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OZET

Diospyros kaki YAPRAK VE MEYVE OZUTLERININ GRAM (+) REPLIKATIF DNA
POLIMERAZ (POLC) UZERINE INHIBiISYONUNUN ARASTIRILMASI

Ahmet MIDILLI

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

Diospyros kaki (D. kaki) bitkisinin replikatif DNA polimeraz inhibisyonu, antimikrobiyal aktivitesi
ve bazi kimyasal igeriklerinin ¢alisildigi bu yiiksek lisans tezinde bitkinin yaprak ve meyve
kisimlar1 kullanildi. Replikatif bakteriyal DNA polimeraz olarak Bacillus subtilis (B. subtilis)
replikatif DNA polimeraz Illa (PolC) se¢ildi. Rekombinant {iretim asamasi1 PolC’yi kodlayan genin
PZR ile ¢ogaltilmasi ve pET-100 TOPO vektoriine klonlanmasiyla saglandi. Rekombinant protein
E. coli BL21 hiicrelerinde firetildi ve Nikel Affinite kromotografi kullanirak saflastirildi.
Inhibisyonun belirlenmesi igin primer uzatma deneylerinde kullanilmak iizere bitkinin meyve ve
yapraklarinin metanol ve DMSO 6ziitleri hazirlandi. Hazirlanan metanol o6ziitleri PolC’ye karsi
kullanildi. Primer uzatma deneylerinde florojenik primer ihtiva eden ve sentetik olarak dizayn
edilen 45/20-mer DNA kullanildi. Diospyros kaki bitkisinin yaprak 6ziitiiniin PolC tizerinde gii¢lii
bir sekilde inhibisyon gosterdigi gozlemlenirken meyve Oziitliniin ise PolC iizerinde inhibisyon
etkisi gostermedigi belirlendi. Hazirlanan DMSO 6ziitleri ise antimikrobiyal aktivite i¢in kullanildi.
Diospyros kaki yaprak oziitlerinin hem Gram (-) hemde Gram (+) olmak iizere iki grup bakteri
tizerinde de antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu tespit edildi. D. kaki bitkisinin inhibisyon
goriilen yapraklarindan eter ve metanol oziitlerinin HPLC-DAD ile fenolik bilesikleri aydinlatildi.

D. kaki bitkisi yaprak o6ziitlerinde rutin tirevleri ve kamferol bulundu.

2016, 60 sayfa
Anahtar Kelimeler: Bacillus subtilis replikatif DNA polimeraz III (PolC)’nin inhibisyonu,
antimikrobiyal aktivite, bitki 6ziitleri, HPLC-DAD, fenolik bilesikler.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF INHIBITORY EFFECT OF Diospyros kaki LEAVE AND FRUIT
EXTRACTS ON GRAM (+) REPLICATIVE DNA POLYMERASE (POLC)

Ahmet MIDILLI

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

In this thesis, inhibition of DNA replicative polymerase activity, antimicrobial activity
and chemical content of Diospyros kaki (D. kaki) were studied and its fruit and leaf
extract were used. Bacillus subtilis (B. subtilis) replicative DNA polymerase Illa (PolC)
was used a model polymerase in assays. The gene encoding PolC was amplified by PCR
and cloned into pET-100 TOPO vector to produce recombinant protein. Expression was
achieved in E. coli BL21 and the recombinant protein was purified by using nickel
affinity chromatography. In order to determine inhibition, methanol and DMSO extract
of fruit and leaf of D. kaki were prepared. Methanol exctract was used for determination
of inhibition effect on PolC. In the primer extension experiments, synthetic designed
45/20-mer DNA which contains fluorogenic primer was used. It is observed that, leaf
extract of D. kaki plant has strong inhibition on the contrary fruit exctract on PolC.
Prepared DMSO extract was used to determine antimicrobial activity. It is concluded
that, leaf extract of D. kaki has antimicrobial activity both Gram negative and Gram
positive bacteria. Phenolic compounds of leaves of D. kaki were obtained ether and
methanol extracts by using HPLC-DAD. Finally, routine derivatives and kaempferol

were found in the leaf extract of D. kaki.

2016, 60 pages
Key words: Inhibition of Bacillus subtilis DNA polymerase IIlo. (PolC), antimicrobial activity,

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

1.1. Giris

Bakteriler, Gram boyama yonteminden yararlanilarak; Gram negatif ve Gram
pozitif olmak iizere gruplandirilirlar. Son goriislere goére gram boyamadan, hiicre
duvarimin kesinlikle sorumlu oldugu ve murein tabakasinin tek veya ¢ok katli olusunun
rol oynadig1r vurgulanmaktadir. Gram pozitif bakterilerin ¢ogunda hiicre duvarindaki
murein ag1 50°nin iizerinde katmanlt olup gram negatif bakterilere gore daha kalindir.
Gram pozitif bakterilerin hiicre duvarlarinda az miktarda lipopolisakkarit bulunmaktadir
(Gliven ve Demirel Zorba, 2013). Hemen hemen biitiin bakterilerde var olan hiicre
duvart kismen sert olup hiicre zarinin disinda bulunur. Hiicre duvari iki Onemli
fonksiyona sahiptir. Birincisi, hiicrenin karakteristik seklini belirler. ikincisi, 0zmoz ile

hiicreye siv1 alindig1 zaman hiicreyi pargalamaktan korur (Demirbag, 2006).

Peptidoglikan tabaka baslica 3 kisimdan olusan kompleks bir polimerdir. Sirast ile
NacG (N Asetil Glutamik Asit) ve NacM (N Asetil Muramik asit) dizilerinden meydana
gelmis olan ilk kistm duvarin iskeletini olusturur. Bu kisim tiim bakterilerde aymidir.
NacM’ye bagli olan tetrapeptit yan zincirler ikinci kismi olusturur. Tiirden tiire farklilik
gosterir. Genelde biitiin tiirlerin tetrapeptit yan zincirleri 6nemli bazi genel 6zelliklere
sahiptir. Cogunda L-Alanin, D-Glutamat, D-Alanin ve bir degisken bdlge bulunur. Bu
degisken bolge G- lerde Diaminopimelik asitken G+ lerde L-Lizin ya da diger L
aminoasitlerdir. Ugiincii kisim ise tetrapeptit yan zincirlerin arasinda capraz baglar
olusturan benzer yapidaki peptidlerdir. Bu kisimda tiirden tiire farklilik gdsterir (Baglan,
2003).

1.2. Gram Pozitif Bakteriler

Gram pozitif gram boyama prosediiriinden gegtikten sonra, mikroskop altinda
mavi-siyah, mor renk alan bakterilerdir. Bu rengin sebebi gram pozitif bakterilerin
hiicre duvarlarinin kristal viyole/iyot karisimini tutmasidir. Gram negatif bakterilerin
aksine gram pozitif bakterilerin hiicre duvarlarinin disinda dis zar bulunmaz.

Peptidoglikan hiicre duvar1 daha kalin olan gram pozitiflerin boyalar1 tutma kuvvetleri

1



fazladir. Orijinal bakteri smiflandirmasinda gram pozitifler Firmikiitler subesini
olusturuyorlardi. Firmikiitler subesinin igerdigi bazi tinlii familyalar sunlardir: Bacillus,
Listeria, Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus ve Clostridium. Actinobacteria
Gram  pozitiflerin  bagska bir ailesidir.  Actinobacteria ve  Firmikiitler,
DNAlarindaki yiiksek ve diisiik G+C miktar1 sebebiyle (sirasiyla) guanin ve sitozin
gruplari olarak adlandirilirlar. kinci hiicre zarina sahip olmamalari ve sterollere sahip
olmalar1 sebebiyle bu subelerin 6karyotlarin atalar1 olduklar1 iddia edilmistir.
Deinococcus-Thermus grubu  bakterilerde yapilari gram  negatif bakterilerle ayni
olmasma ragmen boyanma sekilleri yiliziinden gram pozitif sayilmiglardir. Hem gram
pozitif bakterilerin hem de gram negatif bakterilerin S-tabakasi denen ayr1 bir zarlari
daha vardir. Gram negatiflerde S-katmani, dis zara yapisiktir. Gram pozitiflerde ise S-
katmani, peptidoglikan tabakasina yapisiktir. Gram pozitiflerin kendilerine has bir
Ozellikleri hiicre duvarlarinda teyikoik asit bulundurmalaridir. Lipoteyikoik asit denen,
0zel teyikoik asit tirinin lipid kismi, peptidoglikan tabakasinin hiicreye

demirlenmesine yardimet1 olur (URL-1).

Gram pozitif bakterilerin hiicre duvari, bu duvarin %95’ini olusturan kalin bir
peptidoglikan tabakasindan olusmaktadir (Sekil 1). Bu oran Gram negatiflerde %5-
10’dur. Baz1 Gram pozitif bakterilerin hiicre duvar1 glikozaminlere ve muramikasitlere

saldiran lizozim ile tamamen pargalanabilmektedir (URL-2).

@) N-acetylglucosamine (NAG)
G N-acetylmuramic acid (NAM)

@ Side-chain amino acid Wall te_ighoic Peptidoglycan
aci

@ Cross-bridge amino acid

/’\%" wa"{

- /«>‘

Lipoteichoic
acid

Plasma 3. -
membrane
ST

Protein

(b) Gram-positive cell wall

Copyright © 2010 Pearson Education, Inc.

Sekil 1. Gram pozitif bakterilerin hiicre duvar1 (URL-3).



1.2.1. Bacillus Cinsi

Bacillus cinsi ¢ubuk seklinde diiz ya da diize yakin hiicrelerdir. Cogu kotii sartlara
direnglidir. Genelde gram pozitiftirler. Peritrik flagellali ve flagellalar1 hareketlidir.
Aerobik ve fakiiltatif anaerobturlar. Cogunda oksijen terminal elektron alicisidir.
Endospor olustururlar. Bacillus cinsinin koloni morfolojisi gesitlilik gosterir. Geneli
beyaz veya krem renkli kolonilere sahiptir. Bazi tiirlerinde sar1, pembe, portakal rengi

ve siyah renklerde pigmentli kolonilere de rastlanir (Buchanan ve Gibbons, 1974).

Bacillus’larin termofilik, mezofilik ve psikrofilik tiirleri bulunur. Cok yiiksek
sicaklik derecelerinde bile canli kalirlar. Genellikle 35-37°C da ve pH 7 civarinda
tirerler. Biitiin tiirleri Nutrient Agar, Trypticase Soy Agar, Brain Heart Infusion ve Kanl
Agar gibi besiyerlerinde oldukea iyi iirerler. Karbon kaynagi olarak organik asit, seker
ve alkol igeren; nitrojen kaynagi olarak da amonyum bulunduran sentetik ortamlarda

cok iyi gelisirler (Taubman, 1992).

