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Özet
Salvia L. türlerinin halk arasında kullanımı ve bilim dünyasındaki önemi her geçen gün artmaktadır. Salvia türlerinin bu kullanımının ve öneminin çoğunlukla içerdikleri terpenoid bileşiklerden kaynaklandığı düşünülmektedir. Doğal ürünlerde en bol bulunan bileşikler olan terpenoidler, bitkilerde farklı yapılara sahip bir dizi önemli ikincil metabolittir. Terpenoidler bitki büyümesi ve gelişmesinde, çevreye tepkisinde ve fizyolojik süreçlerde anahtar rol oynar. Hammadde olarak terpenoidler ilaç, gıda ve kozmetik endüstrilerinde de yaygın olarak kullanılmaktadır. Terpenoidler, farklı etkileri ve farklı etki mekanizmaları olan karmaşık bir yapıya sahiptir. Bu derlemede terpenoidlerin aktiviteleri ve mekanizmaları incelenerek terpenoid bileşikleri içerisinde önemli bir yere sahip olan diterpeneoidler üzerinde durulmuştur. Diterpen türlerinde oksijen ile daha kolay etkileşme görülmektedir. Bu yapısal farklılıkları nedeniyle doğal ürünler içerisinde diterpenler, en geniş biyolojik etkiye sahip bileşiklerdir. Alzheimer hastalığı, beyinde amiloid birikiminden kaynaklı olmakla beraber kolinerjik nörotransmisyon eksikliği ile, yaşlı nufüs üzerinde görülen yaygın bir demans şeklidir. Bu çalışmada, özellikle Salvia türlerinden ekstrakte edilen diterpeneoidlerin alzehiemer hastalığı üzerindeki etkileri ile ilgili çalışmalar derlenmiştir. Diterpeneoidlerin Alzheimer hastalığı üzerindeki çalışmaları in vitro ve in vivo şeklinde ayrı ayrı veri tabanları taranarak derlenmiştir. Sonuç olarak Salvia türlerinden ekstraksiyon ile elde edilen terpenoid türevi olan diterpenoidlerin, hala kesin bir tedavi seçeneği sunulamayan Alzheimer hastalığı üzerindeki etkinliği hakkındaki çalışmaların dikkate değer olduğu görülmektedir.
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Abstract
The use of Salvia L. species among the public and their importance in the scientific world is increasing day by day. It is thought that this use and importance of Salvia species is mostly due to the terpenoid compounds they contain. Terpenoids, the most abundant compounds in natural products, are a set of important secondary metabolites with different structures in plants. Terpenoids play key roles in plant growth and development, response to the environment, and physiological processes. As raw materials, terpenoids are also widely used in the pharmaceutical, food and cosmetic industries. Terpenoids have a complex structure with different effects and different mechanisms of action. In this review, the activities and mechanisms of terpenoids were examined and diterpenoids, which have an important place among terpenoid compounds, were emphasized. Diterpene species interact more easily with oxygen. Due to these structural differences, diterpenes are the compounds with the widest biological effect among natural products. Alzheimer's disease is a common form of dementia seen in the elderly population, caused by amyloid accumulation in the brain and cholinergic neurotransmission deficiency. In this study, studies on the effects of diterpeneoids, especially extracted from Salvia species, on Alzheimer's disease were compiled. Studies of diterpeneoids on Alzheimer's disease were compiled by scanning separate databases in vitro and in vivo. As a result, it seems that studies on the effectiveness of diterpenoids, which are terpenoid derivatives obtained by extraction from Salvia species, on Alzheimer's disease, for which a definitive treatment option is still not available, are noteworthy.
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1.GİRİŞ

Geniş tıbbi uygulama yelpazesi, terpenler ve terpenoidler içeren bitki materyallerini ilaç olarak kullanan Avustralya'daki Aborjinler tarafından tarih öncesi çağlardan beri insanların ilgisini çekmiştir. "Terpen" terimi, monomer olarak tekrarlayan bir izopren birimine sahip hidrokarbonlar içeren ağaç reçinesi terpentinden (Almanca: Terpentin; lat. Balsamum Terebinthinae) gelmektedir. Literatürde terpen ve terpenoid terimleri, aralarında net bir ayrım yapılmadan yaygın olarak birbirinin yerine kullanılmaktadır [1]. 
Geçen yüzyılın ilk yarısında J. Bonner, "aktif izoprenin" doğal kauçuğun biyosentezi için bir öncü olabileceğini öne sürmüştür [2]. B vitaminleri üzerine yaptığı araştırma sırasında F. A. Lipman (1953'te Nobel tıp ödülü) [3]. 1945'te koenzim A'yı (CoA) keşfetmiş ve böylece bitki metabolizması üzerine araştırmaları daha da ilerletmiştir (F. Lynen ve K. Bloch tarafından 1964'te Nobel fizyoloji veya tıp ödülü) [4]. Temel yapı taşı asetil-CoA'nın keşfi ile terpenlerin ve yağ asitlerinin biyosentetik yolu büyük ölçüde aydınlatılmıştır. 1951'de başlangıçta Lynen, 1937'de Krebs tarafından formüle edilen ve sitrik asit döngüsü veya Krebs döngüsü (1953'te Nobel Fizyoloji veya Tıp Ödülü) olarak bilinen bir süreç olan asetik asidin sitrik aside dönüşümü araştırılmıştır. 

Diterpenler, C-20 öncüsü geranilgeraniyolden biyosentetik kökenlerine göre tanımlanır. Modifikasyonlar, asiklikten makrosikliğe kadar farklı karmaşık kimyasal yapılar üreten sentezin sonraki aşamalarında meydana gelir. Bu grubun ana bileşeni, konjuge çift bağ da dahil olmak üzere A vitamininin yapısal özelliklerinin çoğuna sahip olan, retinoidler adı verilen bir kimyasal bileşikler sınıfının ebeveyni olan yağda çözünen esansiyel A vitaminidir [5].

