomu olan hafiza geriligini istenen
sekilde olusturmasidir (Klinkenberg ve Blokland, 2010). Zaten skopolamin hayvanlarda
Alzheimer hastali§ina yol agmaz, sadece hastaligin semptomlarin1 modelleyebilir ve bundan
dolay1 Alzheimer hastalig1 veya genel olarak demans icin ilag gelistirme ¢alismalarinda bu
model kullanilir. Skopolamin deney hayvanlarina intra-peritoneal olarak ve giinlikk
uygulanmisg, sonra davranis testleri yapilmistir. Bunlar kisa ve uzun siireli hafiza fonksiyonu,
anksiyete ve depresyon davraniglarin1 degerlendirmek igin kullanilan standart testlerdir (Y-
labirenti, radyal kol labirenti, yiikseltilmis art1 labirenti ve zorunlu ylizme testi).

Calisma i¢in segilen bitkilerin ugucu yag analizleri arastirmanin ilk basamagini teskil
etmistir. Nepeta nuda subsp. nuda ugucu yaginin kromatografik analiziyle 44 bilesen tespit
edilmis olup bu bilesenler toplam yagin % 90.1’ine tekabiil etmektedir. Ana bilesenleri
trans-cis-nepetalakton (%50.0), karyofilen oksit (% 10.9), (+) spatulenol (%3.3), trans-f
karyofilen (%2.7), cis-trans-nepetalakton (%2.6) ve germakren D (%2.4) olarak
bulunmustur. Buna gore Nepeta nuda subsp. nuda ugucu yagmin tam olarak yarisi

nepetalakton izomeridir. Nepetalaktonlar Nepeta ucucu yaglarinda genellikle tespit



edilmektedirler. Nepetalakton izomerleri tek bir kimyasal bagin oryantasyonunda farklilik
gosterirken biyolojik aktivitelerinde farklilik goriildiigii belirtilmektedir. 4aa,7a,7ap-
Nepetalakton  trans-cis  stereoizomeri, 4aa,7a,7ac-nepetalakton  ise  cis-trans
stereoizomeridir (Nestorovi¢ vd., 2010).

Ayni tiir ile Yunanistan’da yapilan ¢alismada trans-cis-nepetalakton, yaprak yaginda
%24.7 olarak ve ¢igek yaginda %75.7 olarak bildirilmistir (Gkinis vd., 2010). Bununla
birlikte ayni tlriin ugucu yaginda hi¢ nepetalaktonlara rastlanmadigi da literatiir
taramalarinda goriilmektedir. Bir ¢alismada, Nepeta nuda subsp. nuda ugucu yaginin major
bilesenleri karyofilen oksit (%21.8), spatulenol (%13.8), allo-aromadendren (%9.0) ve B-
karyofilen (%5.4) seklinde tespit edilmistir (Kokdil vd., 1998). 2011 yilinda ayn
laboratuvarda farkli lokasyondan elde edilen Nepeta nuda subsp. nuda 6rneklerinde ise
major bilesenler kafur (%23.5), borneol (%18.7), dkaliptol (%21.0) ve kamfen (%6.5)
seklinde bulunmus ve nepetalaktonlara rastlanmamistir. S6z konusu calismada, Nepeta
cinsinin ugucu yaglar igin farkli kemotipler s6z konusu olup bunlardan bir tanesinin
nepetalakton kemotipi oldugu sonucuna varilmistir (Kilic vd., 2011). Bu bulgular Tablo
4.1°de karsilastirmali olarak verilmistir. Tabloda goriildiigii iizere ugucu yag bilesenleri
oldukca farklilik gostermektedir.

Achillea pseudoaleppica ugucu yagi analizinde toplam yagin %92,5 ’ine tekabiil eden
67 bilesen bulunmustur. Ana bilesenler kafur (%40.6), okaliptol (%6.4), kamfen (%5.9),
borneol (%5.4) ve (-) karyofilen oksit (%2.9)’tir. Ozen vd. (2003)’nin ¢alismasinda ise
Achillea pseudoaleppica ugucu yagmin ana bilesenleri kafur (%29.1), okaliptol (%17.7)
artemisia keton (%10.3), artemisia alkol (%3.6), terpinen-4-ol (%3.5), borneol (%2.4) ve
kamfen (%2.0) olarak bildirilmistir. Bu iki ¢alismada ugucu yagin ana bilesenleri benzerlik
gostermektedir. Bu bulgular Tablo 4.2°de karsilastirmali olarak verilmistir.

Bisiklik monoterpenoit olan kafur, ilk olarak Dogu Asya’da yetismekte olan
Cinnamomum camphora L. bitkisinden elde edilmistir. Bitki analjezik, antiseptik, kasinti
Onleyici ve uyarict gibi aktiviteleri ile bilinmektedir. Kafur giintimiizde 6zellikle kas
agrilarma kars1 kullanilan bircok merhemin aktif bilesenidir. Bununla birlikte bir¢ok
calismada kafur’un yanlis uygulanmasinin toksik etkileri bildirilmistir. Yanliglikla agizdan
aliman kafur gastointestinal sistemde hizla emilip 6liime varabilecek ciddi semptomlar
meydana getirmektedir (Vatanparast and Andalib-Lari, 2017). Bundan dolayi, kafur’un
dikkatli kullanilmas1 gerekmektedir.
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Tablo 4.1. Nepeta nuda subsp. nuda ugucu yag bilesenlerinin karsilagtirmasi