Bacillus cinsi uygun olmayan sartlarda spor olusturma yetenegindedir.
Olusturdugu endospor ise; silindirik, oval, yuvarlak veya bobrek seklinde olabilir. Buna
ilaveten sporlar hiicre igerisinde sentral ya da subterminal olarak yerlesebilir.
Bacillus’larin hiicre duvari, hiicre ylizeyini tamamiyle Orten yiizey katmani parakristalin
olusturur. Bacillus’lar genellikle karbonhidrat kapsiilii bulundururlar. Tipik habitatlart
toprak olmasina ragmen dogada genis olarak, siit ve siit Uriinlerinden hava, su ve

yiyecek gibi birgok ortamdan elde edilebilirler (Robinson, 1985).

Katalaz ve asit lretirler ama gaz olusturmazlar. Bacillus’larin bazi tiirleri
yiyecekler ic¢in Onemli olabilir. Bazi Bacillus’larin proteolitik enzimleri peynir

yapiminda kullanilabilir (Bonwart, 1989).

Bacillus tiirlerinin teshisi ve tiirler arasindaki farkliliklarin tespiti i¢in spor ve
sporangiyum morfolojileri temel alinmistir. Buna gore de Bacillus’lar 3 grupta
toplandirilmistir. Birinci grup Bacillus’larda kendi i¢lerinde A ve B olmak iizere ikiye
ayrilir. Bu her iki grupta sporangia sigmemistir. Sporlar elips veya silindirik sekilli,

sentral veya terminal konumludur. Gram pozitiftirler. A grubu ve B grubu arasindaki
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fark ise A alt grubunda hiicre genisligi 1um den kiiciik, B alt grubunda ise 1um den
biiyiiktiir. A alt grubuna 6rnek olarak B. megaterium ve B. cereus; B alt grubuna 6rnek
olarak da B. licheniformis, B. subtilis, B. pumilus, B. firmus ve B. coagulans verilebilir.

ikinci grupta yer alan Bacillus tiirlerinde sporangia sismistir. Sporlari elips, sentral veya
terminaldir. Bu grupta yer alan Bacillus tiirlerine 6rnek olarak B. polymyxa, B.
macerans, B. circulans, B. stearothermophilus, B. alvei, B laterosporus ve B. brevis
verilebilir. Ugiincii grupta yer alan Bacillus tiirlerinde de sporangia sismistir. Sporlar
kiiresel, subterminal veya terminal konumludur. B. sphaericus bu gruba 6rnek olarak

verilebilir (Turnbell ve Kramer, 1991).

Bu cins icindeki bakterilerin ¢ogu patojen degildir. iki adedi insan ve hayvanlarda
hastalik olusturan basillerdir. Bunlar da B. antracis ve B. cereus’tur. Bacillus anthracis
insan ve hayvanlarda antraks, sarbon, coban ¢ibani denilen hastaligin etkenidir. Hastalik
B. anthracis sporlarinin zedelenmis deri, mukozalar ve seyrek olarak solunum yolu ile
akcigerlerden organizmaya girmeleri sonucunda olusur. B. anthracis’ler bulunduklari
yerden lenfa yolu ile kana yayilma ve orada ¢ogalma egilimindedirler. B. anthracis giris
kapisina gore deri sarbonu, akciger sarbonu, bagirsak sarbonu ve septisemiye sebep olur
(Bilgehan, 1995).

1.2.1.1. Bacillus subtilis

B. subtilis toz, toprak, giibre, bitki ve hayvanlar ile siit ve sularda bulunan bir
bakteridir. Siitlii igeceklerin, ekmegin, sebze ve meyvelerin bozulmasinda etkendir. B.
subtilis’in kiiltiir siiziintiilerinden elde subtilin ad1 verilen bu maddenin baz1 bakterilere
kars1 inhibitor etki gosterdigi belirlenmistir. Bakteri aslinda saprofit olmakla birlikte
dogrudan dogruya doku ve oOzellikle goz igerisine girmesi sonucunda panoftalmi,
iridoksilit gibi goz yangilari meydana getirebilir. B. subtilis’in besin zehirlenmesi

yaptigindan da siiphelenilmektedir (Bilgehan, 1995).

Baslangigta 1835 yilinda Vibrio subtilis adli bu organizma 1872 yilinda Bacillus
subtilis adin1 almigtir. Bacillus subtilis c¢alisma yapilan ilk bakterilerden biridir. Bu
bakteriler hiicresel gelisme ve farklilasma icin iyi bir model organizmadir.

Bacillus subtilis hiicreleri ¢ubuk seklinde, toprak ve dogal bitki ortiisiinde bulunan,
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Gram-pozitif bakterilerdir (Tablo 1). B. subtilis mezofil 1s1 araliginda biiytir. Optimum
sicaklik 25-35°C’dir. Stres ve aglik durumlarinda Bacillus subtilis, bu sert kosullar
altinda hayatta kalmak i¢in bir dizi stratejiler gelismistir. Bir strateji 6rnegi gerilime
dayanikli endosporlar olusumudur. Bagka bir strateji bakteri uyum saglamak ig¢in
rekombinasyon yoluyla dis DNA’y1 almasidir. Bununla birlikte, bu stratejiler zaman
alicidir. Bacillus subtilis ayn1 zamanda, asit, baz, ozmotik ya da okside edici sartlar, ve
151 ya da etanol gibi bir ¢ok stres durumuna karsi daha hizli bir sekilde koruma
kazanabilir. Bacillus subtilis patojenik degildir. Ancak nadiren gida zchirlenmesine
neden olabilir. Bunlar, mantar olduriici olarak bitkilerde kullanilir. Bacillus
subtilis ilgili bazi suslar bdcekler igin toksin liretme kapasitesine sahiptir. Bu suslar

ayrica bitkileri korumak igin de kullanilabilir (URL-4).

Tablo 1. Bacillus subtilis mikroorganizmasinin siiflandirilmasi.

Alem Eubacteria
Sube Firmicutes
Smf Bacilli

Takim Bacillales
Familya Bacillaceae
Cins Bacillus

Tur Bacillus subtilis

1.3. Antibiyotik Direnci ve Onemi

Son 50-60 yil i¢inde kullanima giren antibiyotikler insan yasaminda en 6nemli
katkiyr saglamis, 6liimciil pek ¢ok infeksiyon hastaliginin basariyla tedavisini olanakli
kilmistir. Insanlik tarihinin en énemli buluslarindan olan antibiyotikler, basta uygunsuz
ve gereksiz kullanimlar1 sonucu gelisen direng nedeniyle etkilerini 6nemli oranda
kaybetmislerdir. Mikroorganizmalar kendilerini yok etmek i¢in kullanilan antimikrobik
maddelere kars1 er ya da ge¢ kars1 koyma gilicii yani direng kazanmaktadir.
Antimikrobik maddelere kars1 gelisen direng giinlimiizde biitiin insanlig1 tehdit edecek
diizeyde ¢cok énemli bir sorundur. Basta hastanelerde ¢ok ilaca kars1 diren¢li kokenlerle
gelisen hastane infeksiyonlari hastanede kalis1 ve 6liim oranlarini artirmakta ve oldukca
fazla ek bir maliyet olusmasina neden olmaktadir. Artik giinlimiizde sadece hastane
kokenleri degil toplumdan kazanilmis kdkenlerde de direng 6nemli oranlarda artmakta

bu olay sorunu daha da biiyiitiip ciddi boyutlara tagimaktadir. Bir antimikrobik maddeye



kars1 direncli hale gelen bir mikroorganizma tiiriinde bu kemoterap6tik maddeye yapica
veya etki tarzi bakimindan yakin diger antimikrobiklere kars1 da direng gelisebilir, bu
duruma ¢apraz direng (cross resistance) denir. Mikroorganizmanin yapisi ve etkisi farkl
bircok antimikrobik madeye karsi direngli hale gelmesi durumuna ise ¢ok ilaca
direnglilik (multiple-drug resistance) denir. Mikroorganizmalarin antimikrobiklere karsi
gosterdigi direng dogal (intrinsik) ve kazanilmis (genotipik, kalitsal) diren¢ diye iki ana
boliimde ele alinabilir (Oztiirk, 2002).

laglara kars1 gézlenen direncin bir tiirii olan antibiyotik direnci, bakteri tiirlerinin
antibiyotiklerle karsi karsiya kaldiklarinda hayatta kalabilmelerini saglar. Direng
kazanan patojen tiirler infeksiyonlara neden olurlar ve ilaglarin  esKi
konsantrasyonlarinda veya daha 6nceden kullanilan ilaglar ile tedavi edilemezler. Coklu
ilag direngli suslar (MDR) olarak adlandirilan, Klinik yénden 6nemli patojenler ¢ok
sayida antibiyotige karsi direng gelistirebilirler. En basit vakalarda bile, ila¢ direngli
organizma birinci kusak antibiyotiklere diren¢ kazanabilir ve bu yiizden ikinci kusak
antibiyotikler ile tedavi edilmesi gerekir. Bu nedenle MDR mikroorganizmalara kars1
alternatif tedavi yontemlerine biiyiik ihtiyag duyulmaktadir ve heniiz kullanilmamas ilag
hedeflerine kars1 yonlendirilecek yeni antibiyotik ajanlar i¢in arastirmalar yapilmasini

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

Bakterilerin antibiyotiklere direnci ile ilgili bir diger durum tolerans’tir. Tolerans
beta-laktamlar gibi bakterisit antibiyotiklerin etkisiyle bir bakteri susunun iiremesinin
inhibe olmasi fakat bakterinin 6liimiiniin ¢ok daha yiiksek konsantrasyonda veya uzun

zamanda saglanmasidir (Michel ve Goessens, 1984).

1.4. Bakteriler icin Yeni Antibakteriyal Hedef Sistemler Olarak DNA Polimerazlar

DNA polimerazlar, DNA sentezi igin mevcut DNA’y1 kalip olarak kullanir ve
kaliba uygun niikleotitlerin ilavesini katalizleyerek DNA’nin duplikasyononu saglarlar.
Ik tanimlanan polimeraz enzimi, E. coli DNA Polimeraz I'dir ve 1956 yilinda
Kornberg ve arkadaslar1 tarafindan tamimlanmistir. Ozellikle son yillarda birgok
mikroorganizmanin genom sekansinin belirlenmesi sonucunda c¢ok sayida yeni DNA

polimeraz kesfedilmistir. Bu DNA polimerazlar sadece DNA’nin replikasyonunu
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saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda DNA’nin tamirini ve rekombinasyonunu da
gerceklestirmektedirler. Ayrica genel bir {i¢ boyutlu ¢alisma yapisini ve niikleotitlerin
eklenmesi ve uzaklastirilmasinda genel bir mekanizmay1 paylasmak, yapisi bilinen tim
DNA polimerazlarin karakteristigidir. Aminoasit siras1 benzerlikleri ve yapisal analizler
temel alinarak DNA polimerazlar 6 ailede smiflandirilir (Braithwaite ve Ito., 1993;
Cann vd., 1999; Ito ve Braithwaite, 1991; Ohmori vd., 2001) (A, B, C, D, X ve Y
familya DNA polimerazlar). Biitiin 6karyotik ve prokaryotik DNA polimerazlar ayni
sentez aktivitesini gosterirler. Buna ilaveten bazi DNA polimerazlar ikinci ve tigiincii
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 Polimerazlar

DNA polimerazlar, DNA sentezinden sorumlu enzimlerdir ve farkli hiicresel
organizmalar tipik olarak farkli DNA polimeraz tipleri kullanirlar. Replikatif DNA
polimerazlar genom replikasyonunun esas kisminin sentezini gergeklestirirler. Bununla
beraber cesitli 6zellesmis polimerazlar, zarar gérmiis DNA’y1 tamir ederler veya
Okazaki fragmentlerinden RNA primerlerinin uzaklastirilmasim saglarlar (Orn: DNA
polimeraz 1). Aminoasit sekans homolojisi ¢alismalarina ve ii¢ boyutlu yap1 analizlerine
dayandirilarak, DNA polimerazlar alt1 familyaya ayrilirlar: A, B, C, D, X ve Y (Delaru
vd., 1990; Trincao vd., 2001).

