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OZET

Escherichia coli REPLIKATIF DNA POLIMERAZ IIlo. (DnaE)’ YE INHIBISYON
ETKILI BITKI ORGAN OZUTLERINDE FENOLIK BIiLESIKLERIN HPLC-DAD iLE
AYDINLATILMASI

Emine Esra BUDAK

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Ana Bilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi
Damsmam: Dog¢. Dr. Cemal SANDALLI

Bu yiiksek lisans tezinde 11 bitkinin replikatif DNA polimeraz inhibisyonu, antimikrobial
aktivite ve bazi kimysal icerikleri ¢alisilmistir. Bitkilerden bazilarmin tamami, bazilarimin
meyve, yaprak, cicek kisimlari kullanildi. Replikatif bakteriyal DNA polimeraz olarak
Escherichia coli (E. coli) replikatif DNA polimeraz Illo (DnaE) segildi ve rekombinant {iretildi.
Bunun i¢in DnaE’i kodlayan gen PZR ile ¢ogaltildi ve pET-100 TOPO vektoriine klonlandi. Ni-
afinite ile saflastirildi. 11 bitkinin metanol ve DMSO o6ziitleri hazirlandi. Metanol 6ziitleri DnaE
kars1 inhibisyonun belirlenmesi i¢in primer uzatma deneylerinde kullanildi. Bu amagla sentetik
olarak dizayn edilen ve florojenik primer ihtiva eden 45/20-mer DNA kullamildi. Rosa canina
bitkisinin ¢igek kisminin DnaE {izerinde gii¢lii bir sekilde inhibisyon gosterdigi belirlendi.
Sorbus caucasica ve Sorbus aucuparia bitkilerin yaprak ve meyvelerinin de inhibisyon
gosterdigi belirlendi. Sorbus aucuparia (meyve, yaprak), Sorbus caucasica (meyve, yaprak) ve
Rosa canina (¢igek, meyve) DMSO ekstraktlarinin gram (+) ve gram (-) bakteriler iizerine
antimikrobiyal testi yapildi. Sorbus tiirlerinin ekstraktlarinda gram (+) bakteriler {izerinde
antimikrobiyal aktivitesi olmadig1 gozlendi. Rosa canina meyve 0ziitlerinin gram (+) ve gram(-)
olmak iizere bu iki grup bakteri iizerinde antimikrobiyal aktivitesi oldugu belirlendi. inhibisyon
goriilen bitkilerin metanol ekstraktlar1 sivi-sivi ekstraksiyon yontemi ile sulu ortamda sirasiyla
dietil eter, etil asetat, biitanol ve kalan sulu kisim olmak tizere dort ayr1 fraksiyona ayrildi ve
ardindan HPLC-DAD ile bu ekstraktlarin fenolik bilesikleri aydinlatildi. Rosa canina bitkisinin
cicek ve meyve oOziitlerinde gallik asit ve gallik asitin tiirevi olan ellacik asit bulundu. Sorbus
aucuparia ve Sorbus causacisa bitkilerinin yaprak ve meyve Oziitlerinde klorojenik asit ve rutin
bilesikleri bulundu.

2016, 78 sayfa

Anahtar Kelimeler: E. coli replikatif DNA polimeraz Illo. (DnaE)’ iin inhibisyonu,

antimikrobiyal aktivite, bitki 6ziitleri, HPLC-DAD, fenolik bilesikler.
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ABSTRACT

HPLC-DAD ELUCIDATION OF PHENOLIC COMPOUNDS FROM PLANT ORGAN
EXTRACTS WITH INHIBITORY EFFECT ON Escherichia coli REPLIKATIVE DNA
POLYMERASE Illa (DnaE)

Emine Esra BUDAK

Recep Tayyip Erdogan University
Graduated School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Master Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Cemal SANDALLI

Inhibition of replicative bacterial DNA polymerase, antimicrobial activity and chemical
compounds of eleven plants were investigated in this Master Thesis. The whole or some parts
(such as leaf, flower and fruit) of plants were used in assay. E. coli replicative DNA polymerase
Ilo. (DnaE2) was selected to research inhibition affects of plant compounds and it was produced
as recombinant. The gene coding DnaE2 was amplified from E. coli K12 genom by PCR and
inserted into the pET100-TOPO expression vector. It was expressed in E. coli BL21 (DE3) and
purified by Ni-affinity chromorography. Methanol and DMSO extracts of eleven plant samples
were prepared. Methanol extracts were used to investigate their inhibitory affect on polymerase
by primer extension assay and DMSO extracts were used to investigate the antimicrobial
activity on selective microorganisms by agar diffusion methods. Flourogenic labeled 45/20-mer
synthetic DNA used in primer extension assay. According to results, a strong inhibition against
to DnaE2 was determined in flower exract of Rosa canina. At the same way, it was determined
that Sorbus caucasica and Sorbus aucuparia had the same affect on DnaE2. Antimicrobial
activity of Sorbus aucuparia (fruit and leaf), Sorbus caucasica (fruit and leaf) and Rosa canina
(flower and fruit) was investigated for Gram (-) and Gram (+) microorganisms. There was no
antimicrobial affects in Sorbus extract against to Gram (+), but fruit extract of Rosa canina had
antimicrobial affect against to both Gram (+) and Gram (-). The plant extracts having inhibitory
affect on DnaE2 was fractioned into four sub-fractions (in order to dietyl eter, etyl acetate,
butanol and liquid part) by liquid-liquid extraction method prepared in water and then phenolic
compounds in each fraction were identified by HPLC-DAD system. Gallic acid and its derivate
(ellagic acid) were found in flower and fruit extracts of Rosa canina. Clorogenic and rutin
compounds were found in leaf and fruit extract of Sorbus aucuparia and Sorbus caucasica.
2016, 78 pages

Key words: Inhibition of E. coli DNA polimeraz Illo (DnaE), antimicrobial activity, plant

extracts, HPLC-DAD, phenolic compounds.
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1. GENEL BiLGILER

1.1.  Giris

Hiicre duvarinin spesifik 6zellikleri farkli boyama reaksiyonlarina yol agar. Gram
olumlu, gram olumsuz ve asit-fast bakteriler bu reaksiyonlara gore ayirt edilebilirler.
Hiicre duvar1 kismen sert olup hiicre zarinin diginda bulunur. Hemen hemen biitiin
bakterilerde bulunur ve iki 6nemli fonksiyonu vardir. Birincisi, hiicrenin karakteristik
seklini belirler. Tkincisi, 0zmoz ile hiicreye sivi alindig1 zaman hiicreyi par¢alamaktan
korur. Peptidoglukan; bakteriyal hiicre duvarinin en 6nemli bileseni olup, kovalent
olarak bagli, tek bir molekiil olarak diisiiniilen biiyiik bir polimerdir. Peptidoglukan
polimerinde, N-asetilglukozamin (NAG) ve N-asetilmuramik asit (NAM) molekiilleri
aralikl bir sekilde bulunurlar. Peptidoglukan genellikle kendisine tutulu vaziyette duran
teykoik asitlere sahiptir. Dis membran; genellikle gram olumsuz bakterilerde bulunan
tipik bir bilayer membrandir. Hiicre duvarini ¢evreler ve peptidoglukan tabakaya kiiciik
lipoprotein tabakayla tutunur. Dig membran kaba bir elek gibi is goriir ve
peptidoglukana kovalent olarak baghdir. Bununla birlikte dig ortamdan bazi proteinlerin
tasinimini kontrol eder. Lipopolisakkarid, dis membranin 6nemli bir kismi olup gram
olumsuz bakterileri belirlemek i¢in kullanilir. Hiicre duvarinin integral kismidir ve 6li
bakterinin hiicre duvari parcalanincaya kadar hiicreden ayrilmaz. Lipopolisakkarit, ayni
zamanda polisakkaridler ve lipid A igeren bir endotoksin olarak bilinmektedir.
Periplazmik bosluk; gram olumsuz bakterilerin bir baska ayirt edici 6zelligi olup, hiicre
zar1 ve dis zar arasinda bulunan bosluktur. Bu bosluk iki parcaya ayrilir; bunlar
peptidoglukan ve hiicre zar1 arasinda bulunan genis parca, peptidoglukan ve dis zar
arasinda bulunan dar pargalardir. Periplazmik bosluk bakteriye zarar verebilecek

maddeleri par¢alamaya yarayan parcgalayici enzimleri igerir (Demirbag, 2006).

1.2. Gram Negatif Bakteriler

Gram olumsuz bakterilerin hiicre duvarlar1 gram olumlu bakterilerin hiicre
duvarlarma kiyasla daha incedir. Fakat bu duvar gram olumlu bakterilerin hiicre
duvarlarindan daha karmasiktir. Hiicre duvarmin sadece %10-20" si peptidoglukandir.

Geri kalan cesitli polisakkaritler, proteinler ve lipitlerden olusmaktadir. Hiicre duvari,



duvarin dis yiiziinden tutulu olan bir dig membranla sarilidir. Duvar ve dig-zar arasinda
cok ince bir periplazmik bosluk bulunur. Hiicre duvarinin i¢ yiizeyi hiicre zarindan daha
genis bir periplazmik boslukla ayrilir (Sekil 1). Periplazmik boslukta, bakteriye zarar
verebilen maddeleri parcalamaya yardimeci olabilecek yeterli konsantrasyonlarda
bulunan toksin ve enzimler, iretildikleri bakteriye zarar vermezler. Gram olumsuz
bakteriler renk giderme prosediirii esnasinda boyay1 hiicrede tutamazlar, ¢linkii hiicre
duvarlar1 ince ve duvarda lipoprotein ve lipopolisakkaritler yiiksek oranda bulunurlar
(Demirbag, 2006).
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Sekil 1. Gram-negatif bakterilerin hiicre duvar1 (URL1).

Gram-pozitif bakteriler, alkolle yikandiktan sonra mavi rengi tutmaya devam
ederlerken, Gram-negatif bakteriler mavi rengi kaybederler. Gram boyama testinde
kristal viyoleden sonra bir karsi boya eklenir. Bu boya Gram-negatif bakterileri kirmizi-
pembe renge boyar. Bu test, hiicre duvarlarinin tiiriine goére ¢ok farkl olan iki bakteri

tipini ayirmakta son derece faydalidir.

Gram-negatif bakterilerin pek ¢ogu patojendir. Yani, insanlarda hastalik yapma
yetisine sahiplerdir. Bu hastalik yapma yetisi, Gram-negatif hiicre duvarmin bazi
ozelliklerinden, isim  vermek  gerekirse LPS (lipopolisakkarit) iceriginden
kaynaklanmaktadir. LPS'ler endotoksinlerdir. Proteobacteria tiirleri arasmmda Onemli
olanlar: Escherichia coli, Salmonella, Enterobacteriaceae, Pseudomonas, Moraxella,

Helicobacter, Stenotrophomonas, Bdello vibrio, asetik asit bakteriler, Legionella.

Tibbi acidan manali basil tiirleri birkag gruba ayrilirlar. Solunum sistemini

etkileyenler: Hemophilus influenzae, Klebsiella pneumoniae, Legionella pneumophila,


https://tr.wikipedia.org/wiki/Gram-pozitif
https://tr.wikipedia.org/wiki/Etil_alkol
https://tr.wikipedia.org/wiki/H%C3%BCcre_duvar%C4%B1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Patojen
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Lipopolisakkarit&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Lipopolisakkarit&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Endotoksin

Pseudomonas aeruginosa. ldrar yollarmi etkileyenler: Escherichia coli, Proteus
mirabilis, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens. Sindirim sistemini etkileyenler:

Helicobacter pylori, Salmonella enteritidis, Salmonella typhi (URL2).

Glinlimiizde bir ¢ok gram negatif (¢cok antibiyotige direngli Escherichia coli,
Klebsiella spp, Enterobacter spp, Serratia spp, Pseudomonas spp, Stenotrophomonas
maltophilia, Acinetobacter baumannii, penisilin direngli meningokoklar, kinolon
direncli gonokoklar), gram pozitif (Metisilin direncli Staphylococcus aureus ve
koagiilaz negatif stafilokoklar, vankomisin direngli enterokoklar penisilin direngli
pnomokoklar, makrolid direngli streptokoklar) ve aside direngli (¢cok ilaca direncli
Mycobacterium tuberculosis ve M. avium complex) mikroorganizmalarda gozlenen
antibiyotik direnci infeksiyonlarm tedavisinde biiyiik giicliikler yaratmaktadir
(Vahaboglu, 2004; Usluer, 2002).

1.2.1. Escherichia Cinsi

Escherichia cinsi liyeleri evrensel olarak insan ve sicakkanli hayvanlarin bagirsak
kanalinda bulunmakla birlikte bu habitatlardaki baskin organizmalar degildir. Bagirsak
kanalinda Escherichia tarafindan sentezlenen vitaminler ve ozellikle de K vitamini
beslenmede 6nemli bir rol oynar. Fakiiltatif aerob olan bu organizma muhtemelen
oksijenin tiiketilmesine yardim ederek kalin bagirsagin oksijensiz hale gelmesini saglar.
Yaban-tip Escherichia suslar1 sekerler, amino asitler, organik asitler ve diger ¢ok cesitli
karbon ve enerji kaynaklar1 lizerinde gelisebilir ve ¢ok ender olarak herhangi bir

biliylime faktoriinii gereksinirler.

Baz1 Escherichia suslar1 patojendir. Bu suslar bebeklik cagindaki ¢ocuklarda
ishale neden olur. Bu tip ishal vak’alar1 ¢ocuk yuvalarinda ve dogum koguslarinda
siklikla epidemik boyuta ulasabilir. Escherichia, yashlarda ve cerrahi operasyon
gecirdigi ya da iyonizan radyasyona maruz kaldigi i¢in bagisiklig1 baskilanmis
bireylerde idrar yolu enfeksiyonlarmma da neden olabilir. Enteropatojenik E. coli suslari
siklikla dizanteri benzeri enfeksiyonlara ve atesin yiikselmesine neden olur (Madigan

ve Martiko, 2010).



1.2.1.1. Escherichia coli

Genelde E. coli kisaltmasi ile veya koli basili olarak bilinen Escherichia coli,
memeli hayvanlarin kalin bagirsaginda yasayan bakteri tiirlerinden biridir.
Enterobacteriaceae ailesine ait bakteri tiiriidiir (Tablo 1). Normalde bagirsakta yasadigi
icin, Escherichia coli (E. coli)’ nin g¢evresel sularda varligi diski kirlenmesinin bir
belirtisidir. E. coli, pediyatrist ve bakteriyolog olan Theodor Escherich tarafindan bebek
diskilarinda kesfedilmistir ve adin1 ondan ali; coli, “kalin bagirsaktan™ demektir. E. coli,
genel olarak bakteri biyolojisinin anlasilmasit amaciyla {lizerinde sikca caligilmis bir
model organizma olmustur. Canlilar arasinda hakkinda en fazla sey bilinen organizma
oldugu soylenebilir. E. coli, normal bagirsak florasina aittir, biyolojik smniflandirmada
da bagirsaklarda yasayan bakterilerden olusan enterik bakteriler arasinda yer alir.
Bakteri ¢ubuk seklinde olup, boyutlar1 1-2 pm uzunlugunda ve 0,1 — 0,5 um ¢apindadir.
Escherichia coli gram negatif bir bakteri oldugundan endospor olusturmaz,
pastorizasyon veya kaynatma ile 6liir. Memeli hayvanlarin bagirsaklarinda biiylimeye

adapte olmus oldugu i¢in en 1iyi viicut sicakliginda ¢ogalir (URL3).

Tablo 1. Escherichia coli mikroorganizmasmin siiflandirilmasi.