Diterpenler taşıdıkları ana iskelete göre sınıflandırılır. Doğada en fazla bulunan bazı diterpenler; abieatan, labdan, rozan, pimaran, stakan, kauran, totarol grup, trakiloban, akonitin tipi alkaloit, atisan tipi alkaloit şeklindedir. Çeşitli biyolojik aktiviteye sahip diterpenler halka sayılarına göre de gruplandırılır. Bunlar; 1-Asiklik Diterpenler 2-Monosiklik Diterpenler, 3-Bisiklik Diterpenler, 4-Trisiklik Diterpenler, 5-Tetrasiklik Diterpenler, 6-Pentesiklik Diterpenler, 7-Lakton veya Furan halkası içeren diterpenlerdir [6].

Alzheimer hastalığı, klinik olarak demansa ve β-amiloid plaklar ve tau içeren nörofib rilyum yumakları (NFT'ler) yoluyla nöropatolojik olarak yol açan ilerleyici hafıza ve bilişsel gerileme ile karakterize edilen yaygın bir nörodejeneratif hastalıktır. Alzheimer hastalığının en sık görülen belirtisi geç başlangıçlı Alzheimer hastalığıdır ve başlangıcı 65 yaş sonrasında ortaya çıkar. Geç başlangıçlı Alzheimer hastalığı oldukça kalıtsaldır [7].
Bu derleme çalışmasında Terpenoidler ve bir terpeneoid çeşidi olan diterpenoidlerin Alzheimer hastalığı üzerindeki etkileri derlenmiştir. Terpeneoidler çeşitli bitki, mantar, alg ve sünger türlerinde üretilen çok önemli bir doğal bileşik sınıfıdır. Tıptaki geniş uygulama nedeniyle tarih öncesi çağlardan beri önemli farmasötik değer kazanmışlardır. Bu makale, farmasötik açıdan önemli çok sayıda terpenoid arasında ayrıca iyi bilinen diterpeneoid örnekleri gözden geçirmekte ve Alzheimer hastalığı üzerindeki uygulamalarını tartışmaktadır. 
2.SONUÇLAR VE DEĞERLENDİRMELER

2.1.Terpenoidler

Karasal ve deniz kaynaklarından farmasötik olarak yararlı doğal bileşiklerin araştırılması, tarih boyunca devam eden bir çalışma alanı olmuştur ve günümüzde de oldukça önemli olmaya devam etmektedir. Günümüzde yeni keşfedilen ve izole edilen doğal ürünlerin farmasötik özellikleri açısından taranması standart bir rutin haline gelmiş ve bu da kısa sürede çok sayıda yeni değerli ilacın karakterizasyonuyla sonuçlanmıştır [8-16]. 

Farmasötik aktiviteye sahip iki önemli doğal ürün sınıfı terpenler ve terpenoidlerdir [17]. Doğal ürünlerde en bol bulunan bileşikler olan terpenoidler, farklı yapılara sahip bitkilerde bir dizi önemli ikincil metabolittir. Terpenoidler, bitki büyümesi ve gelişmesinde, çevreye tepkide ve fizyolojik süreçlerde önemli roller oynar. Hammadde olarak terpenoidler ilaç, gıda ve kozmetik endüstrilerinde de yaygın olarak kullanılmaktadır. Terpenoidler, antitümör, antienflamatuar, antibakteriyel, antiviral, antimalarial etkilere sahip olmakla beraber, transdermal absorpsiyonu destekler, kardiyovasküler hastalıkları önler, tedavi eder ve de hipoglisemik aktivitelere sahiptir. Ek olarak, önceki çalışmalar terpenoidlerin böcek direnci, immünoregülasyon, antioksidasyon, antiaging ve nöroproteksiyon gibi birçok potansiyel uygulamaya sahip olduğunu da bulmuştur. Terpenoidler, çeşitli etkilere ve farklı etki mekanizmalarına sahip karmaşık bir yapıya sahiptir [18]. 
Çizelge 2.1 Terpenlerin sınıflandırılması

	Terpenlerin Sınıflandırılması

	İzopropen sayısı      Sınıfı
	C sayısı

	1
	Hemiterpenler 
	5

	2
	Monoterpenler
	10

	3
	Seskiterpenler
	15

	4
	Diterpenler
	20

	5
	Sesterterpenler
	25

	6
	Triterpenler
	30

	8
	Tetraterpenler
	20

	8+
	Politerpenler
	(5C)n


Terpenler, (C5H8)n temel molekül formülüne sahiptirler. Buradaki ‘’n’’ sembolü bağlanmış izopren birimlerinin sayısını ifade etmektedir. Terpenler içerdikleri izopren birimi sayısına göre; hemiterpenler, monoterpenler, seskiterpenler, diterpenler, sesterpenler, triterpenler ve tetraterpenler olarak sınıflandırılmaktadır (Çizelge 2.1) [19].
  1. Uçucu terpenler: Küçük moleküllü terpenler; monoterpenler ve seskiterpenler.

    2. Uçucu olmayan terpenler: Büyük moleküllü terpenler; bazı seskiterpenler, diterpenler, sesterpenler, triterpenler, tetraterpenler ve politerpenle 

2.2.Diterpeneoidler

Diterpenler, C-20 öncüsü geranilgeraniyolden biyosentetik kökenlerine göre tanımlanır. Terpenler, özellikle de diterpenler, önemli biyolojik özellikler sergileyen bir grup doğal bileşiği oluşturmaktadır. Biyoaktif diterpenlerin kimyası, özellikle de sentezleri, biyolojik aktivitelerinin ayrıntılı bir şekilde incelenmesi ve spektroskopik yöntemlerle aydınlatılan yapıların kanıtlarının doğrulanması için bu biyoaktif bileşiklerin büyük verimle elde edilmesi için büyük ilgi uyandırmıştır [20].

