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Yilksek Lisans Tezi

OZET

GUMUS NANOPARTIKULLERIN IN VITRO KOSULLARDA YETISTIRILEN
M. OFFICINALIS L. FIDELERI UZERINDEKI BIYOKIMYASAL VE MOLEKULER
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Nilhan Elif UZUN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Kadriye INAN BEKTAS
2024, 73 Sayfa

Bu c¢alismada, in vitro kosullarda yetistirilen ve farkli konsantrasyonlarda AgNP
stresine maruz birakilan M. officinalis L. fidelerinden elde edilen metanol ekstraktlarinin
Folin yontemi ile toplam fenolik icerigi, HPLC ile fenolik profilleri, Microwell-seyreltme
yontemi ile antimikrobiyal aktiviteleri, Ters Transkriptaz Analiz Kiti (kolorimetrik) ile HIV-
1 RT inhibisyon kapasiteleri ve qPCR yontemi ile PAL gen ekspresyon dizeyindeki
degisimler gibi biyokimyasal ve molekiiler degisimler belirlenmistir. Sonu¢ olarak AgNP
uygulamalarinin kontrol ile kiyaslandiginda incelenen parametrelerde konsantrasyona gore
farklilik gosterdigi ve cogunlukla yiiksek oldugu, en yiiksek toplam fenolik madde
miktarmin (68.250 mg GAE/ g bitki), baskin fenolik olan rosmarinik asit miktarinin (41.059
pg fenolik/mg bitki) ve HIV-1 RT inhibisyonunun (%39.65) 5 mg/L. AgNP uygulamasinda
daha yiiksek oldugu, en etkili MIK degerinin (2500 pug/mL) 5, 10 ve 20 mg/L AgNP
konsantrasyonlarinda oldugu, PAL geni ekpresyonunun en yiiksek 42,16 kat artis ile 50
mg/L AgNP konsantrasyonunda oldugu goézlendi.

Anahtar Kelimeler: M. officinalis, AgNP, Elisitér, Mikrogogaltim, Anti-HIV-1 RT,
HPLC, Antimikrobiyal, Gen Ekspresyonu
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Master Thesis

SUMMARY

INVESTIGATION OF THE BIOCHEMICAL AND MOLECULAR EFFECTS OF
SILVER NANOPARTICLES ON M. OFFICINALIS L. SEEDLINGS GROWN UNDER
IN VITRO CONDITIONS

Nilhan Elif UZUN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Molecular Biology and Genetics Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Kadriye INAN BEKTAS
2024, 73 Pages

In this study, biochemical and molecular changes such as total phenolic content by
Folin method, phenolic profiles by HPLC, antimicrobial activities by Microwell-dilution
method, HIV-1 RT inhibition capacities by Reverse Transcriptase Analysis Kit
(colorimetric) and changes in PAL gene expression level by gPCR method were determined
in methanol extracts obtained from M. officinalis L. seedlings grown under in vitro
conditions and exposed to different concentrations of AgNP stress. As a result, it was
observed that AgNP applications, when compared to the control, showed differences
according to the concentration in the investigated parameters and were mostly high, the
highest total phenolic substance amount (68.250 mg GAE/g plant), the dominant phenolic
rosmarinic acid amount (41.059 pg phenolic/mg plant) and HIV-1 RT inhibition (39.65%)
were higher in 5 mg/L AgNP application, the most effective MIC value (2500 pg/mL) was
at 5, 10 and 20 mg/L AgNP concentrations, and the highest PAL gene expression was

observed at 50 mg/L AgNP concentration with a 42.16-fold increase

Key Words: M. officinalis, AgNP, Elicitor, Micropropagation, Anti-HIV-1 RT, HPLC,
Antimicrobial, Gene Expression
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Insanlar yiizyillardir ilaglarin ve aromatik bilesiklerin kaynagi olarak bitkileri
kullanmislardir. Tibbi ve aromatik bitkilerin insan sagligi tlizerinde ¢ok Onemli etkileri
oldugu bilinmektedir. Insanlar tibbi ve aromatik bitkilerden elde edilen dziitleri ilag, tat ve
koku bilesenleri, yiyecek katki maddeleri ve pestisit gibi ¢esitli amaglarla kullanmaktadirlar
(Arslan vd., 2022).