Alem Eubacteria

Sube Proteobacteria

Simif GammaProteobacteria
Takim Enterobacteriales
Familya Enterobacteriaceae
Cins Escherichia

Tiir Escherichia coli

Mukozal epitelyum ve patojenler arasindaki spesifik etkilesimin kaniti
Escherichia coli’ nin neden oldugu diyaredir. E. coli’ nin ¢ogu susu patojenik degildir
ve cecum (kor bagirsak) ile kolonda yerlesik normal floranin parcasidir. E. coli’ nin pek
cok susu ayni anda viicutta bulunur ve bu patojen olmayan suslar ¢ok fazla sayida rutin
olarak viicuttan gecerek diski ile atilirlar. Bununla birlikte, E. coli’ nin enterotoksik
suslar1 ince bagirsak hiicrelerine spesifik olarak tutunan CFA (kolonizasyon faktor
antijenleri) olarak adlandirilan fimbriyal proteinleri iiretir (Madigan ve Martinko,

2010).



1.3. Antibiyotik Direnci ve Onemi

Antibiyotik direnci, ilaglara karsi gozlenen direncin bir tiirii olup, bakteri
tirlerinin bir veya birka¢ antibiyotik ile kars1 karsiya kaldiklarinda hayatta
kalabilmelerini saglar. Direncli patojen tiirler infeksiyonlara neden olurlar ve siradan ya
da daha onceden kullanilan ilaclar ile ve eski konsantrasyonlarinda tedavi edilemezler.
Klinik yonden 6nemli patojenler ¢cok sayida antibiyotige karsi direng gelistirebilirler ve
boylece coklu ila¢ direncgli suslar (MDR) olarak adlandirilirlar. En basit vakalarda bile,
ilag direngli organizma birinci kusak antibiyotiklere diren¢ kazanabilir ve bu yiizden
ikinci kusak antibiyotikler ile tedavi edilmesi gerekir. Ozellikle bazi MDR
patojenlerinin neden oldugu vakalarda, sirasi ile ikinci ve tiglincii kusak antibiyotiklere
de diren¢ kazanilabilir. Bununla beraber, klinik uygulamalarda goriilen antibiyotik
direncli patojen bakterilerin yayginlagsmasi hem insan sagligi i¢in hem de hayvan saglhigi
icin kullanilan antibiyotiklerden kaynaklanmaktadir. Herhangi bir antibiyotigin
kullanimi, bir bakteri populasyonundaki secici baskiyr arttirir ve direngli bakteriler
hayatta kalabilirken, duyarli bakterilerin 6lmesine neden olur. Antibiyotik direnci,
modern tibbm ciddi ve artan bir sorunudur. Ozellikle patojen mikroorganizma kaynakli
antibiyotik direnci 21. yilizyilda en Onemli halk saghgi konularindan birisini
olusturmaktadir ve alternatif tedavilere biiyiik bir ihtiyag duyulmaktadir. Antibiyotik
direngli suslarm hizla yayginlagmasmin neden oldugu bakteri infeksiyonlar1 heniiz
kullanilmamig  ilag  hedeflerine kars1 yonledirilecek yeni antibakteriyallerin

arastirilmasini zorunlu kilmaktadir (Richet vd., 2001; Payne vd., 2004).

Enterobacteriaceae iiyelerinde goriilen direncin en 6nemli kaynagi (E. coli, K.
pneumoniae, Enterobacter) beta-laktamaz enzimleridir. Betalaktamazlar en ¢ok gram
negatif bakteriler tarafindan sentezlenen, dizi analizleri benzedigi icin penisilin
baglayici proteinlerden tliredigine inanilan ve bata-laktam halkas1 tasiyan
antibiyotiklere karsi dirence neden olan enzimlerdir. Giiniimiize kadar tanimlanmig
1185 kadar beta-laktamaz bulunmaktadir (URL4). Bazi mikroorganizmalar beta-
laktamazlar1 dogal kromozomal bir enzim olarak salgilarken bazilar1 bakteriler arasinda

aktarilabilen plazmidler aracilig ile salgilamaktadir (Bradford, 2001).



Gliniimiizde c¢esitli antibiyotiklerin toplumda tiiketiminin, immun sistemi
bozulmus hastalarin sayismin, yogun bakim iinite sayisinin artmasi, gida endiistrisinde
antibiyotik kullanimi gibi nedenlerle mikroorganizmalardaki antibiyotik direnci giderek
artmaktadir. Toplum kaynakli infeksiyon etkenlerinden Streptococcus pneumoniae,
Moraxella catarrhalis, Haemophilus influenzae, Shigella spp, Neisseria gonorrhoeae,
Escherichia coli en ¢ok diren¢ sorunu yasanan mikroorganizmalardir (Toéreci, 2003;

Archibald vd., 1997).

1.4. Bakteriler I¢cin Yeni Antibakteriyal Hedef Sistemler Olarak DNA Polimerazlar

DNA polimerazlar, DNA sentezi i¢in mevcut DNA’y1 kalip olarak kullanir ve
kaliba uygun niikleotitlerin ilavesini katalizleyerek DNA’nin duplikasyononu saglarlar.
[Ik tanimlanan DNA polimeraz enzimi, E. coli DNA Polimeraz I’dir ve 1956 yilinda
Kornberg ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmustir. Ozellikle son yillarda birgok
mikroorganizmanin genom sekansmin belirlenmesi sonucunda ¢ok sayida yeni DNA
polimeraz kesfedilmistir. Bu DNA polimerazlar sadece DNA’nin replikasyonunu
saglamakla kalmaz, aym1 zamanda DNA’nin tamirini ve rekombinasyonunu da
gergeklestirmektedirler. Ayrica genel bir iic boyutlu calisma yapisini ve niikleotitlerin
eklenmesi ve uzaklastirilmasinda genel bir mekanizmay1 paylasmak, yapisi bilinen tiim
DNA polimerazlarm karakteristigidir. Aminoasit siras1 benzerlikleri ve yapisal analizler
temel alimarak DNA polimerazlar 6 ailede smiflandirilir (Braithwaite ve Ito., 1993;
Cann vd., 1999; Ito ve Braithwaite, 1991; Ohmori ve vd., 2001) (A, B, C, D, X ve Y
familya DNA polimerazlar). Biitiin 6karyotik ve prokaryotik DNA polimerazlar ayni
sentez aktivitesini gosterirler. Buna ilaveten baz1i DNA polimerazlar ikinci ve iiglincii
bir aktivite gosterebilirler. Bu aktivite, 3°—5’ ekzoniikleaz aktivitesi (proofreading

aktivite) ve 5’—3’niikleaz aktivitesi veya her ikisi birden olabilir.

1.4.1. DNA Polimeraz Familyalan

A familya DNA polimerazlar, E. coli DNA polimeraz I’e benzeyen polimerazlar
olarakta bilinirler. Ilk tanimlanan DNA polimeraz I (E. coli DNA polimeraz I) bu

familyaya aittir. Ik kristal yap1 calismalar1 ve enzim substrat iliskisi, polimeraz aktif



bdlgesinin tanimlanmasi, polimerizasyon esnasindaki bir DNA polimeraz enziminin

caligma seklinin belirlenmesi bu polimeraz ile yapilan ¢aligmalar ile gdsterilmistir.

B familya DNA polimerazlar, polimeraz II olarak da adlandirilmaktadir. B
familyasima ait DNA polimerazlarin ¢ogu dkaryotik polimerazlari (o, 8, € ve () ve arkea
bakterilere ait olan replikatif DNA polimerazlar1 kapsar (Hopfner vd., 1999). Ayrica
iic boyutlu yapist tam olarak aydinlatilan bazi bakteri ve bakteriyofaj DNA
polimerazlari da bu familya icinde yer alir (T4, Phi29 ve RB69 bakteriyofaj
polimerazlar1) (Wang vd., 1997).

C familyas1 DNA polimerazlar, bakterilerde genetik materyalin replikasyonunu
gerceklestiren esas enzimlerdir. Kendi i¢inde polC ve DnaE olarak iki alt gruba
ayrilirlar. Bu familya polimerazlarindan PolC, 3’ ekzoniikleaz aktivitesi icin 3 adet

korunmus bdlgeye sahiptir (Exo I, Exo II, Exo IIT) (Timinskas vd., 2013).

D familyas1i DNA polimerazlar, polimerizasyon ve 3°—5’ ekzoniikleaz
aktivitesine sahiptirler. 3°’—5’ ekzoniikleaz domein, yiiksek dogrulukta DNA sentezi
yapmasina yardimci olur. 3’—5’ ekzoniikleaz aktiviteye ilaveten ¢ok giiclii ve islem
kapasitesi yiiksek bir DNA polimeraz aktivitesi gosterirler. D familyasina ait DNA
polimeraz enzimi daha ¢ok arkaebakterilerde bulunur (Cann vd., 1998; Uemori vd.,

1997; Shen vd., 2001).

X familyas1 DNA polimerazlar, viriislere ve 0karyotik DNA polimerazlara ait
DNA polimeraz enzimlerini kapsar ve DNA’nin tamirini gergeklestirir (baz kesip
cikarma). Bu enzimler diisiik dogruluk ile DNA’nin sentezini gergeklestirler. Bu
familya DNA polimerazlar1 metal iyon olarak Mg yerine Mn"*yi kullanarak aktivite
gosterirler. Bu familya DNA polimerazlar: icerisinde insan polimeraz P, A, pol p ve
terminal deoksiriboniikleotidil transferaz ile maya Pol4 enzimi yer almaktadir

(Hubscher vd., 2002).

Y familyas1 DNA polimeraz, bilinen DNA polimeraz enzimleri ile aminoasit
seviyesinde higbir sekans benzerligi gostermezler. Yiiksek hata orani ve diislik

prosesiviti ile normal DNA’nin sentezini gerceklestirirken, zarar gérmiis kalip zincir



iizerinden de senteze devam edebilirler (Wei, 2005). En 6nemli 6zelliklerinden birisi

translezyon DNA sentezi ger¢eklestirebilmeleridir.

1.4.2. C Familyas1 DNA Polimerazlar (Polllla)

DNA polimeraz III, bakteriyal genomlarin replikasyonundan sorumlu replikasyon
makineleridir ( Kornberg ve Baker, 2005; McHenry, 2011a; Robinson vd., 2012; . Kurth
and O’Donnell 2013; McHenry, 2011b). Esas DNA sentezi DNA polimerazIIl a-alt
iinite (Polllla) tarafindan gergeklestirilir ve bu polimerazlar C familyasi DNA
polimerazlar olarak smiflandirilirlar (Ito ve Braithwaite, 1991). 2000 civarinda bakteri
genomu analiz edildiginde, tek bir istisnai durum olmaksizin, her birinin en az bir veya
daha fazla DNA polimeraz [lla alt iinitesini (Pol IIla) veya homologunu kodladigi
ortaya ¢ikmistir. C familyast DNA polimerazlar smiflandirildiginda iki biiylik forma
gruplandirilirlar. Bunlar ortak bir ata polimerazin duplikasyonu ile olugsmus PolC ve
DnaE formlaridir. PolC, ¢ok yakimn akraba iiyelerin bir araya geldigi bir grup olurken,
DnaE ilave ii¢ alt gruba (DnaE1, DnaE2, DnaE3) daha ayrilir.

Sasirtic1 bir sekilde, bakteriyal Polllla alt iiniteler B familyasina ait olan hem
Okaryot hem de arkea replikatif polimerazlarindan farkhidirlar (Lamers vd., 2006; Bailey
vd., 2006). Bunun yerine Polllla katalitik domain uzaktan X familyas1 DNA
polimerazlar ile akrabadir (Lamers vd., 2006; Bailey vd., 2006). Bu beklenmeyen
polllla ve X familya polimeraz benzerliginin proteinin aminoasit diziliminde
olmadigmin sadece li¢ boyutlu protein yapisinda bu sekil bir benzerligin olduguna
dikkat edilmelidir (Lamers vd., 2006; Bailey vd., 2006). Bu benzerlik her iki aileden
proteinlerin palm domainlerinin katlanmalarinda ve DNA’ya aynm1 sekilde
baglanmalarinda gézlenmektedir (Wing vd., 2008). Aksine A, B ve Y familyas1i DNA
polimerazlarda palm domaini tamamen farkli sekilde katlanir. Bunlarin hepsi birlikte
dikkate alindiginda, bakteriyal replikatif polimerazlarin (C familyasi) bir yanda,
arkae/Okaryotik replikatif polimerazlarm (B familyas1) diger yanda yer aldigmi
desteklemektedir ve iki bagimsiz DNA replikasyon sisteminin bilesenleri oldugunu

gostermektedir.



Polllla alt iinite DnaE (Lamers vd., 2006; Bailey vd., 2006) ve PolC olarak iki
biiyiik forma ayrilir. DnaE i¢in tipik Ornek, iizerinde en fazla ¢alisgilan Gram (-)
Escherichia coli polllla’ dir. PolC ise Bacillus subtilis gibi diisik GC icerigine sahip
Gram (+) bakteriler i¢in tipik drnektir. Bu iki farkli pollllo formunun olusumu, Gram(-)
ve Gram (+) bakterilerin ayrilmasindan daha dnce atasal bir gen duplikasyon olaymin
sonucu oldugu diisliniilmektedir (Koonin ve Bork, 1996). Bu iki form siiphesiz bir
sekilde ortak bir orijini paylasirlar, fakat ortak biitiinliik ve yapisal domainlerin
diizenlenmesi ag¢isindan farklidirlar (Lamers vd., 2006; Bailey vd., 2006; Evans vd.,
2008). Her ikisi de polimeraz ve histidinol fosfataz (PHP) domaine, “palm”, “thumb” ve
“fingers” dan olusan polimeraz ¢ekirdek, B-clamp baglanma motifi tarafindan takip
edilen ardigik heliks-hairpin-heliks (HhH), motiflerine sahiptir ve hepsi ayni sirada
diizenlenmistir (Sekil 2).
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Sekil 2. Domein organizasyonu acisindan PolC ve DnaE’nin sematik gdsterilmesi
(Timinskas vd., 2013).

Bu iki C familya polimerazlarin farklhiliklardan bahsetmek gerekirse
oligoniikleotid baglanma domaini her iki formda da vardir ancak polipeptid zincirin
kars1 uglarma yerlesmiglerdir. En 6nemlisi PolC, PHP domaininin i¢ine yerlesmis
3’—5’ ekzoniikleaz domaine sahipken, DnaE bu domaine sahip degildir ve ayr1 bir alt

iinite olan € tarafindan 3’—5’ ekzoniikleaz fonksiyon (gorev) yerine getirilir.



Bakteri hiicrelerindeki farkli Pollllo. alt {initelerinin ve rollerinin sayis1
diistiniiliirse, dikkate deger farkliliklar vardir. Yaygin olarak ¢alisilan E. coli tek bir
DnaE tipi Polllla alt iinite kodlar ve polimeraz hem lider hem de izci DNA zincirinin
sentezinin gerceklestirir (Kornberg ve Baker, 2005; Reyes-Lamothe vd., 2010;
Georgescu vd., 2012). Bununla beraber bakteri diinyasinda evrensel bir durumda
degildir. Ornegin diisiik GC icerigi sahip Gram (+) bakterilerde hem polC hem de DnaE
bulunur (Koonin ve Bork, 1996). Bacillus subtilis ve diger Gram (+) bakteriler ile
yapilan deneyler Pollllo’ nin her iki tipininde gerekli oldugunu gostermistir (Dervyn
vd., 2001; Inoue vd., 2001). Baslangigta PolC ve DnaE’ nin siras1 ile lider ve izci
zincirin sentezinden sorumlu oldugu diisiiniilmiistir (McHenry, 2011a). Bununla
beraber, son zamanlarda DnaE’ nin hem lider hem de izci zincirde RNA primerinin
baslangic uzamasmi gergeklestirir ve daha sonra polC gorevi alarak uzun DNA
zincirinin hizlica sentezini gerceklestirir (Sanders vd., 2010). Bu baglamda Bacillus
subtilis DnaE, RNA primerini uzatan ve daha sonra processive (ilerleyen) replikasyon

yolunu agan 6karyotik Pola’ y1 hatirlatir (Perera vd., 2013).

