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OZET

Doronicum macrolepis bitkisi Anadolu'’da hem geleneksel halk tibbinda gesitli
rahatsizliklarin hafifletilmesinde hem de cay olarak tiketilmektedir. Ancak, geleneksel
kullanimlarin bilimsel veriler ile desteklenmesi ve en etkili kullanim bi¢imlerinin ortaya
cikarilmasi ginimuzde bir ihtiya¢ haline gelmistir. Bu yiizden, bu alanda son yillarda
bilimsel calismalar hiz kazanmistir. S6z konusu c¢alismada, bitkinin etanol ile farkl
ekstraksiyon metotlar1 kullanilarak elde edilen Oziitlerinin antioksidan, antimikrobiyal
ve DNA koruyucu aktivitelerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu ¢alismada, 6ziitlerin
toplam fenolik (Folin-Ciocalteu metodu) ve flavonoid (AICl; metodu) madde miktarlari,
antioksidan (ABTS ve DPPH metotlar1) ve antimikrobiyal (disk difiizyon ve MIK
yontemleri) olmak tizere c¢esitli biyolojik aktiviteleri belirlenmistir. Fenolik madde
icerigi ise HPLC analizi ile tespit edilmistir. Bununla birlikte, DNA koruyucu etkinligin
belirlenmesi icin, hasar olusturulmus plazmit hiicrelerin Oziitlerle etkilesimi sonucu
ortaya ¢ikan DNA yapilarinin agaroz jeldeki goriintiileri yorumlanmistir. Bulunan
degerlere gore, Doronicum macrolepis bitki 6zltlerinin biyolojik aktiviteleri
belirlenerek, en etkili kullanim bi¢imi bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore, 24 saat
calkalayicinin ardindan 30 dakika ultrasonik banyoda tutulan ve yalniz 30 dakika
ultrasonik banyoda tutulan eksrelerin digerlerine kiyasla daha yiiksek biyolojik
aktivitelerinin oldugu ortaya ¢ikmistir. HPLC sonuglarina gére esktrelerde en yiiksek
fenolik bilesen siyrinkaldehit olarak bulunmustur. Sonug olarak, elde edilen bulgular
literatiire 6nemli katkilar sunmaktadir. Bununla birlikte, bitkinin s6z konusu biyolojik
aktivitelerinin degerlendirilerek, dogal, ucuz ve alternatif bir kaynak olarak cesitli
endiistrilerde kullanilabilme potansiyeli olabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Antimikrobiyal, DNA koruyucu etki,

Doronicum macrolepis
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SUMMARY

The plant Doronicum macrolepis is used both in traditional folk medicine and as a
tea in Anatolia to alleviate various ailments. However, the need to support traditional
uses with scientific data has become essential nowadays, leading to an acceleration of
scientific studies in this field in recent years. This study aims to determine the
antioxidant, antimicrobial, and DNA protective activities of extracts obtained from the
plant using different extraction methods with ethanol. In this research, various
biological activities of the extracts, including total phenolic (Folin-Ciocalteu method)
and flavonoid (AICl; method) content, as well as antioxidant (ABTS and DPPH
methods) and antimicrobial (disk diffusion and MIC methods) activities, were
determined. The phenolic content was also identified through HPLC analysis.
Additionally, for the determination of DNA protective activity, the images of DNA
structures resulting from the interaction of damaged plasmid cells with the extracts were
interpreted on agarose gel. Based on the obtained values, the biological activities of
Doronicum macrolepis plant extracts were identified, leading to the discovery of the
most effective usage form. According to the results obtained, it was revealed that the
extracts kept in ultrasonic bath for 30 minutes after 24 hours of agitation and the
extracts kept in ultrasonic bath for 30 minutes only had higher biological activities
compared to the others. According to HPLC results, the highest phenolic component in
the extracts was found to be syrincaldehyde. Consequently, the findings contribute
significantly to the literature. Moreover, considering the evaluated biological activities
of the plant, it is suggested that it may have the potential to be used as a natural,
inexpensive, and alternative source in various industries.

Key words: Antioxidant, Antimicrobial, DNA Protective Effects, Doronicum

macrolepis
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GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Insanlik, var oldugu giinden bu yana sifali bitkileri incelemis ve bircogunu gesitli
hastaliklarin tedavisi veya beslenme amacli olarak kullanmislardir (Cowan, 1999;
Petrovska vd., 2012). Zamanla bu bitkiler yeni ilaglarin gelistirilmesi i¢in de ilham
kaynagi haline gelmistir (Verma vd., 2015). Ciinkii bitkilere tibbi 6zellikler kazandiran
belirli sekonder metabolitler vardir (Guru vd., 2021). Bitkilerde farkli biyosentetik
Ozelliklere sahip olan bu metabolitler, azotlu bilesikler (siyanojenik glukozitler,
alkaloitler ve glukozinolatlar), fenolik bilesikler (flavonoidler ve fenilpropanoidler) ve
terpenler (izoprenoidler) olmak {izere ii¢c ana gruba ayrilir. Sekonder metabolitler ilag
onciileri olarak diisiiniilebilirler (Fang vd., 2011). Ozellikle sentetik madde kullaniminin
yarattig1 yan etkilerle birlikte en giivenilir, en ucuz ve en ulasilabilir alternatif dogal
kaynaklardan biri olan bitkilerin kullanim egilimi artmistir (Naveen vd., 2021).
Bitkilerin fitokimyasal yapisi, farmakolojik etkileri agisindan benzersiz bir kesif
kaynagi olusturmaktadir. Diinyanin birgok yerinde bitkilerin farkli kisimlar1 (yapraklar,
cigekler, meyveler, rizomlar, yumrular, kokler, saplar ve aga¢ kabugu) ekstrakt veya
karigim olarak kullanilmaya devam edilmektedir (Bordoloi vd., 2023). Bununla birlikte,
bu karigimlarin olasi etkilerinin bilimsel verilerle dogrulanmasi da gereklidir.

Modernlesme ve kendine 6zgii yasam tarzlarinin olugmasiyla birlikte glinlimiizde
pek ¢ok sorun ortaya ¢ikmistir. Ozellikle yasadigimiz Kovid-19 salg siireci insanlarda
ciddi bir strese neden olmustur (Bhuiyan vd., 2021). Stres hiicresel dengeyi bozan ve
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artmasina neden olan 6nemli bir faktordiir (Sun vd.,
2022). Ote yandan ilaca direngli mikroorganizmalarin neden oldugu bulasic1 hastaliklar
da artmaktadir (Cicek vd., 2013). Bu sorunlar1 ortadan kaldirmak veya azaltmak igin
sentetik ilaglara kiyasla daha giivenli, ekonomik, dogal ve yan etkileri daha az olan yeni
alternatiflere ihtiyag duyulmaktadir (Ozcan, 2021). Bu baglamda, bitkiler énemli bir
kaynak teskil etmektedir. Yapilan calismalar, bitkilerin sahip olduklar1 sekonder
metabolitler ile antioksidan, antimikrobiyal, antienflamatuar, antikanser ve enzim inhibe
edici pek cok biyolojik aktivitelerden sorumlu olduklarini ortaya koymaktadir (Ozcan
ve Acet, 2018; Saleem vd., 2019; Elansary vd., 2019; Borah vd., 2019).

Turkiye, farkli yiikselti ve iklim kosullar1 nedeniyle ¢ok genis bir bitki Ortiisiine
sahiptir. Yetisen bitkilerin birgogu aromatik olup ¢esitli hastaliklarin tedavisinde yaygin



olarak kullanilmaktadir (Altindal, 2019). Ancak ne yazik ki bu bitkilerin hangi
kisimlarinin, nasil kullanildigina dair bilgiler olduk¢a sinirlidir. Bu nedenle geleneksel
olarak kullanilan bitkilerin yeni arastirma ve bilimsel verilerle desteklenmesi, sentetik
tirtinlerin olasi zararlarina karst yeni dogal ve saglikli tirtinlerin gelistirilmesi blylk
Onem tagimaktadir. Bu nedenle daha 6nce kullanilan dogal yontemler bilim adamlarina
ilham kaynagi olmaktadir. Bu anlamda gorsel giizellikleriyle dikkat ceken, eski
caglardan beri tibbi Ozellikleri sayesinde bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan
Asteraceae iiyeleri (papatyalar) 6n plana g¢ikmaktadir (Hossain, 2011; Ahmed vd.,
2021).

Asteraceae, cigekli bitkilerin en genis familyasidir ve yaklasik 1700 cins ve 32000
tiir ile temsil edilmektedir. Bu familyanin, sahip oldugu sekonder metabolitler sayesinde
cesitli biyolojik aktiviteler sergiledigi bildirilmistir (Vestena vd., 2023). Cogunlukla
kuzey ve dogu Anadolu daglarindaki nemli bélgelerde yetisir. Bu cinse iliskin son
kapsamli ¢alisma 2000'li yillarin basinda gerceklestirilmis ve bu tlire iliskin gesitli
morfolojik ve molekiiller calismalar ile bu cinsin sistematigini aydinlatmaya
calisilmigtir. Asteraceae tiirlerinin, ekstrakt veya ucucu yag formunda, beslenme ve
tibbi amaglarla kullanildigi bilinmektedir (Roig, 1965; Denisow-Pietrzyk vd., 2019;
Kladar vd., 2015). Yine bu familyaya ait tdrlerin, gastroprotektif, antioksidan,
sitotoksik, anti-obezite, anti-inflamatuar, spazmolitik ve antimikrobiyal etkiler gibi
birgok biyolojik aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir (Awuchi vd., 2023).
Doronicum macrolepis Freyn. & Sint. de (Kaplanotu) bu familyaya ait olan endemik bir
tiirdiir ve halk tarafindan ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Edmondson,
1975). Avrupa'da Doronicum tiirleri kalp hastaliklari, sara, sitma, intestinal bozukluklar1
ve zehirli hayvan isiriklariin giderilmesi gibi ¢esitli saglik sorunlarinin tedavisinde
kullanilmaktadir. Biiyiik, gosterisli ¢icekleri nedeniyle Avrupa'da siis bitkileri olarak da
yetistirilmektedir. Birgok ¢alisma, Doronicum tiirlerinin toprak istii kisimlarinin, kok
ekstraktlarinin  pirrolizidin  alkaloidleri, flavonoidler, kumarinler, terpenler ve
benzofuran (bir tremeton tiirevi) gibi bilesikler icerdigini gostermistir. Esansiyel
yaglarin igerigi arasinda seskiterpen ve monoterpen bilesikleri 6ne c¢ikmaktadir.
Doronicum tiirlerinin i¢erdigi gesitli biyoaktif bilesenler sayesinde, dogal bir ilag olarak
kullanilma potansiyeli oldugu diisiiniilmektedir. Bu yuzden, Doronicum tlrii Uzerine,
ozellikle yeni saf bilesiklerin ortaya ¢ikarilmasi ve etkilerinin belirlenmesini kapsayan,
daha fazla aragtirma yapilmasi beklenmektedir (Erarslan vd., 2023).

Literatirde, D.macrolepis iizerine yapilmis siirli ¢alisma bulunmakla birlikte

(Akpmar vd., 2009; Ozcan, 2020), bu bitkinin etanol ile farkli ekstraksiyon yontemleri
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kullanilarak elde edilen ekstraktlarinin biyolojik aktiviteleri iizerine yapilmis bir
calismaya rastlanmamistir. Bu c¢alismanin amaci, D.macrolepis’in etanol ile farkli
ekstraksiyon yontemleri kullanilarak (24 saat calkalayici, 24 saat calkalayic1 + 30
dakika ultrasonik banyo, 24 saat ¢alkalayic1 + 60 dakika ultrasonik banyo, yalniz 30
dakika ultrasonik banyo ve yalniz 60 dakika ultrasonik banyo muameleri ile) elde edilen
ekstraktlarin  fitokimyasal profilinin aydinlatilmasinin  yan1 sira, antioksidan,
antimikrobiyal ve DNA koruma aktivitesi gibi biyolojik aktivitelerinin de
belirlenmesidir. Bu ¢alisma, endemik bir tiir olan Doronicum macrolepis bitkisinin

DNA koruma aktivitesi iizerine yapilan ilk kapsamli ¢alisma olma niteligindedir.

1.2. Calismanin Amaci

Bu tez c¢alismasinda, Gilimiishane ili, Artabel Golleri Milli Parki’nin yiiksek
kesimlerinde endemik olarak yayilis gdsteren; bolge halki tarafindan geleneksel halk
tibbinda ve gida olarak tiiketilen Doronicum macrolepis bitkisinin etanol ile farkli
ekstraksiyon yontemleri kullanilarak elde edilen ekstaktlarin bazi biyolojik aktiviteleri
arastirllmistir.  Calisma kapsaminda, farkli yontemler kullanilarak hazirlanmis
ekstrelerin toplam fenolik ve flavonoid iceriklerinin; antioksidan ve antimikrobiyal
aktivitelerinin belirlenmesi, fenolik iceriginin aydinlatilmasi ve bunlara ek olarak ilk
kez DNA koruyucu aktivitesinin arastirilmasi: amaglanmaktadir.

Halen bolge halk tarafindan gelisigiizel ve bilingsiz sekilde tiiketilen s6z konusu
bitkinin biyolojik 6zelliklerini yitirmeden, en etkili yontemlerle kullaniminin bilimsel

verilerle ortaya konulmas1 hedeflenmektedir.

1.3. Doronicum macrolepis (D.m) Bitkisiyle Ilgili Genel Bilgiler

Son verilere gore Doronicum cinsi diinya ¢apinda 163'a yakin tiirle temsil
edilmektedir (URL 1). Bu tiirlerin neredeyse yarist Avrupa’da ve Afrika’nin kuzey
kesimlerinde dagilis gostermektedir. Bununla birlikte, diger kism1 ise Asya’nin orta ve
giineybat1 kisimlarina 6zgii olarak yetismektedir (Skof vd., 2019). Doronicum orientale
haricinde, bu cinsteki tiirlerin dagilimi genellikle ii¢ bolgeden biriyle sinirlidir: Avrupa,
giineybat1 Asya veya orta Asya. D. orientale, Avrupa ve giineybati Asya'da yaygindir,
ancak goriilme siklig1 esas olarak Dogu Akdeniz bdlgesinde (Yunanistan, kuzey
Tiirkiye, giiney italya ve Liibnan-Suriye) artmaktadir (Sekil 1) (Fernandez vd., 2003;
Fernandez vd., 2001).
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Sekil 1. Doronicum cinsinin Diinya’daki yayilis alanlar1 (Erarslan vd., 2023).

Cins isminin etimolojisine bakildiginda Doronicum isminin kokeninin Arapga
daranaj, daraunaj kelimesine dayandig1 goriilmektedir (Mikaili vd., 2012). Ibn-i Sina'nin
“Kitab-Ul-Adviya Qalbiya” adli eserinde kalp hastaliklari tim yonleriyle
anlatilmaktadir. Buna gore, Doronicum hookeri’nin kalp hastaliklarini tedavi etmede
etkili oldugu ifade edilmistir. Yine, Doronicum scorpioides turiniin koklerinin (yerel
adi: leopar biiyiisii, leopar oriimcekkusu) Dogu Akdeniz'de goz hastaliklarini tedavi
etmek ve cinsel istegi bastirmak i¢in kullanildigi bildirilmektedir (Lev vd., 2015).
Bununla birlikte, D.m tiiriiniin koklerinden elde dilen tonigin (karacigeri, kalbi, sindirim
sistemini ve duyu organlarinm gii¢lendirici etkisi dolayisiyla) Azerbaycan'da kullanildig:
bilinmektedir (Alakbarov vd., 2001). Ayrica, Osmanli déneminde D. scorpioides'in
cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanildig: bildirilmistir (Lev vd., 2002).

Tiirkiye Florasindaki Doronicum cinsinin revizyonu Edmondson tarafindan
yapilmistir. Buna gore Doronicum tiirii iilkemiz florasinda 14 tiir (yaklasik onbes
takson) ile temsil edilmektedir. Doronicum'un tiirii giineybati Asya'da, 6zellikle de
Tiirkiye'nin dogusunda yaygin olarak dagilmaktadir. Anadolu'da bulunan 15 taksonun
8'1 endemiktir (Giiner vd., 2012). Endemizm oraninin ¢ok yiiksek olmasi iilkemizin bu
cins ic¢in cesitlilik merkezi oldugunu disiindiirmektedir. Bu endemik g¢esitlilige

Giimiishane, Trabzon ve Giresun illerinde yaygin olan D.m 6rnek verilebilir (Sekil 2).
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Sekil 2. Doronicum macrolepis tiriniin Tiirkiye’de yayilis alanlari (URL 2).

D.m bitkisinin tanimi: Dayanikli bir bitki olup, yaklasik bir metre yliksekliginde,
seyrek yaprakli, iist kisminda dallanan, uzun, beyaz ve kisa tiiylerle kapl saplara sahip.
Yapraklar uzun saplt olup, 20 cm'ye kadar genislikte, yumurta ve kalp seklinde, seyrek
disli kenarlara sahiptir; 4 cm'ye kadar olan basgiklar sar1 ¢igeklerle kaplanmistir (URL
3).

Sekil 3. Dogal ortaminda Doronicum macrolepis (URL 3).

D.m dunya flora konsorsiyumuna gore (WFO, 2024), Doronicum macrophyllum

Fisch. subsp. macrophyllum esanlamlisi ile de giincel olarak kullanilmaktadir.