Tibbi ve aromatik bitkilerden biri de M. officinalis’tir. Lamiaceae familyasinin Melissa
genusuna ait, ¢ok yillik, otsu bir bitki olan M. officinalis eski zamanlardan beri tibbi
amaglarla kullanilmaktadir (Katar & Katar, 2020). M. officinalis ti¢ alt tiire ayrilmakta olup,
bu alt trler icerisinde sadece karakteristik limon kokusuna sahip olan M. officinalis subsp.
officinalis tiirli tibbi ve ticari degere sahiptir. M. officinalis bitki tiiri ile yapilan yapilan in
vivo, in vitro ve klinik g¢alismalarda bu bitkinin antibakteriyel, antiviral, antifungal,
antidepresif, antitiimoral ve antioksidatif etkiler gibi ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip
oldugu gosterilmistir (Saskara vd., 2010).

M. officinalis bitkisini nemli kilan etkenlerden biri igerdigi sekonder metabolitlerdir.
Sekonder metabolitler, bitkiden elde edilen, bitkilerin yasamsal fonksiyonlar1 iizerinde
dogrudan etkisi bulunmayan bilesiklerdir. Bitkinin ¢evresine adaptasyonunda, iiremesinde,
neslinin devam etmesinde, bitki savunmasinda ve korunmasinda énemlidirler. Bu bilesikler
basta ilag sanayisi olmak iizere tarim, gida, kozmetik gibi bir¢ok alanda kullanilan ekonomik
acidan oldukca 6nemli maddelerdir. Cok zengin bir bilesik grubunu igeren bu metabolitler
baslica terpenler, alkaloidler ve fenolik bilesikler olmak {izere iice ayrilmaktadir (Kapdan,
2023). Fenolik bilesikler sekonder metabolitlerin en biiyiikk grubunu olustururlar. Viris,
patojen, bocek saldirilari, UV radyasyonu, yaralanma, aglik ve metal stresi gibi baskilara
tepki olarak sentezlenen bu bilesikler bitkinin savunmasinda 6nemli rol oynarlar. Yapilan
caligmalarda fenolik bilesiklerin insan sagligi iizerinde antimikrobiyal ve antikanserojen gibi
olumlu etkileri oldugu gosterilmistir (Khalil vd., 2007; Kapdan, 2023). M. officinalis
tizerinde yapilan ¢alismalarla, terpenler ve fenolik bilesikler gibi ¢esitli maddelerin varlig:
ve miktar1 belirlenmistir (Allahverdiyev vd., 2004; Moradkhani vd., 2010) M. officinalis

bitkisinin barindirdig1 biyokompetentlerin gesitliligi ve oranlar1 bu bitkinin biyoaktif



etkinliginin de bir gostergesidir. Etkilerinin ¢ok yonliiliigli bilim insanlarin1 sekonder
metabolit liretimini arttirmaya yonelik ¢aligmalar yapmaya yoneltmistir. Giliniimiizde bitki
doku kiiltiirti teknikleri kullanilarak insanlar i¢in de olduk¢a 6nemli olan bu bilesiklerin
tiretimi 6nemli 6l¢ilide hiz kazanmustir.

Bitki doku kiiltiirii teknikleri sayesinde uygun ¢evre kosullarinin saglanmasi ile kisa
zamanda, belirli bir alan i¢inde ¢ok sayida bitki elde edilebilmektedir (Bayhan, 2023).
Giliniimiizde bitki 1slahi, bitki genom transformasyonu, haploid bitki elde edilmesi,
cogaltilmasi zor genotiplerin ¢ogaltilmasi, genetik olarak 6zdes bitkilerin fazla miktarlarda
uretilmesi, nesli tiikenmekte olan tiirlerin korunmasi, patojenlerden ve hastaliklardan
arindirilmig bitkilerin {iretilmesi ve sekonder metabolitlerin elde edilmesi icin bitki doku
kiiltiiri tekniklerine bagvurulmaktadir (Babaoglu vd., 2001; Korkmaz, 2013).