Baz1 bakteriler ikinci bir DnaE kopyasi tagir ve bu da DnaE2 olarak tanimlanir.
Suana kadar, DnaE2’ yi hedef alan genetik caligmalar tek bir istisna olmaksizin
DnaE2’yi gereksiz bir gen olarak tanimlamaktadir (Boshoff vd., 2003; Zeng vd., 2011)
ve bu da DnaE2’nin kromozomal DNA replikasyonu icin gerekli olmadigina isaret
etmektedir. Bunun yerine DnaE2, DNA zararlilar1 ile indiiklenen hataya meyilli
translezyon DNA sentezi (TLS) ile iligkili aktivite gostermektedir (Boshoff vd., 2003;
Sanders vd., 2006; Dulermo vd., 2009; Zeng vd., 2011).

Filogenetik analizler, PolC ve DnaE polimeraz gruplarin birbirinden 1iyice
ayrildigin1 ortaya koymaktadir ve farkli derecelerde degisim gosterir (Sekil 3). PolC
polimerazlar Bacillus subtilis (B. sub)’ in iki tane gerekli Polllla alt {initesinin bir tanesi
(PolC) dikkate alinarak tiplendirilir. PolC’ nin kompakt tek bir grup olusturdugu
goriiliir. Aksine DnaE tipi polimerazlar anlamli derecede ¢ok farklilik gdsterirler. DnaE

tipi polimerazlar arasinda en farkli grubu DnaE2 grubu olusturur.
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Sekil 3. C familya DNA polimeraz IIla’lin filogenetik gruplandirilmasi (Timinskas vd.,
2013).

Su ana kadar yapilan caligmalarda C familyas1 polimerazi tasimayan tek bir
bakteri genomu bulunamamuistir. Bakterilerin ¢ogu 2, 3 veya 4 adet C familyast DNA
polimeraza sahiptirler. Bununla beraber genomlarin biiyiik kismmin (%41) E. coli’ deki
gibi DnaEl tipi tek bir polimeraz kodlamaktadir. Bakteriyal genomlarda DNA
polimeraz III’ lerin dagilimi incelendiginde {i¢ biiyiik kombinasyonda bulunduklar:
ortaya cikiyor. Bunlar; (1) DnaE1 tek basma veya bir veya daha fazla sayida DnaE, (2)
PolC ve DnaE birlikte, (3) PolC ve DnaEl birlikte. ilk iki kombinasyon sirasi ile
Escherichia coli ve Bacillus subtilis’te bulunmaktadir. Ucgiinci kombinasyon
(PolC+DnaEl) Clostridia’da bulunan ve yeni bir kombinasyon olusturmaktadir ve

bugiine kadar da heniiz karakterize edilmemistir (Timinskas vd., 2013) (Tablo 2).
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Tablo 2. Tanimlanan 945 bakteri genomunda C familyasi polimeraz tipleri ve
kombinasyonlar1 (Timinskas vd., 2013).

Genom Polimeraz Polimeraz

Taksonomik dagilim

sayisl  sayisl kombinasyonu

Firmicutes hari¢ (Bacilli,
Erysipelotrychi), Tenericutes,

386 1 DnaE1 Thermotogae,
Fusobacteria, Gemmatimonadetes,
Ignavibacteria
Acidobacteria, Actinobacteria,
Bacteroidetes, Chloroflexi,
Planctomycetes,
Proteobacteria, Spirochaetes,

282 2 DnaEl+Dnak2 Synergistetes, Thrérmodesulfobacteria,
Verrumicrobia, Gemmatimonadetes,
Ignavibacteria, Nitrospirae,
Thermi, Firmicutes, Clostridia
Actinobacteria, Bacteroidetes,

40 3 DnaE1+2xDnaE2 Proteobacteria, Spirochaetes,
Acidobacteria

8 4 DnaE1+3xDnaE2 Bacteroidetes, Proteobacteria

3 2 2xDnaEl1 Actinobacteria, Deferribacteres

3 3 2xDnaE1+DnaE2 Actinobacteria, Proteobacteria

3 3 DnaE 1+DnaE2+DnaEX Actinobacteria, Proteobacteria

2 2 DnaE1+DnaEX Proteobacteria

66 ) PolC+DnaEl Firmicutes ’(Clostridia, Negativicutes),
Fusobacteria

3 3 PolC+DnaE1+DnaE2 Firmicutes (Clostridia)

6 3 PolC+DnaE1+DnaEX Firmicutes (Clostridia, Negativicutes)

1 3 PolC+2xDnaE1 Firmicutes (Clostridia)

1 4 PolC+DnaE1+2xDnaEX Firmicutes (Negativicutes)

1 4 2xPolC+DnaE1+2xDnaEX  Firmicutes (Clostridia)

130 ) PolC+DnaE3 Firmigutes (Bacilli, Erysipelotrychi),
Tenericutes, Thermotogae

3 3 PolC+DnaE3+DnaE2 Firmicutes (Bacilli, Clostridia)

5 3 PolC+DnaE3+DnaEX Firmicutes (Bacilli)

2 3 2xPolC+DnaE3 Tenericutes , Thermotogae

1.4.2.1. Domain Organizasyonu

polimerazlarin domain organizasyon diizenlerini incelemek gerekir (Sekil3). Gruplar
kendi i¢lerinde incelendiginde her bir grubun tipik bir mimaride oldugu goriilmektedir.
Ancak ayni zamanda her grup iginde 6nemli degiskenliklerde gézlenmektedir. Yapisal-
fonksiyonel domainlerin en 6nemli korunmus alt organizasyonu PHB, Pol3 ve (HhH),
kombinasyonunu igerir. Polimeraz aktiviteden sorumlu esas merkezin (Pol3) korunmasi

beklenir. Ancak PHB

12

Farkli DNA polimeraz gruplar1 arasindaki farkliliklar1 daha iyi anlamak i¢in bu

ve (HhH), domainlerinin neredeyse evrensel diizeyde



korunmasi/var olmasi bir dereceye kadar sasirticidir ve yapisal ve fonksiyonel roliiniin

Oonemini gostermektedir.

En yaygm PolC mimarisi B. subtilis PolC ile aynidir (%86). NTD, OB domain,
PHB domainine yerlesik ekzoniikleaz (Exo) domain, Pol3 ve (HhH), motifinden olusur.
DnaE1 grubu i¢in en tipik organizasyon E. coli polllla alt {initesi tarafindan temsil edilir
(%91) ve PHB, Pol3, (HhH),, OB ve CTD domainlerinden olusur (Sekil4) (Timinskas
vd., 2013).

DnaEX

- = o= R RO =N

Sekil 4. Domein organizasyonu agisindan farkl familya C polimerazlarin
organizasyonu (Timinskas vd., 2013).



Katalitik magnezyum iyonlarmi koordine eden polimeraz aktif bolge aspartik asit
reziduleri (D401, D403 ve D555, E. coli) tim C familya polimerazlarinda korunmustur
(Lamers vd., 2006; Pritchard ve McHenry, 1999) (Sekil4). Bununla birlikte biitiin
gruplarda polimeraz aktif bolge yliksek oranda korunmasina ragmen ¢evresindeki hangi
dereceye kadar olan degisimler 6nemlidir bilinmemektedir. PHB domainin, C familya
polimerazlarda yeni bir Zn" bagimh hata diizeltme ekzoniikleaz aktivitesi gosterilmistir

(Wing vd., 2008; Stano 2006).

Sekil 5. DnaE1 ve PolC’nin aktif bolgelerinin karsilagtirilmasi (Timinskas vd., 2013).

1.4.3. Yeni Antibakteriyal Hedef Sistem Olarak Replikatif DNA Polllla

Farkli bitkiler tarafindan {iretilen triterpenler, flavonoidler, kromonlar, lipidler,
iridoidler, fitosteroller, kumarinler, antrasiklinler, kinonlar, tanenler, protoberberinler,
benzimidazoller gibi kimyasal agidan ¢ok kapsamli bilesikler ve diger dogal iirlinler
DNA metabolizmasiyla ilgili enzimlere karsi inhibisyon etkilerinin olmasi, anti-
bakteriyal, anti-viral ve kanser arastirmalar1 icin dnemli olan yeni molekiiler hedeflerin
ortaya c¢ikmasmna izin vermektedir. Bakteriyal DNA polimerazlar bakteri DNA
replikasyonunda oynadigi 6nemli rolii nedeniyle, anti-bakteriyal yeni ilaglar icin 6nemli
hedef haline gelmistir. Bitkilerden dogal bilesiklerin tanimlanmasmin DNA
replikasyonu {izerinde etkili olan anti-bakteriyal ilaglarin kesfedilmesinde dnemli rol

oynayacaktir.
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1.5. Yeni Antibakteriyal Molekiillerin Bitkilerde Arastirilmasi

Son zamanlarda, patojen organizmalarin kontrol altina alimmasinda antimikrobiyal
aktiviteye sahip bazi aromatik bitki oOziitlerinin yada ucucu yaglarmin kullanim
olanaklarmi arastiran calismalarda 6nemli bir artis gézlenmektedir (Perez vd., 1990;
Ahmad vd., 1998). Bu calismada 11 adet bitkiye ait adet organlar (¢igek, yaprak,
meyve) organ degerlendirilmistir. Calismaya dahil edilen bitkilerin genel 6zellikleri

asagidaki basliklarda 6zetlendigi sekildedir.

Rosa canina (1), kdpek giilii olarak ve merkezi Avrupa’ da Rosaceae ailesinin en
genis c¢apta bulunan cinsidir (Wissemann vd., 2006). Asil vataninin Tiirkiye oldugu
tahmin edilmektedir (URLS). Cigekleri kalp seklinde beyazimsi pembe veya pembe
renkte, bes adet ta¢ yapraktan meydana gelir. Meyveleri koyu kirmizi renkte oval veya
yumurta seklindedir (URLS5). Rosa canina bitkisinin yalanci meyveleri yiizyillarca
beslenme, tibbi amaglar ve siislemelerde kullanilmistir. Cay, nektar, sarap veya
marmelat olarak tiiketilir (Uggla vd., 2005; Yildiz ve Alpaslan, 2012). Avrupa’ da
geleneksel tipta kusburnu Oziitleri diiiretik, kabizlik giderici olarak; bobrek
hastaliklarinda, eklem iltihaplarinda, gut hastaliginda, ates, soguk alginhigr ve C
vitamini yetersizliginde kullanilir (Chrubasik vd., 2008). Rosa canina Oziitleri
antiproliferatif (hiicre biiyiimesini engelleyen) (Guimaraes vd., 2014; Tumbas vd.,
2012), obezite ve diabete karsi aktif 6zellik gosterdigi bildirilmistir (Chrubasik vd.,
2008). Fitokimyasal caligmalar kusburnu 6ziitlerinin fenolik asitler, proantosiyaninler,
taninler, flavonoidler, doymamis yag asitleri, fosfolipidler, mineraller, galaktolipidler ve
karotenoidler gibi aktif bilesenler icerdigini géstermistir (Chrubasik vd., 2008). Jager ve
arkadaslary, in vitro ortamda kusburnundaki linoleik ve alfalinoleik asitlerin
siklooksigenaz 1 (COX-1) ve siklooksigenaz 2 (COX-2) inhibitér aktivitesi oldugunu
gostermiglerdir (Jager vd., 2007, 2008). Ayrica {i¢ triterpen asitlerin COX ve
lipooksigenaz inhibitor 6zelligi gostermistir (Wenzig vd., 2008).
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Sekil 6. Rosa canina bitkisinin meyvesi (solda) ve cicegi (sagda).

Thymus praecox (Anzer c¢ayl) (subsp. caucasicus var. caucasicus) (2)
Tiirkiye'nin Dogu Karadeniz bolgesinde Rize Anzer yaylasinda genis yayilis
gostermekte olup ismini burdan almistir. Cok yillik bitkidir ve olduk¢a aromatik olan
cicekleri mordan pembe-beyazadir (Sekil 7). Thymus (Lamiaceae), Tiirkiye'de 24
endemik olan 41 tiirle temsil edilen bir cinstir (Sekeroglu vd, 2007). Literatiirde bu
bitkinin ilag 6zelligi iyi bilinen yiiz izerinde madde etraflica tanimlanmistir (Orhan vd.,
2009; Pank vd., 1982; Kanias ve Loukis, 1987). Cogu raporlar Thymus’ un ugucu bitki
yaglarimi tartismistir; ¢ogunlukla bazi biiylik fenolik bilesenlere odaklanmistir ki bu
bilesenler bitkilerin organoleptik 6zelligini belirler. Thymus rosmarinik, kafeik, p-
koumarik ve ferulik asit, luteolin, kuersetin, apigenin bakimindan zengindir (Zgorka ve
Glowniak, 2001; Marin vd., 2003; Fecka ve Turek, 2008a; Boros vd., 2010; Costa vd.,
2012; Jabri-Karoui vd., 2012). Anzer c¢ay1 oziitlerinde HPLC-UV ile fenolik asitler
(kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit, p-hidrobenzoik asit, protokatehuik asit ve
vanilik asit) ve flavonoidler (katesin, epikatesin, kaemferol ve kuersetin) tanimlanmis

ve nicelik belirlenmesi yapilmistir (Turumtay vd., 2014).

A ;
Sekil 7. Thymus praecox bitkisi.
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Thymus serpyllum (3), yabani kekik olarak iyi bilinir ve Akdeniz, Avrupa ve
Kuzey Afrika’ da ¢cogunlukla yiiksek rakimda dogal olarak yetisir (Sekil 8). Geleneksel
olarak hazirlanan ¢esitli ilaglar i¢in kullanildig1 kabul edilmektedir. Eterli ugucu yag;
thymol (%50 civarinda), karvakrol, borneol, pimen, tanen ve flavonlar igerir. Milo§
Nikoli¢ vd.” nin yaptig1 calismada, GC/MS analiz yardimiyla biiylik bilesen olarak
thymol, 7. algeriensis, T. vulgaris ve T. serpyllum bitkilerinde sirastyla %56, %48.9 ve
%38.5 oraninda yag katkisiyla sonuclandirilmistir. Ug bitkide esansiyel yaglar biitiin

suglara kars1 onemli antimikrobiyal aktivite sergilemistir, 7. serpyllum bitkisindeki yag
en kuvvetlisidir (MIC 2.5-5 pg/mL, MBC 5-10 pg/mL; MIC 1-2 pg/mL, MFC 2-4
pg/mL).

Malva sylvestris (4), Tiirk¢e adi; yabani ebegiimecidir. Yatik govdeli veya egik
yiikselisli iki veya c¢ok yillik bitkilerdir (Sekil 9). Ebeglimeci Avrupa, Kuzey Afrika,
Gliney-Bat1 Asya’ da yetisen dogal bitkidir. Fitokimyasal ¢aligsmalar bu bitkinin ¢ok
sayida polisakkaritler, antosiyaninler, kumarinler, taninler, flavonlar, musilajen ve temel
yag icerdigini agiga ¢ikartmaktadir (Cutillo vd., 2006; Farina vd., 1995; Gasparetto vd.,
2012; Schulz vd., 2003). Ayrica Cutillo vd., Malva sylvestris bitkisinde sesquiterpenler,

diterpenler, monoterpenler benzeri terpenoidlerin oldugunu tanimlamiglardir.
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Sekil 9. Malva sylvestris bitkisi.