1.4. Bitkisel Sekonder Bilesikler

Bitkiler karbonhidrat, protein ve lipid gibi bitkilerin yasamsal fonksiyonlarini
dogrudan etkileyen primer iriinlerin yan1 sira zorlu gevresel etkilerle basa ¢ikabilmek
icin seckonder bilesikler sentezlerler (MacCari vd., 2011; Tiring vd., 2020). Bu
metabolitlerin, dikkate deger biyolojik aktiviteleri vardir ve tedavi, besin ve gida katki
maddeleri gibi gesitli amaglar i¢in kullanilabilmektediler (Akileshwar vd., 2012; Guven
ve Glrsul, 2014; Yang vd., 2018).

Modern cagin, insanlarin yasam bicimleri {lizerinde pek ¢ok olumsuz etkileri
olmustur. Enerji fazlaligi, kilo artisi, obezite ve bir¢ok kronik hastaligin artigi gibi
sorunlar dikket cekici hale gelmistir (Berberoglu ve Hocaglu, 2021). Bu nedenle,
tilketicilerin saglig1 artirmay1 amacglayan hem gida olarak tiiketilebilen hem de tedavi
edici 6zellikte olan dogal takviye iiriinlere olan taleplerini artirmistir. Bu durum, bitki
bazli fonksiyonel firiinlerinin tretimi ve genislemesi konusundaki endiistrilerde
ilerlemeye neden olmustur. Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’ne gore, kiiresel niifusun
yaklasik %80'inin saglik problemleri ile karsilastiklarinda, ¢6ziim olarak geleneksel
halk tibbina bagvurdugunu belirtmistir (Min vd., 2012). Ornegin halk tibb1 araciligi ile,
bitkisel kaynaklar tiiketen kisilerde kanser riskinin azaldigin1 gézlenmistir (Anand vd.,
2016). Bitkilerden elde edilen dogal biyo bilesikler, ilaglar, fonksiyonel gida igerikleri,
parfiimler, gida katki maddeleri ve pigmentler olarak kullanilabilmektedir (Nohutcu vd.,
2019; Bozkir vd., 2022). Bu nedenlerden dolayi bitkisel ekstraktlarin iiretimi ve
saflagtirilmasi bilimsel arastirmalarin ilgi odagini1 olusturmaktadir.

Bitki sekonder metabolitlerleri, yalnizca bitkiler tarafindan firetilen 12.000'den
fazla alkaloit, 40.000 terpenoid ve 8000 fenil propanoid i¢in kullanilan genel bir
terimdir (Elshafie vd., 2023). Sekonder metabolitler primer metabolizmanin son
urtnleri olarak kabul edilir ve bitki hormonlar1 arasindaki etkilesimi, bitkilerin zorlu
kosullar altinda uyum saglamasina ve hayatta kalmalarina olanak taniyan 6nemli bir
diizenleyici mekanizmadir. (Kumari vd., 2023). Bu biyo-bilesikler savunma
kimyasallar1 olup yoklugu bitki i¢cin herhangi bir kotii etkiye neden olmadigi gibi
insanlarda da sagligi desteklemektedir. Bu biyoaktif bilesikler, konsantrasyonlar1 ve
safliklarina bagli olarak insanlar ve hayvanlar lizerinde toksikolojik veya farmakolojik
etkilere neden olabilirler. Ornegin antioksidan, anti-kanserojen, anti-inflamatuar ve
antimikrobiyal 6zelliklerle karakterize edilirler. Birkag bitki sekonder metabolitlerinin,
DNA'da hasara neden olan ve dolayisiyla karsinojeneze yol acan oksidatif stresi ve
inflamasyonu Onleme kapasiteleri nedeniyle potansiyel antikanser aktiviteye sahip
oldugu rapor edilmistir (Blok vd., 2015; Dionysia vd., 2021). Antioksidanlar, dogal ve
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sentetik yollarla elde edilebilen, oksidasyon siirecini engelleyebilen bilesiklerdir.
Ozellikle bitkiler, antioksidanlarca ¢ok zengindir (Satyajit vd., 2006; Poljsak vd., 2021).
Potansiyel antioksidan aktiviteye sahip bitki sekonder metabolitleri, gida kalitesini
tyilestirmek ve kisisel yasam kalitesini arttirmak icin bircok kemosentetik maddeye
dogal alternatifler olarak diistinulebilir (Paine vd., 2005; Jiang vd., 2016). Bitkisel
kaynaklardan sekonder bilesiklerin kullaniminda yer alan baglica adimlar, ekstraksiyon,
tarama, izolasyon ve karakterizasyon, toksikolojik ve klinik degerlendirme olarak

siralanabilirler (Kumar vd., 2010). Kimyasal i¢erigine bagli olarak, bitki bazli sekonder

metabolitler alkaloidler, fenolikler ve terpenoidler olmak U(zere (¢ ana gruba
ayrilmaktadir (Topcu vd., 2015) (Sekil 4).

Alkoloidler
Sekonder Terpen
Metabolitler Steroidler
Flavonoidler

Fenolikler <

Sekil 4. Sekonder Metabolitlerin Genel Siniflandirmasi (Topcu vd., 2015).

Stilbenler

1.4.1. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, tim bitkilerde bulunan ve esas olarak pigmentlerle temsil
edilen biiylik bir gruptur. Bu grupta hiicre duvarlarinin giiclendirilmesine yardimci olan
lignin gibi yapisal islevlere sahip bilesikler de bulunmaktadir. Bitki savunmasinda yer
alan  diger  maddeler (6rnegin  kumarinler, stilbenler, izoflavonoidler,
proantosiyanidinler, yogunlastirilmis tanenler), tozlasma ve tohum gelisiminde kKimyasal
olarak islev goren, daha ¢ok asit hidroksil grubu igeren aromatik bilesenlerdir. Fenolik
bilesikler flavonoidler ve stilbenler olarak iki kategoriye ayrilirmaktadirlar (Alvarez,
2016).

Flavonoidler, bitkilerde yaygin olarak bulunan, bitki biiyiimesine ve gelisimine
katkida bulunan ve gida ve tipta 6nemli uygulamalari1 olan 6nemli bir ikincil metabolit
smifidir. Flavonoidlerin biyosentezi uzun zamandir bitki biyolojisinde yogun

arastirmalarin odak noktasi olmustur. Flavonoidler, fenilpropanoid metabolik yolundan
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taretilir ve C15-C6-C3-C6 benzen halka yapisindan olusan temel bir yapiya sahiptir
(Liu vd., 2021). Flavonoidler; genellikle hiicre stromasinda bulunurlar. Bitkinin meyve
ve ciceklerindeki renk olugmasinda, polinatér g¢ekiminde (pelargonidin, siyanidin,
delphinidin), bitkilerin UV-B radyasyonuna karsi1 korunmasinda (kaempferol), kuraklik,
metal stresi, yanma ve kitlik zamanlarinda sentezlenirler (Fernandez, 2016).

Stilbenler; esas olarak bitki koruma amagh kullanilmaktadir. Stilben grubunda en
cok resveratrollar bulunmaktadir. Cis ve trans izomerleri iceren Resvaratrol, stresli
ortamda (saldirilar ve patojenler) tiretilmektedir. Resveratrollarin trans izomerleri,
antioksidan aktivitesi nedeniyle insanlarda kalp hastaliginin tedavisinde faydalidir.
Gunimuzde Trans-resveratroliin  elde edilebildigi pek c¢ok bitkisel kaynak
bulunmaktadir ve bunlar tip ve kozmetik alanlarda kullanimaktadir.

Bitki bazli {iriinlerin saglik tizerindeki yararl etkilerinin ¢ogu, antioksidan etkiye
sahip fenolik bilesiklere atfedilmektedir (Thangapazham vd., 2006; Erlund vd., 2008;
Demir vd., 2019; Fisher vd., 2015; Balasundram vd., 2006). Bugiine kadar 8.000'den
fazla bitki fenolik bilesigi rapor edilmis olup, biyoteknolojik yontemlerle bu fenolik
bilesiklere siirekli olarak yeni bilesikler eklenmektedir (Harborne ve Williams, 2002;
Naczk ve Shahidi, 2006).

1.5. Serbets Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller, ilk kez Moses Gomberg tarafindan tanimlanmistir (Gomberg
vd., 1900). Reaktif oksijen tiirleri (ROS, serbest radikallerin kismi indirgenmesi veya
tirevleri) oldukca reaktif, tehlikeli ve oksidatif hicre 6limine neden olabilecek
yapilardir (Mansoor vd., 2022). Uzun bir siire boyunca, yiiksek reaktifligi ve kisa
Omarlilugi nedeniyle biyolojik ortamlarda bulunmadiklar diistintilmiistir. Bununla
birlikte, Leonor Michaelis (1939), organik molekulleri igeren tum oksidasyon
reaksiyonlarinin serbest radikaller araciligiyla gergeklesecegini 6ne siirmiistiir. Bu ifade
genellikle yanlis olmasina ragmen, biyolojik siireglerde serbest radikallerin roltine ilgiyi
artirmis ve 1950'lerde, biyolojik sistemlerde serbest radikaller bulunmustur (Commoner
vd., 1954). Boylece, ROS’larin birgok hiicresel yapinin zarar gérmesine ve hiicresel
homeostazin bozulmasina yol agabilecegi diisiiniilmeye baslanmistir (Fang vd., 2003,
Cai vd., 2004).

Aerobik ortamda yasayan organizmanin tiiketilen oksijenin %90'dan fazlasi,
elektron tasima zinciri (ETC) ig¢inde sitokrom oksidaz tarafindan dort elektronlu
mekanizmalar araciligiyla ROS salimimi olmaksizin dogrudan suya indirgenir
(Skulachev, 2012). Eukaryotlarda, sistem i¢ mitokondri membraninda bulunan ETC

tarafindan temsil edilir, prokaryotlarda ise ETC bilesenleri plazmatik membranda
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bulunur. ETC'nin isleyisi, enerji iiretmek i¢in oksidatif fosforilasyon ile baglantilidir ve
ATP formunda enerji Uretir. ATP tdiretimi sirasinda hiicresel oksijenin indirgenmesi
stirecinde, insan vicudunda reaktif oksijen tirleri (ROS) olarak bilinen yan drlnler
olusur. ROS kendiliginde OHe veya O, gibi serbest radikaller ayrilir (Rao vd., 2011).
Sarf edilen oksijenin %10'mdan azi, bir elektron araciligiyla indirgenerek molekiiler
oksijeni stperoksit anyon radikali (O,) haline getir ve iki protonun kabul edilmesiyle
hidrojen peroksit (H20,) olusturma sonucunu veren bir isleme yonelir (Sekil 5). Bu
bilesik bir serbest radikal degildir, ama oksijenden kimyasal olarak daha fazla aktiftir,
bu nedenle ROS grubuna dahil edilir.

0,—%— 0, £ Hy0,—S—HO" +HO'
e[4H"
) &, H' (H')
2H,0=
HI

Sekil 5. Molekdler oksijenin indirgenmesi (Lushchak, 2014).

H,0, molekili bir elektron daha alarak hidroksil radikali (HO) ve hidroksil
anyon (OH.) olusturur. Sonunda, HO, proton ve elektronlardan bir daha alarak su
molekiiliiniin olusumuna neden olur. Biyolojik sistemlerde bu reaksiyon genellikle
farkl1 bilesenlerden (proteiner ve lipidler gibi) bir hidrojen atomunun cikartilmasi
yoluyla sik¢a zincir siire¢lerinin baslatilmasina neden olur. Kisaca, O,, H,O, ve HO
toplu olarak reaktif oksijen tiirleri olarak adlandirilir. Reaktif oksijen tiirleri yalnizca
yukarida bahsedilen O,, H,0, ve HO'yu igermez, ayn1 zamanda ¢esitli peroksitleri, lipid
peroksitleri ve proteinlerin peroksitlerini ve niikleik asitleri icerir. Dahasi, ROS'un
homeostazi, reaktif karbon tiirleri (glikozal, metilglikozal gibi) (Semchyshyn vd., 2012)
gibi bircok diger reaktif tiirle (RS) yakindan iliskilidir. Ayrica, azot (azot oksit,
peroksinitrit ve ilgili bilesikler), karbon, kiikiirt, halojenler, vb. gibi bir¢ok baska ROS
tirleri de vardir (Bild vd., 2013; Radi vd., 2013).

ROS ayn1 zamanda sigara igme veya g¢evresel kirleticiler gibi dis kaynaklardan da
kaynaklanabilir. ROS'un insan vicudunda birikmesi redoks dengesizligine neden
olmaktadir ve bu durum bazi insan hastaliklarmin gelisiminde de rol oynamaktadir
(Jomova vd., 2023). Bu nedenle, ROS ve endojen antioksidanlar arasinda bir
dengesizlik oldugunda, besinlerle alinan eksojen antioksidanlar serbest radikallere karsi
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miicadelede etkili bir faktor olabilir. Dogal antioksidanlarin miikemmel alternatif
kaynaklariin baginda bitkisel iriinler gelmektedir (Zafar vd., 2023; Trevizan vd.,
2020). Bu {irtinler, antioksidan aktiviteye sahip bir dizi madde igerir, 6rnegin vitaminler
A, C ve E ve karotenoidler (Razali vd., 2012); fenolik bilesenler (fenolik asitler,
flavanol, flavonlar, katesinler, antosiyaninler ve antosiyadidinler, lignanlar ve
stilbenler); tanenler; ve kumarinler (Miser-Salihogl vd., 2023). Ozellikle, bitkilerde en
bol miktarda bulunan ve besinlerden en yaygin olarak alinan antioksidan grubu olan

fenolik bilesenler dikkat cekmektedir (Scalbertvd., 2005).

1.5.1. Oksidatif Stres

Canl1 organizmalar siirekli olarak ROS'larin saldirisiyla, otomatik olarak oksidatif
strese maruz kalir. Oksidatif stres, kanser, diyabet, ateroskleroz ve inflamatuar
bozukluklar, kardiyovaskiler ve norolojik hastaliklar dahil olmak Uzere birgok
hastaligin sorumlusudur (Berlett, 1997; Sahin, 2017). Canli organizmalar ROS
saldirilartyla miicadele edebilecek karmasik bir antioksidan savunma sistemine sahiptir.
Ancak bazi durumlarda bu denge bozulur ve oksidatif stres ortaya ¢ikar. Oksidatif stres,
oksidan-antioksidan dengesinde potansiyel hasara yol acgabilecek, oksijen toksisitesinin
viicut hiicreleri tizerinde yaratabilecegi sayisiz yan etkiye yol agabilecek olumsuz bir
degisiklik olarak tanimlar (Jaganjac vd., 2022). Olusan bu denge durumunun bozuklugu
asagidaki kosullarin biri veya birkacinin kombinasyonuyla bozulabilmektedir.
e ROS iiretimi ile baglantili oto-oksidasyona giren endojen ve eksojen bilesenlerin

artan seviyesi,

e Diisiik molekiiler kiitleli antioksidan rezervlerinin tiikenmesi,
e Antioksidan enzimlerin inaktivasyonu,

e Antioksidan olan enzimlerin ve antioksidan {iretiminin azalmasi (Sies, 1997).

Sekil 6, antioksidanlar ve reaktif oksijen turleri arasindaki dengesizlik nedeniyle
olusabilecek oksidatif stresin neden oldugu hasar1 gostermektedir.
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Sekil 6. Oksidatif stres hasar1 (Ozcan vd., 2015).

1.6. Antioksidanlar ve Etki Mekanizmalari

Antioksidanlar, serbest radikalleri temizleyerek oksidatif stresin neden oldugu
hiicre hasarmmi1 Onleyebilen maddeler olarak tanimlanmaktadir (Shinde vd., 2012).
Antioksidanlarin serbest radikallere karsi afinitesi yiiksektir. Bu nedenle viicutta
oksidanlar belirli bir seviyeye kadar artsa bile vicutta her zaman sabit diizeyde bulunan
dogal antioksidanlar tarafindan nétralize edilir. Genel olarak antioksidanlar, kiglk
miktarlarda bile olsa, DNA, proteinler ve lipitler gibi hiicresel bilesenlerin
oksidasyonunu  yavaglatabilir ~ve  Onleyebilir, bdylece hiicreler i¢indeki
oksidan/antioksidan dengesinin korunmasini saglayabilirler (Halliwell, 1990; Casas-
Grajales ve Muriel, 2015). Antioksidanlar genellikle reaktif oksijen turlerinin Uretimini
ve ¢ogalmasini engeller ve yararl etkilerini ¢esitli mekanizmalar yoluyla gdsterirler. Bu
mekanizmalar:
* Antioksidanlarin yakaladig1 serbest radikalleri toplayip daha stabil yapilara
doniistiirerek,
« Zincir kesme fonksiyonu ile serbest radikal treten kimyasal reaksiyonlar1 durdurarak,
* Reaksiyonlar1 inhibe ederek hizini disiirerek,
« Biyomolekdillerdeki hasar1 onararak onaric1 bir etkiye sahiptir.
* Vucuttaki antioksidan enzimlerin aracigi ile enzimatik olmayan antioksidanlarin

sentezini artirarak ¢alisirlar.
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* Oksidasyonu baslatan yiiksek derecede reaktif tirleri yakalayarak (Nawar, 1996;
Brewer, 2011).

Antioksidanlarin benzersiz yapisal ozellikleri, fiziksel konumlari, indirgeme
potansiyelleri, aktivasyon enerjileri, uguculuklar1 ve termal hassasiyetleri bunlarin
etkinligini etkiler. Miikkemmel 6zelliklere sahip antioksidanlara, zincir reaksiyonlarinin
yayllmasint Onleyen antioksidanlar denir. Antioksidanlar, bir H atomu tutma
yeteneklerinden dolay1 reaktif oksijen tiirlerinin zararl etkilerini sinirlayarak temizleme
yetenegine sahiptirler (Brewer, 2011).