Diterpenler dört izopren birimi (C20H32) içerir ve doğrusal (fitol), monosiklik (örn., 9-geranil-a-terpineol), bisiklik (örn., sklareol, marrubiin, salvinorin A), trisiklik (örn., abietik asit, karnosik asit ve tanshinone I), tetrasiklik (örneğin, gibberellin A1 ve steviol), pentasiklik (örneğin, wallichanol) veya makrosiklik (örneğin, kasben ve taksol) yapılardır [21]. Keto ve hidroksil gruplarına sahip polioksijenlenmiş formlar (genellikle küçük boyutlu alifatik veya aromatik asitlerle esterleştirilir) doğada yaygın olarak bulunur [22]. Bazı diterpenler, bir spiro [4,4]-nonan karbosiklik halka, bir tetrahidrofuran halka ve bunlardan birinde çok spesifik bir tert-bütil grubu içeren altı adet beş üyeli halkaya sahip diterpenoid trilakton olan ginkgolid B gibi benzersiz yapılar içerir [23]. Bu bileşikler antiinflamatuar, kardiyovasküler, antimikrobiyal, antitümör, antifungal vb. gibi biyolojik aktiviteler sergilerler [24].

18.000'den fazla bileşiği içeren diterpenoidler, hem fitohormonları hem de endüstriyel olarak ilgili bazı bileşikleri kapsayan önemli bir metabolit sınıfını temsil eder. Karmaşık, çeşitli yapılara ve fizyolojik aktivitelere sahip bu moleküller, ilaç endüstrisinde yüksek değere sahiptir. Tıbbi diterpenoidlerin çoğu bitkilerden elde edilir. Bu aktif bileşiklerin biyosentetik yollarının anlaşılmasındaki büyük ilerlemeler, metabolik mühendislik ve sentetik biyoloji yoluyla diterpenoidlerin endüstriyel üretimi için benzeri görülmemiş fırsatlar sunmaktadır [25]. 

2.3.Alzheimer

Alois Alzheimer, kendi adını taşıyan nörodejeneratif hastalığı ilk kez 100 yıldan fazla bir süre önce tanımladı ve bugün onun tanımladığı amiloid plakların ve nörofibriler yumakların temel özellikleri, patolojik tanısı için hala gereklidir [26]. Alzheimer hastalığı (AD), çoğunlukla başlangıçtaki hafıza bozukluğu ve sonuçta davranışı, konuşmayı, görsel-uzaysal yönelimi ve motor sistemi etkileyebilen bilişsel gerileme ile karakterize ilerleyici bir nörodejeneratif hastalıktır ve demansın en yaygın şeklidir [27]. Yaşayan hastalarda amiloid ve tau yükünü değerlendirebilen araştırma enstitüleri bu tarihi paradigmaya meydan okusa da, klinik AD demansı ölüm sonrası nöropatolojik değerlendirmeye kadar kesin olarak teşhis edilmesi mümkün olmamaktadır [28]. AD aynı zamanda uzun bir asemptomatik preklinik aşama ile de karakterize edilir ve bilişsel açıdan normal bireyler de hastalığa yakalanabilir [29]. Ayrıca, Mayo Clinic Beyin Bankası verilerinde gözlemlendiği gibi, diğer nörodejeneratif ortak patolojiler olmadan AD nadiren bulunur. Yaşlılıkla o kadar sıkı ilişkilidir ki yaşlanmanın normal bir parçası olduğuna dair spekülasyonlar vardır [30]. Şu anda Alzheimer hastalığı için hastalığı değiştiren tedaviler mevcut değildir [31]. 

Genetik mutasyonların neden olduğu az sayıdaki ailesel vaka dışında, hastaların büyük çoğunluğu için etkili bir tedavi seçeneği kalmamıştır ve hastalığın birincil nedenleri bilinmemektedir. Etkili teşhis araçları ve hastalık modifiye edici tedaviler geliştirmeye yönelik kafa karıştırıcı çabalar, Alzheimer hastalığının sıklıkla serebrovasküler hastalık ve Lewy cismi hastalığı gibi yaşla ilgili diğer süreçlerle ilişkili karışık bir proteinopati (amiloid ve tau) olduğunun fark edilmesidir. Çeşitli ortak patolojiler arasındaki ilişkilerin ve karşılıklı bağımlılığın tanımlanması aktif bir araştırma alanı olmaya devam etmektedir [32]. 

Alzheimer hastalığı, yaşlılar arasında bunamanın önde gelen nedenidir. Yaşlanmadan sonra genetik, Alzheimer hastalığı için en güçlü risk faktörüdür [33]. AD ilerlemesinin patogenezi ve mekanizması belirsiz kalsa da, AD' nin iki temel nöropatolojik özelliğinden, amiloid β' nın (Aβ) hücre dışı plak şeklinde birikmesi ve hücre içi nörofibriler yumaklardan kaynaklanmaktadır [34]. 
AD'nin klinik belirtileri arasında hafıza ve dil, görsel-uzaysal yönelim ve yüksek yürütücü işlevler alanlarındaki bozukluklar yer alır. Bilişsel olmayan değişiklikler arasında kişilik değişiklikleri, muhakeme yeteneğinde azalma, başıboş dolaşma, psikoz, duygudurum bozuklukları, ajitasyon ve uyku anormallikleri yer alır [35]. Hastalık ilerledikçe duygudurum bozuklukları, psikoz, ajitasyon, uyku bozuklukları gibi psikolojik ve davranışsal sorunlar daha sık ortaya çıkar. Hasta giderek başkalarına bağımlı hale gelir. Klinik tanı, 1984 çizelge 2.2'de yayınlanan McKhann kriterlerinin en yaygın şekilde doğrulanan ve kullanılan kriterler kullanılarak yapılır. AD 'de ortalama hayatta kalma süresi tipik olarak semptomların başlangıcından itibaren yaklaşık 8 ila 13 yıldır [36].
Çizelge 2.2 Ulusal Nörolojik ve İletişimsel Bozukluklar ve İnme Enstitüsü- Alzheimer Hastalığı ve İlgili Bozukluklar Derneği- NINCDS-ADRDA- olası Alzheimer hastalığı kriterleri.