Hyoscyamus niger (L) (5), Solanaceae familyasinda genellikle banotu olarak
bilinen Asya ve Avrupa’da genis yayilim gosteren bitkidir (Sekil 10). H. niger
antikolinerjik tropan alkaloidlerin 6nemli kaynagidir. Ayrica nor-tropan alkaloid igerir,
glikosidaz inhibitor aktivitesi giicliidiir (Asano vd., 1996). Alkaloidlerin yani sira bazi
alkaloid olmayan bilesikler, tiramin tiirevleri (Ma vd., 1999), lignanamidler (Ma vd.,

2002) ve lignanlar (Begum vd., 2009; Sajeli vd., 2006) rapor edilmistir.

Sekil 10. Hyoscyamus niger bitkisi.

Frangula alnus (Barut agaci) (6), cehrigiller (Rhamnaceae) familyasindan 4-5
m’ye kadar boylanan yaprak doken yavas gelisen bir bitki tiiridir (Sekil 11).
Iskandinavya’dan Kuzey Afrikanin giineyi ve Tiirkiye’de Kuzey Anadolu’da daglik
bdlgelerdeki nemli ormanlik sahalarda sakalli kizilagag, dogu kaymi ve adi giirgen
tiirleriyle birlikte yer alir. Kabuklar1 tanin ve peptid alkaloidlerini igerir (Hansel &
Sticher, 2007, chap. 26; Wichtl, 2004).
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Sorbus aucuparia (7), Tirkiye’ de kus iivezi, yoresel adlar1 ovaz, ay1 ovazi olarak
bilinen bitkinin ortalama boyu 7-15 m’ dir (Sekil 12). 1500-2500 m rakimda yetisir.
Sorbus aucuparia (livez), Avrupa’ nin her yerinde, Asya’ nin bati bdliimlerinde
kolaylikla bulunabilir ve Kuzey Amerika ile Avrupa’ da park ve bahgelerde yetisen
popular siis bitkisidir. S. aucuparia’ nin, quersetin, izoquersetin, hiperin, rutin, katesin,
epikatesin ve klorogenik asit polifenolik bilesikleri i¢erdigi rapor edilmistir (Kylli vd.,
2010; Olszewska vd., 2012; Termentzi vd., 2008). Fenolik icerik yoniinden zengindir
(Gil-Izquierdo vd., 2001; Maatta-Riithinen 2004) bu yiizden antibakteriyal (Krisch vd.,
2008) ve antioksidan aktivite gosterir (Heinonen vd., 1998; Termentzi vd., 2006).
Yiyecekleri koruyan olarak bilinen sorbik asit ilk kez adindan da anlasilacagi gibi S.

aucuparia’ dan izole edilmistir.

\ y - : g ""-r-ﬂ_p-l.
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Sekil 12. Sorbus aucuparia bitkisinin meyve ve yapraklari.
Sorbus caucasica var. yaltirikii, (8), 7 metreye kadar boylanan iilkemizde

sadece Artvin ilimizin daglarmnda 900-2000 metreler arasinda yayilan kii¢lik agag¢lardir

(URLS6) (Sekil 13).
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Sekil 13. Sorbus caucasica var. yaltirikii bitkisi.

Sorbus umbellata (9), Ak tlvez olarak bilinir. S. umbellata var umbellata, S.
umbellata var taurica, S. umbellata var orbiculata, S. umbellata var cretica olmak tizere
dort adet varyetesi vardir (Sekil 14). Ulkemizin her yerinde peyzaj uygulamalarinda
kullanilabilir (URL6). S. umbellata meyveleri 6zel tat ve aromasi ile yabani hayatta
yenilebilir dogal bir kaynaktir. Bitkinin meyveleri 6zellikle insan ve kuglar tarafindan
tikketilir ayrica diger canlilar tarafindan da tiiketilir. S. wumbellata meyvelerinin
analizinde, birlestirilmis elektrosprey iyonizasyon es zamanl kiitlesel spektrometre
ultra-performans sivi kromatografisi kullanilmistir (UPLC-ESI-MS/MS). Bu calismada,
toplam fenolik ve flavonoid igerigi, bireysel fenolik profil antioksidan aktivite ile
iligkilendirilmistir ve besinsel degeri ¢alisilmistir. S. umbellata meyveleri biiyiik bilesen
olarak gentisik asit, protokatehuik asit igerirler; ve ferulik asit, klorogenik asit, kafeik
asit, syringik asit, vanilik asit, 3,4-dihidrobenzaldehit igerir. S. umbellata meyvelerinde
toplam fenolik ve flavonoid icerigi degerlendirilmistir ve fenolik icerik sonuglar1 LC ile

uyumluluguna bakilmistir (Kivrak I ve Kivrak S, 2014).

Sekil 14. Sorbus umbellata bitkii.
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Vitis vinifera (Uziim), (10), en ¢ok kiiltiirii yapilan meyve bitkisi ve ekonomik
olarak diinya ¢apmda 6nemli bir iiriindiir (Sekil 15). Uziimde ¢ogunlukla bulunan
flavan-3-ols, flavonlar ve antasiyoninler, oksidasyon derecesine gore {i¢ yapisal smifa
boliinmiistiir.  Flavanoid olmayanlar ise ¢ogunlukla hidroksisinamik  asit,
hidroksibenzoik asit, stilbenler ve volatile fenollerdir (Figueiredo-Gonzalez vd., 2012;
Liang vd., 2011; Teixeira vd., 2013). Siyah iiziim kabugunda bulunan resveratrol
maddesi, anti-kanserojen ve anti-oksidan olma Ozelliklerini tagimakta ve beyin

hiicrelerini korumaktadir. Uziimiin ¢ekirdegindeki diger bir madde olan kuersetin ise,

kan yapimimna yardimci olmaktadir. Bu yolla damarlarin saglhigini da olumlu yonde

etkilemektedir (URL7).

Ziziphora clinopodioides (11), Lamiaceace ailesine ait ¢ok yillik, geleneksel
Uygur medikalinde iyi bilenen bir bitkidir (Sekil 16). Taze ve kuru Ziziphora
clinopodioides (Z. clinopodioides) halk tarafindan eriste ve c¢ayda baharat olarak
kullanilirdi.  Fitokimyasal arastirmalar bu cinsin flavonoidler, polifenoller,
polisakkaritler, yag asitleri ve steroller bakimmdan kaynak oldugu gosterilmistir (Yu
vd., 2012). Ayrica bu bitki kafeik asit, rosmanirik asit gibi fenolik bilesenlerin
biyosentezini yapar ve flavonoid tiirevleri, luteolin, linarin, diosmin, thymonin igerir
(Yang vd., 2008; Tian vd., 2012). Z. clinopodioides bitkisinin esansiyel yaglar1 pulegon,
trans-izopulegon, menthol, 1,8-kineol ve limone ana bilesik olarak bulunmustur (Ding
vd., 2014a, b). Sicanlardan izole edilen gogiissel aortik halka in vitroda model olarak
kullanilarak, tiim bitkinin (Z. clinopoidioides) hidroalkolik o6ziit fraksiyonlarinda
biyoaktif bilesiklerin aktivitesi belirlenmis ve degerlendirilmistir. Akasetin, apigenin,

krisin, thymonin, acetovanilin, 4-hidroksi asetofenon ve etil 4-kumarat olmak {izere yedi

21



bilesen aktif olarak tanimlanmistir. Apigenin, krisin ve etil 4-kumaratin en etkili oldugu
bulunmustur. Senejouxa vd.,yaptig1 bu c¢alismada sonug¢ olarak Z. clinopodioides
bitkisinin en azidan bir kisim fenolik bilesenleri damar genislenemesini uyardiginin ilk

kez kanit1 bulunmustur.

1 .

Sekil 16. Ziziphora clinopodioides bitkisi.

1.6. Cahsmanin Amaci

Bakteri DNA polimerazlarini hedef alan bir antibiyotik heniiz bilinmemektedir.
Son zamanalarda c¢esitli bitki kaynaklarindan farkli DNA polimeraz ailelerine yonelik
inhibitér etkinin arastirilmasi ¢alismalar1 yiriitiilmektedir. Rize ili zengin bir bitki
cesitliligine sahiptir ve ¢cok sayida endemik bitkiye ev sahipligi etmektedir. Planlanan
bu tez kapsaminda, bolge florasinda yer alan ve yukarida 6zelliklerinden bahsedilen
bitkilerin ¢esitli organlarindan (¢icek, yaprak ve meyve gibi) hazirlanan 6ziitlerde model
olarak kullanilan E. coli bakteriyal replikatif polimerazIlla (DnaE)’e yonelik inhibisyon
etki olup olmadig1 ve inhibisyon etkili bitki organlarinda major bitki bilesenlerinin

belirlenmesi amag¢lanmuistir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Calismalarda Kullanilan Kimyasallar, Enzimler, Besiyeri ve Vektorler

Calisma kapsaminda kullanilan kimyasallar: Bovine serum albumin (BSA)
(Sigma), dithiothreitol (DTT) (Fisher scientific), B-merkaptoetanol (Sigma), agaroz
(Sigma), akrilamid (Merck), bisakrilamid (Amresco), amonyum persiilfat (Sigma),
asetik asit (Sigma), gliserol (Sigma), glisin (Merck), glukoz (Merck), dNTP
(Fermentas), brom fenol mavisi (BioRad), coomassie brillant blue R 250 (BioRad),
etidyum bromiir (BioRad), ampisilin (Sigma), izopropanol, metanol (J.T. Baker), etanol
(Merck), N,N,N’,N’- Tetrametiletilendiamin (TEMED) (BioRad), iire (Merck), borik
asit (Merck), nonidet P40 (Sigma), SDS (Merck), NaCl (Fluka), KCI (Merck), MgCl,
(Merck), Tris (Merck), EDTA (Merck), agar (Merck).

Calisma kapsaminda kullanilan enzimler: Lizozim (Fermentas), RNaseA
(Fermentas), High Fidelity T7ag DNA polimeraz (Fermentas), T4 DNA ligaz

(Fermentas).

Calismada kullanilan LB besiyerleri Maniatis ve arkadaglarina gore (1989)
hazirlandi. LB (Lauria-Bertain) besiyeri 5 g maya 6ziitii, 10 g tripton ve 5 g NaCl 1 litre
suda ¢oziilerek hazirlandi. LBA ise 1 litre LB besiyerine 15 g agar ilavesi ile

hazirlanmistir. 121°C’de 20 dakika otoklavlanarak steril edildi ve kullanildi.

Calismalarda vektor olarak Champion™ pET Directional TOPO® Expression Kit
(Invitrogen) kullanildi.

2.2. Escherichia coli Replikatif DNA Polimerazllla Proteininin (DnaE)

Rekombinant Uretilmesi

2.2.1. Genomik DNA Izolasyonu

Escherichia coli hiicreleri -80°C” de gliserolden alinip 3 mL LB s1v1 besiyerinde

gece kiiltiirii yapildi. 16 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 13.000 rpm’de 2 dakika
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boyunca santifiij edildi. Ust faz atildi ve GF-1 Genomik DNA Izolasyon (Vivantis)
kitine gore DNA izolasyonu yapild1.

2.2.2. E. coli dnaE Geninin PZR ile Cogaltilmasi

E.coli DnaE-F 5’-CACCATGTCTGAACCACGTTTCGTACACC-3’ ve E.coli
DnaE-R_5’-TTAGTCAAACTCCAGTTCCACCTGC-3’ primerleri kullanilarak PZR
reaksiyonu gergeklestirildi. PZR reaksiyonu 50 puL hacimde 1X 7ag polimeraz tampon,
5 mM MgCl,, 0,2 mM her bir ANTP, 300 ng her bir primer, 3 pL E. coli genomik DNA
ve 2 tinite High Fidelity 7ag polimeraz kullanilarak yapildi.

1. Ondenatiirasyon 94°C’de 3 dakika

2. Ayrilma 94°C’de 45 saniye
3. Primer baglanma 55°C’de 1 dakika
4. Sentez 72°C’de 8 dakika
5. Son sentez 72°C’de 10 dakika

2-4. basamaklar 24 kez tekrar edildi. PZR iiriinii %1°lik agaroz jelde yiiriitiildii.

2.2.3. E. coli dnaE Geninin TOPO100 Ekpsresyon Vektoriine Klonlanmasi

PZR fiiriinii GF-1 Clean-up kiti kullanilarak temizlendi. Daha sonra Invitrogen
pET-100 TOPO kitine gore sartlar belirlenip gece boyu 16°C’de ligasyon yapild1
Ligasyon {lriinii ampisilin igeren LBA besiyerine transforme edildi. 16 saat 37°C’de
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi petride olusan kolonilerden belli sayida
secilerek 3 mL ampisilin iceren LB siv1 besiyerlerine ekimi gergeklestirilip 37°C’de 16
saat boyunca gece kiiltiirii yapild1 ve kiiltiirler 13000 rpm’ de 1 dk santrifiij yapilarak

coktiiriildii. Plazmit izolasyonu yapildi.
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2.2.4. Plazmit izolasyonu

Plazmit izolasyonunda asagida solusyon II diye adlandirilan ¢ozelti giinliik olarak

hazirlandi.

1.

2.2.5.

Solusyon I: 50 mM glukoz, 25 mM Tris-HCI (pH:8.0), 10 mM EDTA (pH:8.0),
4 mg lizozim

Solusyon II: 0,2 NaOH, %1 SDS

Transformasyon islemi sonucu olarak secilip biiyiitiilen saf koloni mikrosantrifiij
tiiptine alind1 ve 13.000 rpm’de 1 dk boyunca santrifiij edildi.

Solusyon I’den 200 pL eklendi ve vortekslendi. 5 dk oda sicakliginda bekletildi.
Solusyon II’den 400 puL eklendi, hafifce alt list edildi. 5 dk buzda bekletildi.

300 puL. amonyum asetat eklendi, alt iist edildi. 10 dk buzda bekletildi.

11000 rpm’de 15 dk ¢oktiiriildii.

Igerisinde 100-700 pL izopropanol bulunan mikrosantrifiij tiipiine ¢oktiiriilme
islemi yapilmis tiipiin siipernatantindan 600 pL konuldu.

1-2 dk da bir alt iist edilerek 10 dk boyunca oda sicakliginda bekletildi.

13.000 rpm’de 15 dk c¢oktiiriiliir ve tist faz dokiildii.

Pellet tizerine 500 pL %70’lik soguk EtOH ilave edilir ve 13.000 rpm’de 5 dk
santrifiij edildi.

Ust faz dokiiliir ve 37°C de kurutularak dipteki stvinin ugmasi saglandi.
Kurutma igleminden sonra pellet 60 pL RNase iceren TE tamponda ¢6ziildii.
%1°lik agaroz jelde gen icermeyen TOPO® vektorii kontrol olarak kullanilarak

yiiriitme islemi yapildi ve klonlarm dogrulugu belirlendi.

E. coli dnaE Genini ORF Seklinde Klonlandigimin Baz Dizin Analizi ile

Dogrulanmasi

Dogrulugu belirlenen klonlarin yeniden gece kiiltiirii yapildi ve 14000 rpm’ de 2

dk santriftij yapilarak coktiiriildii. Elde edilen pelletler Thermo Scientific GeneJET

Plasmid Miniprep Kiti (ABD) kullanilarak plazmit DNA purifikasyonu gergeklestirildi.

zole

edilen plazmitler Macrogen-Europe (Hollanda) sirketine gonderilerek sekans

analizi yaptirildi.
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2.2.6. Sekans Sonuclarinin Degerlendirilmesi

DNA baz dizin analizi i¢in Macrogen’ e gonderilen 6rneklerin sonuglar1 Expasy

(http://web.expasy.org/translate/) ve Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

programlar1 kullanilarak degerlendirildi.