Bilesenler/ Bu ¢alisma Gkinis vd. Gkinis vd. 2010 | Kokdil vd. Kilic vd.
ylizdeleri 2010 (cicek (yaprak yagi) 1998 2011
yag1)
trans-cis- 50.0 75.7 24.7 - -
Nepetalakton
Karyofilen oksit 10.9 2.0 16.3 21.8 -
Spatulenol 3.3 - - 13.8 -
Trans-p-karyofilen | 2.7 - - 54 -
cis-trans- 2.6 2.3 3.5 - -
Nepetalakton
Germakren D 24 - - - -
Allo-aromadendren | - - - 9.0 -
Kafur - - - - 235
Borneol - - - - 18.7
Okaliptol - 3.3 16.7 - 21.0
Kamfen - - - - 6.5
B-Burbonen - 3.1 4.7
a-Kopaen - 2.6 4.4

Tablo 4.2. Achillea pseudoaleppica ugucu yag bilesenlerinin karsilagtirmasi

Bilesenler/ Bu ¢alisma Ozen vd. 2003
yiizdeleri

Kafur 40.6 29.1
Okaliptol 6.4 17.7
Kamfen 5.9 2.0
Borneol 5.4 2.4
Karyofilen oksit 2.9 -
Artemisia keton - 10.3
Artemisia alkol - 3.6
Terpinen-4-ol - 35
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Hypericum uniglandulosum ugucu yagimin toplam yagin %90.3’iine tekabiil eden 29
bileseni tespit edilmis olup, major bilesenleri a-pinen (%35.6), undekan (% 19.4), izobiitil
ftalat (%3.6), n-hekzadekanoik asit (%2.8), benzoik asit (% 2.9), allosimen (%2.7),
siklohekzasiloksan (%2.7) ve B-pinen (%2.4) olarak bulunmustur. Tiirlin ugucu yag1 6nceki
yillarda laboratuvarimizda elde edilen ve yeni yaymlanan makaledeki verilerle parallelik
gostermektedir. Bu ¢alismada major bilesenler olarak a-pinen (%35.1), undekan (%19.2),
benzoik asit (%2.7) ve siklohekzasiloksan (%2.3) seklinde elde edilmistir (Yuce-Babacan
ve Bagci, 2017). H. uniglandulosum ugucu yagmin major bilesenleri Ozkan vd. (2013)
tarafindan 2,6 dimetil-3,5 heptadien-2-on (%40.7), nonakosan (%3.2), a-pinen (%2.7) ve
hekzadekanoik asit (%2.7) seklinde tespit edilmistir. Bizim numunemizdeki yiiksek
konsantrasyonlu a-pinen, bu ¢alismada ¢ok daha diisiik oranda goriiliirken, major bilesen
olarak bulunan 2,6 dimethyl-3,5 heptadien-2-one bizim analizimizde tespit edilmemistir.
Tablo 4.3’te karsilastirmali olarak bu bulgular verilmistir. Goriildiigii izere ayni tiiriin farkli
lokasyonlara ait numunelerden elde edilen ugucu yag kompozisyonu oldukga farklilik
gosterebilmektedir. Bu durumda, ucgucu yaglarin biyolojik etkilerine bakilirken yag
bilesenleri daha ¢ok gdz oniinde tutulmalidir. Ornegin Ozkan vd.’nin ¢alismasina gore H.
uniglandulosum ugucu yaginin ana bileseni 2,6 dimethyl-3,5 heptadien-2-one iken, bizim
bulgularimiza gére ana bilesenin a-pinen olmasi sebebiyle biyolojik etkinin daha ¢ok a-

pinen kaynakli oldugunu diistinmekteyiz.

Tablo 4.3. Hypericum uniglandulosum ugucu yag bilesenlerinin karsilastirmasi

Bilesenler/ Bu ¢alisma Yuce-Babacan ve Bagci, Ozkan vd. 2013
yiizdeleri 2017

a-pinen 35.6 35.1 2.7
undekan 19.4 19.2

izobiitil ftalat 3.6

benzoik asit 2.9 2.7

n-hekzadekanoik asit 2.8 - 2.7
alloosimen 2.7 2.6

siklohekzasiloksan 2.7 2.3

B-pinen 24 2.2

2,6 dimetil-3,5 - - 40.7
heptadien-2-on

nonakosan - - 3.2
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Bir monoterpen olan a-pinen birgok ugucu yagda bulunan ve biyolojik etkileriyle
dikkati ¢eken dogal bir bilesendir. a-Pinen, antioksidan, antiinflamatuar, analjezik (Xiao-
Junvd., 2016), antinosiseptif, antibakteriyel, antifungal, apoptotik, antialerjik, antimetastatik
(Nam vd., 2014) ve antililserojenik aktiviteleri bildirilmis bir bilesen olup tat ve aroma
endiistrisinde de kullanim alani bulmaktadir (Bouzenna vd., 2017). a-Pinen’in ayrica AChE
inhibitdr aktivitesine sahip oldugu bildirilmistir (Kim vd., 2006). Porres-Martinez vd.
(2016)’nin galismasinda a-pinen’in sigan hiicre hattinda H>O; ile olusturulan oksidatif stres
hasarma kars1 koruyucu oldugu ve hiicreleri apoptozis’ten korudugu bildirilmistir. H.
uniglandulosum ugucu yaginda ana bilesen olarak tespit ettigimiz o-pinen’in, ugucu yag
uygulanan si¢anlarin beyin dokularinda antioksidan etki gosterdigini diistinmekteyiz.

Son olarak monoterpenlerin toksik etkileri konusunda yapilan aragtirmalarda diisiik
dozlarinin koruyucu oldugu, fakat yiiksek dozlarda kafur, dkaliptol ve tuyon uygulamasinin
memeli hiicre hattinda sitotoksik ve genotoksik oldugu bildirilmektedir (Nikoli¢ vd., 2015).
Bizim ¢alismamizda solunumla alinan ugucu yaglarin %1 ve %3’lik dozlar1 kullanilmis olup
beyin dokularinda oksidatif stresi azalttiklar1 goriilmistiir, fakat toksik etkileri konusunda
bir ¢aligma yapilmamustir.

