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1. Proje Ozeti (Proje Tanimi)

Oksidatif stresin neden oldugu hiicre hasari, hem yaslanmanin fizyolojik siirecinde hem de
Parkinson ve Alzheimer hastaliklart gibi ¢esitli ndrodejeneratif bozukluklarda etkili
mekanizmalardandir(Markesbery, 1997; Finkel ve Holbrook, 2000; Choi ve ark., 2006). Ana
reaktif oksijen tdrlerinden biri olan hidrojen peroksit (H.O.) redoks islemi sirasinda firetilir ve
hiicre i¢i sinyallesme kaskadlarinda bir haberci olarak kabul edilir (Rhee, 1999). Ayrica, H.O.'nin
lipid peroksidasyonuna ve DNA hasarina neden olabilecegi ve bdylece bir¢ok farkli hiicre tipinde
apoptozu indiikleyebilecegi bilinmektedir (Halliwell ve Aruoma, 1991; Yoshikawa ve ark., 2006).
Calismada dopaminerjik néron 6zelligi gosteren SH-SY5Y hiicrelerinde olarak H.O. toksisitesine
karg1 Karabas otu (Lavandula Stoechas) ekstrelerinin noroprotektif etkilerinin olup olmadig1 ve bu
ekstrelerin apoptoz lizerine etkileri arastirtlmistir. Calismada ilk olarak SH-SY5Y hiicrelerinde
H.O.’nin IC50 dozu arastirildi ve bu dozun 250uM oldugu belirlendi. L. Stoechas’nun farkli
coziiciiler kullanilarak sirali ekstraksiyon ve total ekstraksiyon metodlar: ile elde edilen farkl
ekstrelerinin karsilastirmali olarak SH-SYS5Y hiicrelerinde H202 toksisitesine kars1 hiicre canlilik,
cogalma, enfeksiyon testleri yapildi. Hiicrelerin H.O. ile tedavi edilmesinin doza bagli bir canlilik
kayb1 oldugu, farkli konsantrasyonlarda (1 ve 10 ppm) L. stoechas ekstreleri ile hicreler 6n
tedaviye tabi tutuldugunda hiicre canliligi kaybinda biiylik Olgiide azaltma goriilmiistir. Bu
calisma ile literatiirde ilk kez SH-SY5Y hicrelerinde H.O. nérotoksisitesine karsi L. stoechas farkl
ekstrelerinin hiicre canliliginda, koloni formasyon kapasitesinde koruma saglayarak bu ekstrelerin
noroprotektif etkiler ortaya koyabilecegi gosterilmistir. H.O.’ye bagli gelisen hiicre olimii
(apoptoz) ile iligkili olarak da etkin rol oynayan Bax diizeylerini diisiirip, Bcl-2’yi arttirarak
Bax/Bcl-2 protein oranini diisiirerek anti-apoptotik etkiler ortaya koyabildikleri tespit edilmistir.
Yapilan ¢aligma sirali ekstraksiyon, total metanol ekstresi, su infiizyonu ekstresi ve ugucu yag gibi
farkl tiirlerdeki ekstrelerinin etkilerinin bir arada degerlendirildigi 6zgiin bir caligmadir.

2. Problem/Sorun (5 puan)

Oksidatif stresin neden oldugu hiicre hasar1 hem yaslanmanin fizyolojik siirecinde hem de
Parkinson ve Alzheimer hastaliklar1 gibi c¢esitli norodejeneratif bozukluklarda uzun siiredir
suclanan mekanizmalardan birisidir (Markesbery, 1997; Finkel ve Holbrook, 2000; Choi ve ark.,
2006;). Hiicre lizisi, oksidatif patlama veya asir1 serbest gecis metallerinin mevcudiyetini takiben
Uretilebilen reaktif oksijen tiirlerinin aracilik ettigi oksidatif hasar, proteinlere, deoksiniikleik asit
ve lipid membranlara saldirabilir, boylece hiicresel fonksiyon ve biitiinliigii bozabilmektedir
(Gorman ve digerleri, 1996; Gardner ve ark., 1997). Ana reaktif oksijen tirlerinden biri olan
hidrojen peroksit (H.O.) redoks islemi sirasinda ftiretilir ve hiicre i¢i sinyallesme kaskadlarinda bir
haberci olarak kabul edilir (Rhee, 1999). Ayrica, H.O.nin lipid peroksidasyonuna ve DNA
hasarina neden olabilecegi ve bdylece bir¢cok farkli hiicre tipinde apoptozu indiikleyebilecegi 1yi
bilinmektedir. (Halliwell ve Aruoma, 1991; Yoshikawa ve ark., 2006). Bu nedenle, reaktif oksijen
tiirlerinin neden oldugu apoptozu Onlemeye veya geciktirmeye yonelik terapdtik stratejiler, bu
hastaliklarin tedavisi i¢in uygun bir yontem olabilmektedir. Fenolik bilesikler gibi bir¢cok sentetik
kimyasalin gii¢lii radikal stiptiriiciiler oldugu kanitlanmistir, ancak genellikle baz1 ciddi yan etkileri
bulunmaktadir (Heilmann ve ark., 1995).