C familyas1 icerisinde yer alan replikatif DNA polimeraz III enzimleri, hiicre i¢1
zorunlu replikasyon enzimleridir ve biitiin bakteri siniflarinda bulunurlar (Inoue vd.,

2001).

Ayrica bakteriyal replikatif DNA polimerazlar, B familyasinda yer alan 6karyotik,
bakteriyofaj ve arkaea replikatif polimerazlarindan 6nemli oranda farklilik gosterirler

(Filee vd., 2002).

Bakterilere ait replikatif DNA polimerazlar, primer yapilarina gore iki farkl tipe
ayrilirlar. Replikatif DnaE polimerazi gram negative bakterilerde bulunurken, replikatif

PolC polimerazi gram pozitif bakterilerde bulunur (Huang ve Ito, 1999).



Pol C tipi polimerazlar polC geni tarafindan kodlanirken DnaE tipi polimerazlar
polE geni tarafindan kodlanir. PolC grubu replikatif polimerazlar kendi gruplari
icerisinde ve DnaE grubu replikatif polimerazlar da kendi gruplar igerisinde yiiksek
oranda benzerlik gosterirken, PolC ve DnaE enzimleri, birbirlerine baz dizilimleri
acisindan %20’den daha az bir benzerlik gosterirler. Ayrica bu iki farkli bakteri
grubunun replikatif enzimleri, domain organizasyonu yoniinden de birbirinden farklidir.
PolC proteini, DnaE proteininde bulunmayan islevsel bir 3°—5’ proofreading (hata
diizeltme) domainine sahiptir (Sekil 2). Bu domain organizasyonundaki farkliliktan
dolay1, PolC ve DnaE replikatif enzimleri niikleotit analoglar1 ile yapilan inhibisyon

deneylerinde farkli duyarlilik gosterirler (Wright vd., 2005).

Inhibisyondaki bu farklilik, herbir replikatif enzimin domain organizasyonunun ve

aktif bolgelerinin yapisindaki 6nemli farkliliklardan kaynaklanir.
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Sekil 2. PolC (Evans vd., 2008) ve DnaE (McHenry, 2011c) replikatif enzimlerin

domain organizasyonundaki farkliligin sematik olarak gésterimi.

E. coli ve B. subtilis DNA polimeraz III, iizerinde en fazla karaterizasyon
caligmas1 yapilan enzimlerdir. Her iki enzim de diger alt birimlerine ihtiyag
duymaksizin in vitro’da sentetik DNA substratlar {izerinde polimerizasyon aktivitesi
gostermektedir. E.coli DNA polimeraz III proteini (DnaE), 1160 aminoasitten olusur ve
129.9 kDA’luk tek bir polipeptittir (URL-5). B.subtilis DNA polimeraz Ill proteini ise
(PolC), 1437 aminoasitten olusur ve 164.5 kDA’luk tek bir polipeptittir (URL-6). DNA
polimerazlar (DNA-bagimli DNA polimerazlar), DNA’ya hibridize olmus primerin 3’-

OH ucuna deoksiriboniikleotitlerin eklenmesini katalizlerler (Kornberg ve Baker, 1992).
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Bugiine kadar kristal yapilar1 bilinen DNA polimerazlara ait superimpoz
caligmalari, niikleotitin DNA’ya eklenmesinde iki metal iyon mekanizmasin
desteklemektedir. Bu mekanizma, tim DNA polimerazlarda ayni sekilde
gerceklesmektedir (Sekil 3). DNA sentezi esnasinda, baz dizisine uygun olarak gelen
dNTP’ye, iki magnezyum iyonu eslik etmektedir. Magnezyum iyonlarindan bir tanesi
niikleotitin fosfatina baglanirken, ikincisi DNA ve RNA polimerazlarda korunmus olan
aspartik asit aminoasitlerine baglanir. Aspartik asite baglanan metal iyonu, primere ait
3’-OH’a diisiik afinite gosterir. Bu da primerin 3’-O- kisminin niikleotitin a-fosfatina
yonelmesini saglar. Niikleotit iizerindeki metal iyonu pirofosfatin ayrilmasini
kolaylastirir ve her iki metal iyonu birlikte polimeraz yapisinin stabilizesini saglar

(Thomas, 1998).
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Sekil 3. Niikleotit trifosfatin DNA’ya eklenmesinde iki metal iyonlu mekanizma

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



tinite (Polllla) tarafindan gerceklestirilir ve bu polimerazlar C familyas1 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 Illa alt {initesini (Pol III a) veya homologunu kodladig:
ortaya ¢ikmistir. C familyast DNA polimerazlar siniflandirildiginda iki biiyiik forma
gruplandirilirlar. Bunlar ortak bir ata polimerazin duplikasyonu ile olusmus PolC ve
DnaE formlandir. PolC, ¢ok yakin akraba {iyelerin bir araya geldigi bir grup olurken,
DnaE ilave ii¢ alt gruba (DnaE1, DnaE2, DnaE3) daha ayrilir (Budak, 2016).

Polllla alt inite DnaE (Lamers vd., 2006; Bailey vd., 2006) ve PolC olarak iki
biiyiik forma ayrilir. DnaE igin tipik Ornek, iizerinde en fazla ¢alisilan Gram (-)
Escherichia coli polllla’dir. PolC ise Bacillus subtilis gibi diisikk GC igerigine sahip
Gram (+) bakteriler i¢in tipik ornektir. Bu iki farkli polllla formunun olusumu, Gram (-
) ve Gram (+) bakterilerin ayrilmasindan daha dnce atasal bir gen duplikasyon olayinin
sonucu oldugu disiiniilmektedir (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 c¢ekirdek, B-Clamp baglanma motifi tarafindan takip
edilen ardisik heliks-hairpin-heliks (HhH), motiflerine sahiptir ve hepsi ayni sirada
diizenlenmistir (Sekil 4).
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Sekil 4. Domein organizasyonu agisindan PolC ve DnaE’nin sematik gosterilmesi
(Timinskas vd., 2013).

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

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

Bakteri hiicrelerindeki farkli Pollllo. alt {initelerinin ve rollerinin sayisi
diigiiniiliirse, dikkate deger farkliliklar vardir. Yaygimn olarak caligilan E. coli tek bir
DnakE tipi Pollll a alt {inite kodlar ve polimeraz hem lider hem de izci DNA zincirinin
sentezinin gergeklestirir (Kornberg ve Baker, 2005; Reyes-Lamothe vd., 2010;
Georgescu vd., 2012). Bununla beraber bakteri diinyasinda evrensel bir durumda
degildir. Ornegin diisiik GC igerigi sahip Gram (+) bakterilerde hem polC hem de DnaE
bulunur (Koonin ve Bork, 1996). Bacillus subtilis ve diger Gram (+) bakteriler ile
vd., 2001; Inoue vd., 2001). Baslangicta PolC ve DnaE’ nin sirasi ile lider ve izci
zincirin sentezinden sorumlu oldugu distiniilmistir (McHenry, 2011a). Bununla
beraber, son zamanlarda DnaE’ nin hem lider hem de izci zincirde RNA primerinin
baslangic uzamasini gergeklestirdigi ve daha sonra polC gorevi alarak uzun DNA

zincirinin hizlica sentezini gerceklestirdigi bulunmustur (Sanders vd., 2010). Bu
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baglamda Bacillus subtilis DnaE, RNA primerini uzatan ve daha sonra processive
(ilerleyen) replikasyon yolunu acan okaryotik Pola’ y1 hatirlatir (Perera vd., 2013).

Filogenetik analizler, PolC ve DnaE polimeraz gruplarin birbirinden 1iyice
ayrildigini ortaya koymaktadir ve farkli derecelerde degisim gosterir (Sekil 5). PolC
polimerazlar Bacillus subtilis 'in iki tane gerekli Pollll a alt Ginitesinin bir tanesi (PolC)
dikkate alinarak tiplendirilir. PolC’nin kompakt tek bir grup olusturdugu goriiliir.
Aksine DnaE tipi polimerazlar anlamli derecede ¢ok farklilik gosterirler. DnaE tipi

polimerazlar arasinda en farkli grubu DnaE2 grubu olusturur.
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2013).
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Su ana kadar yapilan calismalarda C familyasi polimerazi tasimayan tek bir

bakteri genomu bulunamamistir.

1.4.3. Yeni Antibakteriyal Hedef Sistem Olarak Replikatif DNA Polllla

Bakteriyal DNA polimerazlar bakteri DNA replikasyonunda oynadigi énemli rolii
nedeniyle, anti-bakteriyal yeni ilaglar i¢in 6nemli hedef haline gelmistir. Bitkilerden
dogal bilesiklerin tanimlanmas1 DNA replikasyonu tizerinde etkili olan anti-bakteriyal
ilaclarin kesfedilmesinde onemli rol oynayacaktir. Farkli bitkiler tarafindan iiretilen
triterpenler, flavonoidler, kromonlar, lipidler, iridoidler, fitosteroller, kumarinler,
antrasiklinler, kinonlar, tanenler, protoberberinler, benzimidazoller gibi kimyasal agidan
cok kapsamli bilesikler ve diger dogal iirlinler DNA metabolizmasiyla ilgili enzimlere
karsi inhibisyon etkilerinin olmasi, anti-bakteriyal, anti-viral ve kanser arastirmalari igin

onemli olan yeni molekiiler hedeflerin ortaya ¢ikmasina izin vermektedir.

1.5. Yeni Antibakteriyal Molekiillerin Bitkilerde Arastirilmasi

Bitkilerin hastaliklar iyilestirme giicline olan inan¢ neredeyse insanin var oldugu
doneme kadar uzanir. Insanlik tarihi boyunca bitkilerin farkli formlari, agik yaralara
lapa haline getirilip siiriilerek uygulanmis, kaynatilarak suyundan faydalanilmis veya
direk gida olarak tiiketilmistir. Diinyadaki tiim kitalarda bitkilerin kullanildigina dair
sayisiz tarihi kanitlara rastlamaktayiz. Hatta altmis bin yil Once yasamis olan
neandertallerin, bugiin Irak bolgesinde bulunan “hollyhock” bitkisini kullandiklari

kesfedilmistir (Cowan, 1999).