2.2.7. E. coli BL21 Hiicrelerinde Ekspresyonun Gosterilmesi

Rekombinant oldugu belirlenen plazmitlerden ekspresyon i¢in E.coli BL21 (DE3)

Lys hiicrelerine transforme edildi. Petrilerden birer koloni segilerek ekspresyon ic¢in

kullanildi. Ekspresyon basamaklari:

Ekspresyon i¢in secilen tek bir koloni, 5 mL 50 pg/ml ampisilin iceren LB
besiyerinde 37 °C’de gece kiiltiirii yapild1 ve daha sonra 0.1 OD olacak sekilde
ampisilin igceren 200 mL’ lik LB besiyerine yeniden ekildi ve 37 °C’de 2 saat
boyunca inkiibe edildi.

Hiicre yogunlugu 0.6 OD’ye ulastiginda son hacim 0.1 mM olacak sekilde IPTG
(izopropil B-D-I1-tiyogalaktopiranozit) ile indiiklendi ve 3 saat 30 dk
inkiibasyona devam edildi.

Inkiibasyon sonrasi hiicre kiiltiirii 5 dakika buz iizerinde bekletildikten sonra,
6500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi.

Pellet iizerine; 50 mM Tris (pH: 7,4), 500 mM NaCl, 2 mM DTT ile hazirlanan
tampon eklenerek ¢oziilmesi saglandi. Daha sonra 20 mg/mL lizozim eklendi.
30 dk buzda bekletildikten sonra sonikatdr yardimiyla hiicrelerin patlatilmasi
saglandu.

Sonikator sonrasinda 20 dk 8000 rpm’ de sogutmali santrifiij yapildi ve
stipernatant kismi alindi. %8’ lik SDS-PAGE’ de vyiiriitiilerek proteinin
biiyiikliigli dogrulanda.

2.2.8. Rekombinant Uretilen Proteinin Analizi

Ekspresyon sonrasi elde edilen siipernatantlardaki proteini gorebilmek i¢in %8’

lik SDS jel hazirlandi. Siipernatantlardan 30 pL, yiiriitme boyasindan 10 pL olmak

lizere mikrosantriflij tiipiine alind1 ve 95°C’ de 5 dk boyunca 1s1 islemine tabi tutuldu.

26


http://web.expasy.org/translate/

Tablo 3’ de belirtilen 10X yiirlitme tamponu 1X olacak sekilde sulandirilarak yiiriitme

isleminde kullanildi.

Tablo 3. SDS — PAGE’ de kullanilan malzemeler.

SDS - PAGE Yi iriitme 10X SDS - PAGE SDS — PAGE Jel Boyasi
Boyasi Yiurtutme Tamponu

- 1 M Tris pH:6,8 - 72 g glisin - 250 ml metanol

- %10 SDS - 15 g Tris - Base - 50 ml asetik asit

- Gliserol - 50 ml SDS - 0,625 g Coomassie

- 2-B-Merkaptoetanol Brillant Blue R-250

- Bromofenol Blue (CBB)

2.2.9. Rekombinant Proteinin Saflastirilmasi

Protein saflastirmada nikel kolon kullanildi. Saflastirma islemi 4°C soguk odada

yapildi. Saflastirma boyunca kullanilan tamponlar Tablo 4 de verilmistir.

Tablo 4. Saflastirmada kullanilan tiim ¢6zeltiler.
50 mM Tris (pH:7.,4)

Kolon Temizleme 500 mM NaCl
2mM DTT
500 mM Imidazol

50 mM Tris (pH:7.,4)
Kolon Dengeleme 500 mM NacCl

2 mM DTT

50 mM Tris (pH:7.,4)

500 mM NacCl
Yikama 1 2 mM DTT

25 mM imidazol

50 mM Tris (pH:7,4)
Yikama 2 500 mM NacCl

2 mM DTT

100 mM Imidazol

50 mM Tris (pH:7.4)
Baglanma 500 mM NaCl

2 mM DTT

300 mM Imidazol
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Kolon oncelikle 10 mL 500 mM imidazolli ¢ozelti ile iyice temizlendi ve daha
sontra 10 mL pellet ¢ozme tamponu ile dengeye getirildi. Kolondan proteinin
slipernatant1 gecirildi ve altta fraksiyon toplandi. Tekrar pellet ¢6zme tamponundan 10
mL kolondan geg¢irildi fraksiyon toplandi. Yikama 1 tamponu olan 25 mM imidazollii
cozeltiden 20 mL kolondan gegirildi fraksiyonu alindi. 100 mM imidazol igeren ikinci
yikama tamponunda 5 mL kolondan gegirildi ve toplandi. Son basamak saf proteini
almak i¢in 300 mM imidazollii tampon kolondan ard arda ii¢ kez gecirilerek her bir

fraksiyondan 4 mL topland1 ve saflastirma islemi sonlandirild.

Her bir fraksiyon %8’ lik SDS-PAGE’ de marker ile yiiriitiiliip proteinin safligina
bakild.

2.2.10. Saf Proteine Diyaliz Uygulanmasi

SDS-PAGE sonrast 300 mM imidazollii ¢6zeltinin kolondan gecirilmesiyle elde
edilen saf protein diyaliz tiipiine alindi. 50 mM Tris (pH:7,4), 50 mM NaCl, 1 mM DTT
iceren 2 litre ¢ozeltide gece boyu bekletilerek diyaliz edildi. Bu diyaliz sonras1 yeniden
ayn1 konstrasyonda tekrar diyaliz edildi. Diyaliz sonras1 %10 gliserol eklenerek protein
-20°C’ de sakland:.
2.3. Rekombinant Enzimin Aktivitesinin Gosterilmesi

2.3.1. Enzim Aktivite Deneylerinde Kullanilan Tamponlar

Uretilen proteinin aktivitesini gérmek i¢in; jelin hazirlanmasi, deneyin yapimi ve

deneyin sonlandirilmasinda kullanilan ¢ozeltiler Tablo 5’ te verilmistir.
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Tablo 5. Enzim aktivite deneylerinde kullanilan biitiin ¢ozeltiler.

SX TBE Tamponu (1 L) 10X Annealing Tamponu

54 g Tris-Base

27.5¢ Borik Asit 500mM Tris-HCI (pH:7,8)

IM KCl
3,36 g Na,.EDTA
20X Polimeraz Aktivite Tamponu %40 Akrilamid
10uL HEPES (pH:7,5) (1,5 M) 38g Akrilamid
2 uL Nonident P40 2g BisAkrilamid

2 uL BSA (100X)
2 uL DTT (1 M)
4 uL dH,0

2X Sonlandirma Boyasi
% 95 formamide, % 0,05 bromophenolblue, % 0,05
ksilen siyanol, 20 mM EDTA pH:8,0

2.3.2. Sentetik DNA Substratinin Hazirlanmasi

DNA polimerizasyon sentetik DNA kullanildi. 5°- ucundan Cy5 ile isaretli primerin
hibridize oldugu sentetik ¢ift zincir DNA substrat olarak kullanildi (sentez {irtinlerinin
takibi i¢in primer 5’-ucundan florojenik 5'CyS5 ile isaretli olarak temin edildi). Sentetik
oligoniikleotit karisgimlar1 1X annealing tamponu varliginda (10X Annealing Tampon:
500 mM Tris-HCI /pH: 7,8 ve 1000 mM KCI) 2 (kalip DNA): 1 (primer DNA)
oranlarinda karistirilarak, ¢ift zincir DNA substratlar1 hazirlandi. Her bir reaksiyon
karisimi 1siticidda 95°C’de 5 dakika bekletilerek var olan tiim spesifik olmayan
eslesmelerin erimesi saglandi. Sonra yavas yavas sogutularak kalip zincir ile primerin

hibridize olmas1 saglandi.

45/20-mer sentetik DNA kahln
3 - GCAATCGGTGAGGCTCACACTCGACTGAAGTACGACAGCCACTAG - &
5 - CGTTAGCCACTCCGAGTGTIG - 3

Sekil 17. Primer uzama deneylerinde kullanilan ve primerin 5’-ucundan CyS5 ile
florojenik isaretli oldugu ¢ift zincir sentetik DNA substrati.
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2.3.4. Primer Uzatma Deneyi ile Enzim Aktivitesinin Gosterilmesi

Enzim aktivite deneyinde iki ayr1 reaksiyon bileseni kullanld1. Oncelikle birinci
bilesen hazirlandi. Bilesen 1 ayri ayr1 deney tiiplerine konularak iizerlerine 1pL
aktivitesine bakilacak enzim ilave edildi. Daha sonra ikinci reaksiyon bileseni hazirlandi
ve bu bilesen ile deney baslatildi. Deney stiresi 1 ve 10 dk olmak {izere iki ayr1 siirede
yapilan deneyler bu siireler boyunca 30°C su banyosunda bekletildi ve sirastyla 10 puL
2X sonlandirma boyasi ile deneyler sonlandirildi. Her bir deneyde hem metanol hemde
su kullanilarak kontroller yapildi. Son olarak 95°C’de 5 dk 1s1 muamelesi yapildi ve

yliriitme iglemi yapilana kadar 6rnekler 4°C’de saklanda.

Bilesen 1: 1uL PAB; 0,5 uLL DNA (1 P:2 K); 4,75 dH,0O
Bilesen 2: 2 uL MgCl, (50mM); 0,75 uL ANTP (4mM)

2.3.5. Ure-PAGE Jelinin Hazirlanmasi

48 g iire tartildi, iizerine 20 mL 5X TBE tamponundan ve 40 mL %40 akrilamid
eklenerek 1siticida karistirilarak ¢oziildi. Filtre kagidi ile siizme islemi saglandiktan
sonra son hacim 100 mL’ ye tamamlandi. %10 APS ve TEMED eklenerek jelin

hazirlanmasi tamamlandi. Donmasi beklenildi.

2.3.6. Ure-PAGE’ de Orneklerin Yiiriitiilmesi

Donan jel yiiriitme sistemine yerlestirildi. 5X TBE, 1X olacak sekilde sulandirildi
ve sisteme ilave edildi. Kuyucuklar enjektér yardimiyla temizlendi. Her bir 6rnekten 6
uL jele yiiklendi ve 1350 V’ da 2,5 saat yiiriitme yapildi. Yiriitme sonrasinda drnekler
Typhoon FLA9500 cihazinda goriintiilendi.

2.4. Metanoliin E. coli DnaE Protein Aktivitesine Etkisinin Arastirilmasi

(Coziicii olarak metanoliin enzim aktivitesine etkisi arastirilirken deneylerde
yukarida anlatildigi gibi ayni sekilde deney karigimlari hazirlandi. %20 ve %35

oranlarinda olmak iizere iki ayr1 konsantrasyon olmak {izere metanol hazirlandi.
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Metanoliin aktiviteye etkisi bakilacagindan dolay1 enzim igeren reaksiyon bilesenine 1

puL metanol eklenerek deneyler baslatildi. 30°C sicaklikta 1dk ve 10 dk olmak {izere iki

ayr1 siirede bekletildikten sonra 2X sonlandirma boyasi ile sonlandirilarak deneyler

tamamlandi.

2.5. Bitkilerin Cicek ve Meyve Oziitlerinde DnaE Inhibisyonunun Arastiriimasi

2.5.1. Bitkilerin Toplanmasi

Bu c¢alismada kullanilan bitkilerin tiimii Rize ilinin Camlihemsin, Gilineysu ve

Ardesen ilgelerinden temin edilmistir. Bitkilerin nereden, ne zaman, ne kadar

yiikseklikten alindig1 gibi bilgiler Tablo 6’ da verilmistir.

Tablo 6. Calismada kullanilan bitki tiirlerinin teminindeki ayrintilar.

Bitkinin Adt

Rosa canina
Thymus praecox
Thymus serpyllum
Malva sylvestris
Hyoscyamus niger
Frangula alnus
Sorbus aucuparia
Sorbus caucasica
Sorbus umbellate

Vitis vinifera

Ziziphora clinopodioides

Bulundugu Yer
Hisarcik-Siralar
Vergenik dagi
Cagrankaya yaylasi
Ortayayla

Siralar alt1
Handjiizii-Arapdiizii
arast

Ortayayla
Hisarcik-Siralar
Hisarcik-Siralar

Firtina deresi agzi

Handjiizii-Arapdiizii
arast

Rakim

1670m

2350m

1800m

2000m

1800m

900m

2000m

1650m

1650m

10m

850m

Tarih

28.06.2014

16.07.2014

22.07.2014

27.07.2014

04.06.2014

12.07.2014

27.07.2014

13.09.2015

23.09.2015

18.06.2014

12.07.2014

Mekan
Calilik yamaglar

Kayalik
yamaglar
Kayalik
yamaglar
Yol kenari,
cayirliklar
Yol kenari,
cayirliklar
Yol kenari,
ormanlik alanlar
Dere kenari,
caliliklar
Dere kenari,
caliliklar
Yol kenarlar1

Yol kenari

Cayirlik alanlar

2.5.2. Oziitlerin Hazirlanmasi

11 bitkiden ve ¢esitli organlarindan alinan taze

Oornekler blender ile toz haline

getirildi. 5 g bitki dokusu 20 mL metanol igerisinde oda sartlarinda 2 saat siire ile

ultrasonik banyoya tabi tutuldu. Elde edilen ilk Oziitiin tamami1 50 mL falkon tiipe
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aktarilarak, 4500 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi ve iist faz yeni bir falkon tiipe
aktarildi. Oziitleme sonrasi geri kalan pellet iki kez 5 mL metanol ile ayn1 kosullarda
Oziitlemeye tabi tutuldu. Tiim metanol oziitleri birlestirilerek toplam 6ziit, hiz vakum
konsantratdriinde 5 mL hacme konsantre edildi. 5 mL 6ziit ikiye boliinerek yaris1 4
°C’de ve diger yarist -20 °C’de saklandi. Her bir 6ziitiin 1 pL’ si polimeraz aktivite

deneylerinde kullanilarak inhibisyon 6zelligine bakildi.

2.5.3. Bitki Oziitlerinde Inhibisyonun Arastiriimasi

Inhibisyon deneylerinde iki ayr1 reaksiyon bileseni kullanildi. Oncelikle birinci
bilesen hazirland1 ve tiiplere aktarildi tlizerine 1 pL inhibiyon bakilacak 6ziit
orneklerinden ilave edildi. Daha sonra ikinci bilesen hazirlanarak deney baslatildi
Deney siiresi 10 dk olmak iizere 30°C su banyosunda bekletildi ve sirasiyla 10 pL 2X
sonlandirma boyasi ile deneyler sonlandirildi. Son olarak 95°C’de 5 dk 1s1 muamelesi

yapildi ve Ure - PAGE’ de yiiriitme islemi gerceklestirildi.

Bilesen 1: 1 uL PAB; 0,5 uL DNA (25/40); 1 uL E. coli DnaE; 4,75 dH,O.
Bilesen 2: 2 uLL MgCl, (50mM); 0,75 uL ANTP (4mM).

2.6. Antimikrobiyal Aktivite

Oziitlerin antimikrobiyal aktiviteleri olup olmadiginin belirlenmesi igin agar
kuyucuk diflizyon metodu kullanildi. Antimikrobiyal aktivite bakilirken o6ziitlerin
DMSO’ da hazirlanmis 6ziitleri kullanildi (Perez vd., 1990; Ahmad vd., 1998).