Bitkiler i¢in oldukca 6nemli olan doku kiiltiiriinde ayni zamanda nanoteknolojik
uygulamalardan da yararlanilmaktadir. Malzemelerin atom veya molekiil boyutunda
islenmesi, ayrilmasi, birlestirilmesi ve bozulmasi olarak tanimlanan nanoteknoloji, pek ¢ok
alan1 kapsayan bilimsel ve teknolojik calismalarda yenilik¢i ve umut verici bir teknolojidir
(Hey, 1999; Ersdz vd., 2018). Bilim insanlar1 bitki doku kiltiiri ¢aligmalarina
nanoteknolojiyi dahil ederek daha etkili ve verimli ¢alismalar yapmay1 hedeflemislerdir.
Nanoteknolojinin temelini olusturan nanopartikiiller, boyutu 1-100 nm araliginda olan
parcaciklardir. Nanopartikiiller fen bilimleri, saglik, biyoteknoloji, tarim vb. alanlarda
siklikla kullanilmaktadirlar. Metal bazli nanopartikiiller sahip olduklar: katalitik aktivite,
iletkenlik, antibakteriyal, antiviral, antifungal etki gibi 0Ozellikleri sayesinde bilim
insanlarinin dikkatini ¢gekmektedirler (Geng, 2023). Metal bazli nanopartikiiller igerisinde en
dikkat ¢eken giimiis nanopartikiiliidiir. Nanoteknoloji uygulamalarinda siklikla kullanilan
AgNP, boyutu 1-100 nm arasinda olan giimiis nanopargaciklarindan olusmaktadir (Mody
vd., 2010). AgNP’ler, mikroorganizmalara kars1 gosterdigi aktivite sayesinde bircok alanda
antibakteriyel uygulamalarda kullanilmaktadir (Xu vd., 2012). Yapilan c¢alismalarda
AgNP’lerin HIV-1 viriisii enfeksiyonu iizerinde etkisi oldugu da gézlenmistir (Tung, 2023).

Nanopartikiillerin, bitki doku kiiltiiriinde kullanimi ile in vitro sartlarda sekonder
metabolit iiretimine olumlu etkileri de gosterilmistir. Bitki doku kultiriinde sekonder
metabolit iiretimini arttirmaya yonelik kullanilan tekniklerden biri de metabolik yollari
tesvik eden biyotik veya abiyotik elisitdrlerin uygulanmasidir. Istenilen bazi bilesiklerin
sentezini arttirmak ve lretiminin devamliligimi saglamak icin in vitro elisitasyon islemi

kullanilmaktadir (Oksman-Caldentey & Inze, 2004). Elisitorler, bitkilerde stres yanitlarini



tetikleyen, bitki savunma sistemini harekete geciren ve sekonder bilesiklerin biyosentezini
saglayan genlerin ekspresyonunu saglayan sinyal molekulleridir (Zhao vd., 2005). Uygun
kiltir sartlarinin saglanmasiyla, elisitorlerin kiiltiir ortamina dahil edilmesi ve kiiltiir
ortamindaki bilesenlerin optimizasyonu ile sekonder metabolit miktarmin artisi
saglanabilmektedir (Kapdan, 2023). Sekonder metabolit biyosentezinde rol alan bazi1 dnemli
genler vardir. Bu genlerden biri de PAL’dir. PAL enzimi bir¢ok bitkide sekonder metabolit
tiretiminin saglandig1 fenilpropanoid biyosentez yolunun ilk enzimidir ve ligninler,
flavonoidler gibi bircok sekonder metabolitin tiretiminden dogrudan sorumludur (Koukol &
Conn, 1961; Ritter & Schulz, 2004; Sirin, 2013). Bitkisel sistemlerde kullanilan
nanopartikiillerin etki mekanizmalar1 heniliz tam olarak aydinlatilamamistir. Bu nedenle
nanopartikillerin bitki gelisiminde rol alan genlerin ifadeleri tizerindeki etkilerinin ortaya
konulmasi1 6nemlidir. Literatiir taramasi sonucunda; in vitro kosullarda AgNP uygulamasi
ile yetistirilen M. officinalis fidelerinde antimikrobiyal aktivite, anti-HIV-1-RT enzim
aktivitesi ve PAL geninin ekspresyon seviyesi iizerindeki etkilerinin arastirildigi bir
calismaya rastlanmamstir.