Diinya geneline baktifimizda tropikal iilkelerde Oliimlerin yaklasik yarisi
enfeksiyon kaynakli 6liimlerdir. Afrika’da her yil 300.000 ¢ocuk E. coli, Shigella ve
Salmonella tiirlerine iliskin mikroorganizmalarin sebep oldugu enfeksiyonlardan
Olmektedir. Belki bu durum {ilkelerin sosyo-ekonomik durumuna bakildiginda sasirtici
degildir, ancak gelismis iilkelerde de enfeksiyona bagl hastaliklar ve 6liimler her gecen
giin artmaktadir. Ornegin, Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan arastirmalara gore,
1981 yilinda enfeksiyona bagl dliimler 5. sirada iken, 1992 yilinda %58 artisla 3. siraya
ulagsmigtir (Karou vd., 2007; Ilwu vd., 1999).
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Bu durum enfeksiyon hastaliklarinin 6nlenmesi ve tedavisinde yeni stratejiler
gelistirmeyi  zorunlu  kilmistir. Bu nedenle farmakologlarin ve  Ozellikle
mikrobiyologlarin antimikrobiyal ajan arayisinda bitkilere bagvurmalari oldukga
dogaldir. Zamanla, mikroorganizmalar ilaglara kars1 diren¢ kazanmakta ve bunlar1 yeni
tiyelerine aktarmaktadir. Bu durum ise ilaglarin kullanim Omriinii sinirlamakta ve
antimikrobiyal ihtiyacini siirekli kilmaktadir. Boylece bitkiler yeni antimikrobiyal
arayislarda klinik mikrobiyologlar i¢in kacinilmaz alt yapiyr olusturmaktadir. Ayrica,
tarith boyunca bitkilerin tecriibe edilmis olmasi avantajindan yola ¢ikilarak, arastirilan
bitki icerigi ve kullanimu ile ilgili edinilmis bilgiler, laboratuvarlarda bilimsel olarak da
arastirilmis olur. Sonugcta, kullanilan bitkilerin mikroorganizmalar iizerine etkilerinin
ortaya cikarilmasi bu bitkilerin tibbi amagla kullaniminin 6niinii agacak ayni zamanda

halkin yanlis kullanimlarinin da 6niine gegebilecektir (Cowan, 1999).

Bu calismada D. kaki bitkisine ait yaprak ve meyve organlari degerlendirilmistir.

Bitkinin genel 6zellikleri asagida 6zetlendigi sekildedir.

Diospyros kaki

Trabzon {izerinden diger bolgelere dagildigi i¢cin yaygin olarak Trabzon hurmasi
adi ile bilinen D. kaki anavatani olarak kabul edilen Cin’den; once Japonya’ya,

sonrasinda ise diger iilkelere yayilmistir (Ozcan, 2005).

Trabzon hurmasmin, Tirkiye’de bir cok bolgede yetistiriciliginin rahatlikla
yapilabilecegi ve 74 farkli kiiltiir varyasyonun bulundugu bildirilmektedir (Bayazit vd.,
2012).

Meyve iriligi, rengi ve sekli bakimindan cesitler arasinda biiylik farkliliklar
bulunur. Meyve agirligi 50 — 300 g arasinda degisir. Genelde meyve sekli ¢esitlere gore
konik, uzun konik, yuvarlak ve basik arasinda degisim gostermektedir. Baz1 cesitlerin
meyvelerinde koselilik, bazilarinda meyve etrafinda bir bilezik bulunmaktadir. Derim
olusumunda meyve kabugu rengi yesilimsi-sari, turuncu-sari, turuncu, turuncu-kirmizi;
fi zyolojik olgunlukta ise turuncu, koyu turuncu, kirmizi-turuncu, kirmizi olabilmektedir

(Sekil 6). Trabzon hurmas1 meyveleri askorbik asit ve fenolik bilesikler agisindan ¢ok
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zengin olmasi, bu meyvenin antioksidan aktivitesinin yiliksek olmasini saglamaktadir.
Ozellikle A ve E vitaminleri yaninda zengin karbonhidrat ve tanen igerigine sahiptir

(Parseker vd., 2008).

Trabzon hurmast meyveleri, taze tiiketim yaninda, kurutularak da
tiiketilebilmektedir. Ozellikle Uzakdogu iilkelerinde, kuru maddesi yiiksek olan ve taze
tilkketim i¢in uygun olmayan ¢ok buruk ¢esitlerin meyveleri, biitiin olarak veya iki ya da
dorde boliinerek ipe dizilmekte ve giineste yaklasik olarak 1 ay siireyle kurutulmaktadir.
Ayrica 0zel kurutma dolaplarinda (600°C’de 12 saat) da kurutma iglemi yapilmaktadir
(Tuzcu ve Yildirim, 2000).

Yapraklanma ¢esit ve bolgeye bagli olarak mart ay1 ortasi veya nisan baginda olur.
Siirglinler uzamaya baslar ve 4-6 hafta sonra durarak piskinlesmeye baslarlar (Sekil 6).
Basit yaprakli bir tirdiir ve yaprak sekli oval ya da sivri olmaktadir. Yapraklar
genellikle 5- 15 cm uzunlugunda ve 5 — 10 cm genisligindedir. Yaprak kenarlar1 diizdiir.
Yapraklar ve orta damar kalin, yaprak sap1 kisadir. Trabzon hurmasi kisin yapraklarini
dokmektedir. Ceside bagli olarak Trabzon Hurmasi yapraklar1 sonbaharda yesilden
sartya, bazi zamanda kirmiziya kadar degisim gosterir. Yapraklar ne kadar uzun siire
yesil kalirsa ertesi yilin meyve verimi i¢in o kadar iyidir. Don, riizgar veya hastaliklar
nedeniyle meydana gelecek erken yaprak dokiimii mevcut meyvelerin kii¢iik kalmasina

neden oldugu gibi; ertesi yilda kiiclik ¢iceklerin olugmasina dolayisiyla meyvelerin

irilesmemesine ve diisiik meyve verimine neden olur (Kitagawa ve Glucina, 1984).
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1.6. Calismanin Amaci

Gliniimiizde bakteri DNA polimerazlarina yonelik herhangi bir antibiyotik
bilinmemektedir. Buna karsin farkli DNA polimeraz ailelerine yonelik inhibitor etkinin
cesitli bitki kisimlar1 kullanilarak arastirilmasi calismalar1  yogunlukla devam
etmektedir. Cok sayida endemik bitkiye ev sahipligi eden Rize ili zengin bitki
cesitliligiyle bu calismada kullanilan bitki de dahil olmak iizere birgok bitkiyi
blinyesinde barndirmaktadir. Planlanan bu tezin amaci, bolge florasinda yer alan ve
yukarida ozelliklerinden bahsedilen D. kaki bitkisinin yaprak ve meyve kisimlarindan
hazirlanan oziitlerde Gram pozitif bakteriler i¢in model olarak kullanilan B. subtilis
bakteriyal replikatif polimeraz Illa (PolC)’ye yonelik inhibitor etkinin var olup
olmadig1 ve inhibitor etki gosteren bitki organlarindaki major bitki bilesenlerinin

belirlenmesidir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Cahismalarda Kullamlan Kimyasallar, Besiyeri, Enzimler ve Vektorler

Calisma sirasinda kullanilan kimyasallar Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2. Calisma sirasinda kullanilan kimyasallar

Kimyasallar

Dikloro Difenil Trikloroethan (DTT)
B-merkaptoetanol

Agaroz

Bovine serum albiimin (BSA)
Akrilamid

Bisakrilamid

Amonyum persiilfat

Asetik asit

Gliserol

Glisin

Glukoz

dNTP

Brom fenol mavisi
Coomassie brillant blue R 250
Etidyum bromiir

Ampisillin

Izopropanol

Metanol

Etanol

TEMED

Ure

Borik asit

Nonidet P40

SDS

NaCl

KCI

MgCIZ

Tris

EDTA

Agar

Firma Bilgileri

Fisher scientific
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Amresco
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Fermentas
BioRad
BioRad
BioRad
Sigma
J.T. Baker
J.T. Baker
Merck
BioRad
Merck
Merck
Sigma
Merck
Fluka
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck

Calismada Maniatis ve arkadaslarina gore (1989) hazirlanan LB (Lauria-Bertain)

besiyeri 5 g maya oOziitii, 10 g tripton ve 5 g NaCl’nin 1 litre suda ¢6ziilmesiyle

hazirlandi. LBA ise 1 litre LB besiyerine 15 g agar ilave edilerek hazirlandi. Son olarak
121°C’de 20 dakika otoklavlanarak steril edildi ve kullanildi.
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Calisma esnasinda; Lizozim (Fermentas), RNaseA (Fermentas), High Fidelity Taq
DNA polimeraz (Fermentas) ve T4 DNA ligaz (Fermentas) enzimleri kullanildi.
Calismalarda vektor olarak ise Champion™ pET Directional TOPO® Expression Kit
(Invitrogen) kullanildi.

2.2. B. subtilis Replikatif DNA Polimeraz Illa proteininin (PolC) Rekombinant
Olarak Uretilmesi

2.2.1. Genomik DNA izolasyonu

-80°C’de gliserol stoktan alinan B. subtilis hiicreleri 3 mL LB siv1 besiyerine
eklenerek gece kiiltiirii yapildi. 16 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda ise 13.000
rpm’de 2 dakika santifiij edilerek ¢oktiiriildii. Coktiirmenin ardindan st faz atilarak GF-
1 Genomik DNA Izolasyon (Vivantis) kiti esas alinarak DNA izolasyonu yapild.

2.2.2. Replikatif DNA Polimeraz l11a (PolC)’nin PZR ile Cogaltilmas:

PZR reaksiyonu toplam 50 pL hacimde 1X Taq polimeraz tampon, 300 ng her bir
primer, 0,2 mM her bir dNTP, 5 mM MgCl;, 3 uL B. subtilis genomik DNA ve 2 iinite
High Fidelity Taq polimeraz kullanilarak yapildi.

B. subtilis PoIC-F 5’-ATGGAACAGTTATCAG-3’ ve B. subtilis PolC-R _5’-
GAACAGTGACAATTGG-3>  primerleri  kullanilarak  gergeklestirilen ~ PZR
reaksiyonunun sartlar1 agagida verilmistir.