1.7. Mikroorganizmalar

Calismis oldugumuz bu tezde, Doronicum macrolepis ekstraktinin antibakteriyel
ozelliklerinin tespit edilmesi amaciyla insanlarda, hayvanlarda ve gidalarda yogunluk
goOsteren patojen mikroorganizmalar kullanilmigtir. Ekstrelerin antimikrobiyal aktivitesi
6 adet Gram (-) bakteri, 9 Gram (+) bakteri ve 1 maya olmak Uzere toplam 16
mikroorganizmaya kars1 arastirilmistir  (Tablo 1). Yapilan analizde Klebsiella
pneumoniae, Yersinia pseudotuberculosis, Salmonella thyphimurium, Methicillin-
resistant Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecium, Enterococcus
faecalis ,Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Enterococcus hirae,
Xanthomonas spp., Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pyogenes, Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis mikroorganizmalar1 ve Candida tropicalis mayasi

kullanilmastir.
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Tablo 1. Antimikrobiyal testlerde kullanilan mikroorganizmalar.

Cinsi Mikroorganizma Adi Sus Numarasi
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus ATCC 43300

Gram (+) Enterococcus faecium DSMZ 13590
Bakteri Enterococcus faecalis ATCC 29212

Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis
Streptococcus pyogenes
Bacillus subtilis
Bacillus cereus

Enterococcus hirae RSKK 709
Staphylococcus aureus ATCC 10541

Salmonella typhimurium CCM 5445
Ecsherichia coli ATCC 29,998
Gram (-) Bakteri Klebsiella pneumoniae ATCC 13,883
Psedomonas aeruginosa ATCC 27853

Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911

Xanthomonas spp. ATCC 6538
Maya Candida tropicalis NRRLL YB-366

Salmonella thyphimurium: Enterobacteriaceae familyasina ait olan S.
typhimurium, cubuk seklinde gram-negatif bir bakteri tiiriidiir. Insanlarda ve
hayvanlarda yaygin olarak enfeksiyonlara neden olan bir mikroorganizma tiirii oldugu
bilinmektedir (Brenner vd., 2000). Salmonella vakalarinin ¢oguna S. typhimurium ile
kontamine olmus yiyecekler neden olur. Ciftlik hayvanlarinin ve kiimes hayvanlarinin
bu bakteri ile yaygin olarak enfekte oldugu bilinmesine ragmen, evcil kedilerin ve
hamsterlerin de bu organizmay1 tasidiklar: ve insanlarda enfeksiyonlara neden olduklar:
bilinmektedir. Az pismis kiimes hayvani eti ve yumurta tiikketildiginde Salmonella
yayilir ve enfeksiyona neden olmaktadir (Swanson vd., 2007).

Escherichia coli: Bu bakteriler Enterobacteriaceae familyasina ait olup gram
negatif, hareketli, faklltatif anaerobik ve spor olusturmayan bir bakteridir
(Buranasinsup vd., 2023). Sivi ortamda hizli bir sekilde ¢ogalabilirler ve tek veya ¢ift
olarak gozlemlenebilirler (Ewers ve ark., 2004). Escherichia cinsinde yedi tur
bulunmaktadir. Bunlar: E.coli, E.adecarboxylata, E.hermanii, E.fergusonii, E.blattae,
E.vulnaris ve E.alberti. Bunlardan en énemlisi E.coli'dir (Ewers vd., 2004).

Escherichia coli hem insanlarda hem de hayvanlarda ¢ok ¢esitli yaygin bakteriyel
hastaliklardan sorumlu olan en yaygin patojenlerden biridir (Islam vd., 2023). Vakalarin
cogunda E. coli tipik olarak bagirsak mikrobiyotasinda bulunur, ancak bazi E.coli turleri

kiimes hayvanlarinda kolibasilloz gibi ¢esitli ciddi enfeksiyonlardan sorumludur; siit
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sigirlarinda mastitis, insanlarda idrar yolu enfeksiyonu, neonatal menenjit, septisemi
gibi ¢esitli hastaliklara neden olmaktadirlar (levy vd., 2020; Islam vd., 2021). Bu
organizma ayni zamanda zoonotik dzelliklerinden dolay1 daha yikici etkiler gelistirme
yetenegine de sahiptir (Rahman vd., 2020). Ayrica E. coli patojeninin insanlardan ve
hayvanlardan ¢evresel ortamlara gegme olasiligi da bulunmaktadir.

Klebsiella pneumoniae: Klebsiella pneumoniae, Enterobacteriaceae familyasina
aittir. Hareketsiz, gram negatif ve fakiltatif anaerobik bir basildir. K.pneumoniae
bitkilerde, toprakta ve suda bulunur ve insanlarin nazofarinks ve gastrointestinal
kanalinin normal mikrobiyotasinin bir parcast olarak bulunur. Normalde agiz
boslugunda, ciltte ve bagirsak florasinda bulunmasina ragmen, bagisiklik sistemi
baskilanmis kisilerin solunum yollarinda kolonize oldugunda yikict hasarin yani sira
iltihaplanma, hiicre 6lumi ve kanamaya neden olabilir ve blyuk miktarlarda ciddi
semptomlara neden olabilir (Cejas vd., 2022). K.pneumoniae, 6zellikle hastanede yatan
bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde, nozokomiyal ve toplumdan edinilen
enfeksiyonlarla iliskili en 6nemli firsat¢1 patojenlerden biri olarak kabul edilir; ayni
sekilde, K.pneumoniae'nin neden oldugu enfeksiyonlar, antimikrobiyal ajanlarin
kullanimiyla artmaktadir. K.pneumoniae esas olarak yanik yaralarinda, solunum ve idrar
yollarinda enfeksiyonlara neden olur (Endemik hastalik olarak piyojenik karaciger
apsesi, 2008).

Yersinia pseudotuberculosis: Yersinia cinsi insanlar i¢in patojen oldugu bilinen
Uc tlr icerir: Yersinia pestis vebanin etken maddesidir, Yersinia enterocolitica ve
Yersinia pseudotuberculosis ise yersiniosis adi verilen gida kaynakli enterik
enfeksiyona neden olabilen enteropatojenlerdir. Yersiniosisin tipik belirtileri ates, karin
agrisi ve ishaldir; hastalik genellikle klinik olarak akut apandisitten ayirt edilemez ve bu
da gereksiz apendektomilerle sonuglanabilir. Ayrica reaktif artrit ve eritema nodozum
gibi enfeksiyon sonrast komplikasyonlar da ortaya cikabilir.
Y.enterocolitica’'mn  gidalar  yoluyla yayilabilecegi uzun  stredir  biliniyordu.
Y.pseudotuberculosis'in neden oldugu salginlarin ¢ogu, basta havug¢ olmak iizere taze
tirtinler yoluyla bulagsmistir. Ancak kirlenmis igme suyu ve siit de Y. pseudotuberculosis
salginlarinin kaynagi olmustur (Keto-Timonen vd., 2018)

Bacillus cereus: Bacillus tiri ve ona bagli olan cinsler, endospor olusturan
Ozellikleri nedeniyle tarih boyunca gida iiretiminde 6nemli bir rol oynamistir. Son 30
yilda 6nemli taksonomik evrimler yasanmis olup, 56 cins ve 545'ten fazla tir tespit
edilmistir. Bacillus cereus, endospor olusturan, gram-pozitif, c¢ubuk seklinde bir

bakteridir. Frankland tarafindan ilk kez bir ahirin havasindan yanliglikla izole edilmistir
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(Phil vd., 1887). B.cereus'un deniz suyu, yesil sebzeler, gida maddeleri, fomitler ve
omurgasizlarin bagirsak yolu hastaliklaridir (Kritik vd., 2022). B.cereus, gida
zehirlenmesine, kusmaya, siddetli ishale ve 6liimciil menenjite (beyin ve ya omuriligi
hastalig1) neden olabilen 6nemli bir gida kaynakli patojendir. B.cereus, yaygin olarak
bulunan ve herhangi bir gida islemlerine kolayca kontamine olan bir bakteridir.
Haglanmis tahillar, etler, sebzeler ve siit {riinlerinde biiylimeleri daha yaygin
rastlanmistir. B.cereus, 'kizarmis piring sendromu'nun baslica nedenidir; bu durum,
haslanmig pirincin birkag saat boyunca oda sicakliginda birakilmasi ve B.cereus ile
kontamine olmasi sonucu gida zehirlenmesine yol agar. Bakteri sporlari, oksijenin
varliginda kolayca sporlasabilir. 2018'de Avrupa Birligi iiyesi iilkelerini B.cereus
tarafindan neden olan toplam 98 belgelenmis salgin hatalik igermistir (Leong vd.,
2023).

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA): MRSA burun deliklerinde
ve deride, daha az oranda da idrar ve digkida kolonize olur. Staphylococcus aureus,
viicudun mikrobiyotasinda yaygin olarak ¢ogalmis, kiiresel morfolojiye sahip bir
Gram+ bakteridir. Bu bakteri insanlarda ortak olarak yasasada, gida zehirlenmesine ve
cilt enfeksiyonlarina yol acabileceginden ciddiye alinabilecek bakteri olabilir.
Antibiyotige direngli (esas olarak metisiline direngli) S. MRSA olarak bilinen
aureus oncelikle beta-laktam antibiyotiklere direnclidir. MRSA, methicillin ile ilk kez
Staphylococcus aureus enfeksiyonlarini tedavi etmek amaciyla kullanilmaya
baslandiktan sadece bir yil sonra, 1961 yilinda Birlesik Krallik'ta tanimlandi.
Methicillin'in ~ aktif bir sekilde saghk alaninda kullanilmamasina ragmen,
Staphylococcus aureus'un oksasilin gibi yaygin olarak kullanilan beta-laktam
antibiyotiklere direnci hala "metisilin direncli" olarak adlandirilmaktadir (Alghamdi vd.,
2023).

Pseudomonas aeruginosa: P.aeruginosa gram negatif, aerobik, kapsilsuz,
hareketli, spor olusturmayan bir bakteridir. Diinya c¢apinda hastane kaynakl
enfeksiyonlarin en yaygin ve 6nemli nedenlerinden biridir. Cevre kosullarina kolaylikla
uyum saglayabilmelerinin yani sira nemli ve sulu ortamlarda da ¢ok iyi lireme
yetenegine sahiptirler. P.aeruginosa. Siklikla iist solunum yollarini istila eder.
P.aeruginosa alt solunum yoluna ilerleyerek primer pnémoniye neden olur. Ozellikle
bagisiklik sistemi zayif olan ve hastanede yatan hastalarda son derece ciddi ve hatta
olimciil enfeksiyonlara neden oluyor. Bir¢ok antibiyotige direngli oldugu bilinen

P.aeruginosa, kullanilan antibiyotiklere karsi da hizla direng gelistirmistir. Direng
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gelistirme sorunu ve cevre kosullarina toleransi bu enfeksiyon etkeninin Onemini
arttirmaktadir (Zilberberg vd., 2010).

Staphylococcus aureus: Micrococcaceae familyasina ait S.aureus, spor
olusturmayan, gram pozitif, hareketsiz, fakiiltatif anaerobik, katalaz pozitif bir
bakteridir. S.aeureus, genellikle et ve baliklarda, makarnalarda, patateslerde ve siit
tirlinlerinde bulunan protein ve nisasta iceren gidalarda gelisir. S. aureus bakterimi, kan
dolasimi enfeksiyonlarinin yaygin bir nedeni olmaya devam etmektedir. Etkili
antibakteriyel tedavilere ragmen, gelismis iilkelerde yillik niifus bazli goriilme orani
100.000 kisi basina 50'den fazla olup, 6liim orani yaklasik olarak %20-30'dur. Buna
karsilik, akut miyokard enfarktiistinden kaynaklanan 30 giinliik 6lim orani yaklasik
olarak %10'dur. S.aureus bakteremisi olan hastalarin ¢esitli klinik belirtileri vardir;
bazilar1 tesadiifen tespit edilen primer bakteremi ile asemptomatikken (mikrob
tastyicist), digerleri embolik fenomenlerle (viicutta dolasan bir kan pihtis1) komplike
(hastayr agirlastiran durumlara verilen isim) olan siirdiiriilmiis bir kan dolasimi
enfeksiyonuna sahiptir. S.aureus'un hastalik mekanizmasi iyi anlasilamamistir. (Lam
vd., 2023). Bircok iilkelerde yapilan arastirmalarda, gida zehirlenmesi olasiliklarinin
yaklasik ticte birinin enterotoksijenik bakteri S.aureus ile kontamine olmus gida
tilketiminden kaynaklandigini ortaya koymustur (Rao vd., 2022).

Enterococcus faecium ve Enterococcus faecalis: Enterokoklar, toprak, tuzlu su
ve tath su gibi ¢esitli dogal yasam ortamlarinda bulunur ve ayni1 zamanda insanlar ve
hayvanlarin saglikli gastrointestinal sistem, ag1z boslugu ve vajinal sistemlerinin normal
mikrobiyotasinin bir pargasidir. Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium tirleri,
saglik hizmeti ortamlarinda 6nemli enfeksiyon nedenlerindendir, 6rnegin, ABD'de E.
faecalis ve E.faecium sirasiyla tiim saglikla iliskili enfeksiyonlarin %7.4'linden ve
%3.7'sinden sorumludur. Avrupa Birligi/Avrupa Ekonomik Alan1 (AB/AEA)
ulkelerinde, E.faecalis ve E.faecium, 2020 yilinda Avrupa Antimikrobiyal Direng
Gozetleme Ag1 (EARS-Net) tarafindan izlenen bakteri tiirlerinin %8.4"inii ve %35.5'ini
olusturmustu. Enterokoklar dogrudan hastalar arasinda yayilabilir, ancak ayn1 zamanda
kirli yilizeylerden, yatak korkuluklarindan, yatak {istii masalardan, alarm diigmelerinden,
tuvalet koltuklarindan ve kapi kollarindan edinilebilirler. Enterokoklara bagl saglikla
iligkili enfeksiyonlarin yaygin klinik belirtileri arasinda idrar yolu enfeksiyonu,
hepatobiliyer sepsis, endokardit, cerrahi yara enfeksiyonu, bakteremi ve neonatal sepsis
bulunmaktadir. Enterokoklara bagli enfeksiyonlarin, antibiyotik direngli formlar1 da
dahil olmak iizere kontrolii, bunlarin saglik hizmeti ortamlarina girigini ve iletimini

izlemek icin araclar1 gerektirir. Burada, genotip ve genomik yaklasimlarin, vankomisin
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direncli Enterococcus faecium (VREfm) nedeniyle saglikla iliskili enfeksiyonlarin
gozetimi baglaminda rolii incelenmektedir (O'Toole vd., 2023).

Bacillus subtilis: Bacillus subtilis, gram pozitif ¢ubuk seklinde bir bakteri olup,
besi agari iizerinde koloni formunda genellikle kaba, beyaz veya hafif sar1 renkte ve
disli kenarli olarak goriiniir (Lu vd., 2018). Bitki iyilestirmesi igin Bacillus tirleri,
yiiksek pH, yiiksek tuzlu ortamlar ve fazla besin gibi stres toleransinda yeteneklidir, bu
da bitki biiylimesini uyarir (Gingichashvili vd., 2017; Han vd., 2014). Radhakrishnan
vd.,'nin (2017) c¢alismasi, Bacillus tiirlerinin bitki biiyiimesini tesvik etmede giibre ve
pestisit olarak énemli bir rol oynadigin1 ve olumsuz ¢evresel kosullar1 diizelterek iiriin
verimini degistirdigini gostermistir. B.subtilis, 6zellikle bitki homeostazini koruyan 1-
aminosiklopropan-1-karboksilat deaminaz gibi spesifik gen ve enzimlerin ifadesi
araciligiyla hastalik direncini de indiiklemistir (Glick vd., 2007). Bacillus turi (JG3),
tuz toleransi, azot fiksasyonu, fosfat ¢oziiniirliigii, amonyak, indol asetik asit aktiviteleri
gibi ozelliklere sahiptir (Vimal vd., 2018). B.subtilis grubunun ayni zamanda
biyopestisid olarak ve bir bakteriosin bilesigi olarak bitki hasadindan sonraki donemde
onemli oldugu belirlenmistir (Tran vd., 2021). B.subtilis tarafindan iiretilen sideroforlar,
fosforun ¢6zlinmesi ve toprakta azot fiksasyonu araciliiyla patojenlerin bilyiimesini
engeller, bu da stres toleransini artirir ve bitki biiylimesini tesvik eder (Hashem vd.,
2019). Kritik durumlarda, B.subtilis bitkilerdeki zararli stresi hafifletmek, iirtin verimini
artirmak ve bitki yaslanmasini yavaslatmak icin ¢esitli metabolitler iiretecektir. Bu
kritik durumlar arasinda kuraklik, yiiksek tuzluluk veya pH, agir metal kirliligi veya
patojen enfeksiyonu yer alabilir (Radhakrishnan vd., 2017). Ayrica, B.subtilis gesitli
bitki zararlilarin1 kontrol etmek i¢in ¢esitli aktif bilesiklerin sentezi araciligiyla cevre
dostu biyolojik kontrol ajanlar1 olarak da islev gorebilir (Shafi vd., 2017).