Deney hayvanlarinda kisa siireli hafiza siklikla Y-labirenti testi ile degerlendirilir. Y-
labirenti kemirgenlerin yeni bir ¢evreyi kesfetme icgiidiilerine dayanmaktadir. Kemirgenler,
3 kolu olan Y-labirentinde girmis olduklar1 kola nazaran yeni kolu kesfetme egiliminde
olurlar (Nazir vd., 2018). Bu testte spontan davranis fare ve sigcanlarda kesif davranisinin bir
Ol¢iistidiir. Kisa siireli hafizasinda bozulma olan hayvanlar labirentte hangi kola girdigini
hatirlayamaz ve spontan degisimde bir diisiis sergiler (Nazir vd., 2018). Diger bir ifadeyle
sicanlar tekrar tekrar ayni kola girme egiliminde olurlar. Higbir dis uyaran icermeyen test,
hipokampiis bagimli spasyal hafizanin degerlendirilmesinde kullanilir (Hritcu vd., 2014).

N. nuda subsp. nuda, A. pseudoaleppica ve ozellikle de H. uniglandulosum ugucu
yaglar1 skopolamin uygulanan si¢anlarda Y-labirentinde spontan degisim yiizdesini
arttirmistir. Dolayisiyla ugucu yaglarin spasyal hafiza {izerinde olumlu etki gosterdigi, en
biiytik etkinin ise H. uniglandulosum ugucu yagimin meydana getirdigi goriilmektedir.

Spasyal hafiza i¢in standart olarak kullanilan ikinci bir test ise radyal kol labirentidir.
Bu labirent siganlar i¢in ¢ok daha karmasik bir test olup kisa ve uzun siireli hafizanin
Olciilmesinde kullanilmaktadir. Radyal kol labirentinin literatiirde farkli versiyonlar
bulunmakta olup, bizim laboratuvarda kullandigimiz versiyon 4 giin test- dncesi ve 7 giin

test olmak tizere toplam 11 giinliik bir uygulamadir. Bu test siiresince hayvanlar aldiklar
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giinliik kalori miktarlar1 diisiiriilerek labirentteki yemlere ulasmalar1 beklenmistir. Test-
oncesi uygulamada deney hayvanlarinin labirente uyum saglamalar1 saglanmis ve her giin
labirent kollarindaki yem miktar1 azaltilmistir. Test slirecinde ise ardisik 7 giin boyunca
siganlarin yem bulmada gosterdikleri basarilar not alinmaistir.

Spasyal hafizanin, her iki bileseni (isleyen hafiza ve referans hafiza) de beynin objeler
ve yollar hakkindaki bilginin hatirlanmasi, kodlanmasi ve depolanmasindan olugsmaktadir.
Spasyal hafiza her zaman kesif davranisi ve merakla iligkili olmustur. Bu gesit bir davranis
hayvanlarin  yeni g¢evrelerle karsilagtiklarinda  bilgi  edinme  gereksinimlerini
gosterebilmektedir. Isleyen hafiza “kisa siireli hafizaya”, referans hafiza ise “uzun siireli
hafizaya” atfedilir. Unutulmamasi gereken 6nemli bir nokta ise stresin hafiza olusumunu
etkiledigidir (Sahak vd., 2013).

Skopolamin uygulamas1 ile hata sayilar1 kontrol grubuna nazaran daha yiiksek
¢ikmistir. N. nuda subsp. nuda ugucu yagi uygulanan gruplarda isleyen hafiza hatalar1 ve
referans hafiza hatalarinda yalnizca skopolamin uygulanan gruba gore diisiis goriilmesi
ucucu yagin kisa ve uzun siireli hafizay1 gelistirmede basarili oldugunu gostermistir. A.
pseudoaleppica ugucu yagi ve H. uniglandolosum ugucu yagi isleyen hafiza hatalarinda
istatistiki olarak anlamli bir farklilik géstermemistir. Bununla birlikte, referans hafizada bu
ucucu yaglarin olumlu etki gosterdigi goriilmektedir. Sonug olarak solunumla alinan her bir
ucucu yagin spasyal hafizanin gelismesinde, 6zellikle de referans hafiza olusumunda rol
oynadigi, N. nuda subsp. nuda ugucu yaginin ise hem igleyen hafiza hem de referans hafizada
olumlu etki gosterdigi goriilmektedir. N. nuda subsp. nuda ugucu yaginda %50.0 oraninda
elde ettigimiz trans-cis-nepetakton’un bu etkiden sorumlu olabilecegini diisiinmekteyiz.

Ugucu yaglarm hafiza {izerindeki etkilerine ydnelik bir¢ok ¢alisma vardir. Onceki
caligmalarimizda Apiaceae familyasina ait Ferulago angulata (Hritcu vd., 2015), Pimpinella
peregrina (Aydin vd., 2016) ve Anthriscus nemorosa (Bagci vd., 2016) ugucu yaglarinin
yine skopolamin uygulanan siganlar {izerinde spasyal hafizanin gelismesinde rol oynadigini
gostermistik. Bu ¢alismalarda Ferulago angulata ucucu yaginin yiiksek oranda a-pinen, -
pinen, a-felandren ve B-felandren icerdigini, Pimpinella peregrina ugucu yagmin trans-
pinocarveol ve Anthriscus nemorosa ugucu yaginin ise karyofilen’ce zengin oldugunu rapor
etmistik. Bu bilesenler icerisinde karyofilen, seskiterpenler simifinda olup digerleri
monoterpenler smifindadir. Bu calismalar monoterpenlerin hafiza gii¢lendirici etkileri