Yapilan bu tez ¢alismasi kapsaminda, farkli konsantrasyonlarda AgNP stresine maruz
birakilarak bitki doku kiiltiirii uygulamalariyla in vitro kosullarda yetistirilen M. officinalis
bitkisinde AgNP’lerin fenolik madde birikimi, antimikrobiyal aktivite, HIV-1 RT enzimi
inhibisyon aktivitesi ve sekonder metabolit tretiminden sorumlu olan PAL geninin
ekspresyon seviyesi lizerindeki etkilerinin arastirilmasi ve bulunan sonuglar neticesinde en
etkin in vitro cogaltim sisteminin ve AgNP konsantrasyonunun belirlenmesi amaglanmustir.
Planlanan bu tez calismasi ile elde edilecek bilgiler neticesinde literatiire katki saglanmasi

amaclanmastir.

1.2. M. officinalis Bitkisinin Genel Ozellikleri

Tibbi ve aromatik bitkilerden biri olan ve bir¢ok alanda faydasi bulunan Melissa
officinalis L., Lamiaceae familyasinin Melissa genusuna ait ¢ok yillik, otsu bir bitkidir
(Baskal, 2019; Sener, 2021; Ulgen, 2022; Kapdan, 2023).

Melissa officinalis ismini Yunanca bal aris1 anlamina gelen melitto kelimesinden
almistir (Kapdan, 2023). Melissa ismi bilimsel anlamda incelendiginde ‘Mel’ koki
Latincede bal anlamina, ‘Melissa’ ismi ise ar1 yapragi anlamina gelmektedir. ‘Ogul otu’

ismiyle de anilmakta olan bu bitki ayn1 zamanda limon otu, kovan otu ve limon nanesi olarak



da amilmaktadir (Ogiit, 2021). Ulkemizde dogal olarak yetismekte olup Kuzey ve Bati
Anadolu’dan yaygin olarak toplanmaktadir (Katar & Katar, 2020). Melissa officinalis bitkisi
1800 m yiikseklige kadar ormanlik alanlar, 1ssiz araziler, kayalik yamacglar ve yol

kenarlarinda yetismektedir (Isman Giiven, 2010).

Tablo 1. M. officinalis Taksonomisi

ALEM Plantae (Bitkiler)

ALT ALEM Tracheobionta

SUBE Magnoliophyta (Kapali Tohumlular)
SINIF Magnoliopsida (Iki Cenekliler)
ALT SINIF Asteridae

TAKIM Lamiales

FAMILYA Lamiaceae

CINS Melissa

TUR Melissa officinalis L.

Sagak koklii yapida olan Melissa officinalis, rengi beyazdan agik kahverengiye kadar
degisen giiclii ve ¢ok sayida gelismis yan koklere sahiptir. Bitkinin sahip oldugu bu kok
yapisti farkli gevrelere adaptasyonunu kolaylagtirmaktadir (Davis, 1982; Ceylan, 1997; Katar
& Katar, 2020). Govdesi dik veya yar1 dik gelisme gosteren bitkinin boyu 30-120 cm
arasinda degismektedir. Govde iizerinde dallanma 6zelligine sahip, dort koseli, bogum ve
bogum aralarindan olusan c¢ok sayida sap bulunmakta olup, sap Uzerinde bulunan
bogumlardan oval/kalp seklinde, kenarlar1 disli, kisa/uzun sapli, uglart sivri, damarlari
belirgin, Ustl koyu yesil, kisa tiiylerle kapli boyu 2-8 cm ve genisligi 1,5-5,0 cm arasinda
degisen yapraklar ¢ikmaktadir (Zargari, 1991; Ceylan, 1997; Saeb & Gholamrezaee, 2012;
Katar & Katar, 2020). Genel olarak yapraklar bitkinin altindan {stiine ¢ikildik¢a
kiculmektedir (Sekil 1) (Katar & Katar, 2020).



Sekil 1. M. officinalis Bitkisinin Gorinimu (URL-1)

M. officinalis yaprak ve gévdesinde bulunan tiiylerin sekillerine gére M. officinalis
subsp. officinalis, M. officinalis subsp. inodora bornm. ve M. officinalis subsp. altissima
arcangeli olarak g alt tiirti bulunmaktadir. M. officinalis subsp. inodora ve M. officinalis
subsp. altissima arcangeli koti  kokulu oldugundan dolayr tedavi amaciyla
kullanilmamaktadir. M. officinalis subsp. officinalis limon kokulu olmasindan dolayi tibbi
ve ticari degere sahiptir (Katar & Katar, 2020).