2.6.1. Agar Kuyucuk Difiizyon Metodu

Test edilecek bakterilerin bir gecelik kiiltiirlerinden Mueller-Hinton sivi besiyeri
icinde (MH) (Difco, Detroit, MI), yaklasik olarak Mac Farland 0,5 bulaniklikta olacak
sekilde (10°7 koloni olusturan birim (kob/mL)) sulandirmalari hazirlandi. Onceden
hazirlanmis Mueller Hinton Agar besiyeri tizerine steril pamuklu ¢ubuk yardimiyla

yayma ekimleri yapildi.
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Anti tiiberkiilaz aktivite i¢in (M. smegmatis’e karsi etkinlik) ise Brain heart
infusion agar (BHIA) besiyerinde yapilan 2-3 giinliik M. smegmatis kiiltiirinden 5 mL
Brain heart infusion (BHI) siv1 besiyerine alinan 3-4 6ze dolusu koloniler ¢am boncuk
yardimyla siispanse edildi. Bu siispansiyondan Mac Farland 0.5 bulaniklikta (10%7
kob/mL) sulandirmalar1 hazirlandi. Onceden hazirlanmis BHIA besiyeri iizerine steril

pamuklu ¢ubuk yardimiyla yayma ekimleri yapildi.

Mayalar i¢cin maya ekstreli sivi besiyeri (YEG) (Difco, Detriot, MI) kullanilarak
Mac Farland 2 (10" kob/mL) sulandirmalar1 yapilarak ve dnceden hazirlanmis Potato
Dextrose Agar (PDA) (Difco, Detriot, MI) besiyerleri lizerine steril pamuklu ¢ubuk
yardimiyla ekimleri yapildi.

Ekimleri tamamlanan besiyerleri lizerinde, steril cam boru yardimiyla 2 cm
araliklarda, 5 mm capinda kuyucuklar acildi. Her bir kuyucuga bitki stok oziitlerinden
50 puL damlatildi. Bakteri ihtiva eden petriler 24 saat, M. smegmatis ihtiva eden petriler
ile maya ihtiva eden petriler 48 saat 36 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra bir
cetvel yardimiyla inhibisyon zon ¢aplar1 6l¢iildii. Standard kontrol ilag olarak bakteriler
icin Ampisilin (10 pg), M. smegmatis i¢in Streptomisin (10 pg), mayalar icin
flukonazol (5 pg) ve standart ¢oziicii kontrolii olarak DMSO kullanildi.

2.7. Rosa canina Giillerinin ve Meyvelerinin Fenolik Bilesiklerinin HPLC-DAD ile
Aydinlatilmasi

Bu ¢alismada bakteriyal replikatif DNA inhibisyonunun yaninda Rosa canina’ nin

soluk pembe renkli giillerinin fenolik bilesikleri HPLC-DAD ile aydmlatilda.

Bitkinin taze giilleri ve meyveleri blender ile 6giitiildii ve 85 g giil tartilarak 200
mL metanol ile ve 11,69 g meyve 100 mL metanol ile 25°C’ de karistiricida 2 saatte
elde edilen 6ziit mavi bant siizge¢ kagidi ile siiziildii. Giiliin geri kalan posa kisimlar1 50
mL metanol ile meyve ise 60 mL metanol ile 10 dk karistiricida tekrar ekstrakte edildi
ve siizlildii. Direkt metanol oziitlerinin HPLC-DAD analizleri ve DNA polimeraz
inhibisyonu i¢in giil 6ziitiinlin 40 mL’sinin ¢Oziiclisii evaporatdrde ugurulup 1 mL

metanol ile ¢ozildii (Cicek metanol (CM): 148,3 mg/mL) ve meyve Oziitliniin 25
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mL’sinin ¢oziiclisii ugurularak 1,5 mL metanol ile ¢oziilerek (Meyve metanol (MM);

108,3 mg/mL) kullanildi.

Asidik hidroliz: Oziitlerdeki fenolik asitler ve flavonoidlerin kendi aralarinda bag
yaparak olusturduklar1 tiirevlerinin ve seker gruplarmin kirilarak g¢ekirdek yapinin
belirlenmesi amaciyla asidik hidroliz uygulandi. Giiliin ¢i¢eginin asidik hidrolizi i¢in
700 pL metanollii kisma (CM: 148,3 mg/mL), 700 pL 4N HCI eklenerek 2 saat 100°C’
de hidroliz edildi. Meyvenin metanol 6ziitiinden 65 mL (6,49 mg/mL) alinip ¢oziiciisii
ucurularak 5 mL metanol ve 5 mL 4N HCI eklendi ve giil ile ayn1 sekilde asidik
hidrolize tabi tutuldu. Hidroliz edilen kisimlar 3x3 mL dietil eter ve 3x3 mL etil asetat
ile ekstrakte edildi. Organik fraksiyonlar yani dietil eter ve etil asetat fraksiyonlari
birlestirildi ve hem organik hem sulu fraksiyonlarin ¢6ziictileri uguruldu. Giiliin organik
(RHO) ve sulu fraksiyonu (RHS) 500 puL metanolde ¢oziildii (RHO: 77,0; RHS: 112,0
mg/mL), meyvenin organik fraksiyonu 1 mL metanolde (MHO: 88,1 mg/mL) ve sulu
fraksiyonu 1,5 mL metanolde (MHS; 401,1 mg/mL) ¢o6ziilerek HPLC-DAD analizleri
yapild1

Giil oziitiiniin geri kalan 220 mL’sinin ve meyvenin kalan 65 mL’sinin ¢0ziiciisi
evaporatorde ucuruldu ve suyla c¢oziilerek sirasiyla hekzan, dietileter, etil asetat ve
biitanol ile sivi-sivi Oziitleme islemine tabi tutuldu. Kalan sulu kisim ile organik
kisimlarin ¢6ziiclileri ugurularak giiliin fraksiyonlar1 1 mL metanol ile ¢6ziildii (sadece
hekzan 1,5 mL ile ¢6ziildii) ve konsantrasyonlari sirasiyla, hekzan: 49,47; dietileter:
42,3; etilasetat: 55,2; biitanol: 483,8 ve su: 240,5 mg/mL idi. Meyvenin
fraksiyonlarindan sulu 1,5 mL diger organik fraksiyonlar 500 uL metanol ile ¢6ziildi ve
konsantrasyonlar1 sirasiyla, hekzan: 99,8; dietileter: 77,2; etilasetat: 49,8; biitanol: 108,4
ve su: 268,8 mg/mL idi. Bu kisimlarinda HPLC-DAD analizleri yapildi.

Analizler Diyot Array dedektdr (DAD) ile donanimli Dionex Ulltimate 3000
HPLC (Thermo scientific, Germering, Germany) sisteminde yapildi. Sistem
Chromeleon program ile kontrol edildi. Tiim analizler i¢in Agilent PLRP-S C18 (150
mm x 4,6 mm i.d., Sum pd., 100 A°) kolonu kullanildi. Ayrica 6n kolon olarak kolonla
uyumlu Macherey Nagel (i¢ ¢ap 3mm) kullanildi. Hareketli faz (A) %2 asetik asitin

sudaki c¢ozeltisi ve (B) %70 asetonitril-su ¢ozeltileri kullanildi. Eliisyonda takip eden

34



gradiyent kullanildi; 0-3 dk %S5,5 B; 3-10 dk %5,5-23 B; 10-20 dk %23-31 B; 20-30 dk
%31-56 B; 30-40 dk %56-85 B; 40-45 dk %85-5,5 B; 45-60 dk %S5,5 B. Akis hizi 1
mL.dk" ve enjeksiyon hacmi 10 pL idi. Kolon sicakligi 30 °C ve 6rnek saklama
sicakligr 18 °C idi. Dedektor 254, 280, 315 ve 370 nm’de kromatogram alacak sekilde
200-400 nm araliginda calistirildi.

Calismada 19 adet fenolik bilesik standard:r kullanildi. Bu standartlar: Gallik asit,
protokatekuik asit, klorojenik asit, p-hidroksi benzoik asit, vanillik asit, kafeik asit, p-
kumarik asit, ferulik asit, ellacik asit, rutin, sirincik asit, mirisetin, fisetin, kuersetin,
apigenin, kaemferol ve isoramnetin, paenol ve timol’dii. Stok cozeltiler metanolde
hazirland1 ve kalibrasyon grafiklerini belirlemek amaciyla ana stok c¢ozeltilerinden
%356’lik metanolle seyreltme kosuluyla 19 adet standardin 40, 30, 20, 10, 5, 2, 1 0,5 ve
0,25 mg/L’lik karisimlar1 hazirlandi. Tekrarlanabilirlik ve dedeksiyon limitlerinin

hesaplanmas1 amactyla 0,5 ppm karisim 7 tekrarli olarak yiirtitiildii.

2.8. Sorbus Tiirlerinde Fenolik Bilesiklerinin HPLC-DAD ile Aydinlatilmasi

Oziitleme prosediirii, HPLC-UV ile bilesenlerin net kromatograminin elde
edilmesi ve dolayisiyla bilesenlerin kolay sekilde tanimlanabilmesi agisindan detayli bir
sekilde yapildi. S. caucasica ve S. aucuparia bitkilerinin 10 g meyve ve yaprak
dokularindan alinan taze ornekler blender ile toz haline getirildi. 28°C’ de 100 mL
metanolde 2 saat boyunca dziitleme islemine tabi tutuldu. Oziitler 4°C° de 4000 rpm’ de
20 dakika santrifiij yapildi. Siipernatantlar yeni bir falkon tiipiine transfer edildi ve
Oziitiin 10 mL’ si kuruyana kadar evapore edildi (EZ-2 Evaporator, GeneVac). Kuru
Oziitler 2 mL metanolde ¢6ziildii ve HPLC-DAD analizi yapildi (metanol 6ziitii). Geri
kalan edziitler kuruyana kadar evapore edildi ve sivi-sivi se¢imli 6ziitleme i¢in 100 mL
suda ¢oziildi. Tki kez 10 mL hekzan, iki kez 10 mL dietil eter ve iki kez 10 mL etil
asetat ile fraksiyonlarina ayrildi. Hekzan fraksiyonu kullanilmadi. Dietileter ve etilasetat
fraksiyonlar1 ayni deney tiipiinde birlestirildi. Bunlar evapore edildi ve HPLC-DAD
analizi oncesinde 1 mL metanol ile ¢oziildii (organik kisim). Geri kalan sulu kisim
kuruyana kadar evapore edildi ve 5 mL metanol ile ¢oziilerek HPLC-DAD analizi

yapildi (sulu kisim).
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Analizler Diyot Array dedektdr (DAD) ile donanimli Dionex Ulltimate 3000
HPLC (Thermo scientific, Germering, Germany) sisteminde yapildi. Sistem
Chromeleon program ile kontrol edildi. Tiim analizler i¢in Agilent PLRP-S C18 (150
mm X 4,6 mm i.d., Sum pd., 100 A°) kolonu kullanildi. Ayrica 6n kolon olarak kolonla
uyumlu Macherey Nagel (i¢ cap 3mm) kullanildi. Hareketli faz (A) %2 asetik asitin
sudaki ¢ozeltisi ve (B) %70 asetonitril-su ¢ozeltileri kullanildi. Eliisyonda takip eden
gradiyent kullanildi; 0-3 dk %5,5 B; 3-10 dk %5,5-23 B; 10-20 dk %23-31 B; 20-30 dk
%31-56 B; 30-40 dk %56-85 B; 40-45 dk %85-5,5 B; 45-60 dk %5,5 B. Akis hiz1 1
mL.dk" ve enjeksiyon hacmi 10 pL idi. Kolon sicakligi 30 °C ve 6rnek saklama
sicaklig1 18 °C idi. Dedektor 254, 280, 315 ve 370 nm’de kromatogram alacak sekilde
200-400 nm araliginda calistir1ld1.

Gallik asit, protokatekuik asit, klorojenik asit, p-OH benzoik asit, vanilik asit,
kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, sirincik asit ve timol 50:50 su-metanolde 1000
pg/mL hazirlandi. Ellagik asit, rutin, kuersetin, apigenin ve kaemferol 1000 pg/mL
metanolde; mirisetin, fisetin 2000 pg/mL ve isorhamnetin 250 pg/mL metanolde;

paeonol 833 pg/mL 1 mL metanol ile 1 M NaOH’ da hazirlanda.
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3. BULGULAR

3.1. E. coli dnaE Geninin Cogaltilmasi

Iki kontrollii olarak gogaltilan E.coli dnaE geni PZR sonras1 %1°lik agaroz jel
hazirlanip Marker (Thermo Scientific GeneRuler 1kb DNA Ladder) ile yiirtitiildii.

Sekil 18. PZR sonras1 E.coli dnaE geninin markir ile agaroz jelde yiiriitiilmesi.

3.2. Protein indiiklenmesi

0,1 M IPTG ile 3 saat boyunca indiiklenen proteinler %8’ lik SDS — PAGE’ de
yiriitiildii. Hiicrelerin patlatilmasindan sonra yapilan santrifiij sonucunda elde edilen
stipernatant ve pellet kontrol protein esliginde yiriitildi. Sekil 19° da 1 ile
numaralandirilan 6rnek E. coli DnaE proteinin pelleti olup sirasiyla kontrol enzim ve

slipernatant kisimlar1 gosterilmistir.
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Sekil 19. E. coli DnaE proteinine ait pellet ve siipernatantin jelde gosterilmesi.

3.3. Protein Saflastirilmasi

Protein saflastirma sonucunda toplanan her bir fraksiyon %8’ lik SDS-PAGE’ de
yiriitiildi. Bir numara olarak adlandirilan 6rnek Polllla’ nin indiikleme sonucunda elde
edilen siipernatant olup kontrol amagh kullanildi. iki numara siipernatantm kolondan
gecirilmesiyle elde edildi. U¢ numara 25 mM imidazollii tampondan sonra elde edilen
fraksiyondur. Dordiincii ve 5. numaralar 100 mM imidazollii tamponun kolondan
gecirilmesiyle toplanan fraksiyon olup yikama igsleminin basarili oldugu goriilmektedir
(Sekil 20). Alti, 7 ve 8. numaralarla adlandirilan 6rnekler 300 mM imidazol igeren
tamponun kolondan gecirilmesiyle elde edilmis olup E. coli DnaE proteinini gosterir.
Sekil 20° da goriildiigii iizere konsantrasyon ve safliga gére 7 numaral 6rnegin diyalizi

yapildi

Sekil 20. E.coli DnaE enziminin saflagtrilmasi sonucunda her bir fraksiyonun ayr1 ayri
gosterilmesi.
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Ayrica bu protein markir (New England Biolabs) ile yiiritiiliip dogrulugu
gosterildi. E. coli DnaE proteini 129,9 kDa’ dur (Sekil 21).

DnaE
Marlar {E.colf)

1299 kDa

Sekil 21. Saflastirilan E. coli DnaE proteinin markirla birlikte SDS-PAGE’ de
gosterilmesi.

3.4. Saflastirilan DnaE Proteinin Aktivitesinin Gosterilmesi

Saflastrimasi yapilan E. coli DnaE proteininin 1’er pL kullanilarak yapilan aktivite
deneyleri sonucunda iiretilen ii¢ ayr1 enzimin de 20-mer primer pozisyonundan 45-mer

pozisyonuna iiriin olusturmasi ile aktif olduklar1 gosterildi (Sekil 22).

E1 E2 E3

Polimerizsyon - . . ' ‘ ' ‘

drini (45-mer)
Ui e
:

Primer T o
pozisyonu | é’i’ ol B
(20-mer) — —

Sekil 22. Saflastirilan E. coli DnaE proteinin aktivitesinin Ure-PAGE’ de gosterilmesi.
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3.4.1. Metanoliin DnaE proteini Uzerine Etkisinin Gosterilmesi

Oziitleme isleminde ¢ziicii olarak kullanilan metanoliin E. coli DnaE proteininin
aktivitesine etkisinin olup olmadigmna bakilmak iizere %20 ve %35’ lik metanol
hazirlandi. 1 dk ve 10 dk olmak iizere iki siireli deney yapildi. Typhoon FLA9500
cihazinda goriintiilendi.  Sekil 23° de goriildiigii gibi 20-mer pozisyondan 45-mer
pozisyonuna {iriin olusturmasi ile %35’ lik metanol konsantrasyonunda dahi enzim

aktivitesinin metanolden etkilenmedigi belirlendi.