Candida tropicalis: C.tropicalis, idrar yolu ve kan dolasimi enfeksiyonlarinda
bulunan, en ¢ok rastlanan, eseysiz diploid mayalardan biridir (Suzuki vd., 1991). Deri
de dahil olmak iizere gastrointestinal, solunum ve genital yollar1 kolonize eden bir insan
patojenidir. Mayalar viicudun sicak, nemli bolgelerini tercih eder, ayni zamanda
ozmotik basinca dayaniklidir ve tuz agisindan zengin ortamlarda bile dnemli 6zelliklere
sahiptir (Zuza-Alves vd., 2017). C.tropicalis'in, C.albicans'tan sonra en o6ldirici
patojenlerden biri oldugu bilinmektedir. C.tropicalis ayn1 zamanda gii¢lii biyofilm
tiretme yetenegine de sahiptir. Tropikal tiirler bu 6zelliginden dolay1 bazi durumlarda
C.albicans'tan daha tehlikeli olabilmektedir. Bu mikroorganizma, bagisiklik sistemi

zayif olan kisilerde bebek bezi dokiintiisii, cilt ve tirnak enfeksiyonlarinin yani sira dis

17



ve vajinal sorunlarina da neden olur ve bazi durumlarda 6liimciil oldugu bilinmektedir
(Chai vd., 2010).

Enterococcus hirae: En sik goriilen hastane enfeksiyonlart pnémoni (genellikle
ventilatorle iligkili), idrar yolu enfeksiyonu (genellikle kateterle iliskili) ve primer kan
dolasim1 enfeksiyonu olmasia ragmen (genellikle intravaskiiler cihaz kullanimiyla
iligkili) (Richards vd., 2000) ilk kez 1985'te tanimlanmis olan, nadiren rapor edilen
Enterococcus hirae gibi hastane bakteri de vardir (Nakamura vd., 2021).

Enterococcus hirae hayvanlarda da Ornegin si¢anlarda ishal, tavuklarda
endokardit, sigirlarda mastit, kedilerde kolanjit ve pankreatit, kuslarda septisemi
enfeksiyonlarina neden olur. Ancak insan enfeksiyonlari nispeten nadirdir E.'nin neden
oldugu ilk insan enfeksiyonu E.hirae, 1998 yilinda hemodiyaliz uygulanan bdbrek
hastaligi olan bir hastadan aliman kanda kesfedildi (Bollam vd., 2021). En son
caligmalara gore tliim enterokok enfeksiyonlarinin %0,4 ila %3,03'0 arasinda
degismektedir (Daniele vd., 2023). Hemen hemen her patojenin hastalarda enfeksiyona
neden olma potansiyeli vardir, ancak HAI'lerin ¢ogundan yalnizca sinirli sayida bakteri
tiri  sorumludur. Bunlar arasinda Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa ve enterokoklar en yaygin olanlardir (Pinholt vd., 2014).
Enterokoklar hastane kaynakli bakteriyemi vakalarinin yaklasik %10'unu olusturur ve
dinya ¢apinda sepsisin 6nemli bir nedenidir (Kelesidis vd., 2011).

Streptococcus pyogenes: A grubu streptokoklarin orofarenks (bogazin, agizin
arkasinda kalan kismi, dil taban1 ve bademcikler), genital mukoza (viicut bosluklarinin
ve organlarin igerisini kaplayan tabaka), rektum (12-15 ¢cm uzunlugunda olub, sigmoid
kolondan baslar aniiste biter), ve deride (6zellikle lezyon bolgesinde) kolonize oldugu
bilinirken, glinimiiz ~ popiilasyonlarindaki  tasiyicilik  oranlari  tam  olarak
anlagilamamistir. Saglikli yetigkinlerde tasiyicilik oranlarini inceleyen ¢alismalar, diisiik
tastyicilik seviyelerini, tipik olarak bogaz ve vajinal (rektal) tasiyicilik i¢in sirasiyla %5
ve %1'den az oldugunu gostermektedir (Steer vd., 2012). Saglikli ¢ocuklarda faringeal
S.pyogenes tastyiciligina iliskin tahminler %2 ila %17 arasinda Onemli Olciide
degismektedir ( Marshall vd., 2015; Martin vd., 2004; Olivervd ., 2018).

Sucicegi asilamasi, ister evrensel olarak cocukluk ¢agi asilamasinin bir pargasi
olarak uygulansin, ister S.pyogenes ile sugigeginin birlikte dolasimini i¢eren salginlara
yanit olarak kullanilsin yine de 6nleme i¢in daha fazla miicadile gerekir.

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis: Domates verimi ve kalitesi,
patojenik viriisler, mantarlar ve bakteriler gibi ¢esitli biyotik ve abiyotik stres faktorleri

tarafindan sinirlanmaktadir. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm),
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domateslerde bakteriyel solar (bakteriyel solgunluk hastaligi) ve kanser olusturan ciddi
bir hastalik etmenidir. Bakteriyel kanser, ilk kez 1909'da ABD'de rapor edildiginden
beri bliylik bir sorun olarak kabul edilmistir (Razdan vd., 2007). Bu hastalik, bitkilerin
%46 ila %93'linde 6liime neden olabilir ve domateslerde %10 ila %80 arasinda degisen
oranlarda kiiresel verim kayiplarina nedenolabilir (Peritore vd., 2021). Cmm, toprakta
bulunan bir hastalik etmenidir ve enfeksiyondan sonra bitki kalintilarinda iki yildan
daha uzun siire canliligin stirdiirebilir (Fatmi vd., 2002). Bu patojen genellikle enfekte
tohumlar aracilifiyla bulasir (Belglizar vd., 2016) ve bes bakteri hiicresi kadar diisiik
yogunluklarda bile fideleri enfekte edebilir (Lelis vd., 2014).

1.8. Antimikrobiyal Ajanlar

Enfeksiyonlar, tarih boyunca oliimlerin 6nde gelen nedeni olmustur. Sasirtict bir
sekilde, E.coli, Shigella ve Salmonella mikroorganizmalar1 Afrikali ¢ocuklar arasinda
yilda 300.000 o6lime neden olmaktadir (Karou vd., 2007). Gelismis tilkelerde ise
enfeksiyon sayist ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan Sliimler zamanla artmaya devam
ediyor. Amerika Birlesik Devletleri'nde yapilan bir arastirma, mikroorganizma kaynakli
Oliimlerin 1981 ile 1992 yillar1 arasinda %58'lik 6nemli bir artigla 5'inci siradan 3'tincii
siraya yiikseldigini gosteriyor. Cesitli kaynaklara gore enfeksiyonlar tehlikeli bir sekilde
giintimiizde de kiiresel saghig: biiyiik 6l¢iide tehdit etmektedir (Murray vd., 2022; lwu
vd., 1999). Diinyay:1 etkisi altina alan mevcut salginin ortasinda, toplam 6.232.818
olimle birlikte, toplam 6.232.818 o6limle birlikte COVID-19 vakalarinin sayisi
512.635.444'¢ ulasti (COVID-19 Veri Gezgini, 2022). Ortaya ¢ikan bulasici
hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi, Silva ve ark.'nin belirttigi gibi yeni tedavi stratejileri
ve yeni antimikrobiyal ajanlarin arastirllmasmi gerektirir (Silva vd., 2010).
Antimikrobiyal ajanlar mantar, viris ve bakteri gibi mikroorganizmalar1 yok etmeyi,
dolayisiyla onlarin gelisimini engelleyerek biiylimelerini kisitlamak amaciyla kullanilir.
(Musumeci ve Puglisi, 2013).

Durum ve etki sekli, antimikrobiyal 6zelliklere sahip maddelerin ¢esitli sekillerde
etki gosterme sekillerini belirler. Mekanizmalar kimyasal durumlaria gore bu sekilde
siniflandirilir;

e Bakteriyel hiicre duvarinin sentezini inhibe eden aktif maddeler,

e Mikrobiyal hiicre zar1 yapilarinin gecirgenligini artirarak dogrudan hiicre i¢i
baglarin bozulmasina neden olan aktif maddeler,

eRibozom i¢i 30S ve 50S birimlerinin fonksiyonunu bozan maddeler,

¢ Ve antimetabolitler (Musumeci ve Puglisi, 2013).
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Bitkiler, mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlar gibi biyolojik
saldirilardan kendilerini korumak igin birgok antimikrobiyal bilesik tretirler. Bitkiler,
antimikrobiyal 6zelliklerinden dolay1r mikroorganizmalar iizerinde yapilan arastirmalar
icin degerli bir kaynaktir ve bu siireglerde etkili olduklar1 belirtilmektedir (Orhan vd.,
2012). Antimikrobiyal 6zelliklere sahip fitokimyasallar tanenler,kumarinler, kinonlar,
fenolik asitler, saponinler, alkaloidler, fenoller, terpenoidler ve flavonoidler olarak
simiflandirilir (Kan vd., 2009). Bitkisel antimikrobiyal ajanlarin mikroorganizmalara
karst etkinligi tam olarak kanitlanmamis olsa da bir¢ok arastirmacit bu maddelerin
dogrudan veya dolayli olarak hiicrelerin biyokimyasal siireglerini etkiledigine ve
bunlarin fizikokimyasallarinin cinselligi yok ettigine inanmaktadir. Hidrofobik terpenler
ozellikle bitkilerde yaygindir ve mikrobiyal hiicre duvarlariyla etkilesime girerek
onlarin biitlinliiglinii bozar. Hidrofobik terpenlerin hiicre duvarmin lipit yapilariyla
reaksiyonu, lipit birikimine ve bunun sonucunda hiicre zar1 gegirgenliginin artmasina
neden olur. Sonuc¢ olarak, hiicre zar1 yapisinin bozulmasi, hiicre igeriginin
pthtilasmasia neden olur ve bdylece hiicrenin hayati fonksiyonlar1 engellenir (Silva
vd., 2010).

Fenolik bilesiklerin hidroksil grubunun (-OH) da bakteriyel hiicre zar ile
etkilesime girerek, zar yapisini bozarak inhibitor etkiye sahip olduguna inanilmaktadir
(Lai ve Roy, 2004; Zhong, 2013). Fenolik bilesikler ayn1 zamanda antioksidan goérevi de
gormektedir ve bu bilesiklerde serbest OH gruplarmin varligi antioksidan ozellikler
kazandirmaktadir. Bu 6zelligin reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve serbest radikal
temizlemeyi engelledigi, dolayisiyla biiylime ortaminin redoks potansiyelini diistirdiigii
rapor edilmistir. Redoks potansiyelindeki bu azalma, istenmeyen mikroorganizmalarin
blyumesini daha da sinirlayabilir (Cueva vd., 2010; Stojkovi¢ vd., 2013). Ayrica
flavonoidlerin bitkiler iizerinde antiviral etkilerinin oldugu ve bu 6zelligin proteinlere
olan yiiksek ilgileri ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin arastirmacilar, yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip olan metilkuersetinin gocuk felci virusi hiicresel protein
sentezini ortadan kaldirdigin1 bulmuglardir (Kahraman vd., 2002). Bitkilerin yan1 sira
algler ve mantarlarin patojenlere karst {rettigi antimikrobiyal bilesikler de
antimikrobiyal madde kaynagi olarak gérev yapmistir (Bhagavathy vd., 2011; Ramesh
ve Pattar, 2010). Mantarlar tarafindan {iretilen penisilinin kesfi antibakteriyel
arastirmalarin artmasina yol agmis ve cesitli mikroorganizmalardan streptomisin,
aureomisin ve kloromisetin gibi bir¢ok antibiyotik kesfedilmistir (Iwu vd., 1999; Shinji,
1993). Aslinda antibiyotiklerin uzun siire yanlis ve sik kullanilmasi durumunda

bakteriler dogal olarak onlara karsi direng kazanabilmektedir. Diren¢ durumu
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mikroorganizmanin tiirline gore degismektedir (Eliopoulos, 1992). Bakterilerin
antibiyotiklere karsi dogal direncinin yam sira kazanilmis direng de daha biiyiik bir
sorun teskil etmektedir (Tenover, 2006). Kazanilmis direng mikroorganizmanin genetik
materyalindeki degisikliklere dayanmaktadir. Kazanilmis direng, mikroorganizmalarin
onceden duyarli olduklar1 antimikrobiyal maddelere artik yanit vermemesi durumunda
ortaya ¢ikar (Yiice, 2001). Antibiyotik direnci gelistiginde bakteriler arasinda yayilarak
mikroorganizmalarin gelistirilen antibiyotiklere karsi hizla direngli hale gelmesine
neden olur. Ilaglarin etkinligini kaybetmesinin temel nedeni budur (Kiirek, 2007;
Kuyucu, 2007). Tek bir etken madde ile yapilan sentetik ilaglara bakterilerin direng
gelistirme olasiligi daha yiiksektir, ancak birgok etken maddenin kompleks formlarda
yer aldig1 bitkiler, mikroorganizmalarin ¢oklu direng gelistirmesini zorlastirmaktadir
(Tenover, 2006; Kiirek, 2007). Bitkilerdeki fenolik bilesiklerin sinerjistik etkilerinden
dolay1 bitkisel antimikrobiyallerin enfeksiyonlarin tedavisinde daha etkili oldugu
bulunmustur (Faydaoglu ve Siiriictiogluoglu, 2014). Bu nedenle mikroorganizmalarin
neden oldugu hastaliklarin tedavisinde bitkilerin faydali olacagina dair biiyilk umutlar

bulunmaktadir (Erdogan ve Everest, 2013).

1.9. DNA ve DNA Hasar

Bir organizmanin genetik 6zelliklerini aktaran ve gelecek nesillere aktarilmasini
saglayan yap1 olan DNA, her zaman bir miktar hasara maruz kalir. Cesitli DNA onarim
sistemleri kullanilarak DNA hasarmin onarilmasinin yani sira, hasar onarilamaz
boyutlara ulastiginda DNA hasar1 birikimi meydana gelir. DNA'da biriken bu hasar,
zamanla, basta hiicre kayb1 olmak tizere ¢esitli mutasyonlara neden olur. DNA'da hasara
neden olan sorunlar ve hasar tirleri iki grupta incelenebilir. Bunlardan ilki: Dogal
olarak meydana gelen degisikliklerin neden oldugu hasar. Uyumsuzluklar, bazlarin
kimyasal yapisinda dogal olarak olusan farkliliklar, baz kayb1 ve oksidatif hasar olarak
tanimlanabilirken, ikinci grupta fiziksel faktorler (iyonlastirict radyasyon, ultraviyole
151k) ve kimyasal faktorler yer almaktadir (Dinger ve Akgay, 2000).

Viicudumuza giren oksijenin metabolizmaya katilmasi ile agrasif molekkiiller
veya serbest radikaller denilen iirlinler agiga ¢ikmaktadir ve bunlar oksidatif bir strese
neden olurlar. Buna bagli olusan DNA hasar1 basta karsinogenez olmak tizere birgok
hastaligin gelisiminde ©nemli etkiye sahiptir. Yiiksek derecede reaktif hidroksil
radikalleri, DNA bazlar1 arasindaki ¢ift baglara H atomlar1 ekleyerek veya lipidler ve
proteinlere benzer sekilde timin bazlarinin yapisindaki metil gruplarindan H atomlarini
cikararak DNA molekiilleri ile etkilesime girer (Breen ve Murphy, 1995). DNA'da
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oksidatif hasar, c¢ift ve tek iplik kirilmalar, seker-fosfat omurgasinda hasar, baz
modifikasyonlar1 (baz kapanimlari, baz yeniden diizenlenmeleri) ve abazik bdlgeler,
DNA ile protein yapilar1 arasinda c¢apraz baglanma meydana gelir (Cooke vd., 2003;
Evans, 2004). Cu*? iyonlarmin DNA’daki guanin bazlarina gucli bir sekilde afinite
araciligi ile baglanarak DNA’ya kuvvetli bir sekilde zarar verir. (Helbock vd., 1999).
Butun bunlar DNA'da oksidatif hasara neden olur. Sonugta replikasyon, transkripsiyon
ve DNA onarim mekanizmalarini baskilayarak hiicre hasarina veya 6liimiine neden olur
(Ghisalbertie, 1979). ROS kaynakli DNA hasarmin iki farkli sekilde meydana geldigi
distiniilmektedir:

1. Proteinler, nukleik asitler ve lipitler hidroksil radikalleri, aynen stperoksit
anyonlar1 ve hidrojen peroksit gibi ROS'un ana hedefleridir. Bunlar, viicut hiicreleri
icinde ekzojen kimyasallar veya dahili metabolik siire¢ler tarafindan iiretilebilen reaktif
oksijen tiirleridir (ROS). Baz1 ROS, niikleozit bilesenlerine saldirarak DNA'ya saldirir.
Bu hasara neden olabilir ve gen ifadesini degistirebilir. DNA hasar1 genomik
kararsizliga yol agar ve bir¢ok kanserin ve norodejeneratif hastaligin nedenidir. Fenton
reaktifi hipotezinde, OH radikalleri DNA'ya saldirir ve bunu DNA hasar1 takip eder.
H,O, ve O gibi radikaller DNA'ya dogrudan zarar veremez. OH" radikallerinin
DNA'ya zarar vermesi i¢in dogrudan DNA'nin icinde veya DNA'ya ¢ok yakin bir
bolgede olusmasi gerekir. DNA, biiyiik miktarlarda negatif yiiklii fosfat gruplari iceren
blyik bir molekildir. Fe,"/s* ve Cu*/," iyonlar1 her zaman negatif yiiklii DNA'ya
baglanir ve oksidatif stres altinda hiicre i¢i demir ve bakir iceren proteinlerden ayrilarak
DNA'ya baglanir. Ayrica redoks aktif gecis metali iyonlart DNA molekiillerini H,O,'ye
hedefler (Halliwell 1994; Ozden 2006). OH radikalleri, DNA'ya bagli metal iyonlarmin
DNA (zerindeki H,O, ile reaksiyonu sonucu olusur ve OH radikal temizleyiciler
tarafindan uzaklastirilamaz. Ek olarak, OH radikal temizleyicileri tarafindan iretilen
radikaller de DNA hasarina neden olabilir ( Milligan vd., 1994).