3. C0Ozum (20 puan)

Son yillarda, néroprotektif potansiyele sahip dogal maddelerin arastirilmasina odaklanilmstir.



Lavandula stoechas L., basta kardiyovaskiiler ve nérodejeneratif bozukluklar olmak iizere
cesitli hastaliklarin tedavisinde Avrupa ve Iran geleneksel tibbinda kullanilmistir (Javadi ve ark.,
2017; Sobhani ve ark., 2017). Anti-inflamatuar, anti-oksidan, anti-alzheimer ve anti-epileptik
ozellikleri gibi noroprotektif etkilerini ortaya koyan bazi ¢aligmalar vardir (Biiylikokuroglu ve ark.,
2003; Rabiei ve ark., 2014; Sinaei ve ark., 2017). Lavandula Stoechas Orneklerinden farkli
ekstraksiyon yontemleri ile elde edilen ekstrelerin SH-SY5Y hiicrelerinde olusturulan hidrojen
peroksit toksisitesine karsi hiicre canliligi, koloni sekillendirme yetenegi ve programli hiicre 6liimii
(apoptoz) ile iliskili Bcl-2 ve Bax proteinleri izerine olan etkilerin in vitro yontemler ile arastirdik.

Ydntem (20 puan)

Hiicre Kiiltiirii Islemleri

Hiicre kiiltiirii islemleri steril laminar hava akimli calisma kabinlerinde gergeklestirildi. -80°C*“de
saklanan hiicreler, 37°C’lik su banyosunda ¢oziildii ve 75 cm2’lik filtreli hiicre kiiltiir flasklarina
aktarildi.

SH-SYS5Y hiicre hattt DMEM/F12 (Dulbecco’s modified Eagle’s minimal essential medium, High
glucose, L-Glutamin, Sodium Pyruvate, Phenol Red) besiyerine %15 1s1 ile inaktive edilmis fetal
sigir serumu eklenerek ¢ogaltildi. Kelly hiicre hatti ise RPMI 1640 besiyerine %10 1s1 ile inaktive
edilmis fetal sigir serumu eklenerek, 37°C sicaklikta, %5 CO2 ve nem iceren inkiibatorde
cogaltildi. Tiim besiyerlerine penisilin ve streptomisin eklendi (100 {inite/ml).

Hiicre hatlar1 canlilik, cogalma ve enfeksiyon agisindan inverted mikroskopta giinliik olarak
izlendi. Flasklarda %80’in lizerinde hiicre yogunlugu goézlendiginde hiicreler pasajlanarak
cogaltildi (Loubidi ve ark., 2018).

MTS Hiicre Canlihgi Testi ve L.Stoechas Uygulamasi

Hiicre canliligini ve proliferasyonunu tayin etmek igin kullanilan MTS testi (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium salt),
37°C’de yasayan hiicrelerin mitokondriyal aktiviteleri sonucu, tetrazolium tuzunun (suda
cozlinebilen formazan {irlinli), renkli bir yapiya doniistiiriilmesi ve bunun 6l¢iilmesi temeline
dayanir. Dehidrogenaz enzimlerinin {irettigi formazan miktari, kiiltiirdeki canli hiicre sayisiyla
dogrudan orantilidir ve 490 nm’de 6Slgiilebilir.

SH-SYS5Y hiicreleri igin reaksiyonlar kuruldu ve her reaksiyon ti¢ kere tekrarlandi. Hiicreler, 100
ul’de ortalama 5 x10= hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96-kuyucuklu plakalara ekildi. 24 saat sonra,
hiicrelere L. stoechas ekstrelerinin farkli dozlardaki uygulamalar1 gergeklestirildi.

L. stoechas ekstreleri olarak Total Metanol, Etanol-Heksan-Metanol sirali ekstreleri ve Su
Infiizyon ekstresi ile Ugucu Yag ekstreleri elde edildi ve hiicre ¢aligmalarinda uygulandi.
Uygulanan dozlar olarak Ugucu Yag i¢in 10-100-1000 pg/ml ve diger ekstreler i¢in 1,10 ve 100
ppm dozlar secildi.