1. On denatiirasyon 94°C’de 2 dakika
2. Ayrilma 94°C’de 45 saniye
3. Primer baglanma 47°C’de 1 dakika
4. Sentez 72°C’de 9 dakika
5. Son sentez 72°C’de 20 dakika

2-4. basamaklar 30 kez tekrar edildi. PZR iirlinii %1°lik agaroz jelde yiiriitiildi.
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2.2.3. B. subtilis Polimeraz Illa (PolC) Geninin pET100/D-TOPO Ekpsresyon
Vektoriine Klonlanmasi

GF-1 Clean-up kiti kullanilarak temizlenen PZR iiriinii Invitrogen pET100/D-
TOPO kitine gore sartlar belirlenip gece boyu 16°C’de ligasyon yapildi. E. coli
DH5a’ya transforme edilen ligasyon iirlinii Ampisilin igeren LBA besiyerinde 37°C’de
16 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi petride olusan kolonilerden iiger adet
secilerek 3 mL ampisilin igeren LB s1v1 besiyerlerine ekim yapilarak 37°C’de 16 saat
boyunca gece kiiltiirii yapildi. Kiiltiirler 13000 rpm’ de 1 dk santrifiij yapilarak

¢oktiiriildii. Ardindan plazmit izolasyonu yapildi.

Plazmit izolasyonu manuel yontemle yapildi. izolasyonda Solusyon | ve giinliik

olarak hazirlanan Solusyon Il ad1 verilen ¢ozeltiler kullanildi.

1. Solusyon I: 25 mM Tris-HCI (pH:8,0), 50 mM glukoz, 10 mM EDTA (pH:8,0),
4 mg lizozim

2. Solusyon 11: 0,2 NaOH, %1 SDS

Transformasyon iglemi sonucunda segilip biiyiitiilen saf koloni mikrosantrifiij
tiipiine alind1 ve 13.000 rpm’de 1 dk boyunca santrifiij edildi. Ardindan solusyon I’den
200 pL eklenerek vortekslendi. Oda sicakliginda 5 dk bekletildi. Siire sonunda solusyon
II’den 400 pL eklendi, hafifce alt iist edildi. 5 dk buzda bekletildi. Buzda bekletme
islemi sonrasinda 300 uL amonyum asetat eklendi, alt st edildi. 10 dk buzda bekletildi.
Ardindan 11000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi. Icerisinde 100-700 pL izopropanol
bulunan mikrosantrifiij tiipiine santrifiij islemi yapilmis tiipiin siipernatantindan 600 pL
eklenerek 1-2 dk da bir alt iist edilmek iizere 10 dk boyunca oda sicakliginda bekletildi.
Bekleme siiresinin ardindan 13.000 rpm’de 15 dk c¢oktiiriilerek iist faz dokiildi.
Mikrosantrifiij tiipiinde kalan pellet iizerine 500 pL %70’lik soguk EtOH ilave edilirek
¢ozildi ve 13.000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Elde edilen st faz iyice dokiiliirek 37°C
de kurutma islemine tabi tutularak dipteki sivinin tamamen ugmast saglandi. Kurutma
isleminden sonra pellet 60 uLL RNase i¢eren TE tamponda ¢6ziildii. Elde edilen plazmit
%1’lik agaroz jelde gen icermeyen TOPO® vektorii kontrol olarak kullanilarak

yiiriitiildii ve klonlarin dogrulugu belirlendi.
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2.2.4. Klonlanan B. subtilis Polimeraz Illa (PolC) Geninin Sekanslanmasi ve
Sekans Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi

%1°1ik agaroz jelde yiiriitiilerek dogrulugu belirlenen klonlarin tekrar gece kiiltiirti
yapildi ve 13000 rpm’ de 2 dk santrifiij yapilarak ¢oktiirtildii. Coktiirme sonucunda elde
edilen pelletler Thermo Scientific GeneJET Plasmid Miniprep Kiti (ABD) kullanilarak
plazmit DNA purifikasyonu gerceklestirildi. izolasyon islemi tamamlanan plazmitler
Macrogen-Europe (Hollanda) sirketine gonderilerek sekans analizleri yaptirildi. DNA
baz dizin analizi i¢in Macrogene gonderilen Orneklerin sonuglar1  Expasy
(http://web.expasy.org/translate/) ve Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

programlari kullanilarak degerlendirildi.

2.2.5. E. coli BL21 Hiicrelerinde PolC Ekspresyonunun Gosterilmesi

Plazmitlerden rekombinant oldugu belirlenenler ekspresyon igin E. coli BL21
(DE3)Lys hiicrelerine transforme edildi. Petrilerden birer koloni segilerek ekspresyon
icin kullanildi. Ekspresyon i¢in segilen tek bir koloni, 5 mL 50 pg/ml Ampisilin i¢eren
LB besiyerine ekilerek 37°C’de gece kiiltiirii yapildi ve daha sonra Optik Dansite
(OD)’si 0,1 olacak sekilde ampisilin iceren 200 mL’ lik LB besiyerine yeniden ekildi.
37 °C’de hiicre yogunlugu 0,6 OD’ye ulasana kadar yaklasik 2 saat boyunca inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda hiicre yogunlugu 0,6 OD’ye ulastiginda, son hacim 0.1 mM
olacak sekilde IPTG (izopropil B-D-1-tiyogalaktopiranozit) ile indiikkleme yapildi ve
18°C sicaklikta yeniden gece boyu indiiklemeye devam edildi. Inkiibasyonun
tamamlanmas1 sonrast hiicre kiiltiiriinlin 5 dakika buz {lizerinde bekletilmesinin
ardindan, 7000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek siipernatant iyice uzaklastirildi. Tiipte
kalan pellet tizerine; 50 mM Tris (pH: 7,4), 500 mM NaCl, 2 mM DTT ile hazirlanan
tampon eklendi ve pipetleme yapilarak ¢oziilmesi saglandi. Daha sonra 20 mg/mL
lizozim eklendi ve 30 dk buzda bekletildi. Siire sonunda ise sonikator yardimiyla 30
saniye ¢alisma 45 saniye aralik vermek tizere 30 dakika boyunca hiicrelerin patlatilmasi
saglandi. Sonikatorde hiicre patlatilmasi islemi sonrasinda 20 dk 8000 rpm’de 4 °C’de
santrifiij yapild1 ve silipernatant kismi alindi. Proteinin biiyiikliigiiniin dogrulanmasi

amaciyla, hazirlanan %8’ lik SDS-PAGE’ de yiiriitiildii.
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2.2.6. SDS — PAGE Hazirlanmasi

Ekspresyonun tamamlanmasindan sonra e¢lde edilen siipernatanttan proteini
gorebilmek icin SDS igeren jel hazirlandi. Siipernatanttan 30 pL, yiiriitme boyasindan
10 pL almarak mikrosantrifiij tiipiine konuldu. Iyice pipetlenerek hazirlanan &rnek
95°C’ de 5 dk boyunca 1s1 islemine tabi tutuldu. Ardindan Tablo 3’ te belirtilen 10X
yiiriitme tamponu 1X olacak sekilde sulandirilarak hazirlanarak yiiriitme tamponu ile

yiiriitme islemi yapildi.

Tablo 3. SDS — PAGE’ de kullanilan malzemeler.

SDS - PAGE Jel Boyast 10X SDS - PAGE Yiiriitme  SDS — PAGE Yiiriitme Boyasi

Tamponu
e 1 MTris pH:6,8
e 250 ml metanol e 72gglisin e 9%10SDS
e 50 ml asetik asit e 15 Tris - Base e Gliserol
e 0,625 g Coomassie e 50 ml SDS e 2-B-Merkaptoetanol
Brillant Blue R-250 e Bromofenol Blue
(CBB)

2.2.7. Rekombinant Proteinin Saflastirilmasi

SDS PAGE’de vyiiriitiillerek biiyiikliigli dogrulanan proteinin saflastirma islemi
Nikel Affinite kolon kullanilarak yapildi. Saflastirma islemi 4°C soguk odada yapildi.

Saflagtirma sirasinda kullanilan tamponlar Tablo 4’te verilmistir.
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Tablo 4. Saflastirmada kullanilan tiim ¢ozeltiler.

Kolon Temizleme

50 mM Tris (pH:7,4)
500 mM NaCl

2mM DTT

500 mM Imidazol

Kolon Dengeleme

50 mM Tris (pH:7,4)
500 mM NaCl
2mM DTT

Yikama 1

50 mM Tris (pH:7,4)
500 mM NaCl
2mMDTT

25 mM Imidazol

Yikama 2

50 mM Tris (pH:7,4)
500 mM NaCl

2mM DTT

100 mM imidazol

Elusyon

50 mM Tris (pH:7,4)
500 mM NaCl

2mM DTT

300 mM Imidazol

Saflastirma isleminde ilk olarak kolon 500 mM imidazol igeren kolon temizleme
¢ozeltisi ile iyice yikanarak temizlendi ve ardindan pellet ¢6zme tamponu ile dengeye
getirildi. Dengeye getirilen kolondan ilk olarak elde edilen proteinin siipernatanti
gegirilerek elde edilen fraksiyon toplandi. Sonrasinda kolonu temizleme amaciyla tekrar
pellet ¢cézme tamponu kolondan gegirildi ve fraksiyon toplandi. Isleme sirasiyla yikama
1 tamponu olan 25 mM imidazollii tamponun kolondan gegirilerek buna ait fraksiyonun
toplanmas1 ve 100 mM imidazol igeren ikinci yikama tamponunun kolondan gegirilmesi
ve fraksiyonunun toplanmasiyla devam edildi. Son olarak saf proteini almak i¢in 300
mM imidazollii tamponla kolon ard arda 3 kez yikanarak her bir yikamada ayri ayri
fraksiyon toplanilarak saflastirma islemi sonlandirildi. Saflastirma isleminin her bir

basamaginda ayr1 ayr1 elde edilen fraksiyonlar marker ile birlikte %8’ lik SDS-PAGE’

de yiirtitiilerek proteinin saflig1 tespit edildi.
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2.2.8. Saf Proteine Diyaliz Uygulanmasi

300 mM imidazollii ¢6zeltinin kolondan gecirilmesiyle elde edilen saf protein
SDS-PAGE’de marker ile yiirlitme islemi sonrasi diyaliz tiipiine alindi. Diyaliz
¢ozeltisinde (50 mM Tris (pH:7,4), 50 mM NaCl, 1 mM DTT) hareket etmesi
saglanarak gece boyu bekletilerek diyaliz edildi. Diyaliz isleminin ardindan %210
gliserol eklenerek protein -20°C’ de saklandi.

2.3. Rekombinant Enzimin Aktivitesinin Gosterilmesi

2.3.1. Enzim Aktivite Deneylerinde Kullanilan Tamponlar

Diyaliz sonrasinda elde edilen proteinin aktivitesini gormek igin; jelin
hazirlanmasi, deneyin yapimi ve deneyin sonlandirilmasinda kullanilan c¢ozeltiler

asagida verilmistir.