2. Nikleaz aktivasyon hipotezinde oksidatif stres, sitozoldeki Ca," iyonlarinin
konsantrasyonunu arttirir, bu da cekirdekteki Ca," 'ya bagimli endoniikleazlar1 aktive
ederek hiicre icinde DNA pargalanmasina neden olur. Son arastirmalar siklikla temel
hasar1 buldu. Cu," iyonlar1 DNA'nin G-C bazlar1 agisindan zengin bdlgelerinde biiyiik
miktarlarda bulunur. Sonu¢ olarak ginin bazi oksidatif hasara en ¢ok maruz kalan
bolgedir. (Dinger ve Akcay, 2000; Cooke vd., 2003).
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1.9.1. DNA Tamir Mekanizmalari

DNA biitiinliigli  hiicre boliinmesi igin kritik 6neme sahiptir ve oksidatif
degisiklikler, translasyonu, DNA replikasyonunu ve transkripsiyonu bozarak
mutasyonlara, hiicresel yaslanmaya ve hiicre 6liimiine yol agabilir (Riso vd., 2004).
Genom biitlinliigiinii  korumak icin hiicreler olduk¢a karmasik DNA onarim
mekanizmalartyla donatilmistir (Ciccia ve Elledge, 2010; Jeppesen vd., 2011). DNA
onarimi, ligazlar, glikozilazlar, fosfatazlar, helikazlar, demetilazlar, Kkinazlar,
topoizomerazlar, polimerazlar ve rekombinazlar gibi kimyasal olarak degistirilmis
enzim fonksiyonlarina gore gerceklesir. Canli hiicrelerin, DNA hasarina yanit olarak
dogru faktorleri dogru zamanda ve yerde aktive etmek i¢in farkli stratejileri vardir

(Ciccia ve Elledge, 2010).

1.9.2. pUC19 Plazmit DNA

Bu ¢alismis oldugumuz deneyde, DNA koruma aktivitesini 6lgmek i¢in pUC19
plazmid DNA's1 kullanildi. pUC19 plazmidi ¢ift sarmalli dairesel yapiya sahip bir DNA
olup 2686 baz ciftine sahiptir (Sekil 7). Rekombinant ¢alismalarda en ¢ok kullanilan
vektor molekillerden biridir. Bu plazmid, "transformasyon" adi verilen bir islemle
bakteri hiicrelerine aktarilir. Plazmid DNA'nin ¢oklu klonlama bolgesi (MCS), birgok
endoniikleaz kisitlama bolgesi ve lac Z gen bolgesini saglar (Louro ve Crichton, 2013).
Ampisilin direng geni, pUC19 plazmidinde, konak¢i hiicreler igin toksisite azaltici
gorevi goren B-laktamaz enzimi tarafindan kodlanir ve bu geni igeren hiicreler,
ampisilin iceren ortamlarda hayatta kalabilir (Wang, 2017).

Bu sekilde ilgi konusu genleri iceren plazmidlerle eklenen hiicreler IPTG ve X-
galformes'tir. Rekombinant koloniler beyaz koloniler olusturur ve rekombinant olmayan

koloniler mavi koloniler olusturur.
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Sekil 7. pUC19 plazmit DNA (URL 4).

Lac Z geninde yer alan MCS'ye yabanci DNA'min eklenmesi, bu genin B-
galaktosidazin N-terminal kisminda yerlestirerek inaktivasyonuyla sonuglanir, bdylece
intraallelik tamamlayiciligi ortadan kaldirir. Bu nedenle rekombinant plazmitleri
barindiran bakteriler, X-Gal'i hidrolize edemez ve kiltiir ortaminda mavi rekombinant
olmayan hiicrelerden ayirt edilebilecek beyaz koloniler olusturamazlar (Pasternak,
2005).

2. DENEYSEL CALISMALAR
2.1. Materyal ve Metot

2.1.1. Tez Calismasinda Kullanilan Cihazlar
Bu caligmada kullanilan cihazlar asagidaki Tablo 2’de gosterilmistir.



Tablo 2. Calismada kullanilan cihazlar.

Cihazlar Firma
Blok Isitict Thermo Scientific
Buz Makinesi Scotsman
Buzdolabi Beko
Cam Malzemeler ISO Lab
Calkalayici inkiibator Shel lab
Degirmen Retsch
Elektroforez Bio-Rad
Ependorf Tup ISO Lab
Etiv Memmert
Filtre Kagidi Schleicher & Schill
Hassas Terazi Shimadzu
Jel Goriintiilleme Cihazi Herolab
Manyetik Karistiric IKA RH Basic
Mikrodalga Firin Altus
Mikropleyt Okuyucu Thermo Scientific
Otoklav HMC Hirayama
Cam Baget Loop Plast
Petri ISO Lab
pH-Metre Hanna Instruments
Rotary Evaporator Heidolph
Santrifij Allegra X-30R
Steril Kabin Esco
Su Banyosu Memmert
Ultrasonik Banyo Wisd Laboratory Instruments
Vorteks Heidolph
Steril falkon tupleri ISO Lab
96 Kuyucuklu Mikropleyt Lp Italiana Spa

2.1.2. Tez Cahismasinda Kullanilan Kimyasal Malzemeler
Tez calismasinda kullanilan kimyasal malzemeler asagidaki Tablo 3’te

gosterilmistir.
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Tablo 3. Calismada kullanilan kimyasal malzemeler.

Malzeme ad1 Firma
DNA Ladder GeneDirex
ABTS Sigma Aldrich
Agaroz Sigma Alrich
Akarboz Sigma Aldrich
Alfa-amilaz Sigma Aldrich
Alfa-glukosidaz Sigma Aldrich
AlUminyum nitrat nonahidrat Merck
Amonyum heptamolibdat tetrahidrat Merck
Ampisillin Sigma Alrich
Askorbik asit Merck
Baicalein Sigma Aldrich
Demir (I11) klordr Merck
Dimetilstlfoksit Merck
DPPH Sigma Aldrich
Etanol Merck

Ethidyum Bromide

Panreac Applichem

Folin-Ciocalteu fenol reaktifi

Merck

Fosfat Tamponu Amresco
Gallik asit Merck
Glutatyon Sigma Aldrich
HCI Sigma Aldrich
Hidrojen Peroksit Sigma Alrich
IPTG Sigma Alrich
Iyot Merck
Kalsiyum Klorir Sigma Alrich
Kuersetin Sigma Aldrich
LB Besi Yeri Merck
L-Dopa Sigma Aldrich
Loadingdye Biomatik
Metanol Merck
Muiller-Hinton Agar Merck
Miller-Hinton Broth Merck

PNPG (4-nitrofenil B-d-glukuronid) Sigma Aldrich
Potasyum asetat Sigma Aldrich
Potasyum ferrisiyanat Merck
Potasyum iyodid Sigma Alrich
Potasyum persulfat Potasyum persulfat
Sigma Aldrich Sigma Aldrich
Sodyum Karbonat Merck
Sulfirik asit Merck

TAE Buffer Multicell
Tirozinaz Sigma Aldrich
Trikloroasetik Asit (TCA) Sigma Alrich
Troloks Sigma Aldrich
X-Gal Sigma Alrich
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2.1.3. Bitki Orneklerinin Ektraksiyona Hazirlanmasi ve Ekstraksiyon islemi

Doronicum macrolepis (D.m) bitkisi Giimiishane ili’nin daglarindan toplanarak
deneylerde kullanilmak {izere toz haline getirilmis ve analiz yapilana kadar
dondurulmustur. D.m bitkisi %99 saf etanol olan ¢oziiciide 5 farkli ekstraksiyon metodu
kullanilarak ekstrakte edilmistir. Once yikanmis daha sonra toz haline getirilmis D.m
bitkisi 10 g bitki 6rnegi tizerine 200 mL etanol eklenmistir. Tablo 4’teki ekstraksiyon
yontemleri kullanilarak ekstreler elde edilmistir.

Tablo 4. Tez calismasinda kullanilan ekstraksiyon yontemleri.

Ekstraktlar Ekstraksiyon Ydntemleri

24h 24 Saat Calkalayici (37 °C, 125 rpm)

24h+30°US 24 Saat Calkalayici + 30 Dakika Ultrasonik Banyo
24h+60°US 24 Saat Calkalayici + 60 Dakika Ultrasonik Banyo
30°US 30 Dakika Ultrasonik Banyo

60°US 60 Dakika Ultrasonik Banyo

Toplamda 5 farkli ekstrakt elde edilmistir. Ornekler partikilleri kaba filtre
kagidindan siiziildiikten sonra enjektor araciligi ile kiigiik 0.20 um filtreden siiziilmiis ve
solvent evaporatorii ile 37 °C’de altinda kurutulmustur. Elde edilen kuru ekstraktlar tim

analizlerde kullanilmak (izere -18 °C’de muhafaza edilmistir.

AN o Toprak Ustu
Bitkilerin r\ P
kissmlarin
toplanmasi
kurutiimasi

Bitkilerin
degirmende
ogutlp toz
haline
getirilmesi

Antioksidan,
antimikrobiyal ve
DNA koruyucu

aktivitelerin
arastiniimasi, HPLC
Analizi

Sekil 8. Ekstraksiyon iglemi
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2.1.4. Toplam Fenolik i¢erigin Belirlenmesi

D.macrolepis bitkisinin total fenolik madde miktar1 Folin-Ciocaltaeu metodunda

(Slinkard ve Singleton, 1977), bir ka¢ degisiklik yapilarak spektrofotometrik yontemle

mikroplakalarda belirlenmistir (Acet ve Ozcan, 2018).

Toplam Fenolik Madde Tayini i¢in Gereken Cozeltiler

%1’lik Sodyum karbonat (Na.COs) ¢ozetlisi: 0.25 g Na.COs hassas terazide
tartilmistir. Tartilan Na>CQOs bir miktar saf su icerinde ¢oziildiikten sonra son
hacim 25 mL’ye tamamlamak amaciyla tizerine ultura saf su ile eklenmistir.
Folin-Ciocalteu reaktif cozeltisi (%10 v/v): 1 mL folin reaktifi alinarak
tizerine 9 mL saf su eklenerek toplam hacm 10 mL’ye tamamlanmaistir.
Gozeltinin 151k fatonlari ile reaksiona girmemesi amaci ile igerisine Folin-
Ciocalteu reaktif c¢ozeltisi doktiigimiz falkon tup aliminyum folya ile
kaplanarak karanlik ortamda saklanmuistir.

Gallik asit standart c¢ozetlisi: 10 mg gallik asit analitik hassas terazide
tartilarak 1 mL metanol eklenmis ve vorteks ile tamamen c¢ozilmesi
saglanmigtir. Elde edilen stok c¢ozelti 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 pg/mL
konsantrasyonda seyreltilmistir.

96 kuyucuklu plakalara 31 pL, 1 mg/mL’lik bitki ekstrakt konsantrasyonu veya

gerekli seyretmeler yapilmis olan standart ¢ozelti koyulduktan sonra 125 pL folin ve

Uzerine 94 puL Na,COj eklenerek karanlik ortamda ve oda sicakliginda 2 saat inkiiba

edildikten sonra 760 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu ile saf su koriine karsi

absorbanslar dl¢iilmiistir. Son olarak, toplam fenolik igerik, gallik asit (mg GAE/g

ekstre) esdegeri olarak ifade edilmistir.

2.1.5. Toplam Flavonoid i¢eriginin Belirlenmesi

Aliiminyum nitrat kolorimetrik metodunda birka¢ degisiklik yapilmasiyla,

esktrelerin toplam favonoid miktar1 mikroplakalarda spektrofotometrik olarak

belirlenmistir (Moreno vd., 2000).

Toplam Flavonoid Madde Miktari i¢cin Gereken Cozeltiler
Aluminyum klortur (AICl3) cozeltisi: %10’lik Aliminyum kloriir (AlCI3) 19
hassas terazide tartilarak ceker ocakta, 10 mL saf su i¢erisinde ¢oziilmiistiir.
e Potasyum asetat (KCH3;COO) ¢ozeltisi (1 M): 1333.4 mg (KCH3COO)
hassas terazide tartilarak 10 mL saf su i¢erinde ¢6ziilmiistiir.

e Metanol ¢ozeltisi (CH30OH, %99,9 v/v): Saf metanol kullaniimstir.
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o Kuarsetin standart ¢ozeltisi: 10 mg kuarsetin hassas terazide tartildikdan
sonra az-az 80 pL saf etanol eklenerek vorteksde ¢ozilmustir. Toplam
hacmi, 1000 pL’ye tamamlamak amaciyla iizerine 920 pL saf su eklenmistir.
Ardindan olusturulan bu 1.000 pg/mL’lik kuarsetin stok c¢ozeltisi %80’lik
etanol ile 1:10 oraninda seyreltilerek 1000 ug/mL’lik ¢ozelti hazirlanmastir.
Ardindan 5, 10, 25, 50, 75, 100, 125, 150 pg/mL olmak iizere 8 farkl
yogunluktaki kuersetin ¢ozeltileri hazirlanmistir.

Bitki ekstrelerinin 1 mg/mL’lik konsantrasyonlarmin veya gerekli seyretmeler
yapdigimiz standart ¢ozeltinin 30 pL-sine 80 pL metanol, 6 pL 10 %10 AICI;, 6 pL
KCH3COO, 125 pL dH,0 ilave edilmistir. Kor olarak da metodun uygulandig: saf su
kullanilmigtir. Tiim bu islem bitdikden sonra karanlik ortamda ve oda sicakligina 40
dakika inktba edildikden sonra mikroplaka okuyucusu ile 415 nm dalga boyunda 6l¢iim
yapilmistir. Ekstraktlarin toplam favonoid igerigi, kuarsetin (mg QE/g ekstre) esdegeri
olarak ifade edilmistir. 5-150 pg/mL (5, 10, 25, 50, 75, 100, 125, 150) konsantrasyon

araliginda 8 noktada kuersetin standart egri grafigi ¢izilmistir.

2.1.6. Antioksidan Aktivite Belirleme Deneyleri

2.1.6.1. ABTS Radikal Stuptirme Aktivitesinin Belirlenmesi

Yumru ekstraktlarmin ABTS ( 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-silfonik
asit)) radikal uzaklastirma aktivitesi, (Re vd., 1999) tarafindan gelistirilen bir yontemle,
mikroplakalarda spektrofotometrik olarak birka¢ kiigiik degisiklik yapilarak
belirlenmistir (Acet ve Ozcan, 2018).

ABTS Tayini i¢in Gereken Cozeltiler

e ABTS radikal ¢ozeltisi (7 mM): 38 mg 2,2'-azino-bis hassas terazi kullanilarak
tartildi ve bir tiip icerisinde 10 ml distile su igerisinde ¢0zilmistiir. Daha sonra
6.622 mg potasyum persilfat (K,S,0g) hassas terazide tartilarak ayri bir tiipte 10
ml saf su icerisinde ¢0zulmustur. Bu iki ¢ozelti bir falkon tiipiinde karistirildl ve
falkon tiipliniin etrafina folyo ile sarilmistir. ABTS radikal soltisyonunu elde
etmek i¢in oda sicakliginda, korunakli bir ortamda 12 ila 14 saat saklanilmistir.
Bu ¢ozeltinin optik yogunluk degerini 0.7 yapmak igin 1: 30 oraninda saf su
kullanilarak istenilen konsantrasyon degeri ayarlanmistir.

e Askorbik asit ¢ozeltisi: 1.5 mg askorbik asit hassas terazide tartilarak tizerine 1

mL etanol ile eklenerek vorteklslenerek ¢ozulmustiir. Elde edilen bu stok ¢ozelti
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15mg/mL’ik seyreltildikten sonra bu ¢dzeltiden 0.25, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4,
4.5,5,7.5,9, ug/mL’lik seyreltik askorbik asit standartlari olusturulmustur.

e Troloks cozeltisi: 1.5 mg troloks hassas terazide tartilarak {izerine 1 mL etanol
ile eklenerek vorteklslenerek ¢ozulmustiir. Elde edilen bu stok c¢ozelti 15
mg/mL’ik seyreltildikten sonra bu ¢ozeltiden 0.25, 0.5, 1, 1.5 2, 2.5, 3, 3.5, 4,
4.5,5,7.5,9, ug/mL’lik seyreltik askorbik asit standartlar1 olusturulmustur.

96 kuyucuklu mikroplakalara gerekli seyretilmeler yapilmis ekstrakt ve
standartlardan 80 pL eklenerek uzerlerine 160 pL ABTS radikali koyulmustur. Karanlik
odada 6 dakka beklemeden sonra 240 uL etanol koriine karsi 750 nm dalga boyunda
mikroplaka okuyucu absorbans 6l¢iimii yapilmistir. Mikroplaka okuyucusuna kérnen
yanast 80 uL’lik etanol kontrolu da koyulmustur. Temizleme aktiviteleri sekil 21 ve
22’deki standart grafikleri baz alinarak askorbik asit ve troloks esdegeri olarak
hesaplanmustir.