Bu dozlar icin inkiibasyon siiresi 2 ve 24 saat olarak belirlendi ve uygulandi. Ekstreler ile 2 ve 24
saatlik On tedavi siiresi sonrasinda hiicreler, 1 saat boyunca 250 uM hidrojen peroksite maruz
birakildi. 1 saatin sonunda kuyucuklardan hidrojen peroksit cekilerek ve yerlerine tekrar taze
DMEM/FBS koyularak 1 giinliik inkiibasyona birakildi. Ertesi giin CellTiter 96 Aqueous One
Solution Cell Proliferasyon Assay kiti (Promega) kullanilarak MTS deneyi yapildi.

MTS ve PMS (phenazine methosulfate) igeren soliisyondan (20:1 v/v) 20 pl alinarak 100 pl
besiyeri iceren her bir kuyuya eklendi, 37°C’de 2-3 saat inkiibasyondan sonra spektrofotometrede
490 nm dalga boyunda okuma yapildi. Ortalamalar hesaplandi ve Microsoft Excel programi



yardimiyla ortalama absorbsiyon =+ standart sapma baz alinarak grafikler ¢izildi (Loubidi ve ark.,
2018).
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Koloni Formasyon Testi

SH-SY5Y hiicreleri, 6 kuyucuklu plakalara her 2 ml'de ortalama 2000-2500 hiicre/kuyucuk olacak
sekilde ekildi. 24 saat inkiibasyon sonrasi hiicrelerin ylizeye tutunduklarindan emin olunduktan
sonra L. stoechas ekstrelerinin 6n tedavi uygulamalar1 gergeklestirildi. Bu kez uygulanan dozlar
olarak Ugucu Yag i¢in 1-10 pg/ml ve diger ekstreler i¢in 1 ve 10 ppm dozlar secildi. Bu dozlar i¢in
inkiibasyon siiresi 24 saat olarak belirlendi ve uygulandi. Ekstreler ile 24 saatlik 6n tedavi siiresi
sonunda hiicreler 1 saat boyunca 250 pM hidrojen peroksite maruz birakildi. 1 saatin sonunda
kuyucuklardan hidrojen peroksit cekilerek yerlerine 2’ser ml taze DMEM besiyeri koyularak
hiicreler inkiibasyona birakildi. 2. hafta sonunda tedavi uygulanmamis kontrol kuyusundaki koloni
say1s1 ve yogunlugu dikkate alinarak deney sonlandirildi. Besiyeri uzaklastirildiktan sonra kuyular
bir kez PBS (Phosphate Buffer Saline) ile yikandi. 40 ml metanol icinde 0.2 g kristal viyole
eklenerek hazirlanmis stok soliisyon distile su ile 1/10 oraninda diliie edilerek ¢alisma soliisyonu
elde edildi. Bu soliisyondan kuyucuklara 1 ml eklendi ve 5 dk beklendi. Bu sekilde hiicre
kolonileri Kristal Viyole ile boyandi. Sonrasinda kuyucuklar 3 kez distile su ile birer dakika
siireyle yikandi. Ardindan plakalar kapaklari acik vaziyette kurumaya birakildi. Son olarak da
plakalardan resimler g¢ekilerek kuyucuklardaki koloni sayilari karsilastirilarak sonuglar
degerlendirildi (Erdogan ve Tagkiran, 2019).

SH-SY5Y L. Stoechas Koloni Formasyon
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SH-SYSY Koloni Formasyon

Kontrol 250 pM H;0, Total Metanol 1 ppm

Total Metanol 10 ppm Etanol 1 ppm Etanol 10 ppm Heksan 1 ppm

Protein analizi

SH-SY5Y hicreleri 25 x 10¢ sayida 25 cm:’lik T25 flasklara ekildi ve 24 saat inkiibe edildi. 24 saat
sonra hucreler, L. stoechas ekstrelerinin 1 ve 10 ppm dozlar1 ile 24 saat siireyle on tedavi
prosediiriine tabi tutuldu. 24 saat sonra ortam aspire edildi ve hiicreler iki kez steril PBS ile yikandi
ve ardindan 1 saat boyunca 250 pM hidrojen peroksite maruz birakildi. H202 indiiksiyonunu
takiben, hicreler soguk 1X PBS soliisyonu ile yikandi ve hiicre peletleri ayrt ayri ependorf tiiplere
toplandi. Her bir 6rnege 1X hiicre lizis tamponu (fosfataz ve proteaz inhibitorleri eklenmis)
eklendi ve hiicreler buz tizerinde vortekslenerek parcalandi. Bu hiicre lizatlarindaki toplam protein
miktarlari, BCA protein tayin yontemi kullanilarak 6l¢iildii. Daha sonra hiicre lizatlar1 kullanilarak
Western Blot analizleri yapildi (Loubidi ve ark., 2018).