	1. Klinik muayene ile belirlenen ve nöropsikolojik testlerle doğrulanan demans

2. Bellek bozukluğu da dahil olmak üzere iki veya daha fazla biliş alanında eksiklikler

3. Bellek ve diğer bilişsel işlevlerin giderek kötüleşmesi

4. 40 ve 90 yaş arası rahatsızlığın olmaması

6. Bellek ve bilişteki ilerleyici eksiklikleri tek başına açıklayabilecek sistemik bozuklukların veya diğer beyin hastalıklarının olmaması


2.4. Diterpeneoidlerin Alzheimer ile İlgili Çalışmaları 

2.4.1.İn vitro çalışmaları

Tıbbi bitkiler, yeni ilaç gelişiminde kullanılabilecek önemli terpenoid, fenolik ve flavonoid bileşikleri içerdiklerinden dolayı birçok biyolojik aktiviteye sahiptir. Bu yüzden bitkilerin fenolik içeriğinin biyoaktivitelere katkısının bilinmesi önem arz etmektedir. Literatürde yapılan bir çalışmada, Salvia officinalis L. etanol (SOLE) ekstresinin fenolik içeriği LC-MS/MS ile belirlenmiştir. Bu ektrenin in vitro olarak, antikolinerjik ve antioksidan (metal indirgeme, radikal ve lipit peroksidasyon giderme) aktiviteleri belirlenmiştir.  Çizelge 2.3’te S. officinalis L. Ekstersinin AChE üzerine inhibisyon etkisi gösterilmiştir. Sonuç olarak, asetilkolinesteraz inhibitör etkisi ve antioksidan aktiviteleri nedeniyle önemli biyoaktiviteye sahip olan bu tıbbi bitki ateroskleroz, Alzheimer gibi birçok hastalıkların tedavisinde kullanılabilir olduğu görülmüştür [37].
Çizelge 2.3 S. officinalis L. ektresinin radikal giderme, metal indirgeme aktivitesi ve AChE üzerine inhibisyon etkisi

	Antioksidanlar
	DPPHa
(0,2

mg/ml)
	ABTSa
(0,2

mg/ml)
	FRAP Testib (0,2 mg/mL)
	CUPRAC

Testib
(0,2 mg / mL)
	AChE inhibisyonu

	
	
	
	
	
	IC50

(mg/ml)
	R2

	S. officinalis L.
	17,601±1,674
	22,153±1,945
	0,183±0,015
	0,438±0,029
	0,136±0,014
	0,965

	BHA
	71,819±5,462
	83,668±7,674
	0.454±0,032
	-
	
	

	BHT
	46,329±3,647
	48,353±3,648
	0.624±0,041
	-
	
	

	Troloks
	81,188±7,423
	80,063±7,064
	0.252±0,018 
	0,516±0,037
	
	


 Standart antioksidanlar (BHA, bütillenmiş hidroksianisol; BHT, bütillenmiş hidroksitoluen, troloks)

aDeğerler yüzde radikal giderme aktivitesi olarak ifade edildi

bDeğerler absorbans olarak ifade edildi. Yüksek absorbans, yüksek metal indirgeme kapasitesini gösterir
Başka bir çalışmada Biscogniauxia sp. mantar suşu üzerinde daha önce yapılan kimyasal incelemede, yapısal olarak çeşitli aktif meroterpenoidler (diizoprenil-sikloheksen/an-tipi) ve bunların yeni iskelete sahip dimerleri tanımlanmıştır [38,39,40] bu da bu suşun zengin kimyasal çeşitliliğe sahip doğal ürünler üretebileceğini göstermiştir. Bu mantar türü üzerinde daha fazla kimyasal araştırma yapılmış ve bu da bir seko-izopimaran türü (1) ve bir abietan türü (2) dahil olmak üzere iki yeni diterpenoidin izole edilmesine yol açmıştır. Yapıları NMR spektroskopik analizleri, X-ışını kristalografisi, 13C kimyasal kayma hesaplamaları ve ECD hesaplamaları ile aydınlatılmıştır. 1-2 Numaralı madellerin yapıları aşağıda verilmiştir (Görsel 2.1). Ayrıca, 1-2'nin AD'ye karşı kısa süreli hafıza geliştirme, anti-enflamatuar ve sitotoksik aktiviteleri de değerlendirilmiştir. Sonuçlar, 1'in kısa süreli hafıza geliştirme aktivitesi sergilediğini göstermiştir [41].
[image: image1.png]



Görsel 2.1. Seko-izopimaran ve Abietan Türü Diterpenoidlerin Kimyasal Yapıları

Diğer bir çalışmada daha önce Salvia türlerinden izole edilmiş olan 41 abietan diterpenoidin in vitro antioksidan ve antikolinesteraz (hem AChE hem de BuChE için) özellikleri açısından test edilmiş ve yapıları belirlenmiştir. Galantamin ile karşılaştırıldığında birkaç abietan diterpenoidin in vitro ChE inhibitör aktivitesini rasyonelleştirmek için moleküler modelleme çalışmaları yapılmıştır. Test edilen 41 abietan diterpenoidden on üçü, AChE veya BuChE üzerinde en az %50 inhibisyon sergilemiştir. BuChE (3,43 μM) ve AChE'ye (33,21 μM) karşı en güçlü inhibitör aktivite bractealine için elde edilirken, BuChE enzimine (6,93 μM) karşı en seçici ligandın hypargenin E olduğu bulunmuştur. Antikolinesteraz ve antioksidan aktiviteleri arasında tam bir korelasyon bulunmamaştır. Hypargenin E ve bractealine'in AChE ve BuChE üzerindeki moleküler modelleme çalışmalarından elde edilen sonuçların in vitro antikolinesteraz aktivite testleri ile uyumlu olduğu görülmüştür [42].