Ekstraktlarin radikal temizleme aktivitesi, % inhibisyon formiilii kullanilarak
hesaplanmistir ve ICsy degerleri olarak rapor edilmistir. Askorbik asit ve Troloks icin
standart cizelgeler, 0,25 ile 9 pg/mL arasindaki konsantrasyonlarda olusturulmustur. Bu
analiz icin 100, 75, 50, 25, 15, 10, 5, 2.5, 1 ve 0.5 mg/mL ekstrakt konsantrasyonlari

kullanilmastir.

2.1.6.2. DPPH Radikal Supirme Aktivitesinin Belirlenmesi

D.m bitki ekstraktlarinin DPPH (2,2-difenil-1 pikrilhidrazil) siipricu aktivitesi,
Ozcan ve Acet, (2018)‘c gore bir kag degisiklik yapilarak mikroplakalarda
spektrofotometrik olarak belirlenmistir.

DPPH Tayini I¢in Gereken Cozeltiler

e DPPH radikal ¢ozeltisi (0.1 mM): Hassas terazide 3.9 mg DPPH tartildi 100
mL’ye tamamlanacak seklinde etanol eklenmistir. Balon joje etrafi folyo ile
sarilarak ¢ozeltinin karanlik bir ortamda muhafazasi saglanmistir.

e Askorbik asit standart ¢ozeltisi: Daha once hazirlanan 1000 pg/mL’lik
cozeltiden 0.5, 1, 3,5, 7,9, 10 pg/mL’lik askorbik asit ¢ozeltileri elde
edilmistir.

e Troloks ¢Ozeltisi: Daha 6nce hazirlanan 1000 pg/mL’lik ¢ozeltiden 0.5, 1, 3,
5,7,9, 10 pg/mL’lik troloks ¢ozeltileri elde edilmistir.

96 kuyucuklu mikroplakalara gerekli seyretilmeler yapilmis ekstrakt ve
standartlardan 125 pL eklenerek Uzerlerine 125 puL DPPH radikali koyulmustur.
Karanlik odada 30 dakka beklemeden sonra 250 pL etanol koriine karsi 517 nm dalga
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boyunda mikroplaka okuyucu absorbans 6lglimii yapilmistir. Mikroplaka okuyucusuna
kornen yanasi 125 pL’lik etanol kontrolu da koyulmustur. Temizleme aktiviteleri sekil
23 ve 24’deki standart grafikleri baz alinarak askorbik asit ve troloks esdegeri olarak
hesaplanmistir.

Ekstraktlarin radikal siipiirme aktivitesi % inhibisyon formiiliine gére hesaplanmis ve
ICso degeri olarak verilmistir. Askorbik asit ve troloks igin 0.5-10 pg/mL
konsantrasyonlar da askorbik asit ve troloks standart grafikleri olusturulmustur.
Ekstreler trolox standartinda 1.5, 1, 0.75, 0.5, 0.25, 0.1, 0.05, mg/mL’lik
konsantrasyonlari askorbik standartinda ise 0.5, 0.4, 0.3, 0.2, 0.1, 0.05 konsantrasyonlari

analiz i¢in kullanilmustir.

2.1.7. DNA Koruyucu Aktivitenin Belirlenmesi

D.m ekstrakti pUC19 plazmitinde koruyucu aktivitesinin varligi fenton reaktifi
kullanilarak %1 agaroz jel elektroforezi ile belirlenmistir.

DNA Koruyucu Aktivitesi Icin Gereken Cozeltiler

Fentonun hazirlanmasi: 129.5 mg FeCl; ve 88.06 mg askorbik asit ayr1 ayrilikta
hassas terazide tartilarak falkonlarda saf su ile ¢oziildii ortak falkona eklenerek ve 9970
uL’ye saf su ile tamamlanmistir. Sonda 30%’lik 30 pL H20, otomotik pipet yardimiyla
bu falkona eklenerek son hacimi 10 mL olacak sekilde tamamlanmistir. Elde edilmis
soliisyon bir saata kadar ultrasonik banyoda saklanarak tam ¢oziilmesi saglanmigtir.

1 x TAE Buffer soliisyonun hazirlanmasi. 10 mL 50x TAE tamponundan
almarak 500 mL tamamlanacak sekilde, 490 mL saf su eklenerek 1x TAE buffer
hazirlanmustir.

pUC19 Plazmit DNA’nin c¢ogaltilmasi: Yapilan bu analiz, en yliksek DNA
koruma kapasitesine sahip ekstrakti ve bu ekstraktin en etkili konsantrasyonunu
belirlemek i¢in yeterli miktarda pUC19 plazmid DNA's1 gerektirir. Bu maksatla pUC19
plazmid DNA's1 yetkin bir (kompotent) hiicre hazirlanmasi ve transformasyon siireci
yoluyla izole edilmistir.

Kompotent Hiicre Hazirlanmasi. Yetkin htcrelerin Gretilmesi igin kalsiyum
kloriir (CaCly,) yontemi tercih edilmistir. Oncelikle 100 pL E. coli DH5a stok soliisyonu
alinarak 10 ml LB ortamina eklenmistir. Gece boyunca kiiltiir olusturmak i¢in hiicreler,
125 rpm'de bir ¢alkalayici iizerinde gece boyunca 37 °C'de biiyiitiilmiistur.

e 0,4%0,6'lik bir OD degeri elde etmek icin, gecelik kiiltiiriin 500 pL'si ¢ikarildi ve

ampisilin igermeyen 10 ml LB ortamina asilanmistir.
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125 rpm'de bir ¢alkalayici iizerinde 37°C'de 2 saat siireyle inkiibe edilmistir.

OD degeri 0,4+0,6 olan hiicre kiiltiirleri sure sonunda 5 dakika buz (zerinde
bekletilmistir.

Hiicre kiiltiirleri Falcon tiiplerine aktarilmigtir, 4500 rpm’de 5 dakika 4°C'de
santrifiij edilmis ve siipernatan atilmistir.

Pelete 10 mL soguk 100 mM kalsiyum kloriir (CaCly) ilave edilmis ve peletin
hafifce pipetlenmesiyle ¢ozulmustiir.

30 dakika boyunca buz iizerinde birakilmistir.

Siirenin sonunda, 4°C'de 4500 rpm'de tekrar 5 dakika santrifiij ederek siipernatanti
atilmistr.

Santrifiij sonunda pellet kismina 2 mL soguk kalsiyum kloriir (CaCl,) eklenis ve
dikkatlice pipetlenerek ¢6ziinmesi saglanmistir.

Kullanim i¢in en az 2 saat boyunca 4°C'de saklanmistir.

Transformasyon. Copur Cicek vd., (2014)’ye gore yapilmistir.
100 puL kompetan hiicre bir tiipe yerlestirilmis ve 1 uL pUC19 plazmid DNA

eklenmistir.

Bu karisim 20 dakika buz Gizerinde tutulmustur.

Siire sonunda 6nceden 1sitilmis termobloga 42°C'de 90 saniye boyunca 1s1 soku
uygulanmistir.

Tiipe 200 pL hacimde LB ortami eklenmis ve ardindan 37 °C'de 2 saat
bekletilmistir.

Antibiyotik ampisilin, igeren LB ortami, 40 pL IPTG ve 40 uL X-Gal steril bir cam
baget kullanilarak tamamen emilmistir.

2 saat sonra tlpteki hiicre kiiltiirinden 100 pL ¢ikarilmis ve bir cam baget
kullanilarak ampisilin igeren bir Petri kabina yerlestirilmistir. Mikroorganizmalarin

cogalmasi igin Petri kaplar1 37°C sicakliktaki etiivde 16 saat bekletilmistir.
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Sekil 9. Petrilerde tranformasyon sonucu olugsan mavi renkli koloniler

e Siire sonunda Sekil 11'deki Petri kabinda olusan mavi kolonilerden biri steril pipet
ucuyla alinarak ampisilin i¢eren 3 ml LB besiyeri i¢eren test tiipiine yerlestirilmistir.
37 °C'de 16 saat ¢alkalayicida inkiibe edilmistir.

e Siirenin sonunda kiiltiirler Eppendorf tiiplerine yerlestirilmis ve plazmid DNA'y1

izole etmek icin bir santrifujde donddrilmistur.

Plazmit DNA izolosyonu: Bu islem, transformasyonla gogaltiimis pUC19 plazmit
DNAsinin, bir EZ-10 Spin Column kitiyle hucrelerdeki ¢esitli Kirletici maddelerden
saflastirilmasini igeriyordu. Izole edilen plazmid DNA, 1 kb ladder ve %1 agaroz jel
elektroforeze tabi tutulmustur. Sekil 10. basarili doniistirme ve ayirma islemini

gostermektedir. Elde edilen plazmidler gesitli analizlerde kullanilincaya kadar -20°C'de

saklanilmistir.

Sekil 10. Cogaltilan pUC19 plazmitine ait jel gorintisu

%71’lik Agaroz jel cozeltisinin hazirlanmasi: Hessas terazide 1 g agaroz
tartilarak ig¢erisinde 100 mL 1 x TAE tamponu olan cam erlene eklenmistir. Daha sonra
elde edilmis karisim iyice ¢oziilmesi igin mikrodalgali sobaya almmistir. lyice ¢oziilmiis
olan karisim soyuduktan sonra 2 puL etidyum bromdir eklenmis ve ardindan taraklari

yerlestirilmis elektroforez tankina dokiilerek, kuruyup sertlesmesi beklenilmistir.
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D.m ekstraktlarinin pUC19 plazmiti iizerine koruyucu aktivitesinin varligi fenton
reaktifi ile %1°lik agaroz jel elektroforezinde belirlenmistir. Deneyde pipetleme islemi
siralamasi ile Tablo 5. de belirlenmistir. Kontrol ve 6rnekler jelde yuritilmeden 6nce
30 dakka 37°C etiivde burakildi ve sonra her birine 1 pL 6x boya eklenmistir. Y ikleme
boyasiyla muamele edilmesinin ardindan elektroforez kuyucuklarina ytiklenerek, 80
Voltta 1 saat slreyle ydrutilmustiir. Deneyde kullanilan 6rnekler 1, 5, 10, 20, 40
mg/mL olarak seyretilmistir.

Tablo 5. Ekstraktlarinin pUC19 plazmiti Gizerine koruyucu aktivitesinin tespiti i¢in
deney tasarimi.

1kb + Kontrol - Kontrol -* Kontrol Ornekler
12 pL Saf Su 17 yL Saf Su 17 uL DMSO 7 pL Saf Su
1puL 3 uL Pucl9 3 uL Pucl9 3 uL Pucl9 5 pL ekstrakt
5 UL Fenton 3 pL Pucl9
5 ML Fenton
Toplam: 20 pL 20 L 20 L 20 L

2.1.8. Yiiksek Performansh Sivi Kromotografisi (HPLC) Analizi ile
Fenolik Madde I¢eriginin Belirlenmesi

Calismada 24h, 24h+30°US, 24h+60°US, 30°US, 60°US banyoda hazirlanan
ekstreler kullanilmistir. 22 farklh fenolik bilesik arastirllmustir. Gallik asit, protokatesik
asit, katesin, vanilin asit, kafeik asit, sirinjik asit, epikatesin, vanilin, p-kumarik asit,
benzoik asit, ferulik asit, rutin, rosmarinik asit, kumarin, trans-sinamik asit, kuersetin,
kamferol, srisin, sisamol, hidrobenzoik asit, siyrinkaldehit, protokatesik aldehit
igeriklerine iligkin sonuglar pg/g ekstre olacak sekilde gosterilmistir.
Orneklerin - sekonder metabolit profillerinin  belirlenmesi icin  HPLC sistemi
kullanilmistir.  Polifenolik bilesik igerik analizi, hizmet alimi ile Giimiishane
Universitesi MALUAM’da (Merkezi Arastirma Laboratuvart Uygulama ve Arastirma
Merkezi) yapilmistir.
Polifenolik bilesik analizi icin Agilent marka, 1260 Infinity model HPLC sistemi
kullanildi. Sistem G1311C/1260 Quat Pump VL model gradient pompa, G1329/1260
ALS model otomatik oOrnekleyici, G1316A/1260 TCC model kolon firin1 ve
G1315D/1260 DAD VL model dedektorten olusmaktadir. Analiz igin Macherey-nagel
marka, EC 250x4.6 nucleosil 100-5, 5 um C18 HD kolon kullanildi. Kolon firin
sicakligr 27 °C’ye ayarlandi. Hareketli faz olarak ultra saf su (faz A), %100 acetonnitril
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(faz B), %3 asetik asit/ultra saf su (faz C) ve %3 asetik asit + %25 acetonnitril+ ultra saf
su (faz D) kullanildi. HPLC gradiyent profili %10-20 D/%90-80 C (0-10 dk.), %20-30
D/%80-70 C (10-17 dk.), %30-50 D/% 70-50 C (17-22 dk.), %50-80 D/%50-20 C (22-
32 dk.), %20 D/%80 C (32-40 dk.), %80-20 D/%20-0 C/% 0-80 B (40-45 dk.), %20
D/%80 B (45-50 dk.), %20-10 D/%0-90 C/% 80-0 B (45-50 dk.), %10 D/%90 C (55-60

dk.), olacak sekilde, mobil faz akig hiz1 0.8 ml/dk. ve enjeksiyon hacmi 20 pul olacak
sekilde metod olusturulmustu.

DADT A, Sig=280.4 Ref=off (2022HPLC\S TDORNERKROMAT OGRAMA D)
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Sekil 11. HPLC cihazi polifenolik bilesik standart kromatogrami

2.1.9. Istatistiksel Analiz
Sonuglar SPSS programinda (Windows 2000 i¢in siiriim 20, SPSS Inc.) One-Way

Anova tarafindan hesaplanmistir. Onemli farkliliklar Duncan’in ¢oklu testleri

kullanilarak belirlendi. P<0.05 degerleri anlamli kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Ekstraksiyon Verimi

Bitkileri ekstrakte etmek icin etanol kullanildi. D.m bitkisinin etanol ile elde

edilen etanol ekstre verimleri Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6. D.m bitkisinin ekstraksiyon verimleri.

Ekstraktlar % Verim
24h 5.3
24h + 30 ‘US 6.3
24h + 60 ‘US 5.5
30 ‘US 3.6
60 ‘US 4.1

24h: 24h calkalayici; 24h+30°US: 24h calkalayici+30 dk ultrasonik su banyosu; 24h+60°US: 24h

calkalayici+60 dk ultrasonik su banyosu; 30°US : 30 dk ultrasonik su banyosu; 60°US : 60 dk ultrasonik su banyosu.

3.2. Toplam Fenolik Madde Tayini Sonuc¢lar:
Bitki ekstraktlarindaki fenolik maddelerin toplam miktarinin belirlenmesinde Folin-
Ciocaltacu yontemi kullanilmistir. Genel fenolik madde sonuclari, Sekil 19'teki standart

tabloya dayali olarak gallik asit esdegerleri olarak ifade edilmistir.

Tablo 7. Toplam fenolik madde miktar1 bulgulari.

Total Fenolik Madde
(mg GAE/g Ekstre)

Ekstraktlar

24h 42.11 + 0.26°
24h + 30 ‘US 37.42 + 0.57°
24h + 60 ‘US 46.54 + 1.56°
30°US 50.71 + 1.51°
60°US 44.39 + 0.48°

24h: 24h calkalayici; 24h+30°US: 24h calkalayici+30 dk ultrasonik su banyosu; 24h+60°US: 24h

calkalayici+60 dk ultrasonik su banyosu; 30"US : 30 dk ultrasonik su banyosu; 60°US : 60 dk ultrasonik su banyosu.
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Ifadeleri Duncan analizine gore istatistiksel olarak, sonuglarin birbirinden farkli oldugunu belirtmektedir
(p<0.05). Sonuglar 3 paralel degerin ortalamasi alinarak + standart sapma seklinde gosterildi. 24h: 24h ¢alkalayici;
24h+30°US: 24h ¢alkalayic1+30 dk ultrasonik su banyosu; 24h+60°US: 24h ¢alkalayici+60 dk ultrasonik su banyosu;
30°US : 30 dk ultrasonik su banyosu; 60°US : 60 dk ultrasonik su banyosu.

Sekil 12. Farkli ekstraksiyon yontemleri kullanilarak hazirlanan D.m. ekstraktlarinda
gallik asite karsilik gelen fenolik madde miktar1

3.3. Toplam Flavonoid Madde Tayini Sonuclar:

Ekstraktlarin toplam flavonoid madde igerigi aliiminyum kloriir yontemi
kullanilarak belirlenmistir. Sekil 20'daki standart grafige referansla flavonoid
maddelerin toplam miktari, kuersetinin esdeger miktari olarak belirlenmistir.

Tablo 8. Toplam toplam flavonoid madde miktar1 bulgulari.

Total Flavonoid Madde

Ekstraktlar (Mg QE/g Ekstre)
24h 60.85 + 0.49°
24h + 30 ‘US 48.35 + 0.31°
24h + 60 ‘US 66.7 + 0.53
30°US 63.72 + 2.15°
60°US 61.13 + 0.57°

24h: 24h calkalayici; 24h+30°US: 24h calkalayici+30 dk ultrasonik su banyosu; 24h+60°US: 24h

calkalayic1+60 dk ultrasonik su banyosu; 30"US : 30 dk ultrasonik su banyosu; 60°US : 60 dk ultrasonik su banyosu.
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&b & d jfadeleri Duncan analizine gore istatistiksel olarak, sonuglarin birbirinden farkhi oldugunu belirtmektedir
(p<0.05). Sonuglar 3 paralel degerin ortalamasi alinarak + standart sapma seklinde gosterildi. 24h: 24h ¢alkalayici;
24h+30°US: 24h ¢alkalayic1+30 dk ultrasonik su banyosu; 24h+60°US: 24h ¢alkalayici+60 dk ultrasonik su banyosu;
30°US : 30 dk ultrasonik su banyosu; 60°US : 60 dk ultrasonik su banyosu.