Western blotlama

Western blot analizi, %10’luk tris-glisin denatiire edici jellerdeki kuyucuklara 30 pg protein
ornekleri yliklenerek ve sonrasinda proteinler elektroforez ile ayrilarak, ardindan da PVDF
membrana transfer edilerek gerceklestirildi. Membran sonrasinda %35’lik yapsiz siit tozu ile bloke
edildi. Ardindan membran, primer antikorlar olarak, anti-Bax tavsan monoklonal antikoru (1:1000,
Cell Signaling Technology) veya anti-Bcl-2 tavsan monoklonal antikoru (1:1000, Cell Signaling
Technology) ile sirasiyla, bir gece boyunca +4 C'de inkiibe edildi. Yikandiktan sonra membran, bu
primer antikorlara baglanan HRP konjuge anti-rabbit sekonder antikorlar (Odyssey Western
Blotting kit, LI-COR Biosciences) ile oda sicakliginda 1 saat kadar inkiibe edildi. Membran,
reaktifleri 1:1 oraninda karigtirllan ChemiGlow West Chemiluminescence Substrate Kit (Protein
Simple, Cat.N0:60-12596-00) materyali ile kapland1 ve 1-2 dakika kadar bekletildi. Son olarak
optimal ayarlarda membranin goriintiisii tif formatinda kaydedildi. Membran stripping islemi ile
tizerindeki antikorlar soyularak sonrasinda anti-f-aktin fare monoklonal antikoru (1:1000, Cell
Signaling Technology) ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Benzer sekilde bu antikora
spesifik sekonder antikorlar ile de isaretlemeler yapildi ve bant goriintiileri alind1. Protein bantlarin
gorsellestirilmesi ve dansitometrik analizleri bir Odyssey Goriintiileme Sistemi (LI-COR
Biosciences, ABD) iizerinde membran taranarak degerlendirildi (Loubidi ve ark., 2018).

Yenilikci (Inovatif) Yonii (15 puan)

Her ne kadar insan SH-SY5Y noroblastoma hticreleri, oksidatif stresin neden oldugu ndronal hiicre
Oliimiinii incelemek i¢in model hiicre sistemi olarak yaygin sekilde kullanilsa da (Zhang ve ark.,



1997; Gao ve ark., 2001; Uberti ve ark., 2002) bu anlamda her sey yeterince agikliga
kavusturulamamistir. Bu anlamda L. stoechas ekstreleri ile yapilan hiicre c¢aligmalarina
bakildiginda SH-SY5Y hiicrelerinde H.O. toksisitesi modelinde herhangi bir degerlendirmeye
rastlanilmamistir. Ayrica ¢aligmalarda kullanilan ekstrelerin genellikle metanol ve etanol ekstreleri
oldugu gorulmektedir. Bu kapsamda da ¢alismamiz sirali ekstraksiyon, total metanol ekstresi, halk
arasinda kullanimina paralel sekilde su infiizyonu ekstresi ve ugucu yag gibi farkli tiirlerdeki
ekstrelerinin etkilerinin bir arada degerlendirildigi 6zgiin bir calismadir. Calismamizla L. stoechas
farkli ekstrelerinin karsilastirmali olarak SH-SYSY hiicrelerinde H202 toksisitesine karsi hiicre
canliligina olan etkileri ilk kez literatiire kazandirilmis olacaktir.

6. Uygulanabilirlik (10 puan)

SH-SY5Y hiicrelerine L. Stoechas ile 2 saat 6n tedavi
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Tablodan da anlagildig1 gibi su infiizyonu diger ekstrelere gore hiicre canliliginin korunmasinda
daha etkili olmugtur. Bu durum bitkinin c¢ay olarak tiiketilmesinin hem saglik hem de kullanim
kolaylig1 agisindan en etkili yontem olmasini saglamaktadir.

L. stoechas ekstrelerinin tibbi ¢ay, metanol ekstresi ve aromaterapik yaglar seklinde kullanilmak
iizere ilag ve gida sanayi tarafindan degerlendirilebilecegini diisiinmekteyiz. Potansiyel
kullannmina yonelik olarak islah ¢alismalart ile igerik agisindan zenginlestirilmis ve potansiyel
kimyasal bilesimi standart hale getirilmis bitkinin, ekolojik kiiltiir bakis acisiyla iiretilerek tilke
ekonomisine ve ilag sanayine faydali olabilecegi kanisindayiz.