konusunda bir¢ok ipuglari sunmustur.
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Ugucu yaglarin noroprotektif etkilerine dair yakin tarihli ¢alismalarda ¢esitli ugucu
yaglarin koruyucu etkileri dikkati ¢gekmektedir. Salvia lavandulifolia ugucu yagmin sinir
hiicre hattinda antioksidan etki gostererek hasarli hiicrelerin viabilitesi ve morfolojisini geri
kazandirdig1 bildirilmistir (Porres-Martinez vd., 2015). Ogrenciler iizerinde yapilan bir
calismada ise biberiye ve lavanta ucucu yaglariin kisa siireli hafizayr anlamli dlgiide
gelistirdigi bildirilmistir (Filiptsova vd., 2017). Ugucu yaglarin bu etkileri, kiigiik molekiiller
ihtiva etmeleri ve kan-beyin Dbariyerini gecip beyne wulasmalari neticesinde
gerceklesmektedir. Yiizyillar1 asan bir siiredir geleneksel tipta aromaterapi kullanilmaktadir.
Gilintimiizde de aromaterapinin etkilerinin bilimsel metotlarla gosterilmesi geleneksel veya
halk tibbinin 6nemini bir kez daha ortaya koymaktadir.

Ugucu yaglarin temel bilesenlerinden olan monoterpenlerin bir¢ok biyolojik aktivitesi
bildirilmigtir. Ayrica bir monoterpen olan mentol’iin regetesiz giivenli bir sekilde
kullanilabilecegi FDA tarafindan onaylanmistir (Kamatou vd., 2013). Monoterpenlerin
hafiza-giiglendirici etkileri bir¢ok arastirmaci tarafindan gosterilmistir (Orhan and Aslan,
2009). Monoterpenlerden linalol’iin, antidepresan, antiinflamatuar, antioksidan ve anti-
timdr aktiviteleri bildirilmistir. Ayrica ndroprotektif etkileri c¢esitli calismalarda
gosterilmistir (Mehri vd., 2015) (P. Xu vd., 2017). Birbirinin izomeri olan timol ve karvakrol
ise hem skopolamin hem de amiloit-p hayvan modelinde néroprotektif etki gostermistir
(Azizietal., 2012). Perilil alkol ve limonen bilesenleri skopolamin hayvan modelinde hafiza
gliclendirici etki gostermistir (Zhou et al., 2009). Bir terpenoit olan 6-gingerol ise zencefilin
aktif bileseni olup amiloit- birikimini azalttigi ve antioksidan aktiviteye sahip oldugu
bildirilmis ve dolayisiyla Alzheimer hastaligina kars etkili goriilmektedir (Lee vd., 2011).
Bizim monoterpen agirlikli ugucu yaglarimizin deney hayvanlarindaki biyolojik etkileri,
monoterpenlerle yapilan ¢aligmalar1 destekler niteliktedir.

Bilindigi gibi Alzheimer hastaliginda en 6nemli semptom hafiza geriligidir. Kolinerjik
hipoteze gore ise Alzheimer hastalarinda goriilen beyindeki ACh azligi hafiza geriliginin
baslica nedenidir. ACh, hem muskarinik hem de nikotinik reseptorlere baglanan, periferal
ve merkezi sinir sisteminde dnemli role sahip olan bir nérotransmitterdir. Sinaptik agiklikta
derhal AChE enzimi tarafindan hidrolize olur. ACh, biitliin kolinerjik néronlar tarafindan
kullanilmaktadir. MSS’de kolinerjik noronlar genis bir dagilim gosterir. Kolinerjik sistem
ise hafiza, 6grenme, dikkat, stres cevab1 ve uyku gibi kritik fizyolojik siireclerde gorev
almaktadir. Kolinesteraz inhibitorleri sinaptik agikliktaki ACh miktarimi artirarak kognitif

bozukluklar1 azaltmakta ve hastalarin yasam kalitesini arttirmaktadirlar. Rivastigmin,
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galantamin ve donepezil adli AChE inhibitorleri AH’nin tedavisinde halen kullanilmakta
olan ilaglardir (Ferreira-Vieira vd., 2016). Bu ilaglar toksik potansiyeller ve istenmeyen yan
etkiler tasimaktadir. Bundan dolayi, daha etkili, daha gilivenilir ve daha diisiik maliyetli
ilaglara ihtiyag¢ vardir (Bahadori vd., 2016). Ugucu yaglarin eldesinin kolay olmasi ve ihtiva
ettikleri dogal bilesenler agisindan ihtiyaca cevap verebilir niteliktedir.