Sekil 13. Farkli ekstraksiyon yontemleriyle hazirlanan D.m. bitki ekstraktlarinda
kuersetine karsilik gelen flavonoid maddelerin miktari

3.4. Antioksidan Aktivite Tayini Sonuclari

3.4.1. ABTS Radikali Giderme Aktivite Tayini Sonuclari

Ekstraktlarin ABTS aktivitesi, Sekil 21 ve 22'teki standart grafiklere dayanarak
askorbik asit ve trolox esdegerleri olarak rapor edilmistir. Ayrica, ekstraktin ABTS
aktivitesi 1Cso (mg/ml) olarak rapor edilmistir.
Tablo 9. Antioksidan aktivite (ABTS) bulgular1 ve ICs, degerleri.

Ekstreler mg AAE/g Ekstre mg TE/g Ekstre ICso mg/mL
24h 110.5 + 0.62° 107.5+0.57°° 0,149 +0.21°
24h + 30°US 100 + 1.32¢ 102.3 + 0.33¢ 0,166 +0.03'
24h + 60°US 109 + 0.63° 105.9 + 0.43° 0,134 + 0.05°
30°US 1739+ 1.17° 109.6 + 0.5% 0,106 + 0.01°
60°US 160.6 + 1.8" 110.2 + 0.55° 0,110 + 0.06°
Trolox - - 0,019+0.02%

24h: 24h calkalayici; 24h+30°US: 24h calkalayici+30 dk ultrasonik su banyosu; 24h+60°US: 24h

calkalayici+60 dk ultrasonik su banyosu; 30"US : 30 dk ultrasonik su banyosu; 60°US : 60 dk ultrasonik su banyosu.
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ifadeleri Duncan analizine gore istatistiksel olarak, sonuglarin birbirinden farkli oldugunu belirtmektedir
(p<0.05). Sonuglar 3 paralel degerin ortalamasi alinarak + standart sapma seklinde gosterildi. 24h: 24h ¢alkalayici,
24h+30°US: 24h ¢alkalayic1+30 dk ultrasonik su banyosu; 24h+60°US: 24h ¢alkalayici+60 dk ultrasonik su banyosu;
30°US : 30 dk ultrasonik su banyosu; 60°US : 60 dk ultrasonik su banyosu.

Sekil 14. Farkli ekstraksiyon yontemleri kullanilarak hazirlanan D.m. bitki
ekstraktlarindaki askorbik asite karsilik ABTS bulgular
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Ifadeleri Duncan analizine gdre istatistiksel olarak, sonuglarin birbirinden farkli oldugunu belirtmektedir
(p<0.05). Sonuglar 3 paralel degerin ortalamasi alinarak + standart sapma seklinde gosterildi. 24h: 24h calkalayici;
24h+30°US: 24h ¢alkalayic1+30 dk ultrasonik su banyosu; 24h+60°US: 24h ¢alkalayici+60 dk ultrasonik su banyosu;
30°US : 30 dk ultrasonik su banyosu; 60°US : 60 dk ultrasonik su banyosu.

Sekil 15. Farkli ekstraksiyon yontemleri kullanilarak hazirlanan D.m. bitki
ekstraktlarindaki troloksa karsilik ABTS bulgulari
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3.4.2. DPPH Radikali Siipiirme Aktivite Tayini Sonuclar

DPPH radikal temizleme aktivitesi Sekil 23 ve 24’daki standart grafikleri esas
alarak askorbik asit ve troloks esdegeri olarak hesaplanmistir (Tablo 10). Ekstraktlain
DPPH aktivitesi ICs, degeri (mg/mL) olarak rapor edilmistir.
Tablo 10. Antioksidan aktivite (DPPH) bulgular1 ve ICs, degerleri.

Ekstreler mg AAE/g Ekstre mg TE/g Ekstre ICso mg/mL
24h 16 + 0.35° 1.31 +0.016° 1,33+0.7°
24h +30°US 32,6 +2.3¢ 2.69+0.11° 1,01 +0.1¢
24h +60°US 45 +2.03° 3.34 +0.07° 0,46 +0.13"
30°US 66.2 +0.6° 2.81 +0.04% 0,86 +0.02°
60°US 39.2 +1.3° 1.04 + 0.009° 1,82+ 0.3
Trolox - - 0,0006%

24h: 24h calkalayici; 24h+30°US: 24h calkalayici+30 dk ultrasonik su banyosu; 24h+60°US: 24h

calkalayici+60 dk ultrasonik su banyosu; 30°US : 30 dk ultrasonik su banyosu; 60°US : 60 dk ultrasonik su banyosu.
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&b ¢ d jfadeleri Duncan analizine gore istatistiksel olarak, sonuglarm birbirinden farkli oldugunu belirtmektedir
(p<0.05). Sonuglar 3 paralel degerin ortalamasi alinarak + standart sapma seklinde gosterildi. 24h:24 h ¢alkalayici;
24h+30°US: 24h ¢alkalayic1+30 dk ultrasonik su banyosu; 24h+60"US: 24h ¢alkalayici+60 dk ultrasonik su banyosu;
30°US : 30 dk ultrasonik su banyosu; 60°US : 60 dk ultrasonik su banyosu.

Sekil 16. Farkli ekstraksiyon yontemleri kullanilarak hazirlanan D.m. bitki
ekstraktlarindaki askorbik asite karsilik DPPH bulgulari
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ifadeleri Duncan analizine gore istatistiksel olarak, sonuglarin birbirinden farkli oldugunu belirtmektedir
(p<0.05). Sonuglar 3 paralel degerin ortalamasi alinarak + standart sapma seklinde gosterildi. 24h: 24h ¢alkalayici,
24h+30°US: 24h ¢alkalayic1+30 dk ultrasonik su banyosu; 24h+60"US: 24h ¢alkalayici+60 dk ultrasonik su banyosu;
30°US : 30 dk ultrasonik su banyosu; 60°US : 60 dk ultrasonik su banyosu.

Sekil 17. Farkli ekstraksiyon yontemleri kullanilarak hazirlanan D.m.  bitki
ekstraktlarindaki troloksa karsilik DPPH bulgular

3.5. Antimikrobiyal Aktivite Tayini Sonuclari

3.5.1. Mikro Diliisyon Yontemi Sonuclari
D.m bitki ekstrelerinin MiK degerleri mikrodiliisyon ve disk difiizyon metodu ile
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 11, 12’de gosterilmistir.
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Tablo 11. Ekstrelerin antimikrobiyal aktivite (MiK) bulgular1 (pg/mL).

Ekstraktlar

Test 24h+30° 24h+60° 30°US 60°US Chloromphenicol Nistatin
Mikroorganizmalari 2 uUs us
S. typhimurium (gram -) 1000 1000 1000 1000 1000 16 -
E. coli (gram -) 64 64 64 64 64 16 -
Y. pseudotuberculosis (gram -) 128 32 16 16 16 32 -
K. pneumoniae (gram -) 512 512 512 512 512 32 -
P. aeruginosa (gram -) 256 256 256 256 256 16 -
X. spp. (gram -) 32 32 32 32 32 32 -
S. aureus (gram +) 32 32 32 32 32 128 -
MRSA (gram +) 32 32 32 32 32 32 -
B. subtilis (gram +) 256 32 32 4 128 32 -
E. faecium (gram +) 512 512 512 512 512 32 -
E. faecalis (gram +) 32 32 8 16 16 16 -
E. hirae (gram +) 4 4 4 4 4 32 -
B.cereus (gram +) >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 16 -
C. michiganensis (gram +) 128 128 128 128 128 32 -
S. pyogenes (gram +) 512 512 512 512 512 32 -
C. tropicalis (maya) 4 32 32 16 256 - 16

24h: 24h calkalayici; 24h+30°US: 24h galkalayic1+30 dk ultrasonik su banyosu; 24h+60"US: 24h ¢alkalayici+60 dk ultrasonik su banyosu; 30°US : 30 dk ultrasonik su banyosu;
60°US : 60 dk ultrasonik su banyosu.
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Tablo 12. Ekstrelerin antimikrobiyal aktivite (disk diftizyon, 800 pg/mL ekstre) bulgulari (mm).

Ekstraktlar
Test 24h 24h+30°US 24h+60° 30°US 60"US Chloromphenicol Nistatin
Mikroorganizmalari us (200 pg/mL) (200 pg/mL)
S. typhimurium (gram -) 10 10 10 10 10 18 -
E. coli (gram -) - - - - - 16 -
Y. pseudotuberculosis (gram -) 12 12 12 12 12 12 -
K. pneumoniae(gram -) - - - - - 12 -
P. aeruginosa (gram -) - - - - - 16 -
X. spp. (gram -) 10 10 10 12 12 18 -
S. aureus (gram +) - - - - - 18 -
MRSA (gram +) - - - - - 15 -
B. subtilis (gram +) 9 11 10 8 10 18 -
E. faecium (gram +) - - - - - 10 -
E. faecalis (gram +) - - - - - 15 -
E. hirae (gram +) - - - - - 17 -
B.cereus (gram +) - - - - - 20 -
C. michiganensis (gram +) - - - - - 18 -
S. pyogenes (gram +) 20 18 18 16 16 20 -
C. tropicalis (maya) 11 12 11 10 8 - 15

24h: 24h ¢alkalayici; 24h+30°US: 24h galkalayici+30 dk ultrasonik su banyosu; 24h+60"US: 24h galkalayici+60 dk ultrasonik su banyosu; 30°US :

ultrasonik su banyosu.
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3.6. DNA Koruyucu Aktivite Sonuclari

Doronicum macrolepis (D.m) ekstraktlarinin pUC19 plazmiti (izerine koruyucu
aktivitesinin varlig1 fenton reaktifi ile %1°lik agaroz jel elektroforezin de belirlenmistir.
Farkli ekstraksiyon yontemleriyle hazirlanmig D.m.’ya ait ekstrelerin 1-5-10-20 ve 40
mg/mL konsantrasyonlar1 ile DNA koruyucu aktiviteleri arastirilmistir. 20 mg/mL

konsantrasyonda veriler en etkili DNA koruyucu aktiviteye sahip oldugu gorilmistiir
(Sekil 18).
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Sekil 18. Farkli ekstraksiyon metodlartyla hazirlanmis Doronicum macrolepis’e ait

ekstrelerin (20 mg\mL) DNA koruyucu aktiviteleri. (A: 30 dk ultrasonik su
banyosu; B: 24h galkalayici + 60 dk ultrasonik;)
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3.7. HPLC Analizi ile Fenolik Madde Icerigi Sonuclar

Ekstrelerin fenolik igerigi, 24h, 24h+30°US, 24h+60"US, 30°US, 60°US banyoda
hazirlanan ekstreler kullanilarak HPLC ile analiz edilmistir. Yukarida belirtilen 22
standart kromotogramina gore okumalar yapilarak elde edilen sonuglar Tablo 13’de

gosterilmistir.
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Tablo 13. Ekstrelerin fenolik bilesen igerigi (mg/g ekstre).

Bilesen Gallik Kafeik  Protokatesik Syringaldehyde  Sirinjik Rutin Ferulik  Epikategin

Asit Asit Asit Asit Asit
24h 0,18 0,59 0,24 20,07 - 3,97 4,89 4,21
24h+30°UV 0,08 0,69 0,25 19,99 0,13 - 591 0,42
24+60°UV 0,09 0,63 0,52 20,93 0,14 - 5,81 0,09
30°UV 0,14 1,11 - 17,97 0,08 - 6,61 6,57
60°UV 0,08 0,62 0,17 18,26 0,09 - 6,38 5,45

- Tespit edilemedi.
24h: 24h galkalayict; 24h+30°US: 24h ¢alkalayici+30 dk ultrasonik su banyosu; 24h+60"US: 24h calkalayici1+60 dk ultrasonik su banyosu; 30°US : 30 dk ultrasonik su banyosu; 60°US : 60 dk
ultrasonik su banyosu.
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4. TARTISMA

4.1. Toplam Fenolik I¢erik (TPC)

Bu c¢alismada, Doronicum macrolepis’in farkli ekstraksiyon yontemleri
kullanilarak elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik icerigi, Folin-Ciocalteu yontemi ile
spektrofotometrik olarak tespit edilmistir. Buna gore, toplam fenolik icerik 37.42-50.71
mgGAE/g ekstre araliginda bulunmustu. En yiiksek fenolik igerigin 30" US bitki
ekstresinde (50.71 + 1.51% mg GAE/g ekstre), en diisiik fenolik icerigin ise 24h+30' US
bitki ekstresinde (37.42 + 0.57° mg GAE/g ekstre) oldugu belirlenmistir (Tablo 7).

Literatlirde, Doronicum macrolepis iizerine yapilmis benzer bir ¢alismada, etanol
(EtOH) kullanilarak yapilan 8 saatlik ekstraksiyon sonucunda elde edilen cigek
ekstresinin toplam fenolik icerigi 273.8 ve govde ekstresinin ise 48.5 mg GAE/g ekstre
oldugu bulunmustur (Ozcan, 2020). Bu farkliligin hem kullanilan bitki kisimlarindan
hem de ekstraksiyon siresindeki farkliliktan kaynaklandigi disiiniilebilir. Bununla
birlikte, Doronicum orientale nin toprak stii kisimlarinin kullanildigr bir ¢alismada,
oda sicakliginda 24 saatlik etanol ekstesinin toplam fenolik igeriginin 35.81 mg GAE/g
ekstre oldugu rapor edilmistir (Zengin vd., 2022). Buna goére, mevcut ¢alismada, elde
edilen (30" US bitki etanol ekstresi) fenolik igerigin (50.71 mg GAE/g ekstre) daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Burada ultrasonik banyo kullaniminin fenolik igerigin
artmasimna neden oldugu sdylenebilir. Ayrica diger bir ¢alismada, Doronicum
hookeri’nin soksilet kullanilarak elde edilen metanol ekstresinin toplam fenolik icerigi
4398 mg GAE/g ekstre olarak tespit edilmistir (Devi vd., 2023). Bu farkliligin
kullanilan solvent ve ekstraksiyon yonteminden kaynaklandig: diisiiniilebilir.

Doronicum cinsi tizerine yapilan galismalar kisitli olsa da ayni aileye mensup olan
cesitli bitkiler tizerine yapilmis pek ¢ok ¢alisma mevcuttur. Bu ¢alismalarda bitkilerin
etanol ekstrelerinin fenolik igerikleri tespit edilmis ve mevcut ¢alismadan elde edilen
sonuglarla uyumlu oldugu goriilmiistiir (Nebrigi¢ vd., 2023; Zengin vd., 2023; Yildirim
vd., 2022).

4.2. Toplam Flavonoid Icerigi (TFC)
Bu c¢alismada, Doronicum macrolepis’in farkli ekstraksiyon yontemleri
kullanilarak elde edilen ekstraktlarin toplam flavonoid igerigi, AlCIz yontemi ile

spektrofotometrik olarak tespit edilmistir. Buna goére, toplam flavonoid icerik 48.35-



66.7 mgQE/g ekstre araliginda bulunmustur. En yiiksek flavonoid igerigin 24h+60°US
bitki ekstresinde (66.7 + 0.53% mg GAE/g ekstre), en diisiik flavonoid icerigin ise
24h+30' US bitki ekstresinde (48.35 + 0.31° mg GAE/g ekstre) oldugu belirlenmistir
(Tablo 8).

Literatlirde, Doronicum macrolepis ftizerine yapilmis benzer bir g¢alismada,
etanol (EtOH) kullanilarak yapilan 8 saatlik ekstraksiyon sonucunda elde edilen ¢icek
ekstresinin toplam flavonoid igerigi 123.2 ve govde ekstresinin ise 19.3 mg QE/g ekstre
oldugu bulunmustur (Ozcan, 2020). Buna gore, gdvde ekstresi acisindan
kiyaslandiginda, mevcut c¢alismada elde edilen sonucglarin daha yiliksek oldugu
goriilmektedir. Bu durum ekstraksiyon metoduna bagli olarak toplam flavonoid igerigin
de degisebilecegini gostermektedir. Diger taraftan, Doronicum orientale’nin toprak iistii
kisimlarinin kullanildigi bir ¢alismada, oda sicakliginda 24 saatlik etanol ekstesinin
toplam flavonoid igeriginin 12.44 mg QE/g ekstre oldugu rapor edilmistir (Zengin vd.,
2022). Buna gore, mevcut calismada, elde edilen (24h+60°US bitki etanol ekstresi)
flavonoid igerigin (66.7 mg QE/g ckstre) ¢ok daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Burada ultrasonik banyo kullaniminin flavonoid igerigin artmasina neden oldugu
sOylenebilir. Ayrica, Doronicum hookeri’nin soksilet kullanilarak elde edilen metanol
ekstresinin toplam flavonoid icerigi 53.56 mg RE/g ekstre olarak tespit edilmistir (Devi
vd., 2023). Bu deger de mevcut ¢alisma ile kiyaslandiginda diisiiktiir. Soksilet kullanimi
ve farkli bir solventin se¢ilmesi bu degisimi agiklayabilir. Ayrica, standart olarak rutin
kullanilmistir ve tam anlamiyla kiyaslanabilir degildir.

Sonug olarak, mevcut calismadan elde edilen sonuglarin, genel olarak literatiire

uygun oldugu soylenebilir.