DnaFE
(E.coli)
45-Mer + + %20 %635
Polimerizasvorn -— —— e e -
Uriing
v
20-Mer Primer
Pozisyomm . o - -
25 29 8 =9 =5 =5

Sekil 23. Metanoliin E. coli DnaE proteinine etkisinin gosterilmesi.

3.5. Rosa canina Bitkisinin Meyve ve Cicek Oziitlerinin DnaE Uzerine Inhibisyon

Etkileri

Rosa canina (R. canina) bitkisine ait meyve ve cicek Oziitlerinden 1 pL alinip
yapilan inhibisyon deneylerinin sonucu S$ekil 24’ te verilmistir. Buna gore R. canina
cicek (R. canC) cigek Oziitlerinin DnaE {izerinde giiclii inhibisyon gosterdigi, R. canina
meyve (R. canM) olarak adlandirilan meyve 6ziitlerinin ise inhibisyon gdstermedigi

sonucuna varildi.
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M < Su Mt

Polimerizasyon
drinid (45-mer)

Primer
pozisyonu
(20-mer)

Sekil 24. Rosa canina meyve (M) ve ¢igek (C) oziitlerinin E. coli DnaE iizerine etkisi.

3.6. Sorbus Tiirlerine Ait Meyve ve Yaprak Oziitlerinin DnaE Uzerine inhibisyon

Etkileri

Sorbus tiirlerinin meyve ve yaprak kisimlarinda inhibisyon bakildiginda Sorbus
caucasica ve Sorbus aucuparia bitkilerinin meyve ve yaprak oziitlerinin E. coli DnaE
proteini lizerine inhibisyonu etkisi oldugu goriilmektedir. Sorbus umbellate bitkisinin
meyve kisminda inhibisyon goriilmemekte olup yapraklarinda zayif inhibisyon vardir

(Sekil 25).

Polimerizasyon
urinda
(45-mer)

Primer pozisyonu
(20-mer)

Sekil 25. Sorbus tiirleri 6ziitlerinin DnaE iizerine etkisinin gosterilmesi.
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3.7. Rosa canina Giillerinin ve Meyvelerinin Fenolik Bilesiklerinin HPLC-DAD ile
Aydinlatilmasi

Elde edilen kalibrasyon ve validasyon degerleri Tablo 6’ da verilmistir. Lineer
kalibrasyon grafikleri elde edilmistir (R*~1). Dedeksiyon limitleri bitki orneginden
dogal bilesikleri analizleri i¢in yeterli seviyededir (Tablo 7). 19 standart Rosa canina

bitkisinin ¢igek ve meyve Oziitlerinde bakilmistir.

Tablo 7. HPLC-DAD analizlerinin kalibrasyon ve validasyon degerleri.

Standartlar RT  %BSS %BSS *LOD *LOQ R’ Kesim Egim
(RT) (Alan) noktasi
1 Gallik asit 298 396 7,26 0,10 0,30 0,999 0,03 0,47
2 Protokatekuik asit | 7,19 3,65 4,44 0,06 0,18 0,999 0,06 0,56
3 Klorojenik asit 11,02 0,50 1,79 0,02 0,07 0,999 -0,01 0,47
4 p-OH Benzoik asit | 11,37 0,76 1,67 0,02 0,07 1,000 0,02 1,08
5 Kafeik asit 12,41 0,48 1,82 0,03 0,08 0,999 0,03 0,90
6 Vanilik asit 13,36 0,39 1,76 0,02 0,07 0,999 0,01 0,52
7 Sirincik asit 13,73 0,33 0,35 0,01 0,02 0,999 -0,09 0,52
8 Rutin 15,07 0,14 2,82 0,04 0,12 0,999 -0,02 0,23
9 Ellagik asit 15,26 0,19 1,51 0,02 0,06 0,999 -0,14 1,29
10 p-Kumarik asit 16,33 0,26 1,28 0,02 0,06 1,000 -0,02 1,27
11 Ferulik asit 18,72 0,18 2,12 0,03 0,09 0,999 0,06 0,88
12 Mirisetin 22,95 0,15 4,07 0,06 0,17 0,999 -0,13 0,59
13 Fisetin 23,63 0,10 4,47 0,04 0,12 0,999 -0,11 0,76
14 Kuersetin 28,12 0,05 1,39 0,08 0,24 1,000 -0,05 0,66
15 Apigenin 31,55 0,02 1,90 0,03 0,08 1,000 -0,01 0,29
16 Kaempferol 32,17 0,03 2,79 0,04 0,11 0,999 -0,05 0,65
17 Isorhamnetin 33,05 0,05 2,04 0,13 0,40 0,999 0,03 0,27
18 Paenol 38,81 0,01 2,20 0,02 0,07 0,999 -0,24 0,77
19 Timol 40,70 0,01 4,24 0,05 0,15 0,999 -0,16 1,22
“mgL”
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Rosa canina bitkisinin meyvelerinin metanol o6ziitlerinin, sivi-sivi  se¢imli
Oziitleme sonucu elde edilen fraksiyonlarinin (eter, etil asetat ve biitanol) ve asidik
hidrolizinden sonraki organik (etertetil asetat) faz ile sulu fazin fenolik bilesenlerinin
HPLC-DAD ile analizi sonuglar1 Tablo 8’ de verilmistir. Organik fraksiyonda
digerlerine gore daha yiiksek miktarda vanilik asit ve ellagik asit bulunmaktadir (mg

standart/g ekstrakt). Gallik asit ise sulu fazlar ve biitanollii fazda bulunmaktadir.

Tablo 8. Rosa canina bitkisinin meyve 6ziitlerinde fenolik bilesiklerin gosterilmesi.

Rosa canina bitkisinin meyve oziitlerinin asidik hidrolizi

RT | Bilesikler MeOH | Eter | Etil Biitanol | Su Organik Sulu
asetat fraksiyon | fraksiyon
2,9 | Gallik asit Y Y Y 0,2 028 |Y 0,27
11,3 | p-OH benzoik asit | Y 0,04 Y Y Y 0,14 Y
13,3 | Vanilik asit Y 0,1 Y Y Y 1,14 Y
13,7 | Sirincik asit 0,1 0,01 0,21 Y 0,01 0,03 0,01
15,2 | Ellagik asit 0,09 0,16 0,36 Y Y 0,62 0,02
16,3 | p-Kumarik asit Y 0,02 Y Y Y Y Y
33,0 | Isorhamnetin Y Y Y Y Y 0,4 Y

mg standart/g Oziit. Y: Mevcut degil. RT: Alikonma zamani (dk).

Rosa canina bitkisinin ¢i¢eklerinden elde edilen ekstraktlarin HPLC-DAD analiz
sonuglar1 Tablo 9’ da verilmistir. Tabloya bakildiginda en yiiksek miktarda bulunan
bilesik etil asetat fraksiyonunda ellacik asit oldugu goriilmektedir. Ellacik asit biitanol
faz1 hari¢ digerlerinde bulunmaktadir. Ellacik asit bir gallik asit tiirevidir ve biitiin

fraksiyonlarda gallik asit gozlenmistir.

Tablo 9. Rosa canina bitkisinin ¢igek Oziitlerinde fenolik bilesiklerin gosterilmesi.

Rosa canina bitkisinin ¢igek Ozitlerinin asidik hidrolizi

RT | Bilesikler MeOH | Eter | Etil Biitanol | Su Organik | Sulu
asetat fraksiyon | fraksiyon
2,9 | Gallik asit 1,36 1,18 | 0,21 0,14 1,13 9,04 0,68
7,4 | Protokatekhuik asit | Y 0,05 | 0,05 0,02 0,02 Y Y
15,2 | Ellacik asit 2,83 10,17 | 22,83 | Y 1,03 17,03 0,65
28,1 | Kuersetin 0,08 232 |Y 0,01 0,01 0,04 Y
32,1 | Kampferol 0,02 0,83 | 0,12 Y Y Y Y
33,0 | Isorhamnetin Y 0,05 | 0,02 Y Y 2,16 Y

mg standart/g 6zlit.

Y: Mevcut degil.
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3.8. Sorbus Tiirlerinde Fenolik Bilesiklerinin HPLC-DAD ile Aydinlatilmasi

Sorbus aucuparia (S.aucuparia) ve Sorbus caucasica (S. caucasica) bitkilerinin
meyve ve yaprak Oziitlerinin metanol, organik (eter+etil asetat+biitanol) ve sulu faz
olarak ayrilmis olup HPLC-DAD sonuglar1 Tablo 10 ve Tablo 11° de verilmistir. Sorbus
umbellata (S. umbellata) E. coli DnaE proteini lizerine inhibisyon etki gostermedigi i¢in
fenolik bilesenleri aydinlatilamdi. S. aucuparia ve S. caucasica 6ziitlerinde ortak olarak
klorojenik asit ve rutin tespit edildi. S. aucuparia Oziitlerinde kuersetin de gozlendi.
Kromatogramlarda baslica piklerin DAD ile elde edilen UV spektrumlar
incelendiginde, klorojenik asit, rutin ve kuersetinin spektrumlar ile benzer spektrumlara
sahip olduklar1 gozlendi. Mevcut fenolik bilesik standartlar ile bu bilesenlerin kesin
tespiti miimkiin olmasa da spektrumlarindan faydalanarak baslica pikler klorojenik asit,
rutin ve kuersetinin tiirevleri olarak adlandirildi. Burada klorojenik asit tiirevlerinde
klorojenik asidin, rutin tiirevlerinde rutinin ve kuersetin tiirevlerinde kuersetinin

kalibrasyon degerleri kullanilarak bu bilesenler cinsinden esdeger miktarlar1 hesaplandi.

Tablo 10. Sorbus aucuparia bitkisinin meyve ve yapraklarmin bilesiklerinin HPLC-
DAD ile belirlenmesi.

RT Bilesikler SacuM-  SacuY- SacuM-  SacuY- SacuM- SacuY-
M M o o S S

7,9 Klorojenik asit tiirevi 1,94 0,76 1,28 0,45 1,52 0,85

11,0 Klorojenik asit 6,73 9,64 9,44 7,03 5,68 15,38

11,7 p-Kumarik asit tiirevi 0,05 Y 1,68 Y 0,06 Y

13,1 p- Kumarik asit tiirevi 0,07 0,44 Y Y 0,06 0,93

13,4 Rutin tiirevi 3,69 102,69 6,62 73,10 3,28 153,10

13,8 Rutin tiirevi 4,03 73,54 5,15 50,70 3,69 109,39

14,9 Rutin 1,33 83,98 1,84 69,41 1,70 126,26

15,9 Rutin tiirevi 2,35 71,92 11,89 110,54 2,05 101,86

16,1 Rutin tiirevi 2,82 113,83 15,38 154,27 2,21 162,43

16,7 Kuersetin heksoz tiirevi Y 13,79 Y Y Y Y

17,6 Rutin tiirevi 3,85 70,14 27,61 86,17 3,08 Y

18,0 Rutin tiirevi 3,74 24,30 28,95 33,09 2,75 109,78

18,9 Rutin tiirevi Y 3,68 1,55 7,06 Y 38,36

20,2 Klorojenik asit tiirevi 0,14 3,04 1,92 10,24 0,06 3,94

20,7 Rutin tiirevi Y 5,16 Y Y Y Y

28,1 Kuersetin Y Y 0,10 0,09 Y 0,01

RT: Alikonma zamani (dk).

SacuM-M: S. aucuparia meyve Oziitiiniin metanol fraksiyonu.

SacuY-M: S. aucuparia yaprak 6ziitliinliin metanol fraksiyonu.

SacuM-O: S. aucuparia meyve Oziitiiniin organik (eter+biitanol+etil asetat) fraksiyonu.
SacuY-0O: S. aucuparia yaprak 0ziitiiniin organik (eter+etil asetat+biitanol) fraksiyonu.
SacuM-S: S. aucuparia meyve Oziitliniin sulu fraksiyonu.

SacuY-S: S. aucuparia yaprak 0ziitiiniin sulu fraksiyonu.

Y: Mevcut degil.
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Sekil 26. S. caucasica bitkisinin meyve ve yaprak ekstraktlarinin metanol, organik ve sulu faz kisimlarmdan HPLC-DAD analiz sonras1
bilesiklerin grafik {izerinde gdsterilmesi.
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Sekil 27. §. aucuparia bitkisinin meyve ve yaprak ekstraktlarinin metanol, organik ve sulu faz kisimlarindan HPLCDAD analiz sonrasi

bilesiklerin grafik tizerinde gosterilmesi.




Tablo 11. Sorbus caucasica bitkisinin meyve ve yapraklarinin bilesiklerinin HPLC-
DAD ile belirlenmesi.

RT Bilesikler ScauM- ScauY- ScauM-  ScauY- ScauM- ScauY-
M M o o S S
7,9 Klorojenik asit tiirevi 3,31 0,79 1,81 0,48 2,93 1,16
11,0  Klorojenik asit 5,52 3,17 4,30 3,29 5,35 5,18
11,6  Klorojenik asit tiirevi 0,89 0,39 0,89 0,25 0,77 0,44
11,7  p-Koumarik asit tiirevi Y Y 0,13 Y Y Y
12,9  Rutin tiirevi Y 13,53 Y Y Y 18,87
13,1 p-Koumarik asit tiirevi 0,15 Y 0,18 Y 0,15 Y
13,2 Kafeik asit tiirevi Y 0,63 Y Y Y 0,84
13,4  Rutin tiirevi Y 7,39 Y Y Y 10,11
13,8  Rutin tiirevi 5,38 61,39 3,29 57,02 6,06 94,41
14,9  Rutin 7,56 170,34 5,65 152,76 10,29 263,71
15,9  Rutin tiirevi 7,54 57,93 8,62 70,44 7,20 89,34
16,1  Rutin tiirevi Y 65,25 5,69 79,27 4,08 92,14
16,7  Kuersetin heksoz tiirevi 3,16 44,52 4,93 41,01 4,72 67,98
17,4  Rutin tiirevi Y 37,12 8,05 35,36 4,37 69,01
18,0  Rutin tiirevi 2,88 18,66 7,40 17,12 2,88 42,17
18,9  Rutin tiirevi Y 1,67 2,86 Y Y Y
19,3 Rutin tiirevi Y Y 2,75 Y Y Y
20,2  Klorojenik asit tiirevi 1,25 4,66 9,20 10,68 0,73 7,00
20,7 Rutin tiirevi Y 0,81 Y Y Y Y
21,6  Rutin tiirevi Y Y 12,14 Y 2,49 Y
22,0  Rutin tiirevi Y Y 11,21 Y 2,51 Y
22,1 Klorojenik asit tiirevi Y Y Y 0,55 Y 0,36
24,1  Rutin tiirevi Y Y Y 8,00 Y 3,07
24,4 p-Koumarik asit tiirevi Y Y 0,17 0,39 Y 0,11
24,6  p-Koumarik asit tiirevi Y Y 0,30 0,54 Y 0,16
27,9 Rutin tirevi Y Y 2,84 Y Y Y

ScauM-M: S. caucasica meyve §ziitiiniin metanol fraksiyonu.

ScauY-M: S. caucasica yaprak 6ziitliniin metanol fraksiyonu.

ScauM-O: S. caucasica meyve 6ziitiiniin organik (eter+biitanol+etil asetat) fraksiyonu.
ScauY-O: S. caucasica yaprak 0ziitlinlin organik (eter+etil asetat+biitanol) fraksiyonu.
ScauM-S: S. caucasica meyve 6ziitiiniin sulu fraksiyonu.

ScauY-S: S. caucasica yaprak 6ziitliniin sulu fraksiyonu.

Y: Mevcut degil.