2012 yilinda X-1511 difraksiyonu ile galantamin ve donepezil ligandlariyla (Cheung
vd., 2012) bagli halde kristalize edilen AChE enzimi, 2013 yilinda territrem-B ve
dihidrotansinon-I ligandlar1 (Cheung vd., 2013) ile bagh halde kristalize edilmistir. Bu
referanslar 1s18inda diger molekiillerin AChE enzimine baglanma affinitesi iizerinde
calismak kolaylasmigtir. Calismamizda N. nuda subsp. nuda, H. uniglandulosum ve A.
pseudoaleppica ugucu yaglarinin GC/MS sistemi kullanilarak elde edilen kimyasal
bilesenleri molekiiler doklama metodu ile AChE enzimine baglanma olasiliklar1 yoniinden
degerlendirilmislerdir. Bilindigi gibi molekiiler doklama yontemi teorik bir metot olup ilag
dizayn1 c¢alismalarinda ilk basamakta kullanilmaktadir. Verilerimize goére ugucu yag
bilesenlerinden birgogunun AChE enzimine baglanma serbest enerjilerinin olduk¢a uygun
olduklar1 goriilmektedir. Bu durum ugucu yaglarin biitiin olarak gosterdikleri etkileri
dogrular niteliktedir. Bununla birlikte hangi bilesenin gergekte en etkili oldugunu sdylemek
su haliyle miimkiin degildir. Ayrica, yiiksek konsantrasyonda olup zayif baglanma enerjisine
sahip herhangi bir bilesenin, daha diisiik konsantrasyonda olup, daha elverisli bir baglanma
enerjisine sahip bilesene gore mutlaka elenmesi gerekir. Buna iyi bir 6rnek olarak kiigiik
konsantrasyonlarda bile son derece etkili olan, norotoksik bilesenler verilebilir. Yani ugucu
yagda bulunan kimyasal bilesenlerin konsantrasyonlarindan ziyade AChE enzimine kars1
serbest baglanma enerjileri daha 6nemlidir. N. nuda subsp. nuda ve A. pseudoaleppica ugucu
yaglarinin bilesenlerinden olan perhidrofarnesil aseton -8,60 baglanma serbest enerjisi ile bu
yaglardaki en diisiik degeri vermis olup AChE enzimiyle interaksiyonu agisindan en elverisli
durumdadir. H. uniglandulosum ugucu yaginda ise -8,45 baglanma serbest enerjisi ile cis-
kalamenen en elverisli bilesen konumundadir.

Molekiiler modelleme galismalarinda, enzim-ligant arasindaki kimyasal baglar (teorik
olarak), interaksiyonun baglanma serbest enerjisi ve inhibisyon sabiti gibi verileri kadar
onem arz etmektedir. Territrem B ile AChE enzimi arasinda hidrofobik interaksiyonlar,
hidrojen baglar1 ve m-istiflenmeleri kuruldugu goriilmektedir. Territrem B’nin gii¢lii bir
ligant olusu muhtemelen bu bag ve interaksiyonlardan kaynaklanmaktadir. N. nuda subsp.

nuda ve A. pseudoaleppica ugucu yaglarinda, AChE enzimi i¢in en uygun ligant konumunda
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olan perhidrofarnesil aseton’un ise enzimle hidrofobik interaksiyonlar ve hidrojen baglari
kurdugu goriilmektedir. Ayrica, A. pseudoaleppica ve N. nuda subsp. nuda ugucu yaglarinn
ana bilesenleri olan, sirastyla kafur ve trans-cis-nepetalakton AChE enzimi ile teorik olarak
hidrofobik interaksiyonlar ve hidrojen baglar1 kurmaktadir. N. nuda subsp. nuda ugucu
yaginin %50.0’1nin trans-cis nepetalakton olmasi, ugucu yaginin biyolojik etkilerinin daha
¢ok bu bilesenden kaynaklandigini diisiindiirmektedir. A. pseudoaleppica ugucu yaginda ise
%35.6 oraninda bulundugunu tespit ettigimiz kafur’un da, bu ucgucu yagin uygulandig
hayvanlarin beyin bolgelerinde AChE enzim aktivitesini  baskilamis  oldugunu
diistinmekteyiz. H. uniglandulosum ugucu yagimin baglanma serbest enerjisi yoniinden en
uygun olan bileseni, cis-kalamenen ve ana bileseni olan a-pinen ise AChE enzimi ile gesitli
hidrofobik interaksiyonlar kurmaktadir. Bunun neticesinde, Ozellikle de yliksek
konsantrasyonda elde edilen o-pinen’in H. uniglandulosum ugucu yagi uygulanan
hayvanlarda, AChE enzimiyle giiglii interaksiyonlar kurup enzim aktivitesini inhibe ettigini
diisiinmekteyiz. Kimyasal baglar yoniinden sinirlt sayida bilesen ele alinmistir. Bununla
birlikte, diger birgok bilesenin de enzimle interaksiyon kurup, enzim aktivitesini inhibe ettigi
diistiniilmektedir. Sonug olarak, perhidrofarnesil aseton ve cis-kalamenen’in AChE enzimi
ile interaksiyon kurduklarini ve bu ugucu yaglarin ana bilesenleri olan trans-cis
nepetalakton, a-pinen ve kafur ile birlikte H. uniglandulosum, N. nuda subsp. nuda ve A.
pseudoaleppica ugucu yaglarimin giiglii AChE inhibitorleri durumunda olmalarina neden
olduklarini diistinmekteyiz.

Terpenlerin AChE inhibitor aktiviteleri birgok arastirmaci tarafindan bildirilmistir.
Monoterpenler iizerinde yapilan ¢alismalar neticesinde, keton grubu olan monoterpenlerin
genelde daha giiclii AChE inhibitorii olduklar1 kanisina varilmigtir (Lopez vd., 2015).
Calismamizda, ana bilesenler olarak elde ettigimiz trans-cis-nepetalakton, a-pinen ve
kafur’un monoterpenlerden olmasi, bu bulgular1 destekler niteliktedir.

Ugucu yaglarin insektisit veya bocek kovucu etkileri bilinmektedir. Limon ve
oOkaliptiisten elde edilen ugucu yaglar sivsineklerden korunmak igin tavsiye edilmektedirler.
Ojenol, geraniol ve timol bilesenlerinin baz1 bdcek tiirlerine ve hamambédcegine karsi
norotoksik olduklart bildirilmistir. Bu etkinin ugucu yaglarin AChE inhibitorleri
olmalarindan kaynaklandigi bilinmektedir. In vitro galismalarla bocek AChE enzimini etkili
sekilde enhibe eden bilesenler arasinda a-pinen, B-pinen, B-fellandren, karvakrol, limonen,
mentol, cis-osimen ve dkaliptol gosterilmistir (Jankowska vd., 2018). Bununla birlikte ugucu

yag bilesenlerinin farkli inhibitdr aktivitelerine sahip olduklari, bazilarmin kompetitif,
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bazilarinin ise non-kompetitif olduklar1 bilinmektedir (Lopez vd., 2015). Calismamizda, H.
uniglandulosum ugucu yaginda yiiksek konsantrasyonlu a-pinen’in AChE inhibit6rii olarak
rol aldigin1 ve bundan dolay1 hafiza siireglerini etkiledigini diistinmekteyiz.