4.3. Antioksidan aktivite

Ekstrelerinin antioksidan aktivitesi, ABTS ve DPPH yontemleri ile analiz
edilmistir. Bu calismada ABTS radikal siiplirme aktivitesi en yiiksek 24h+30'US
ekstresinde, en diisiik ise 30'US ekstresinde oldugu belirlenmistir (Tablo 9); en yiiksek
DPPH radikal slplrme aktivitesi 60'US ekstresinde ve en diisiik ise 24h+60'US
ekstresinde tespit edilmistir (Tablo 10). Ekstraktlarin ABTS ve DPPH radikal siipiiriicii
aktiviteleri de 1Cso degeri seklinde verildi. Diisiik bir ICsq degeri, ekstrenin ABTS ve
DPPH radikal suptirme aktivitelerinin yiiksek oldugunu gostermektedir. Bu ¢aligmada
ise ABTS ve DPPH ICsy degerleri en diisiik ve bundan kaynakli en yiiksek verimlilige
sahip olan ekstreler sirast ile 30'US ekstre 109.6 + 2.05® (mg TE/g Ekstre) ve 30'US

ekste 2.81 + 0.34* (mg TE/g Ekstre) olmustur.
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Literattirde, Doronicum macrolepis tizerine yapilmis benzer bir ¢alismada, etanol
(EtOH) kullanilarak yapilan 8 saatlik ekstraksiyon sonucunda elde edilen c¢icek
ekstresinin ABTS radikal siipiirme aktivitesinin degeri 185.7 + 1.5° (TE/g ektre), DPPH
radikal siipiirme aktivitesinin degeri ise 21.6 + 0.9° (TE/g ektre) oldugu belirlenmistir.
(Ozcan, 2020). Buna gore, gévde ekstresi acisindan kiyaslandiginda, mevcut ¢alismada
elde edilen sonuclarin daha diisiik oldugu goriilmektedir. Bu durum bitki organlarinin
farkl1 antioksidant degerlerine sahib oldugunu gostermektedir. Diger taraftan,
Doronicum orientale’nin toprak istii kisimlarmin kullanildigi bir ¢alismada, oda
sicakliginda 24 saatlik etanol ekstesinin ABTS radikal siipiirme aktivitesinin degeri
62.85 + 1.22° (TE/g ektre), DPPH radikal siipiirme aktivitesinin degeri ise 39.36 = 0.12°
(TE/g ektre) oldugu rapor edilmistir (Zengin vd., 2022).

Sonug olarak, mevcut calismadan elde edilen sonuclarin, genel olarak literatiire

uygun oldugu sdylenebilir.

4.4. Antimikrobiyal Etkinlik

Tiim ekstrelerin en az1 1 mikroorganizmaya kars1 aktivite gostermistir (Tablo 11).
En yiiksek aktivite, 30°US ekstresinde 4 ng/mL MIK degeri ile B. subtilis tizerinde
gozlemlenmistir. Bacillus subtilis, gram pozitif cubuk halinde bir bakteri turi olup bitki
iyilestirmesi i¢in kullanilmakta olan bakteri tiirlerinden biridir. Ekstrelerin bu
organizmanin iizerindeki etkisi ise yabani otlarin harap edilmesi agisindan oldukga
onemlidir. Diger 24h+60"US ve tiim ekstresinde E. hirae bakterisinde 4 pg/mL MIK
degeri vermesi, ekstreleri E. hirae bakterisinin sebebiyet verdigi prostat blyumesi ve
idrar  yolu  enfeksiyonlarinin, 24h+60°US, 30°US, 60°US ekstrelerinde
Y.pseudotuberculosis  bakterisinde 16 ug/mL  MIK degeri vermesi ise
Y.pseudotuberculosis'in insanlarda neden oldugu enterik enfeksiyonlarin (Ikeuchi vd.,
2023) tedavisi agisindan degerlendirilebilmektedir. Literatlirde, Doronicum macrolepis
bitki ekstreleri ve yagimin antimikrobiyal aktivitesi, 17 bakteri ve 2 maya tUrl
kullanilarak mikrodiliisyon yontemiyle (Ozcan, 2020) arastirilmistir. Test edilen tim
mikroorganizmalara karsi zayif antimikrobiyal aktivite gosterdikleri (>512 mg/mL)
belirlendi, ancak bitkinin ugucu yag1 tiim mikroorganizmalarda dikkat cekici aktivite
gosterdigi  belirlenmistir. Ornegin, bitkiden elde edilen ucucu yag, 4 mg/mL
konsantrasyonda E.coli Uzerinde cok gugli bir etki gosterirken, 32 mg/mL
konsantrasyonda S.epidermidis, vankomisin direncli E.faecium, Y.pseudotuberculosis,

C.albicans ve C.tropicalis tlizerinde dikkate deger antimikrobiyal etki gostermistir.
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Bunlarin yaninda, Doronicum hookeri’nin metanol ekstrelerinin 3 organizmaya karsi
antimikrobiyal (Bacillus subtilis, Bordetella bronchiseptica, Pseudomonas aeruginosa
(500 pg/ml) etki gosterdigi belirlemistir (Aleem vd., 2020).

Doronicum cinsi tizerine yapilan calismalar kisitli olsa da ayn1 Asteraceae,
ailesine mensup olan c¢esitli bitkiler lizerine yapilmis pek ¢ok ¢alisma mevcuttur. Bu
calismalarda bitkilerin etanol ekstrelerinin fenolik icerikleri tespit edilmis ve mevcut
calismadan elde edilen sonuglarla uyumlu oldugu gorilmistir (Yildirim vd., 2022;

Nostro vd., 2001).

4.5. Fenolik Bilesen Analizi

Bu calismada, farkli ekstraksiyon yontemleri ile elde edilen bes farkli etanol
ekstresinin fenolik bilesenleri, 22 fenolik bilesigin varhiginda, HPLC ile analiz
edilmistir (Tablo 13). Buna gore katesin, vanilin asit, vanilin, p-kumarik asit, benzoik
asit, rosmarinik asit, kumarin, trans-sinamik asit, kuersetin ve kamferol higbir
ekstraktda tespit edilememistir. Ayn1 zamanda en yiiksek fenolik bilesen miktar1 24 +
60’ UV ve 30°UV ekstrelerde goriilmiistiir. Ek olarak, 24h+60°UV ve 24h ekstrelerinin
ana bileseni syringaldehyde (sirasiyla 20.93 mg/g ekstre ve 20.07 mg/g ekstre) olarak
tespit edilmistir.

Literatiirdeki benzer galigsmalara bakildiginda, Zengin vd., (2022)’nin Doronicum
orientale {izerine yapmis olduklart c¢alismada, HPLC/MS/MS ile bitkinin toplam
biyoaktif bilesenleri incelenmis ve toprak Ustl etanol ekstresinde en yuksek 5-
Caffeoylquinic acid (330.56 pg/g ekstre) bulmuslardir. Bu calismada ortak taranan
fenolik bilesenlere bakildiginda (gallik asit, kafeik asit ve rutin gibi) mevcut
calismadaki tiim ekstrelerin fenolik iceriklerinin ¢ok daha yiiksek miktarda oldugu
dikkat cekmektedir. Bitkilerde bulunan fenolik bilesenlerin onlarin aktiviteleri ile
baglantili oldugunu gosteren caligmalarda mevcuttur. Esasinda ana bilesenlerden bir
tanesi olan syringaldehyde anti-hiperglisemik ve antiinflamatuar bilesendir (Wang vd.,
2018). Ferulik asit ise kuvvetli bir antioksidandir ve tek basina UV'nin bir kismini emer
ve bu sebeple kendisi zayif bir giines koruyucudur (Burke vd., 2009).

Literatiirde ayn1 bitki ilizerine yapilam diger bir c¢alismada ise, Doronicum
macrolepis bitkisinin ugucu yagr Ozcan (2020) tarafindan hidro-distilasyon yontemi
kullanilarak elde edilmis ve fitokimyasal bilesimi GC/GC—MS (Gaz Kromatografisi ve
Kitle Spektrometrisi) kullanilarak belirlenmistir. Yagin yiiksek miktarlarda (E,E)-a-
Farnesen (% 21.5), trans-f-Osimen (% 12.8), 6-Cadinene (% 9.5), Caryophyllene oksit

50


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/sunscreen

(% 8.2) ve timol (% 4.4) igerdigi tespit edildi. Bu kimyasal bilesimdeki
farkliliklarin, bitkilerin toplandigi ekolojik kosullar toplama zamani ve ekstraksiyon
yontemi gibi ¢esitli faktorlerden kaynaklandigi diisinilmistiir (Salehi vd., 2018).

Sonug olarak, Doronicum macrolepis bitkisinin farkli ekstrelerinin fenolik bilesen

analizi ilk kez bu ¢alisma ile kapsamli olarak ortaya konulmustur.

4.6. DNA Koruyucu Aktivite

Ekstrelerin DNA koruyucu aktivitesi, fenton soltsyonu ile pUC19 plazmitine
hasar indiiklenerek tespit edildi. Bu ¢alismanin igerisinde 1, 5, 10, 20 ve 40 mg/mL gibi
birbirinden farkli daha yiiksek aktivite gostermekte olan 24h+60°US ve 30°US
ekstrelerin konsantrasyonlardaki DNA koruyucu aktiviteleri arastirildi en etkili DNA
koruyucu aktivite, her iki ekstre icin de 20 mg/mL konsantrasyonda gorildi. Bu
aktivitenin, ekstrelerin ana bilesenlerinden biri olan ve DNA koruyucu 6zelligi oldugu
bilinen ferulik asitten (Dharmendra vd., 2005) kaynaklandigi diisiiniilebilir. Sonug
olarak, bitkinin kismen DNA koruyucu aktiviteye sahip oldugu sdylenebililir.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Maurya+DK&cauthor_id=16311925

5.SONUC VE DEGERLENDIRME

Sonu¢ olarak, Tiirkiye {izerinde yetismekte olan halk tarafindan pek c¢ok
rahatsizligin ve problemin giderilmesi amaciyla kullanilan ve ticari bir éneme sahip
olan D.m‘nin ekstraksiyonu degisik ve farkli yontemlerle yapilmistir. Bu durum bitkinin
en etkin kullanim halini ortaya koymasi agisindan fazlaca degerlidir. 30"US hazirlanan
ekstrelerin 4 pg/mL MIK degeri ile bitki yetistirmede biiyiik faydasi olan B.subtilis
bakterisi Uzerinde, yuksek antibiyotik direnc gézlemlenmistir. Buda D.m ekstrelerinin
kullanimi tarimda, yabani otlarin mahvina olanak saglar. D.m ekstrelerinin DNA
koruyucu aktiviteleri de ilk kez ortaya konulmus olup, bu ¢aligmanin literatiire nemli
katkilar saglayacagi diisiiniilmektedir. Biitliin sonuglar beraber degerlendirildiginde, s6z
konusu olan bitkinin saglik gibi alanlarda kullanim i¢in gii¢lii bir potansiyeli oldugu
sOylenebilir. Fakat bu mevcut biyolojik aktivitelerin dahada 1yi anlasilabilmesi amaciyla
ekstraktlarin etken maddelerinin daha gelismis teknikler ile saflastirilmasi ve in Vivo

calismalarla test edilmesi gerekmektedir.
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6. ONERILER

Bitki kaynakli bilesiklerin farmakolojik 6zelliklerini arastirmak ve kullanmak,
modern tibbin gelisiminde hayati bir rol oynar. Bu baglamda, endemik bitkilerin ileri
arastirmalarda kullanilabilmesi icin bitki biyoteknolojisi son derece dnemlidir. Bitki
biyoteknolojisi, endemik bitkilerin 6rneklerini toplamak, doku kiiltiiriinde ¢ogaltmak
suretiyle bitki orneklerini korumakla kalmaz, ayni zamanda bu bitkilerin belirli
bilesenlerini analiz etmek ve iiretmek icin de kullanilir. Bu yontem, nadir bitki tiirlerinin
korunmasima ve farmakolojik ag¢idan Onemli bilesenlerin elde edilmesine kolaylik
saglar. Dolayistyla, mevcut ¢aligmalar ileri biyoteknolojik uygulamalar i¢in 6nemli bir
veri kaynagi olusturabilir.

Antioksidan deneyleri, bitkilerin saglik iizerindeki olumlu etkilerini
degerlendirmek icin 6nemli bir aractir. Antioksidanlar, viicuttaki serbest radikallerin
etkilerini notralize ederek hiicresel hasar1 azaltabilir ve ¢esitli hastaliklarin 6nlenmesine
yardimc1 olabilirler. Bu nedenle, daha fazla antioksidan deneylerin yapilmasi,
antioksidanlarin saglik tizerindeki olumlu etkilerini anlamamiza yardimci olabilir.
Antioksidan deneylerin tekrarlanabilirligi, elde edilen sonuglarin giivenilirligi agisindan
kritiktir. Farkli dogal ve sentetik standartlarin kullanilmasi, deneylerin daha giivenilir
olmasini saglar ve sonuglarin daha saglam bir temele dayanmasina yardimci olabilir. Bu
nedenle, antioksidan analiz metodlar ¢esitlendirilebilir ve yapilan deneylerde gesitli
dogal ve sentetik standartlar kullanilarak tekrarlanabilir.

D.m tiirii, seker hastaligi, alzheimer hastaligi, yara iyilesmesi ve kanser gibi ¢esitli
metabolik bozukluklarin tedavisindeki potansiyelleriyle tibbi arastirmalarin odak
noktalarindan birini olusturmalidir. Bu tiir hastaliklarin tedavisinde bitkisel bilesiklerin
kullanilmasi, geleneksel tedavilere alternatif veya destekleyici bir yaklagim saglayabilir.
Bitkiden elde edilen etken maddelerin saflastirilmasi ve farmakolojik olarak
degerlendirilmeside, bitkisel ilaglarin gelistirilmesinde 6nemli bir adimdir. Bu siireg,
bitkisel bilesiklerin biyolojik etkilerini daha iyi anlamamiza ve potansiyel ilag
adaylarin1 belirlememize olanak tanir. Bu etki mekanizmasinin da daha detayli olarak
anlagilabilmesi i¢in in vivo deneyler gergeklestirilmelidir. Bu deneyler, bitkisel
bilesiklerin viicut {izerindeki etkilerini daha gercekei bir sekilde degerlendirmemize ve

klinik uygulamalara daha yakin sonuglar elde etmemize yardimci olabilir.
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Bitkinin antibakteriyel aktivitesi g6z o6ninde bulundurularak, daha fazla
antibiyotiklerle sinerjistik etkileri arastirilmalidir. Bu, dogal bitkisel bilesenlerin
antibiyotiklerle birlikte kullanildiginda daha etkili olup olmadigini degerlendirmemize
olanak tanir. Bitkilerin antibakteriyel aktivitesinin daha direngli mikroorganizmalara
kars1 test edilmesi, yeni antibiyotiklerin gelistirilmesi agisindan 6nemlidir. Direngli
mikroorganizmalarla micadele etmek icin bitkisel kaynaklardan elde edilen bilesiklerin
potansiyelini degerlendirmek, antibiyotik direncine karst miicadelede yeni stratejiler
gelistirmemize yardimci olabilir.

Ekstraksiyon c¢esitliligini artirmak ve farkli soliisyonlarla ¢alismak, bitkilerin
biyolojik etkilerini daha ayrintili ve kapsamli bir sekilde degerlendirmemize olanak
taniyabilir.

Fenol igerigi analizi, bitkilerin antioksidan aktivitesini degerlendirmek i¢in yaygin
olarak kullanilan bir yontemdir. Daha fazla standart kullanarak yapilan fenol igerigi
analizi, bitkilerin antioksidan kapasitelerini daha kapsaml bir sekilde belirlememize ve
farklr bitki 6rnekleri arasinda daha gilivenilir karsilastirmalar yapmamiza yardimei olur.
Bu, bitkisel bilesiklerin saglik tizerindeki etkilerini daha etkin bir sekilde anlamamiza
ve potansiyel tedavi segeneklerini daha dogru bir sekilde degerlendirmemize katki
saglayabilir.

Sonu¢ olarak, Gilimiishane iline endemik olan D.m. sahip oldugu biyolojik
aktiviteler nedeniyle, olduk¢a degerlidir. Ayrica, gorsel giizelligi ile de dikkati
cekmektedir. Bu bitki iizerine yapilan ¢aligmalar, ilimizin bitki zenginligini vurgulamak
acisindan onemlidir. Ayrica, bu tiir caligmalar Glimiishane ilinin etnobotanik agidan
onemli bir potansiyele sahip oldugunu gostermektedir. Bu bakimdan, mevcut ¢alisma
cevreye olan duyarliligin artirilmas: agisindan Snemli mesajlar barindirmaktadir.

Gelecekteki ¢evre egitimleri i¢in 6nemli bir kaynak olusturabilir.
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EK 2. Flavonoid madde tayini i¢in kuersetin standart grafigi
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EK 3. ABTS ig¢in askorbik asit standart grafigi
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EK 4. ABTS igin troloks standart grafigi
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EK 5. DPPH i¢in askorbik asit standart grafigi
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EK 6. DPPH ig¢in troloks standart grafigi
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EK 7. Disk dufuzyon test sonuglart

1- B. subtilis, 2- C.tropicalis, 3- S.typhimurium, 4- K.pneumoniae, 5- X.spp, 6- S.pyogenes, 7-
Y.pseudotuberculosis
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EK 8. HPLC analiz sonuglarina ait pikler

[ OAD1 A Sige280.4 Rel=cil (2023HPLC04102023-1.0)
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EK 9. HPLC analiz sonuglarina ait pikler (EK 8. devami)
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