5X TBE Tamponu (1 L)
54 g Tris-Base

27,59 Borik Asit

3,36 g Na,.EDTA

10X Annealing Tamponu
500mM Tris-HCI (pH:7,8)
1M KCI

20X Polimeraz Aktivite Tamponu
10uL HEPES (pH:7,5) (1,5 M)

2 uL Nonident P40

2 uL BSA (100X)

2 uL DTT (1 M)

4 uL dH,0

23



%40 Akrilamid
38g Akrilamid
29 Bisakrilamid

2X Sonlandirma Boyasi
% 95 formamide,

% 0,05 bromophenolblue,
% 0,05 xylene cyanol,

20 mM EDTA pH:8,0

2.3.2. Sentetik DNA Substratinin Hazirlanmasi

Cift zincir DNA substratlar1 1X annealing tamponu varliginda (10X Annealing
Tampon: 500 mM Tris-HCI /pH: 7,8 ve 1000 mM KCI) 3 (kalip DNA): 1 (primer DNA)
oranlarinda karistirilarak hazirlandi. Her bir reaksiyon karisimi 5 dakika 95°C 1siticida
bekletilerek var olan tiim spesifik olmayan eslesmelerin erimesi saglandi. Ardindan oda
sicakligina kadar yavas yavas sogutularak kalip zincir ile primerin hibridize olmasi

saglandi.

DNA polimeraz aktivite deneyleri igin sentetik DNA kullanild1 (Sekil 7). 5°-
ucundan Cys5 ile isaretli primerin hibridize oldugu sentetik ¢ift zincir DNA substrat
olarak kullanildi (sentez iriinlerinin takibi i¢in primer 5’-ucundan florojenik 5'Cy5 ile

isaretli olarak temin edildi).

45/20-mer sentetik DNA kahbi

3" -GCAATCGGTGAGGCTCACACTCGACTGAAGTACGACAGCCACTAG -5
5’ - CGTTAGCCACTCCGAGTGTG-3"

Sekil 7. DNA polimeraz aktivite deneylerinde kullanilan primer 5’-ucundan Cy5 ile
florojenik isaretli ¢ift zincir sentetik DNA substrati.
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2.3.3. Primer Uzatma Deneyi ile Enzim Aktivitesinin Gosterilmesi

DNA polimeraz aktivite deneyinde Mix1 ve Mix2 adi verilen iki ayr1 reaksiyon
bileseni kullanildi. Mix1’de kullanilan polimeraz aktivite tamponu (PAB) giinliik olarak
hazirlandi. Mix1 hazirlanarak her tiipe 6,25 pL koyuldu. Ardindan 1pL PolC enzimi
eklendi. Daha sonra hazirlanan Mix2’den 2,75 pL eklenerek deney baglatildi. Baslatilan
deney tiipleri 30°C su banyosunda 10 dk bekletildi ve siire sonunda sirasiyla 10 pL 2X
sonlandirma boyasi ile deneyler sonlandirildi. Sonlandirilan 6rnekler 95°C’de 5 dk 1s1

muamelesine tabi tutuldu ve 6rnekler 4°C’de yiirlitme islemi yapilana kadar saklandi.

Mix1: 1uL PAB; 0,5 uL DNA (1 P:2 K); 1 uL PolC; 4,75 dH,0
Mix2: 2 uL MgCl, (50mM), 0,75 L dNTP (4mM)

2.3.4. Ure-PAGE Jelinin Hazirlanmasi

24 g ire tartilarak tizerine 10 mL 5X TBE tamponundan ve 22 mL %40’lik
akrilamid eklenerek 96°C 1siticida karistirilarak ¢6ziildii. Ardindan filtre kagidi ile
stizme islemi saglandiktan sonra eksiklik varsa distile su ile son hacim 50 mL’ye
tamamlandi. 150 plL %10 APS eklenerek iyice karistirildi ve son olarak 15 p. TEMED

eklenerek jelin hazirlanmasi tamamlandi. Donmasi beklenildi.

2.3.5. Ure-PAGE’ de Orneklerin Yiiriitiilmesi

Donan ve hazir hale gelen jel yiiriitme sistemine yerlestirilerek 5X TBE, 1X
olacak sekilde sulandirild1 ve sisteme ilave edildi. 10 uL 6rnek alabilecek biiyiikliikte
elde edilen kuyucuklar enjektor yardimiyla akrilamid kalintilarindan temizlendi. Her bir
ornekten 6 pl jele yiiklendi ve 1250 V’da 3 saat yiiriitme yapildi. Yiirlitme islemi

tamamlandiktan sonra drnekler Typhoon FLA9500 cihaziyla goriintiilendi.

2.4. Metanoliin B. subtilis PolC Aktivitesine Etkisinin Arastirilmasi

Metanol ¢oziicii olarak kullanilacagindan PolC aktivitesine etkisinin arastiritlmasi

isleminde yukarida anlatildigi gibi deney karisimlart ve deneyi yliriitme iglemi i¢in
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URE-PAGE hazirlandi. Metanol %20 ve %35 oranlarinda olacak sekilde iki ayri
konsantrasyonda hazirlandi. Metanoliin aktiviteye etkisi bakilacagindan Mix1’de oziit
yerine %20 metanol konsantrasyonu i¢in 2 pL, %35 metanol konsantrasyonu igin ise
3,5 uL metanol kullanild1 ve Mix2 eklenerek deneyler baslatildi. 30°C sicaklikta 1dk ve
10 dk olmak iizere iki farkl: siirede deney tamamlandiktan sonra 2X sonlandirma boyasi

ile deneyler tamamlandi ve Typhoon FLA9500 cihazinda gorintiilendi.

2.5. Bitkilerin Yaprak ve Meyve Oziitlerinde DNA Polimeraz Inhibisyonunun
Arastirllmasi

2.5.1. Bitkilerin Toplanmasi

Bu caligmada kullanilan D. kaki bitkisinin meyve ve yaprak oOrnekleri Rize
Merkez Camlibel Mahallesinden 04/06/2014 tarihinde temin edilmistir. Bitki 300m

rakimda ve ¢ayirlik alanda yetismistir.

2.5.2. Oziitlerin Hazirlanmasi

D. kaki bitkisinin meyve ve yapraklarindan alinan taze Ornekler blender
yardimiyla toz haline getirildi. Oda sartlarinda 5 g bitki dokusu 20 mL metanol
igerisinde 2 saat stire ile ultrasonik banyoda ekstre edildi. Olusan ilk 6ziitiin tamam1 50
mL falkon tiipe aktarilarak, 4500 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi ve iist faz yeni bir
falkon tiipe aktarildi. Oziitleme isleminin ardindan elde edilen pellet iki kez 5 mL
metanol ile aynm1 kosullarda 6ziitlemeye tabi tutuldu. Son olarak tiim metanol 6ziitleri
birlestirilerek toplam 6ziit, hiz vakum konsantratoriinde 5 mL hacme konsantre edildi. 5
mL 6ziit yariya boliinerek iki tlipe alindi ve bir yaris1 kullanilmak tizere 4 °C’de ve
diger yaris1 stok olarak -20 °C’de saklandi. Oziitlerin 1 uL’ si polimeraz aktivite

deneylerinde kullanilarak inhibisyon 6zelligine bakildi.

2.5.3. Bitki Oziitlerinde inhibisyonun Arastiriimasi

Inhibisyon deneyleri sirasinda Mixl ve Mix2 adi verilen iki ayr1 bilesen
kullanildi. Oncelikle Mix1 hazirlandi ve 6,25 pL olacak sekilde tiiplere aktarildi.

Uzerine 1 pL inhibitor etkisi bakilacak olan 6ziit drneklerinden ilave edildi. Daha sonra
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hazirlanan Mix2’den 2,75 uL eklenerek deney baslatildi. 30°C su banyosunda deney
stiresi olan 10 dk. bekletilerek sirasiyla 10 uL 2X sonlandirma boyasi ile deneyler
sonlandirildi. Son olarak 95°C’de 5 dk 1s1 muamelesi yapilarak Ure-PAGE’ de yiiriitme
islemi gercgeklestirildi.

Mix1: 1 uL PAB; 0,5 uL DNA (25/40); 1 uL PolC Pol III; 3,75 dH,O.
Mix2: 2 uL. MgCl, (50mM); 0,75 uL dNTP (4mM).

2.6. Antimikrobiyal Aktivite

Agar kuyucuk diflizyon metodu ile oziitlerin antimikrobiyal aktiviteleri olup
olmadig belirlendi. Antimikrobiyal aktivite bakilirken 6ziitlerin DMSO’ da hazirlanmis
cozeltileri kullanild1 (Perez vd., 1990; Ahmad vd., 1998).

2.6.1. Agar Kuyucuk Difiizyon Metodu

Bir gecelik Kkiiltiirlerinden Mueller-Hinton sivi besiyeri i¢inde (MH) (Difco,
Detroit, MI), yaklasitk McFarland 0.5 bulaniklikta olacak sekilde (106-7 koloni
olusturan birim (kob/mL)) sulandirmalar1 hazirlanan bakteriler, 6nceden hazirlanmis
Mueller Hinton Agar besiyeri tizerine steril pamuklu ¢ubuk yardimiyla yayma ekimleri

yapildi.

Mayalar igin ise maya ekstreli sivi besiyeri (YEG) (Difco, Detriot, MI)
kullanilarak Mac Farland 2 (107-8 kob/mL) sulandirmalar1 yapilarak Onceden
hazirlanmis Potato Dextrose Agar (PDA) (Difco, Detriot, MI) besiyerleri tizerine steril
pamuklu ¢ubuk yardimiyla ekimleri yapildi.

Ekim islemi tamamlanan besiyerleri {izerinde, steril cam boru yardimiyla 2 cm
araliklarda ve 5 mm c¢apinda kuyucuklar acgildi. Bitki stok oziitlerinden 50 pL her bir
kuyucuga damlatilarak, bakteri iceren petriler 24 saat, maya igeren petriler 48 saat 36
°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda inhibisyon zon ¢aplar1 bir cetvel yardimiyla
Olciildii. Standart ¢6ziicii kontrolii olarak DMSO, standard kontrol ila¢ olarak bakteriler
icin Ampisilin (10 pg), mayalar i¢in flukonazol (5 pg) kullanildi.
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2.7. Diospyrus kaki Bitkisi Yapraklarmin Fenolik Bilesiklerinin HPLC-DAD ile
Aydinlatilmasi

Calismada bakteriyal replikatif DNA polimeraz inhibitdr etkisi gosteren
Diospyros kaki bitkisi yapraklarinin fenolik bilesikleri HPLC-DAD ile aydinlatildi.

Bitkinin taze yapraklar1 blender ile 6giitiildii ve 92 g hurma yapragi tartilarak 450
mL metanol ile 25°C” de karistiricida 2 saatte elde edilen 6ziit mavi bant siizgec kagidi
ile siiziildii. Oziitin 10 ml’si evaporatdrde kurutularak direkt metanol &ziitlerinin
HPLC-DAD analizleri ve DNA polimeraz inhibisyonu i¢in 2 ml metanolde ¢ozildi
(39,8 mg/mL). Geri kalan 6ziit evaporatorde kurutularak sivi-sivi 6ziitleme ig¢in 100 ml
suda ¢oziildii. 20 ml Hekzan ile 3 kez siv1 s1v1 ekstrasyonu yapildi. Bu kisim istenmeyen
apolar kismin uzaklastirilmasi igin yapildigindan kullanilmadi. Kalan sulu kisim 20 ml
Dietil eter ile 3 kez siv1 sivi ekstrasyonuna tabi tutuldu. Elde edilen eter fraksiyonu
evaporatorde kurutuldu. 1843,6 mg eter oziitii elde edildi. Bu 6ziit 8 ml metanolde
¢ozildi (230,45 mg/ml) ve HPLC-DAD ile analiz edildi.