Ugucu yaglarin anksiyete lizerindeki etkileri ic¢in yiikseltilmis art1 labirenti testi
kullanilmigtir. Bu testte diazepam pozitif kontrol olarak seg¢ilmistir. Diazepam
benzodiazepin ailesinden sedatif-hipnotik bir ilag olup GABAA reseptorii ile interaksiyon
kurar ve anksiolitik, kas gevsetici ve hipnotik etkiler gosterir (Razavi vd., 2017). Diazepam
uygulanan sicanlarda beklendigi sekilde acik kollara giris sayis1 ve agik kollarda kalma
stiresi yiizdesinde anlamli bir artis gézlenmistir. Ugucu yag uygulanan sicanlarda yalniz-
skopolamin uygulanan gruba nazaran agik kollara giris sayis1 ve acik kollarda kalma siiresi
yiizdesinde artis goriiliirken 6zellikle bu etkinin doz bagimli olarak arttigi goriilmiistiir.
Biitlin ugucu yag gruplarinda bu parametrelerde artig goriilmiis, fakat diazepam grubunda
daha yiiksek degerler elde edilmistir.

Skopolamin’in anksiyete iizerindeki etkilerine dair paralellik gostermeyen bulgular
bulunmaktadir. Anksiyeteyi Olgmek i¢in kullanilan testler ayni zamanda lokomotor
davranisini 6lgmekte de kullanilir (agik alan testi gibi). Lokomotor davranisinin altinda yatan
nedenin iyi yorumlanmasi gerekir. Testlerde yapilan kiiglik degisikliklerin ve skopolamin
dozunun sonuglar1 degistirdigi diisiiniilmektedir. Ornegin, 2 mg/kg i.p. skopolamin
uygulamasi aydinlik/karanlik testinde aydinlik boliime gegis sayisin1 azaltmistir (Hughes
vd., 2004). Skopolamin uygulamasi genel anlamda anksiojenik etki géstermektedir. Bununla
birlikte, farkl1 uygulamalarda tam tersi etki gostererek anksiyolitik etkiler de bildirilmistir
(Klinkenberg ve Blokland, 2010).

Anksiyete bozukluklart mental hastaliklar i¢erisinde en yaygin olanmidir. Popiilasyon-
temelli arastirmalara gore, hayat1 boyunca en az 1 kez anksiyete bozuklugu yasamis olan
hasta sayis1 %33,7 ye kadar ¢ikabilmektedir. Anksiyete ve benzeri hastaliklara kars1 bitkisel
tibbin etkinligi bilinmektedir. Dogal bitkisel bilesenlerin uzun siireli kullaniminin insanlarda
ciddi yan etkilere yol agmamasi, sentetik anksiyolitik ilaglarin ise 6nemli yan etkiler ile
iligskilendirilmesi tibbi bitkiler iizerinde daha fazla aragtirma yapmay1 gerekli kilmistir. Bu
baglamda hem bitki ekstraktlar1 hem de dogal bitkisel bilesikleri degerlendirmek
gerekmektedir. Birgok fitokimyasal smifinin anksiyolitik benzeri etki gosterdigi, bu
kimyasallarin GABAAa reseptorii bagimli olarak azalttigi bildirilmistir. Klinik Oncesi
aragtirmalar bir¢ok anksiyete modelinde alkaloitler, terpenler, flavonoitler, fenolik asitler,

lignanlar, sinamatlar, ve saponinlerin anksiyolitik etki gosterdiklerini kanitlamaktadir.
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Ugucu yag bilesenlerinden olan terpenlerin MSS’ni etkiledigi bildirilmistir. En iyi bilinen
ucucu yag bilesenlerinden biri olan a-pinen’in anksiyolitik etkisi kanitlanmistir (Yang vd.,
2016). Bir calismada in silico analizlerle o-pinen’in GABAAa reseptorii modiilatorii
olabilecegi gosterilmistir (Yang vd., 2016). Hypericum uniglandulosum ugucu yaginda
oldukea yiiksek konsantrasyonda ve ana bilesen olarak tespit ettigimiz a-pinen’in bu ugucu
yagda anksiyolitik etkilerden sorumlu oldugunu diisiinmekteyiz.

Anksiyolitik etkiye sahip olan diger bir monoterpen ise mirtenol’diir. Myrtus
communis L. (Myrtaceae) ugucu yaginda bulunan ve bir monoterpenoit alkol olan
mirtenol’iin, yiikseltilmis art1 labirenti basta olmak iizere anksiyete degerlendirilmesinde
kullanilan testlerde anksiyolitik etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Kekik ugucu yaginda
bulunan bir monoterpenik fenol olan karvakrol de anksiyolitik etkileri bildirilmis
bilesenlerdendir (Fedotova vd., 2017). Linalol’ce zengin ugucu yaglarin si¢anlarda giiglii
antidepresan-benzeri etki gosterdigi bildirilmistir (Santos vd., 2018). Cananga odorata
(ylang-ylang) ucucu yagi ve major bilesenlerinin (linalol, benzil alkol ve benzil benzoat)
gliclii anksiyolitik etkileri gosterilmistir (Zhang vd., 2016). Calismada, ugucu yaglarin ana
bilesenleri olarak elde ettigimiz trans-cis-nepetalakton, a-pinen ve  kafur
monoterpenlerdendir. Ugucu yaglarin deney hayvanlarinda skopolamin’in yol agtig
anksiyeteyi azaltmasinin, 6zellikle bu bilesenlere bagl olabilecegini diisiinmekteyiz.