Alzheimer hastalığı (AD), hastanın beynindeki kolinerjik aktivite kaybıyla karakterize nörodejeneratif bir hastalıktır [43,44]. Anti-AChE aktivitesine sahip bitkiden elde edilen doğal bileşik, anti-AD ilacının kaynağı olmuştur. Bunların çoğunluğu alkaloidlerdir. Sırasıyla bir kinolizidin alkaloidi ve bir steroidal alkaloid olan huperzin-A ve galantamin gibi örneklerdir [45]. Şimdiye kadar, mili-molar düzeyde IC50'ye sahip, göreceli olarak düşük potansiyele sahip olan az sayıda terpen tipi AChE inhibitörü rapor edilmiştir [46,47]. Ancak Salvia miltiorrhiza Bge'den ekstrakte edilen iki diterpenoid, dihidrotanshinon (DT) ve kriptotanshinon (CT) (Danshen), güçlü anti-AChE aktivitesi göstermiştir [48,49]. 

Üç yeni ve beş bilinen diterpenoid alkaloid A. heterophyllum W.'den izole edilmiş ve daha sonra NMR ve tek X-ışınları kristalografik tekniği ile karakterize edilmiştir. Bu çalışmada elde edilen sonuçlar, AD gibi sinirsel bozuklukların tedavisinde diterpenoid alkaloidlerin potansiyel rolünü göstermektedir. Benzer şekilde, çeşitli bileşiklerin radikal süpürme etkilerine dayanarak, A. heterophyllum'da bulunan alkaloidlerin yeni doğal antialzheimer hastalığı tedavi edici adayları olabileceği sonucuna varılabilir [50].

Literatürdeki diğer bir çalışmada, S. castanea bitkisinin tamamından elde edilen etanol ekstraktının sekonder metabolitlerini elde etmek ve bunların potansiyel anti-Alzheimer hastalığını değerlendirmiştir. S. castanea bitkisinden altı yeni seskiterpen lakton, salcastanin A-F (1-6), bilinen üç guaiane tipi seskiterpenoid nubiol (7), nubdienolid (8) ve nubenolid (9) elde edilmiştir. Bu bileşiklerin yapıları HRESIMS ve NMR ile belirlenmiştir. Bu bileşiklerin Hümanize Caenorhabditis Elegans AD patolojik modeli, 1-9 arası anti-Alzheimer hastalığı (AD) aktivitelerini değerlendirmek için kullanılmıştır. Sonuçlar, 1-3 ve 7 numaralı bileşiklerin, yeni anti-AD adayları olarak kullanılabilecek solucan felci fenotipinin AD benzeri semptomlarını önemli ölçüde geciktirdiğini göstermiştir.

Baharat ve gıda koruyucusu olarak kullanılan adaçayı ve biberiye, önemli bilişsel ve antioksidan özelliğe sahip polifenolik bileşiklerin zengin kaynaklarındandır. Adaçayı ve biberiyede bulunan karnasol, karnosik asit ve rosmarinik asidin asetilkolinesteraz (AChE) enzimini inhibe ettiği ve Alzheimer hastalığına karşı nöroprotektif etkiye sahip olduğu bulunmuştur. Çalışma, adaçayı ve biberiyede taze sulu ekstraksiyon, kaynatma, soxhlet ekstraksiyonu, fermantasyon ve sonik ekstraksiyonlar dahil olmak üzere farklı ekstraksiyon yöntemlerinin toplam fenolik içerik, asetilkolinesteraz inhibisyonu ve antioksidan aktivite üzerine değerlendirilmesini amaçlamıştır.  Alzheimer gibi bilişsel bozuklukların tedavisinde adaçayı ve biberiye her iki bitkinin de geleneksel kullanımını aktif olarak desteklemiştir [51].

Delphinium chitralense, Ranunculaceae familyasına ait, yüksek rakımlı (1520 ila 1830 m) yıllık bir bitkidir. D. denudatum'un köklerinin antikonvülsan özelliklere sahip olduğu bulunmuştur ve Pakistan'da Unani tıp sisteminde yaygın olarak kullanılmaktadır [52]. Fitokimyasal olarak Delphinium cinsinin, güçlü antipiretik ve analjezik aktivite gösteren farmakolojik olarak aktif diterpenoid alkaloitlerin zengin bir kaynağı olduğu rapor edilmiştir. Nor-diterpenoid alkaloitlerin, test edilen alkaloidlerin herhangi biriyle karşılaştırıldığında on kat daha fazla toksik etki gösterdiği bulunmuştur [53]. Kolinesteraz inhibitörleri olarak görev yapan çok sayıda doğal ürün, özellikle diterpenoidler ve norditerpenoid alkaloidler araştırılmış ve son çalışmalarda kapsamlı bir şekilde tanımlandığı gibi farklı bitki türlerinden izole edilmiştir [54-57]. Geçtiğimiz on yılda, farklı Delphinium türlerinden C20 ve C19 diterpenoid iskeletlerine sahip çok sayıda alkaloit (Görsel 2.2) izole edilmiştir [58]. Delphinium alkaloitlerinden bazıları, H9C2 hücrelerindeki oksidatif stresin neden olduğu hücre ölümünün güçlü inhibitörleridir [59].  Bir C-20 diterpenoid alkaloid olan deoksilappakonitin, standart ilaç olan lappakonitinden daha yüksek, çok güçlü analjezik aktiviteler göstermiştir [60]. Ayrıca, bu alkaloitler kalp, gevşetici ve antiinflamatuar özelliklerinin yanı sıra çok sayıda kanser hücre dizisine karşı antiproliferatif aktiviteleri nedeniyle de araştırılmaktadır. Etkilerin bazıları yapısal aktivite ilişkisi kullanılarak iyi bir şekilde belgelenmiştir; çünkü 1, 8 ve 14 pozisyonlarındaki OH gruplarının yanı sıra N-CH3 veya N-H'nin çeşitli terapötik kardiyak etkileri için gerekli olduğu gözlemlenmiştir [61]. 1990'ların başında, önemli bir bileşen olan metillikonitinin, nöronal nikotinik asetilkolin reseptörü için etkili bir ligand olduğu keşfedilmiş ve bu, bilim adamlarını Alzheimer hastalıklarının (AD) yanı sıra serebral demans tedavisinde de uygun doğal kolinesteraz inhibitörleri bulmaya yöneltmiştir [62].
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Görsel 2.2 (a) C-20 diterpenoid alkaloidlerin ve (b) C-19 norditerpenoid alkaloidlerin     genel yapıları
Başka bir çalışmada, C. africanus'un sıvı kültüründen on yeni siyatan tipi diterpenoidler izole edilmiş ve kapsamlı NMR spektroskopik analizi ile tam olarak karakterize edilmiştir. İlginç bir şekilde, sonuçlar incelendiğinde biyoaktif bileşiklerin pro-inflamatuar enzimlerin ekspresyonu ve aktivitelerinin inhibisyonu yoluyla anti-nöroinflamatuar aktivitelere sahip olabileceğini gösterilmiştir. Bu nedenle, C. africanus'taki biyoaktif bileşenlerin AD ve ilgili nörodejeneratif bozukluklara karşı anti-enflamatuar ajanların geliştirilmesi için kullanılabileceğini öngörülmüştür [63].