Yukarida S. aucuparia ve S. caucasica ekstraktlarina ait HPLC-DAD analizleri
sonuglar1 hem tablo olarak hem de grafik ilizerinde gosterilmistir. Grafik yardimiyla
gorsel olarak fenolik bilesenlerin miktar1 desteklenmistir. Tiim bu sonuclari
degerlendirdigimiz zaman; klorojenik asit S. aucuparia ve S. caucasica bitkilerinin tim
fraksiyonlarinda gozlendi. Rutin ve rutin tlirevleri, S. aucuparia ve S. caucasica
bitkilerinin yapraklarinda elde edilen sulu fraksiyonda (S. acuY-S ve S. cauY-S) yliksek
miktarda olup, yapraklarm metanol (S. acuY-M ve S. cauY-M) ve organik fraksiyonlar1

(S. acuY-O ve S. cauY-O) bunu takip etmektedir.
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3.9. Antimikrobiyal Aktivite

Bitki Oziitlerinin agar metodu ile antimikrobiyal aktivitesi Sorbus tiirleri ve Rosa

canina Oziitleri lizerine yapildi. Petrilerdeki zon ¢aplar1 cetvel yardimiyla 6lgiildii.

Test edilen bitki Oziitlerinin tiimiinde diisiik diizeyde olmakla birlikte (R.canM
haric) antimikrobiyal aktivitelerinin var oldugu belirlendi. Bitki dziitlerinin tiimiiniin en
iyi antibakteriyel aktiviteyi P. aeruginosa’ya karsi gosterdigi belirlendi. Ik 6 bitki
oziitlerinin Gram negatif bakterilere ve maya mantarlaria kars1 etkili olduklari, madde
konsantrasyonu arttirildiginda bu etkinligin daha bariz ortaya ¢ikmis olacagi gézlendi.
Bu grup bitki 6ziitlerinin Gram pozitif bakterilere karsi antimikrobiyal aktivitenin

bulunmadig1 gézlendi.

Oziit R.canina meyve (R.canM) test edilen tiim mikroorganizmalara kars:
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu, ancak antibakteriyel etkinli§in antimikotik
etkinlikten daha yiiksek oldugu gdzlendi. Ozellikle antipseudomanal (P. aeruginosa’ya)
ve enterik bakterilere (Gram negatif basil olan E. coli, Y. pseudotuberculosis ve Gram
pozitif kok olan E. faecalis ) karsi etkinliginin ¢ok daha iyi oldugu belirlendi. Diisiik de
olsan antitiiberkiiloz (M. smegmatis) aktivitenin varligi da onemli bulundu. Bununla
birlikte etkinligin ekstraktin yiiksek konsantrasyonu (3493 ng/50 uL) ile de iliskili

oldugu gozlendi.

Tablo 12. Agar kuyucuk metoduyla bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesi.

Oziitler  Stok Mikroorganizmalar ve inhibisyon ¢cap1 (mm)
Kon. Ec Yp Pa Sa Ef Bce Ms Ca Sc
(ng/mL)
S.cauY 12534 - - 10 - - - - 6 -
S.umbY 8 845 - - 10 - - - - - -
S.aucY 15689 6 6 8 - - - 6 6 10
S.aucM 37 423 6 6 12 - - - - 6 10
Sumb 32134 - - 10 - - - - - -
M
S.cauM 27 245 6 - 8 - - - - 6 10
R.canM 69867 16 15 22 10 18 14 13 10 10
R.canC 100000 13 10 12 15 - 5 - - -
Amp. 10 10 18 10 35 15
Strep. 35
Flu. 25 25
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Ec: E. coli ATCC 35218, Yp: Y. pseudotuberculosis ATCC 911, Pa: P. aeruginosa
ATCC 27853, Sa: S. aureus ATCC 25923, Ef: E. faecalis ATCC 29212, Bce: B. cereus
709 Roma, Ms: M. smegmatis ATCC607, Ca: C. albicans ATCC 60193, S. cerevisiae
RSKK 251, Amp.: Ampicillin, Strep.: Streptomycin, Flu.: Fluconazole, (-): Test edilen
konsantrasyonlarda aktivite yok.
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Bu caligmada toplamda 11 bitki ¢alisildi. Baz1 bitkilerin tamami, bazi bitkilerin de
cesitli kisimlarindan elde edilen ekstraktlar ¢alisildi. Yapilan inhibisyon ¢aligmalarinin

sonucu Tablo 13’ te verildi.

Thymus praecox (BT), Thymus serpyllum (BT), Ziziphora clinopodioides (BT) ,
Hyoscyamus niger (yaprak, tohum), Malva sylvestris (yaprak, cicek), Frangula alnus
(meyve, kabuk), Sorbus umbellate (meyve) ve Vitis vinifera bitkilerinin E.coli DnaE

proteini iizerine etkisiz oldugu sonucuna varildi.

Rosa canina bitkisinin ¢igek kismi giiclii inhibisyon verirken, meyve kisminda

zay1f inhibisyon etki goriildii.

Tablo 13. Bitki metanol 6ziitlerinde E. coli DNA polimerazIlla (DnaE) proteinin
yonelik inhibisyon etkinin gii¢lii, zayif ve etkisiz olarak degerlendirilmesi.

Bitki adx Bitki E. coli DnaE Polllla
dokusu
Gugliit  Zayif  Etkisiz

Thymus praecox BT +
Thymus serpyllum BT +
Ziziphora clinopodioides ~ BT +
Hyoscyamus niger Yaprak +
Hyoscyamus niger Tohum +
Malva sylvestris Yaprak +
Malva sylvestris Cicek +
Frangula alnus Meyve +
Frangula alnus Kabuk +
Rosa canina Cicek +

Rosa canina Meyve +

Sorbus aucuparia Yaprak +

Sorbus aucuparia Meyve +

Sorbus caucasica Yaprak +

Sorbus caucasica Meyve +

Sorbus umbellate Yaprak +

Sorbus umbellate Meyve +
Vitis vinifera Yaprak +
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Sorbus aucuparia (meyve, yaprak), Sorbus caucasica (yaprak, meyve), Sorbus
umballate (yaprak) bitkilerinin E.coli DnaE proteini ilizerine zayif etkili inhibisyon

oldugu gosterildi.

Genellikle, Rosa canina’ nin fenolik profili i¢in elde edilmis sonuglarda niteliksel
ve sayisal farkliliklar dogru iliskilendirilmistir (Demir vd., 2014; Guimaraes vd., 2013).
Cevresel faktorel (151k, sicaklik, topral besinleri gibi) ve meyve olgunlasma evreleri,
metabolizma ve fenoliklerin doniisiimiinde etkili olabilir bu da sonuglar arasindaki
farkliliklarin nedeni olabilir (Demir vd., 2014). Adamczak, Buchwald, Zielinski, ve
Mielcarek (2012) kimyasal smiflandirmada ne olursa olsun kusburnundaki cesitli
flavonoidlerin ¢ok degerli oldugunu iddia etmislerdir. Kusburnu, vitamin C’ nin dogal
kaynag1 olarak nitelendirilmistir. Ayrica, kusburnundaki flavonoidler ve organik asitler
vitamin C’ nin oksitlenmesini engeller ve iistelik insanda biyoyararlanimin artmasini
saglar (Adamczak vd., 2012). Ayrica Nojavan ve digerleri (2008) kusburnunun
tamamen olgunlagsmis evrelerinde yiiksek miktarda vitamin C icerdigini portakala

kiyasla 6 kat daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir.

Baz1 yazarlar calismalarinda, yabani kusburnunun biitiin polifenolleri icerdigini
belirlemislerdir. Nowak (2007), giil meyvelerinde quercitrin ve kaempferol 3-O-
rhamnoside bulmustur. Mikulic-Petkovsek ve arkadaslarinin yaptigi bir caligmada
(2012) HPLC-MS" kullanarak Rosa canina meyvelerinde flavonol glikosidlerin
quercetin galaktosid, glucuronide ve arabinofuranosit ayrica kaempferol rutino-side ve
koumarolglukositi tanimlamistir. Rosa canina L. meyvelerinin igerdigi diger fenoller:
siyanidin-3- glikozit, taksfolin glikozit, eriyodiktyoll, floridiun, mirisetin, gallik asit
tiirevleri, ellagik ve p-hidroksibenzoik asitler (Hvattum, 2002; Tumbas vd., 2012; Zocca
vd., 2011).

Bu ¢alismada Rosa canina ¢igek ve meyve ekstraktlarmm HPLC-DAD analizleri
sonucu ellacik asit ve gallik asit bulundu ve bu sonug literatiirle ortiismektedir. Zocca ve
arkadaslari, Rosa canina Oziitlerinde katesin ve epikatesinin tiirevlerini bulmuslardir.
Yaklasik olarak litrede 2500 mg epigallokatesin, 37,69 mg epikatesin gallik asit tuzu ve
170 mg’ 1n lizerinde ellacik asit bulmuglardir. Kusburnu’ nda tanimlanan organik asitler

sirasiyla sOyledir: sitrik > malik > quinik > tartarik > shikimik > fumarik asit. Sitrik asit

51



ve kuinik asit ikinci numune almaya gore en diisiiktiir ve sonraki numune almalar
arasinda onemsiz farkliliklara sahiptir. Boylelikle onlar donmadan etkilenmezler. Malik,
shikimik ve fumarik asit olgunlagsma donemi boyunca biiyiik ¢esitlilik gosterirler;
bununla birlikte ayrica Eyliil sonlarinda ikinci numune alma ¢ok diistiktiir. Adamczak
vd. (2012), Kovacs vd. (2000) Polonya ve Macaristan’ dan farklt Rosa tiirlerinin sitrik
asit icerdigini belirtmislerdir. Demir ve digerleri (2014), Tirkiye’ de toplanilan
kugburnunun sitrik asitinin baskin asit olarak nitelemislerdir. Zocca vd. (2011) ve
Mikulic-Petkovsek vd. (2012) benzer sekilde kusburnunda sitrik asidi baskin organik
asit olarak rapor etmislerdir ve malik asit onu takip etmektedir. Bunlara ek olarak
kusburnunda laktik asit, oxalikasit ve fumarik asit organik asitleri de tanimlanmistir
(Zocca vd.,2011). Ne yazik ki, 6l¢li birimi ve analitik metodlar farkliliklarindan dolay1
veri kiyast miimkiin degildir. Mikulic-Petkovsek vd. (2012) tarafindan yapilan
calismada kugsburnunun fumarik ve shikimik asit icerdigi rapor edilmistir; ancak simdiki

arastirmalar yiiksek oranda sitrik ve malik asit icerdigini gostermektedir.

Kronik ve dejeneratif hastaliklarmin baslamasi ve devaminda beslenme
modellerinin etkili oldugu diisiiniiliir (Liu 2004). Insan viicundundaki oksidatif stresin
azalmasi veya engellenmesinde yiiksek miktarda fitokimyasal igcerdiginden meyve ve
sebzelerin tiiketilmesinde artis tavsiye edilir (Liu, 2004; Wolfe vd., 2008). Beslenme
yasaminda gerekli besinlerin saglanmasinda meyveler ve sebzeler oncelikli yiyecek
kaynaklaridir; ayrica bunlar icerdigi fenolik ve flavonlar gibi fitokimyasallarin

cesitliligi saglik icin 6nemlidir (Yang vd., 2004).

Kylli ve arkadaslar1 2010’ da yag-su sivi c¢ozeltisinde (%10 yag/su) iivez
ekstraktlarmin miikkemmel antioksidan aktivite gosterdiklerini rapor etmislerdir ve
bunlar1 birbirlerine bagl olarak degerlendirmislerdir. Hertog ve digerlerinin tarafindan
yapilan calismada, Sorbus ekstratlarmda en etkili hidroliz sartlarin1 Oncelikli
sartlandirmay1 temel alarak tespit etmislerdir (Hertog vd., 1992). Sorbus 6rneklerinin
analizinde tanin tipinde proantasiyaninler ve kolay hidroliz edilebilen flavonol glikozlar
icerdigi, kisa zamanda ve yiiksek HCI] konsantrasyonunda tamamen hidroliz edilebilir,
bu erken bulgulardan kabul edilen bir bilgidir (Hertog vd., 1992). Iiging olan, orta
reaksiyonda Hertog vd. rapor ettigine kiyasla MeOH konsantreleri daha etkilidir.

Muhtemelen bunun sebebi Sorbus ekstraktlarindaki mevcut flavonollerin oranmidir.
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Sorbus aucuparia meyveleri disinda, yapilan ilk calismalarla test edilen tiim
Sorbus Orneklerinin flavonoid igerdikleri belirtilmistir. Hikkinen ve digerleri yabani
iivezleri analiz ettiginde, taze agirlikta toplam 63 mg/kg olarak flavonoid bulmuslardir
(Hakkinen vd., 1999). Ek olarak Kdhkonen vd. rutin olarak dlgtiiklerinde kuru agirlikta
165 mg/100 g olarak flavonoid bulmuslardir (K&hkoénen vd., 2001). Bu sonuglar
gosteriyor ki; Polonya iivezlerin kuru agirliklarinda toplam olarak 60 mg/100 g

flavonoid igerdigi yapilan ¢alismalarda bulunmustur.

Olszewska vd., (2012) tarafindan yapilan ¢alismada S. aucuparia meyvesinde
cesitli klorojenik asit tiirevleri tespit edilmistir. Bu calismada S. aucuparia ve S.
caucasica meyve ve yaprak ekstraktlariin HPLC-DAD analizleri sonucunda klorojenik

asit bulunmustur.
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5. ONERILER

Antibiyotiklere karsi direng her gecen giin yayginlasmakta, antibiyotik direnci
Oonemli bir problem olmakta ve alternatif tedavilere ihtiyag gittikce artmaktadir.
Kromozomal DNA replikasyonu, biitiin patojenlerin ¢ogalmasi i¢in gerekli bir islemdir
ve bu islemin inhibisyonu hizli bir sekilde mikroorganizmalarin Oliimiine neden
olmaktadir. Bu acidan bakteri replikasyon sistemleri hedefleyen yeni ilaglarin

gelistirilmesi calismalarinin arttirilmas: gerekmektedir.

Bakteriyal replikatif DNA polimerazlar, C familyast1 DNA polimerazlarini
kapsar. Bu ¢alisma ile 11 bitki tiiriinden elde edilen Oziitlerin C familyas1 DNA
polimeraz inhibisyonuna bakilmistir. Ayrica inhibisyon gdsteren oOziitlerin fenolik
bilesikleri HPLC-DAD ile aydmlatilmistir. Ulkemiz bitki ortiisii acisindan zengin olup
daha fazla bitki cesidi lizerinden inhibisyon ve karakterizasyon calismalar1 devam
edilebilir. Saglanacak arastrma destekleri ile polimeraz enzimleri iizerine inhibisyon

etkili molekiiller saflastirilarak yapilar1 aydinlatilabilir.

Bu ¢alismada gram pozitif ve gram negatif bakteriler iizerine, inhibisyon gosteren
bitkilerin sadece DMSO’daki 6ziitlerinin antimikrobiyal test caligmalar1 yapilmistir.
Sivi-sivi ekstraksiyon sonucunda elde edilen etil asetat, biitanol, dietil eterdeki

fraksiyonlarin ayr1 ayr1 inhibisyonuna bakilip antimikrobiyal testleri yapilabilir.
Ulkemiz zengin bitki gesitliligine sahiptir. Cok daha fazla bitki ile bu ¢alisma
yapilarak replikasyon enzimlerine etkileri arastirilabilir. Buna ilaveten viral ve memeli

DNA polimerazlarma inhibisyon etki de benzer sekilde arastirilabilir.

Replikatif DNA polimerazlar iizerine etkili bitki kisimlarmin tanimlanmasi

durumunda bunlarin besin takviyelerinde kullanilabilirligi arastirilabilir.
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