Davranis testlerinin sonuncusu olan zorunlu yilizme testi depresyon-benzeri davranisi
test etmekte kullanilan standart bir testtir. Bununla birlikte, son zamanlarda depresyonu
6l¢mek icin kullanilan klinik-0ncesi testlerin aslinda depresyonu degil, stresle bas etme
becerisini Sl¢tiiglinli iddia eden aragtirmacilarin sayisi artmistir. Zorunlu yiizme testi de bu
testlerden biridir. Bundan dolayi, depresyon degil, depresyon-benzeri davranis ifadesi daha
uygun olacaktir. Yine de depresyon i¢in daha gegerli bir test bulunana kadar zorunlu yiizme
testi uzun bir siire kullanilacak gibi goziikmektedir.

Tramadol zorunlu ylizme testinde pozitif kontrol olarak secilmistir ve tramadoliin
etkisi ugucu yag gruplarina gore daha fazla goriilmiistiir. Tramadol analjezik ve antidepresan
etkileri olan bir ilagtir. Tramadoliin depresyon hayvan modelinde antidepresan-benzeri etki
gosterdigi bildirilmistir (Ostadhadi vd., 2017). Caligmamizda skopolamin uygulanan
siganlarda doz bagimli olarak N. nuda subsp. nuda, H. uniglandulosum ve A. pseudoaleppica
ucucu yag uygulamasinin depresyon-benzeri davranisi azalttigi sonucu ¢ikmastir.

Klinik bir ¢alismada Nepeta menthoides ekstresinin hastalarda anksiyete ve major

depresyon (Kolouri vd., 2016) seviyesini diisiirdiigli ve segici serotonin geri-alim inhibitorii
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olan sertralin uygulanan gruba nazaran daha az yan etki gosterdigi bildirilmistir (Firoozabadi
vd., 2017).

Hypericum perforatum antidepresan aktivitesi bilinen bir bitki tiirii olup, birgok tilkede
recetesiz olarak satilmaktadir. Kontrollii klinik ¢alismalarda standardize edilmis Hypericum
perforatum ekstresinin major depresyona karsi oldukea etkili oldugu goriilmiistiir (Kasper,
2015) (Apaydin vd., 2016) (Seifritz vd., 2016).

Achillea millefolium tiirtiniin ise anksiyolitik ve antidepresan aktiviteye sahip birgok
bileseni (seskiterpenler, laktonlar, tannin, achillion, organik asitler vd) bildirilmistir (Saki
vd., 2014). A. millefolium hidroetanolik ekstraktinin farelerde anksiyolitik ve antidepresan
etkileri gosterilmistir (Baretta vd., 2009). Bu calismalar, bizim ¢alismamizdaki N. nuda
subsp. nuda, A. pseudoaleppica ve H. uniglandulosum ugucu yaglarinin anksiyete ve
depresyon iizerindeki etkilerine parallellik gostermektedir.

Oksidatif stresin Alzheimer hastaligini tetikledigine dair birgok kanit bulunmaktadir.
Dahasi, oksidatif stres hipotezi Alzheimer hastaliginin olasi faktorleri arasinda yerini
almistir. Oksidatif stres bilindigi gibi niikleik asitler, lipitler, ve proteinler gibi énemli
hiicresel elementlere zarar vermektedir. Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin hiicresel
antioksidan savunma sistemine baskin ¢ikmasi olarak ifade edilebilir. Benzer sekilde,
oksidatif stres yenilenemeyen veya ortadan kaldirilamayan okside olmus/hasar gormiis
makromolekiillerin birikiminden kaynaklanir. Antioksidan savunma sisteminin baglica
elemanlart ise glutatyon (GSH), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx),
katalaz, glutaredoksinler ve tioredoksinlerdir (Tramutola vd., 2017). Alzheimer hastaliginda
antioksidan enzimlerdeki fonksiyon azlig1 veya kaybi ve hidrojen peroksit, siiperoksit,
hidroksil anyonu ve nitrik oksit gibi oksidanlarin artigt bildirilmistir (Swomley and
Butterfield, 2015). Alzheimer hastalarinda beynin birgok bolgesinde, 6zellikle
hipokampiiste lipit peroksidasyon markorii olan malondialdehit (MDA) seviyesinin artig
gosterdigi bildirilmistir (Islam, 2017).

Calismada, amigdala ve hipokampiis beyin boélgelerinde skopolamin uygulanan
sicanlarda MDA seviyesi artig gosterirken, GSH miktar1 ve SOD aktivitesi azalmistir. Bu
sonuglar daha 6nce skopolamin uygulanarak yapilmis ¢calismalara paralellik gostermektedir.
Upadhyay ve ark (2018)’nin ¢alismasinda, si¢anlara skopolamin uygulanmasiyla
hipokampiis ve frontal kortekste SOD aktivitesinde diisiis goriiliirken, AChE aktivitesinde
artis ve hafizada zayiflama gozlenmistir. Baska bir calismada, skopolamin uygulamasi

farelerde amneziye yol agarken, SOD aktivitesini diisiirmiis ve MDA seviyesini diigtirmiistiir
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(Lu vd., 2018). Haider vd., (2017), skopolamin uygulanan siganlarda frontal korteks ve
hipokampiiste AChE aktivitesinde anlamli derecede artis ve ACh miktarinda diisiis
gozlemistir. Ayrica aymi ¢alismada MDA seviyesinde kontrol grubuna goére skopolamin
uygulamasi artarken, antioksidan parametrelerinden SOD ve GPx aktiviteleri artmistir.