Aktive olmuş mikrogliaların, Alzheimer hastalığı da dahil olmak üzere çeşitli nörodejeneratif hastalıklara neden olan önemli bir hücresel nöroinflamasyon kaynağı olduğu bilinmektedir. Nöroinflamatuar hastalıklara karşı yeni biyoaktif fitokimyasallar aramaya yönelik devam eden çabalar, Pteris multifida (Pteridaceae) köklerinin %80 metanolik ekstraktının lipopolisakkarit (LPS) ile aktive edilmiş, BV-2 mikroglia hücrelerinde önemli NO inhibitör aktivitesi sergilediği bulunmuştur. Üç yeni ent-kauran diterpenoid, pterokaurane M1 2-O-β-d-glukopiranosid, 2β,16α-dihidroksi-ent-kauran 2,16-di-O-β-d-glukopiranosid ve 2β,16α,17-trihidroksi-ent-kauran 2-O-β-d-glukopiranosid, P. multifida köklerinden bilinen diğer dokuz bileşikle birlikte izole edilmiştir. Bu çalışmanın sonuçları neticesinde, P. multifida'dan elde edilen ent-kaurane diterpenlerin anti-nöroinflamatuar ajanlar olarak hareket eden potansiyel öncü bileşikler olabileceğini göstermiştir [64].
Hafıza güçlendirici olarak doğal ilaçlarda kullanılan bitkilerin taranması sırasında, Leonurus heterophyllus'un toprak üstü kısımlarının %70'lik etanol ekstresi önemli AChE inhibitör aktivitesi gösterilmiştir. Biyo-tahlil kılavuzluğunda fraksiyonlama ve tekrarlanan kolon kromatografisi, leoheteronin F olarak adlandırılan yeni bir labdane tipi diterpenoidin ve bilinen altı bileşiğin izole edilmesi sağlanmıştır. İzole edilen bileşiklerin kimyasal yapıları kapsamlı 1D ve 2D NMR spektroskopik verilerine dayanarak aydınlatılmıştır. İzolat 1-7, fare korteksi AChE enzimi kullanılarak antikolinesteraz aktiviteleri açısından in vitro olarak incelenmiştir. Bu çalışmada leoheteronin A ve leopersin G'nin AChE inhibisyonunda güçlü oduğu tespit edilmiştir [65].
Leonurus japonicus bitkisinden üç yeni labdane diterpenoid, leojaponicone A (1), isoleojaponicone A (2) ve metilisoleojaponicone A (3) izole edilmiştir. Bu ikincil metabolitlerin kimyasal yapıları, HMQC ve HMBC spektroskopik teknikleri dahil olmak üzere 1D ve 2D NMR temel alınarak aydınlatılmştır. Tüm yeni bileşikler, asetilkolinesteraz ve a-glukosidaz inhibitör aktiviteleri açısından in vitro olarak test edilmiştir. Bileşikler 1-3, akarboza göre a-glukosidaz üzerinde düşük önleyici etkiler sergilemiş ve huperzin A'ya göre asetilkolinesteraz üzerinde yüksek önleyici etkiler sergilediği görülmüştür [66].
2.2.İn vivo çalışmaları