7. Tahmini Maliyet ve Proje Zaman Planlamasi (5 puan)

Reaktifler: Analitik saflikta n-hekzan (Carlo Erba), etil asetat (Carlo Erba) ve metanol (Carlo
Erba).

Cihazlar: Rotavapor (Heidolph Hei-VAP-Value), Speed vac (Christ RVC 2-25), Sogutucu (Christ
LT-105), Vakum pompasi (Vacuubrand RZ 2.5), Ultrasonik su banyosu (Bandelin Sonorex RK
514, 860W-35kHz), Clevenger apareyi, NUVE MK 418 (600W/1200rpm).

Bitki_Materyali: Taze bitkilerin toprakiistii kisimlar1 (Cigek durumlari), Nisan-Mayis 2021 tarihleri
arasinda Kocarli'da (Aydin-Turkiye) (600-700 m) dogal yayilis alanindan toplanmistir. Ham droglar
golgede kurutulmus ve kaba toz halinde 6giitiilmustiir.




10.

Projemizin bir sonraki asamalarinda iiriin olarak bir ilag ortaya koymay1 planliyoruz. Ancak insanlar veya
hayvanlar iizerinde herhangi bir deney yapamadigimiz icin optimum miktar1 net bir sekilde
belirleyemiyoruz. Bu da net bir butge belirleyememize sebep oluyor.

Proje Fikrinin Hedef Kitlesi (Kullanicilar) (5 puan)

Projemiz canlilarda rastlanilan Alzheimer ve Parkinson gibi nérodejeneratif hastaliklarin karabas otu 6n
tedavisi ile engellenmesi iizerine gelistirilecek caligmalara ve farmakolojik uygulamalara oncii olmay1
amaclamaktadir. Bu yiizden c¢alismamiz norodejeneratif hastaligi olan bireyler ve bu alanda c¢alisan
uzmanlara hitap etmektedir. Yazdigimiz makale bu konuyla alakali yapilmis en ayrintili ¢alismadir. Bunun
sebebi ise kullandigimiz ekstrelerin, kimyasallarin ve uygulanan yontemlerin ¢esitliligidir. Yapilan ¢alisma
konuyla ilgili gerceklestirilecek arastirmalar ve tedaviler i¢in literatiir olmustur.

Riskler (10 puan)

Projemizdeki deneyler hayvanlar ve insanlar {izerinde yapilan ¢aligmalar1 kapsamadigi icin
dogrudan ila¢ tedavisinde olusabilecek riskler bilinmemektedir.

Karabas otunun ugucu yag ekstrelerinin yiiksek dozlarda kullanilmasi toksik etki yapabilir bu
yilizden kullanim miktarina dikkat edilmelidir.
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RAPOR TASLAKLARI iLE iLGIiLi NOT:

- Yukarida yer alan 10 madde en fazla 16 (on alti) sayfada anlatilacaktir.

- Kapak ve icerik olmak tzere en fazla 17 sayfa olacaktir.

- Tiim raporlar akademik rapor standartlarina uygun olarak yazilmahdir.

- Her rapor bir kapak sayfasi icermelidir.

- Yaz: tipi: Times New Roman, Punto: 12, Satir Arahklari: 1,15, iki tarafa yash, sayfa
kenar bosluklar iist-alt-sag-sol 2,5 cm olmahdir. Cilt payr birakilmasi gerekmemektedir.

- Rapor icindeki ciimleler birbirinin ayni ve tekrari niteliginde olmamahidir.

- Kaynaklardan alinan ciimleler ve ifadeler proje rapor yazarmmin uyarlamalarina sahip
olmal kopyala — yapistir ile dogrudan alinan ciimlelere yer verilmemelidir.

- Raporunda, Web sitemizde yer alan Ge¢mis yil Raporlarindan yararlanmis olan
takimlarnmiz alinti yaptigim ilgili sayfada belirtmesi gerekmektedir. Ac¢iklamayr alinti
yapilan ciimlenin ardindan belirtmeniz gerekmektedir. ALINTI FORMATI: "Alinti
yapilan Ciimle/ler" (Yil, Yarisma Adi, Kategori, Takim Adi) ORNEK ALINTI: "Enkazda
depremzedenin nerede oldugunu tespit edilememesi, enkaz kaldirma ve depremzede arama
calismalarim yavaslatan en onemli sorundur." (2020, Insanlik Yararma Teknoloji
Yarismasi,Afet Yonetimi, X Takimi)