Calismamizda, skopolamin ve ugucu yag uygulanan gruplarda ise kontrol grubuna
yakin bir sekilde MDA seviyelerinin azaldigini, ve GSH miktar1 ve SOD aktivitelerinde ise
artis oldugunu goérmekteyiz. Dolayisiyla, ugucu yaglarin antioksidan etki gosterdigini
gostermis bulunmaktayiz. Ugucu yaglarin oksidatif stres tizerindeki etkileri siganlarin hem
hipokampiis hem de amigdala beyin homojenatlarinda gosterilmistir.

Hipokampiis beynin hafiza ile iligkili bolgesi olarak bilinirken, amigdala daha ¢ok
korku, korku hafizasi ve korku ile iliskili davranislarla iligkilendirilmektedir. Bundan dolay1
amigdala, depresyon ve 6zellikle de anksiyete ile baglantili beyin bdlgesidir. Amigdalanin
roliine iligkin ¢alismalar daha ¢ok insan dis1 primatlarda yapildigindan kisitli bir bilgiye
ulagilmigtir. Bununla birlikte, ciddi amigdala hasarina sahip 44 yasindaki bir hasta bu
dokunun gorevlerine iliskin ¢ok ¢arpici veriler elde edilmesini saglamistir. Bu hastada, korku
ve korku ile iligkili duygularin aracilik ettigi diisiiniilen sosyal davranislarda ciddi 6l¢iide
bozulmalar goriilmiistiir (Feinstein vd., 2011). Calismada, ugucu yaglarin hipokampiis ve
amigdala dokularinda skopolamin’in yol actig1 oksidatif stresi azalttigi goriilmektedir.
Bundan dolayr ugucu yaglarin hafiza lizerindeki etkileriyle birlikte, anksiyolitik ve
antidepresan etkilerinin antioksidan aktivitelerine bagli olabilecegini diisiinmekteyiz.

Sonug olarak bu ¢aligmada, Nepeta nuda subsp. nuda, Hypericum uniglandulosum ve
Achillea pseudoaleppica ugucu yaglarinin skopolamin hayvan modelinde hafiza
giiclendirici, anksiyolitik ve antidepresan aktiviteleri gosterilmektedir. Ugucu yaglarda ana
bilesen olarak tespit ettigimiz trans-cis-nepetalakton, a-pinen ve kafur’un ugucu yaglarin
etkilerinden sorumlu olduklarini, antioksidan ve AChE inhibitor etkilerinin de bu ugucu
yaglarin biyolojik aktiviteleri i¢in temel mekanizmalari niteliginde olduklarini 6n gérmekte
ve bu wugucu yaglarin Alzheimer hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklar igin

tamamlayici/integratif tedavi olusturabileceklerini diisiinmekteyiz.
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5. ONERILER

Nepeta nuda subsp. nuda, Hypericum uniglandulosum ve Achillea pseudoaleppica
ucucu yaglarmin solunumla alinmasinin skopolamin hayvan modelinde noroprotektif
etkilerini bu calisma ile gosterdik. Bununla birlikte, ileriki asamalarda ugucu yaglarin
standardize edilmesinin ve ¢alismanin farkli parametreler de eklenerek modifiye edilmesinin
faydali olacagini diisiinmekteyiz. Skopolamin modeli disinda baska hayvan modellerinin
ornegin amiloit-beta modelinin uygulanmasi, anksiyete ve depresyon testleri igin
kullandigimiz yiikseltilmis art1 labirenti ve zorunlu yiizme testlerine ek olarak agik alan testi
ve aydinlik/karanlik kutusu testi gibi diger testlerin de kullanilmasi 6nerilebilir.

Ugucu yaglarimizda elde ettigimiz bilesenler igerisinde perhidrofarnesil aseton diger
bilesenlere kiyasla daha elverisli doklama verilerini vermistir. Bu durumda, teorik
bulgularimizin desteklenmesi i¢in mutlaka bu bilesenin in-vitro ve in-vivo olarak test
edilmesi gerekmektedir.

Ugucu yaglarda ana bilesenler olarak tespit ettigimiz trans-cis-nepetalakton, a-pinen
ve kafur bilesenlerinin deney hayvanlarina farkli dozlarda uygulanmasiin ve testlerin bu
hayvanlarda tekrarlanmasinin faydali olacagini diisiinmekteyiz. Bu durumda, ugucu yaglarin
ana bilesenlerinin etkilerini, aromaterapi uygulamalari ile karsilastirmak miimkiin olacaktir.
Bazi ucucu yag bilesenleri sinerjistik etki gosterip, bilesenler tek baglarina etki
gostermeyebilir. Ornegin, Achillea pseudoaleppica ucucu yaginda ana bilenen olarak elde
ettigimiz kafur’un, tek basina daha fazla veya daha az etki gdsterdiginin ancak bireysel
uygulamalarla tespit edilebilecegini diisinmekteyiz. Bundan dolayi, ugucu yag ana
bilesenlerinin etkilerinin bireysel olarak degerlendirilmeleri faydali olacaktir.

Bu calismada herhangi bir toksisite ¢alismasi yapilmamistir. Calismada kullanilan
deney hayvanlari arasinda 6len olmamakla birlikte bu durum ugucu yag uygulamasinin
potansiyel toksik etkileri hakkinda yeterince bilgi vermemektedir ve ilave ¢alismalar

yapilmasi faydali olacaktir.
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