HPLC-DAD analizleri Diyot Array Dedektér (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., Spm 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 hizi
1 mL.dk-1 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 ¢alistirildi.

Calisma kapsaminda 19 adet fenolik bilesik standardi kullanildi. Bunlar; sirincik
asit, kaemferol, timol, p-hidroksi benzoik asit, vanillik asit, kafeik asit, p-kumarik asit,
ferulik asit, ellagik asit, rutin, gallik asit, kuersetin, fisetin, mirisetin, apigenin,
protokatekuik asit ve isoramnetin, klorojenik asit ve paenol’diir. Metanolde hazirlanan
stok ¢ozeltilerin kalibrasyon grafiklerini belirlemek amaciyla ana stok ¢ozeltilerinden
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%356’lik metanolle seyreltme kosuluyla 19 adet standardin 40, 30, 20, 10, 5,2, 1 0,5 ve
0,25 mg/L’lik karisimlart hazirlandi. Tekrarlanabilirlik ve dedeksiyon limitlerinin

hesaplanmasi1 amaciyla 0,5 ppm karigim 7 tekrarl olarak yiiriitiild.
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3. BULGULAR

3.1. B. subtilis PolC Geninin Cogaltilmasi

B.subtilis PolC geni iki kontrollii olarak ¢ogaltildigi PZR sonrasi %1°lik agaroz jel
hazirlanip Marker (Thermo Scientific GeneRuler 1kb DNA Ladder) ile birlikte
yurtitiildi (Sekil 8).

B.subtilis
PolC

4000bp

3000bp
2500bp
2000bp

Sekil 8. PZR sonras1 B. subtilis PolC geninin markerla agaroz jelde yiiriitiilmesi.

3.2. Protein indiiklenmesi

0,1 M IPTG eklenerek gece boyu indiiklenen proteinler dogrulanmak {izere %8’
lik SDS — PAGE’ de yiiritiildii. Hiicrelerin sonikator araciligiyla patlatilmasinin
ardindan yapilan sogutmali santrifiij sonucunda elde edilen siipernatant ve pellet kontrol
protein ile birlikte yiiriitiildi. Sekil 9°da 1 ile numaralandirilan 6rnek B. subtilis PolC

proteinin kontrol enzimi olup sirasiyla pellet ve slipernatant kisimlar1 gosterilmistir.
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Sekil 9. B.subtilis PolC proteinine ait pellet ve siipernatantin SDS-PAGE’de
gosterilmesi

3.3. Protein Saflastirilmasi

Indiikleme isleminin ardindan varligi belirlenen proteinin saflastiriimasi
sonucunda toplanan her bir fraksiyon %8’ lik SDS-PAGE’ de yiiriitiildii. 1 numara
olarak adlandirilan 6rnek PolC’ nin siipernatantinin kolondan gegirilmesinin ardindan
yikama soliisyonuyla elde edildi. 2 numara 25 mM imidazollii tampondan sonra elde
edilen fraksiyondur. 3 numarali 6rnek 100 mM imidazollii tamponun kolondan
gecirilmesiyle toplanan fraksiyon olup 4, 5 ve 6 numaralarla adlandirilan 6rnekler 300
mM imidazol igeren tamponun kolondan gegirilmesiyle elde edilmis olup B. subtilis
PolC proteinini gosterir. Sekil 10” da goriildiigii tizere konsantrasyon ve safliga gore 4

ve 5 numaral1 6rneklerin diyalizi yapildi.
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Sekil 10. B.subtilis PolC enziminin her bir fraksiyonun ayr1 ayr1 gosterilmesi.

164,5 kDa olan B.subtilis PolC proteini 225 kDa’luk marker (New England
Biolabs) ile yiiritiiliip dogrulugu gosterildi (Sekil 11).

PolC
B. subtilis Markar

164,5 kDa

Sekil 11. B.subtilis PolC proteinin Markirla SDS-PAGE’ de gosterilmesi.

32



3.4. Saflastirilan PolC Proteinin Aktivitesinin Gosterilmesi

Saflastirma iglemi yapilarak elde edilen B. subtilis PolC proteininden 1’er pL
kullanilarak yapilan aktivite deneyleri sonucunda 20-mer primer pozisyonundan 45-mer
pozisyonuna iiriin olusturmasi sonucunda saflastirilan iki ayri enzimin de aktif olduklari
gosterildi (Sekil 12).

45-mer
Polimerizasyon
Urdnd

20-mer Primer
Pozisyonu

Sekil 12. Ure-PAGE’de B.subtilis PolC saflastirilan proteininin aktivitesinin
gosterilmesi

3.4.1. Metanoliin PolC Proteini Uzerine Etkisinin Gosterilmesi

Metanoliin ¢oziicii olarak kullanildigi 6ziitleme isleminde B. subtilis PolC
proteininin aktivitesine herhangi bir etkisinin olup olmadig1 tespit edilmek tizere %20
ve %35’ lik metanol hazirlandi. Deney 1 dk ve 10 dk olmak tizere iki farkli siireli olarak
yapildi. Deney sonucu Typhoon FLA9500 cihazinda goriintiilendi. 20-mer pozisyondan
45-mer pozisyonuna iriin olusturmada %35°lik metanol konsatrasyonuna kadar

metanoliin herhangi bir inhibit6r etkiye sahip olmadig tespit edildi (Sekil 13).
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PolC
B. subtilis

+ + %20 %35 | Metanol
_ Konsantrasyonu
e b= o

EELLL T

e

H 8 2§ 2§ %5 2§ Reaksivon

< Siiresi

Sekil 13. B. subtilis PolC proteinine metanol etkisinin gosterilmesi.

3.5. Diospyros kaki Bitkisinin Yaprak ve Meyve Oziitlerinin PolC Uzerine
Inhibisyon Etkileri

D. kaki bitkisine ait yaprak ve meyve oziitlerinden 1 pL kullanilarak yapilan
inhibisyon deneylerinin sonuglarina goére D. kaki yaprak oziitlerinin PolC iizerinde
gliclii inhibisyon gosterdigi, D. kaki meyve oziitlerinin ise inhibisyon gostermedigi

sonucuna varildi (Sekil 14).

M Y Su Mt
— — — p—— nolimerizasyon
urunu (45-mer)

- W — Primer

pozisyonu
{20-mer)

Sekil 14. Diospyrus kaki yaprak ve meyve oziitlerinin B. sub PolC iizerine etkisi.
M: Meyve oziitii, Y: Yaprak 6ziitii, Mt: Metanol
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3.6. Antimikrobiyal Aktivite

Agar kuyucuk difiizyon metodu ile antimikrobiyal aktivite Diospyrus kaki yaprak

Oziitii lizerinde yapild1. Petrilerdeki inhibisyon zon ¢aplari cetvel yardimiyla dl¢iildii.

Test edilen D. kaki yaprak (D.kakiY) oziitiiniin tiim mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu tespit edildi. Gram (+) ve Gram (-)
organizmalarda benzer antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu go6zlemlenirken

mayalarda en yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu saptandi (Tablo 5).

Tablo 5. Agar kuyucuk metoduyla bitki 6ziitiiniin antimikrobiyal aktivitesi.

Oziit Stok Kon. Mikroorganizmalar ve Inhibisyon Cap1 (mm)
(mg/mL) Ec Yp Pa Sa Ef Bc Ca

D.kakiY  100mg/mL 6 7 12 11 6 8 15

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, Bc: B. cereus
709 Roma, Ca: C. albicans ATCC 60193.

3.7. Diospyros kaki Yaprak 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 Srneginden
dogal bilesikleri analizleri i¢in yeterli seviyededir (Tablo 6). Bu standartlar Diospyrus

kaki bitkisinin yaprak oziitlerinde bakilmistir.
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Tablo 6. HPLC-DAD analizlerinin kalibrasyon ve validasyon degerler.

Standartlar RT  %BSS %BSS *LOD *LOQ R’ Kesim  Egim
(RT) (Alan) noktasi
1 Gallik asit 2,98 3,96 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 0,19 151 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 0,056 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 Kamferol 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
" mg.L™”

Hurma yaprak 6ziitlerinde mevcut olan fenolik bilesiklerin HPLC-DAD sistemi ile elde
edilen UV spektrumlart incelendiginde yogun bir flavonoid igerigine sahip olduklari
tespit edildi. Uygulanan metotta kullanilan flavonoid standartlari ile alikonma zamani
acisindan Ortiisen piklerin eter fraksiyonundaki mirisetin ve kamferol oldugu goriildii
(Sekil 16, Tablo 7). Hurma yapragmin metanol oziitleri ve eter fraksiyonunda Tablo 7
ve Sekil 15°te goruldigi gibi agirlikli olarak luteolin tiirevleri bulunmaktadir. Luteolin
standard1 kalibrasyonu yapilan sistemimizde bulunmadigindan bu piklerin sadece
kalitatif degerlendirilmesi yapilmis ancak miktar tayinine geg¢ilmedi. Kromatogramdaki
pikleri birbirlerine ¢ok benzer bilesen olmasindan yola ¢ikarak pik biiyiikliklerini
miktar olarak karsilastirmalarda kullanmamiz miimkiindiir. Ote yandan rutin, kamferol
ve isorhamnetinin kalibrasyonu sistemimizde mevcut olmasima ragmen Oziitlerde
gozlenen piklerin alikonma zamanlar1 farkliligindan dolayr bu bilesenler tiirevleri
seklinde degerlendirildi ve ilgili standardin kalibrasyon denklemi kullanilarak yaklagik
miktarlar1 Sekil 15°te verildi. Kromatogramlardan da anlagilacagi gibi oziitlerde baslica

luteolin tiirevleri ve onu takiben rutin, kamferol ve isorhamnetin tiirevleri mevcuttur.
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1 Hurma metanol
mAU a Luteolin T2 ) 254 nm
Luteolin T4
S04 Luteolin T1
404 Rutin T1 /
30 Luteolin T3

40 Kamferol T3 370 nm

301 Kamferol T1 7\
20]

10]

15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32Dakika
Sekil 15. Hurma metanol 6ziitlerinin 254 nm (a) ve 370 nm’de (b) HPLC-DAD

kromatogramlari
P Hurma eter
mAU , 254 nm
. Luteolin T2 .
Luteolin T1 Luteolin T4
400]
300 Rutin T2 / .
\ Luteolin T3
2001

. ) Luteolin
Gallik Asit

3000 b 370 nm
2501
200
1509
1007

509

Kamferol T2
Isoramnetin T1

/\ Kamferol

Kamferol o
Mirisetin

/P T

284 6 & 1o 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 Dakika

Sekil 16. Hurma eter 6ziitlerinin 254 nm (a) ve 370 nm’de (b) HPLC-DAD
kromatogramlari