Oral olarak uygulanan bitki özleri ve takviyeleri gibi yaşam kalitesi arttırıcılar, potansiyel tıbbi tedaviler ve önleyici müdahaleler batı toplumunda gün geçtikçe büyümeye devam etmektedir [67,68]. İnsan bilişi üzerinde olumlu etki potansiyeli ile ilgili olarak, bir dizi bitki özellikle dikkat çekmektedir [69]. Bu anlamada özellikle bazı monoterpen ve diterpenoidlerce zengin Adaçayı (Salvia) türlerinin etkileri literatürde araştırılmştır. Salvia officinalis özü takviyesini takiben sağlıklı yaşlılarda akut hafıza ve dikkat için faydaları olduğunu belirtmişlerdir [70]. Ayrıca sağlıklı genç katılımcılar için benzer faydalı etkileri olduğunu belirtmişlerdir [71]. Aynı şekilde İspanyol adaçayının da (Salvia lavandulaefolia) genç gönüllülerde hafıza ve dikkat üzerinde iyileştirmeler sağladığı bilinmektedir [72]. Araştırmacılar, Salvia türleri için gözlemlenen etkilerin, özüt tarafından sağlanan ve in vitro olarak değerlendirilen kolinesteraz inhibisyonunun sonucu olduğunu ileri sürmektedirler [70]. Benzer bir şekilde, demans tedavisi olarak huperzin A'nın potansiyel olarak faydalı etkileri,kolinerjik sistem üzerindeki bir etkiye bağlanmıştır [73,74]. Salvia türlerinin hafıza ve bilişsel kapasite üzerindeki kolinerjik etkilerinin kan-beyin beriyerini kolayca geçen 1,8 cineole bileşiğinden kaynaklanır olabileceği düşünülmektedir [75].
Bilişin ve özellikle hafızanın geliştirilmesinde bir dizi Avrupa bitkisinin tarihsel rolünün retrospektif bir incelemesine dayanarak, S. officinalis ve labiatae familyasındaki başka terpenlerce zengin bir bitki olan Melissa officinalis'in bu amaçla potansiyel bir tür olduğu ve Alzheimer hastalığı için doğal tedavi olarak kullanılabileceği öne sürülmüştür [76]. Benzer şekilde literatürde S. officinalis'in hem nikotinik hem de muskarinik bağlanma özellikleri göstererek CNS asetilkolin reseptör aktivitesi gösterdiği bilinmektedir [77]. Ayrıca, yakın tarihli bir çalışma, sağlıklı genç gönüllülerde akut uygulamada aynı CNS asetilkolin reseptör aktivitesine sahip bu aileden M. officinalis'in ruh hali ve bilişsel performansı modüle ettiğini göstermiştir [78]. S. officinalis kullanımı ile ilgili hiçbir yan etki veya toksisite semptomu bildirilmemiştir [79,80].
Bu çerçevede; yüzyıllardır bitkisel tıpta kullanılan S. officinalis türünü geleneksel temellere dayalı olarak Alzheimer hastalarında denemişlerdir. Geleneksel tıp temelinde, in vitro kolinerjik bağlanma özellikleri ve insanlarda duygu-durum ve bilişsel performansın modülasyonu temelinde, S. officinalis türünün potansiyel olarak Alzheimer hastalığı için yeni bir doğal tedavi sağlayabileceğini öne sürmüşlerdir. Çalışmada 4 aylık bir süre boyunca İran/Tahran’da 3 farklı merkezde plasebo kontrollü yapılmıştır.  Hafif ile orta dereceli Alzheimer hastalığı olan hastalarda (yaş aralığı 65-80) sabit bir doz (60 damla/gün) kullanarak Salvia officinalis özütünün etkinliğini ve güvenliğini değerlendirmişlerdir. Çalışmanın sonucunda, hafif ila orta dereceli Alzheimer hastalığının tedavisinde S. officinalis özütünün etkinliğinin olduğunu tespit etmişlerdir.. Ayrıca, S. officinalis özütünün bu hastaların ajitasyonunu azaltabileceğini belirtmişlerdir [81].
Bir neoclerodane diterpene olan salvinorin A, etnomedikal uygulamalarda tarihsel olarak kullanılan lamiaceae ailesinin bir üyesi olan Salvia divinorum'un başlıca psikoaktif bileşenidir ve son yıllarda eğlence amaçlı (uyuşturucu) artan popülerlik kazanmıştır (Perron ve ark., 2012). Salvinorin A bir kappa opioid agonisti olup benzersiz bir halüsinojenik bileşiktir (Cunningham ve ark., 2011).  İnsan dışı araştırma çalışmaları, S. divinorum ve salvinorin A'nın farmakolojik, davranışsal ve ayırt edici etkilerini karakterize etmiştir (Cunningham ve ark., 2011). Bilim dünyasında, nörolojik bozukluklarda (örneğin, Alzheimer hastalığı), psikiyatrik bozukluklarda, ve ilaç bağımlılığında kappa opioid mekanizmalarını incelemek için salvinorin A ve ilgili bileşiklerin kullanılmasına ilişkin son yıllarda çok sayıda çalışma yapılmıştır (Kivell and Prisinzano 2010; Cunningham ve ark., 2011; Tejeda ve ark., 2012). Bununla birlikte, birkaç insan laboratuvar çalışması da literatürde mevcuttur (Johnson ve ark., 2011; Addy, 2012; Ranganathan ve ark., 2012; Mendelson ve ark., 2011).

“NaO Li Su” olarak bilinen karışım, Çin geleneksel tıbbında Salvia miltiorrhiza (dihidrotanshinon ve kriptotanshinon gibi abieatn diterpenlerce zengin) türünün yanı sıra bee pollen, radix polygoni multiflore, semen ziziphi spinosae, fructus schisandrae and fructus ligustris lucidae droglarından oluşmaktadır [82]. Bu karışım Çin geleneksel tıbbında hafıza geliştirici olarak uzun yıllardır kullanılmaktadır. Iversen ve ark., 1997 bu karışımla yaptıkları klinik bir çalışmada, belleğin bozulmasından şikayet eden 100 yaşlı Danimarkalı gönüllüde, çift kör, plasebo kontrollü, çapraz geçişli bir 3 aylık tedavi periyotlarından sonra bir dizi psikolojik ve biyokimyasal testle değerlendirilmiştir. Aktif tedavi ile hafıza fonksiyonları üzerinde arzu edilen hiçbir etki elde edilmezken kırmızı kan hücrelerinin sayısında ve serum kreatinin düzeylerinde artışlar tespit edilmiştir. Bu kırmızı kan hücrelerinin sayısındaki değişiklikler ile Wechsler Hafıza Ölçeği puanlarındaki değişiklikler arasında önemli bir pozitif korelasyon olduğu tespit edilmiştir.
Fufangdanshen tabletleri (FFDS), 2008 yılında Çin Gıda ve İlaç Dairesi (CFDA) tarafından onaylanan geleneksel bir bitkisel ilaç olup Çin geleneksel bitkilerinden Salvia miltiorrhiza, Panax notoginseng ve Borneolum syntheticum oluşmaktadır. Yapılan kimyasal analizler tanshinone, salvianolic acid, panax notoginsenosides, ginsenoside Rb1, ginsenoside Rg1, and borneol bileşiklerinin majör bileşenler olduğunu göstermektedir. Bu tabletler, VaD'li hastaları tedavi etmek için kullanılmaktadır. Preklinik çalışmalar, tanshinonun, AD'nin sıçan modellerinde Aβ1-40 tarafından indüklenen bozulmuş öğrenmeyi ve hafızayı iyileştirebileceğini göstermektedir [83]. Bunun yanında AD kaynaklı indüklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve matris metalloproteinaz II (MMP-2) ekspresyon seviyelerini inhibe ettiğini, toksik serbest radikalleri azalttığını ve oksidatif hasarı baskıladığı bilinmektedir [84]. Ayrıca tabletlerin içerdiği, salvianolik asitin, glutamat salınımını ve anti-serebral iskemik etkileri inhibe edebileceği ve borneolun, kan-beyin bariyerinin geçirgenliğini artırabileceği öngörülmektedir [85,86]
Alzheimer hastalığı kaynaklı fareler üzerinde in vivo çalışma için diterpenoidlerce zengin Salvia officinalis'i değerlendirmek amacıyla yapılan bir çalışmada bellek güçlendirme aktivitesi, koşullu kaçınma testi, Y labirenti spontan dönüşüm testi, yükseltilmiş artı labirenti, morris su labirenti, lokomotor aktivite ölçümü, hafızayı ve bilişsel işleyişi değerlendirmek için yapılmıştır. Pirasetam tedavi grubuyla karşılaştırıldığında tedavide enzim seviyelerinde artış ve doku antioksidan belirteçlerinde azalma gözlemlenmiştir. 300 mg/kg ekstrakt, kontrole kıyasla yüksek enzim düzeylerini önemli ölçüde azaltırken, doku antioksidan düzeylerini de önemli ölçüde artırırken, glutatyon düzeylerini de azalttığı gözlemlenmiştir. Histopatolojik çalışma iyileşmeyi doğruladığı, S. officinalis ekstraktın (150 ve 300 mg/kg) Alzheimer hastalığına karşı etkili olduğu gösterilmiştir (87).