Hurma yapragmin eter fraksiyonunda tespit edilen fenolik bilesikler gallik asit,
rutin tiirevleri, kamferol ve tiirevleri, luteolin tiirevleri, mirisetin ve isoramnetin
tiirevidir. Luteolin kantitatif olarak g6z ardi edildiginde miktar olarak ilk sirada 2216,4
mg std/g 6ziit olarak rutin tlirevi-2 son sirada ise 14,9 mg std/g 6ziit olarak mirisetin yer
almaktadir.
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Hurma yapragimin metanol 6ziitii fenolik bilesiklerce eter fraksiyonu kadar zengin
olmadig1 goriildii. Buradan eter fraksiyonunun ilgili bilesenleri daha zengin miktarda
ekstrakte ettigi sonucuna varilmaktadir. Ayrica kuru eter fraksiyonu, fenolik olmayan
diger bilesenlerden ayiklanmis oldugu i¢in fenolik bilesenlerin ¢oziiniirliigi artmis ve
baslica fenolik bilesen icerigine sahip olmustur. Eter fraksiyonunda goriilen gallik asit,
rutin tiirevi-1, mirisetin, isoramnetin tiirevi ve kamferol metanol 6ziitiinde goriilmedi.
Luteolin tiirevleri kalitatif olarak gozlenirken, kantitatif olarak belirlenen fenolik bilesik
tirevleri sirasiyla; rutin tiirevi-2 (1891,2 mg std/g 6ziit), kamferol tiirevi-2 ( 626,0 mg
std/g 6ziit) ve Kamferol tiirevi-1 (274,1 mg std/g 6ziit ) dir (Tablo 7).

Tablo 7. HPLC-DAD ile hurma metanol ve eter dziitlerinde tanimlanan fenolik
bilesenler

RT Standartlar Hurma Hurma
(dk) metanol* eter*
3,21 Gallik asit G 104,4
14,15 | Rutin tirevi 1 G 441,2
16,54 | Rutin tirevi 2 1891,2 2216,4
17,27 Kamferol tiirevi 1 274,1 259,3
17,61 Kamferol tiirevi 2 626,0 620,5
18,12 Luteolin tiirevi 1 K K

18,92 Luteolin tiirevi 2 K K

19,93 | Luteolin tiirevi 3 K K

20,67 | Luteolin tiirevi 4 K K

23,23 Mirisetin G 14,9
24,69 Luteolin tiirevi 5 K K

28,37 [soramnetin tiirevi G 450,1
32,41 | Kamferol G 265, 7

*mg std/g 6ziit; G: Gozlenmedi K: Kalitatif olarak gézlendi fakat miktar: hesaplanmadi
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Calismada D. kaki bitkisinin yaprak ve meyve kisimlari ¢alisildi. Yaprak ve
meyve Orneklerinden elde edilen 6ziitlerin B. subtilis PolC enzimi tizerindeki inhibisyon

¢alismalarinin sonucu Tablo 8’de verildi.

D. kaki bitkisinin yaprak kismi giiglii inhibisyon gosterirken, meyve kisminin

inhibisyon etkisi gostermedigi sonucuna varildi.

Tablo 8. B. subtilis DNA polimeraz 111 (PolC) proteinine D. kaki meyve ve yaprak
metanol 6ziitlerinin inhibisyon etkisi gosterip gostermediginin

degerlendirilmesi.
Bitki ad1 Bitki B. subtilis PolC
dokusu Pollll
Etkili Etkisiz
Diospyrus kaki Meyve +
Diospyrus kaki Yaprak +

Kronik ve dejeneratif hastaliklarinin baslamasi1 ve devaminda beslenme
modellerinin etkili oldugu diisiiniiliir (Liu 2004). Insan viicundundaki oksidatif stresin
azalmas1 veya engellenmesinde yiliksek miktarda fitokimyasal icerdiginden 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 igerdigi  fenolik ve flavonlar gibi fitokimyasallarin

cesitliligi saglik i¢in 6nemlidir (Yang vd., 2004).

Trabzon hurmasi, kizilcitk ve kusburnunda bulunan polifenol grubu bilesikler
(proantosiyanidinler, katesin ve izokversitinler) antioksidan, antidiyabetik,
antienflematuar ve kanser Onleyici etkiye sahiptirler. Antioksidan aktivite yaninda
kabizlik giderici, bagisiklik sistemini gelistirici, kilo verici ve kolesterolii diisiiriicii

etkiye de sahiptirler (Koca, 2007; Dogan vd., 2006).

Gidalarda bulunan bazi fenolik bilesikler dilin tim ylizeyinde ve yanak
mukozasinda bir burusturma ve kurutma duyusuna neden olabilmektedir. Bu duyu

burukluk olarak degerlendirilmektedir. Buruklugu saglayan fenolik bilesikler gidalarin
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kabul edilebilirligini etkileyebilmektedir. Trabzon hurmasi, dag erigi, kizilcik ve sarap

agizda buruk tadi veren gidalara 6rnek olarak verilebilir (Shahidi ve Naczk, 1995).

Ebenaceae familyasina ait olan Trabzon hurmasi (Diospoyros kaki), i¢erigindeki
yiiksek orandaki askorbik asit ile beslenme agisindan 6nemli bir meyvedir. Ham
meyvede ve olgun meyvenin yenmeyen kabuk ¢evresinde meyve etine oranla daha fazla
askorbik asit bulunmaktadir. Askorbik asit igerigi tiim gesitler i¢in 14.9-15.8 mg/100 g
arasinda degismektedir (Baltacioglu ve Artik, 2011).

Trabzon hurmasini giineste 1 ay, 60 °C’de 12 saat kurutarak diyet lifi, mineral
madde, iz element, polifenol ve toplam radikal siiplirme aktivitesindeki degisimi
arastirmistir. Diyet lifi, mineral madde ve iz element miktarinda degisim olmadig;
kurutmayla polifenol iceriginde ve antiradikal siipiirme aktivitesinde azalma oldugu
goriilmistiir. Azalmanin giineste kurutmada daha az oldugu tespit edilmistir (Park vd.,
2006).

Bu meyvenin 100 graminda 14-20 gram arasinda vitamin bulunmaktadir. 100
graminda 90 kalori ihtiva etmektedir. Yine 100 gramda 0,7 gram protein ve 0,4 gram
yag da icermektedir. 100 gramda 20-25 miligram arasinda C vitamini ile riboflavin,
niasin ve tiamin gibi bazi B vitamini gesitleri de bulunmaktadir. 0,3 miligram demir
icermektedir. Ayrica mineral madde igerigi bakimindan zengin oldugu, ozellikle
potasyum, kalsiyum ve fosforu en yiiksek oranlarda ihtiva ettigi yapilan aragtirmalarda

ortaya konulmustur (Parseker vd., 2008).

Meyvenin yliksek diizeyde igerdigi askorbik asit ve fenolik bilesikler bu
meyveye antioksidan o6zellik saglamaktadirTrabzon hurmasmin (Diospyros kaki)
Hachiya c¢esidinin kimyasal bilesimi ayrintili olarak saptanmis, olgunlagsma
periyodundaki sekerler, organik asitler, L-askorbik asit, karotenoid bilesikler ve fenolik
bilesikler HPLC metodu ile belirlenmistir. Ayrica degisik formiilasyonlarda iiretilen
nektarlarin bazi Ozellikleri ve duyusal degerleri saptanmistir. Hachiya ¢esidinde
sirasiyla %9,3 glukoz; %7,5 fruktoz; %0,3 sakaroz; %0,2 maltoz; %0,01 galaktoz;
%0,03 riboz; %0,02 ksiloz; %0,00 arabinoz; %17,6 toplam seker; 0,17 g/kg okzalik asit;
0,42 g/kg siiksinik asit; 0,41 g/kg malik asit; 0,06 g/kg quinik asit, 0,15 g/kg sitrik asit;
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1,20 g/kg toplam asit; 15,9 mg/100g L-askorbik asit; 28,0 mg/kg ksantofil; 45,5 mg/kg
0-karoten;5-73,5 mg/kg toplam karotenoid bilesik; 132,0 mg/kg katesin; 326,9 mg/kg
kuersetin ve 132,0 mg/kg toplam fenolik bilesik bulundugu saptanmistir (Karkacier,
1998).

Calismada Diospyrus kaki eter ve metanol yaprak oziitlerinin HPLC-DAD
analizleri sonucu; eter fraksiyonunda gallik asit, rutin tiirevleri, kamferol ve tiirevleri,
luteolin tiirevleri, mirisetin ve isoramnetin tiirevi tespit edildi. Metanol fraksiyonunda
ise Luteolin tiirevleri kalitatif olarak gozlenirken, rutin tiirevi-2 (1891,2 mg std/g 6ziit),
kamferol tiirevi-2 (626,0 mg std/g 6ziit) ve kamferol tiirevi-1 (274,1 mg std/g 6ziit)

kantitatif olarak belirlendi.
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5. ONERILER

Giliniimiizde antibiyotiklere kars1 direng 6nemli bir problem olmakta ve buna kars1
alternatif tedavilere ihtiyag¢ gittikge artmaktadir. Biitiin patojenlerin ¢ogalmasi ig¢in
gerekli bir islem olan kromozomal DNA replikasyonunun inhibisyonu hizli bir sekilde
mikroorganizmalarin Sliimiine neden olmaktadir. Bu yonden bakildiginda bakteri
replikasyon sistemleri yeni ilaclarin gelistirilmesi i¢in hedef sistemler olarak kabul

edilmektedir.

Bu ¢alisma ile D. kaki tiiriinden elde edilen 6ziitlerin C familyas1t DNA polimeraz
inhibisyonuna bakilmistir. Ayrica inhibisyon gosteren Oziitlerin fenolik bilesikleri
HPLC-DAD ile aydmlatilmistir. Ulkemizin bitki ortiisii  acisindan  cesitliligi
diisiiniildliginde inhibisyon ve karakterizasyon calismalar1 daha fazla bitki cesidi

uzerinden devam edilebilir.

Hurmanin metanol o6ziitiinin DNA polimeraz enzimine karsi kuvvetli
inhibisyonunun yogun olarak icerdigi flavonoidlerden kaynaklanmasi muhtemeldir.
Bunun net bir sekilde ortaya konulmasi i¢in, bu bilesenleri izole edilerek yeniden
inhibisyon testlerinin yapilmasi1 gerekmektedir. Ayrica bilesenleri daha ayrintili yap:
analizlerinin de yapilmasi burada mevcut olduklari asikar olan inhibitor ajanlarin kesin

tespitini saglayacaktir.

Hurma yaprak ve meyvelerinin geleneksel olarak cesitli hastaliklarin tedavisi i¢in
direk veya kaynatilarak kullanimi1 g6z oniine alindiginda hurma yaprak ve meyvelerinin
cesitli hastaliklara karsi potansiyellerini arastirmak ic¢in daha ileri ¢alismalar

gergeklestirilebilir.
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