Başka bir çalışmada sıçanlarda hafıza bozukluğu oluşturmak amacıyla ardı ardına 7 gün boyunca skopolamin (1,14 mg kg-1, i.p.) uygulanmıştır. Salvia officinalis'in (SOL) ve S. microphylla'nın (SML) potansiyel terapötik faydaları araştırılmıştır. SML ve SOL (150 ve 300 mg kg-1, p.o.) skopolamin kaynaklı eksiklikleri azaltma etkileri açısından test edilmiştir. Pozitif kontrol olarak Donepezil (0,5 mg kg-1, ip) kullanılmıştır. Skopolamin, β-amiloid plak birikiminin yanı sıra sıçanların prefrontal korteksinde ve hipokampusunda histopatolojik değişikliklere neden olduğu görülmüştür. Ayrıca skopolamin tedavisi oksidatif stresi ve asetilkolinesteraz aktivitesini arttırdığı görülmüştür. Öte yandan, Salvia ekstraktlarıyla yapılan tedavi, skopolaminin neden olduğu histolojik değişiklikleri düzeltti ve β-amiloid birikimini önemli ölçüde azaltmıştır. Ayrıca hem oksidatif stres belirteçleri hem de asetilkolinesteraz aktivitesi Salvia tedavisiyle iyileştiği görülmüştür. İnsan asetilkolinesteraz kristal yapısının aktif bölgelerine sanal yerleştirme kullanılarak salvianolik asit K, rosmarinik asit ve salvianolik asit C, asetilkolinesterazın aktif bölgelerine en uygun bağlanma modlarını göstermiştir. Buna göre, bu çalışma Mısır ve Ürdün'deki Salvia türlerinin skopolamin kaynaklı AH benzeri bozukluğa karşı faydalı etkilerini gösterdiği belirtilmiştir (88).
Başka bir in vivo çalışmada Rosmarinus officinalis L. (biberiye) ekstraktının sağlıklı gönüllülerde asetil kolinesteraz (AChE) aktivitesi ve oksidatif stres biyobelirteçleri üzerindeki etkisinin araştırılması amaçlanmıştır. Çift kör, randomize kontrollü bir çalışmada, 50 sağlıklı katılımcı (21-25 yaş arası) iki gruba ayrılmıştır (plasebo (N=25) ve biberiye (N=25). Biberiye ve plasebo gruplarına sırasıyla biberiye (500 mg biberiye tozu) ve plasebo kapsülleri (500 mg nişasta tozu) bir ay boyunca günde iki kez verilmiştir. Deneme öncesi ve sonrasında kan örneklerinde AChE aktivitesi, toplam antioksidan kapasitesi (TAC), lipit peroksidasyonu ve protein karbonilasyonu belirlenmiştir. Bulgular biberiyenin hem AChE aktivitesi hem de enzimatik olmayan antioksidan savunma sisteminin iyileştirilmesi üzerindeki inhibitör etkisini göstermiştir. Sonuçlar biberiyenin potansiyel bir antioksidan takviyesi olarak kullanımını güçlendirebilir. Alzheimer hastalarında biberiyenin etkinliğinin anlaşılması için daha ileri değerlendirmelerin yapılması önerilmiştir (89). 
3.GENEL DEĞERLENDİRME VE SONUÇLAR

Gelecek yıllarda gerek ülkemizde gerekse dünyada yaşlanan nufüsun artmasıyla Alzheimer hastalığının hem sağlık açıdan hem de ekonomik olarak ciddi bir sorun teşkil edeceği öngörülmektedir. Her ne kadar günümüz itibari ile Alzheimer hastalığı için bazı ilaçlar kullanılsa da maalesef sadece semptomatik tedavi dışında bir seçenek olmamaktadır. Bu nedenle Alzheimer hastalığı için radikal bir tedavi sunmak için çalışmalar her geçen gün artmaktadır. Dolayısıyla şifalı bitkilere ilginin artığını yapılan çalışmalarda görmekteyiz. Salvia L. (Lamiaceae) türlerinin Alzheimer hastalığı tedavisi için ciddi bir şekilde konu olduğunu görmekteyiz. Salvia L. Bitki türünden ekstraksiyon yöntemi ile elde edilen diterpenoidlerin birçok hastalık için araştırma konusu olduğunu yapılan çalışmalarda görmekteyiz. Diterpenoidlerin Alzheimer hastalığı için bir tedavi seçeneği olma özelliği çalışmalarda konu olmayı başarmıştır. Bu çalışmada in vivo ve in vitro veriler taranarak Salvia türleri ve bu türlerden elde edilen diterpenoid bileşiklerinin antialzheimer ile ilgili bilimsel çalışmaları derlenmiştir.
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