Melissa officinalis’in kimyasal yapist ile ilgili yapilan g¢alismalarda; ana aktif
bilesenlerinin ugucu yaglar, triterpenler ve fenolik bilesikler oldugu gozlenmistir. M.
officinalis tizerinde yapilan fitokimyasal arasgtirmalar ile bitki iceriginde bulunan ugucu
yaglar, tanenler, terpenler ve fenolik bilesikler gibi ¢esitli sekonder bilesiklerin varligi ve
miktarlar1 belirlenmistir (Isman Giiven, 2010). M. officinalis’ten elde edilen ekstraktlarla
fenolik bilesen iceriginin arastirildig1 bir ¢alismada, bu bitkinin rosmanirik asit agisindan
zengin oldugu vurgulanmigtir (Sentkowska vd., 2014). Ayni caligmada bitki igeriginde
cesitli konsantrasyonlarda mirisetin, kuersetin, rutin, p-HBA, gallik asit, kaffeik asit, p-
kumarik asit ve klorojenik asidin varligi da tespit edilmistir (Sentkowska vd., 2014).
Karasova vd’nin (2005) yaptig1 bir ¢alismada HPLC anazlizi sonucuna gore M. officinalis
bitkisinde gallik asit, hidroksibenzoik asit, vanilik asit, siringik asit ve protokatesik asit gibi
bilesiklerin varlig1 gostermistir. Herodez vd. (2003) yaptiklar1 ¢alismada M. officinalis
yapraklarindan 6zdtledikleri etanollii ekstraktlari kullanilmis ve HPLC analizi sonucunda
karnosik asidin varligi tespit edilmistir. Hohmann ve ark. (1999) M. officinalis bitkisinin

toprak {istli kisimlarindan %50°1ik metanol ile elde ettikleri ekstraktlarinin hidroksisinnamik



asit (%12,5), rosmanirik asit (%2,21), kafeik asit (%0,196) ve flavonoid (%0,029) i¢erdigini
tespit etmiglerdir. Lamaison ve ark. (1990) farkli familyalara ait gesitli bitkileri kullanarak
yaptiklart bir ¢alismada M. officinalis’in %4,7 oraninda rosmanirik asit ve %6,8 oraninda
hidroksisinnamik asit bulundurdugunu tespit etmislerdir.

Uzun zamandir tedavi amaciyla saglikta ve tipta kullanilan bu bitki ile yapilan in vitro,
in vivo ve klinik ¢alismalarla bitkinin terapdtik etkisinin esas olarak salgi tiiylerindeki ugucu
yaglardan kaynaklandigi gostermektedir (Farahani vd., 2009). M. officinalis yapraklarinda
bulunan rosmanirik asit, antiviral, antimikrobiyal, antioksidan ve antiinflamatuar etki gibi
bircok biyolojik aktivite gostermektedir (Petersen & Simmonds, 2003). Ayrica yapilan
calismalarda bu bitkinin tedavide yatistirici, sakinlestirici, gaz soktiiriicli, ates diisiiriicli
etkileri oldugu belirtilmistir. Bu etkilerinin yan sira bulanti, bas agrisi, uykusuzluk, ilser,
halsizlik, epilepsi, depresyon, sinirlilik, anemi, tiroid ve psikoz Uzerinde de tedavi edici

etkisinin oldugu goriilmiistiir (Saskara vd., 2010; Kapdan, 2023).

1.3. Sekonder Metabolitler

Bitkiler biiyiimede ve gelismede dogrudan etkisi olan veya olmayan bir¢ok organik
bilesik iiretirler. Bitkilerin bu kimyasal bilesikleri, fonksiyonlarina ve sentezlendikleri
metabolik yola gore primer metabolitler ve sekonder metabolitler olmak tizere ikiye ayrilir.
Yasamsal fonksiyonlarda dogrudan etkili olan primer metabolitler, tiim canlilarda bulunur
(Tiring vd., 2021). Sekonder metabolitler spesifik biyosentetik enzimler tarafindan bitkinin
doku, organ ve gelisme kisimlarinda sentezlenirler (Alaca & Arslan, 2012). Bitki
organlarinda yliksek konsantrasyonlarda depolanan bu bilesikler, bitkinin c¢evresine
adaptasyonunda, remesinde, neslinin devam etmesinde, bitki savunmasinda, korunmasinda
bitkinin ¢evresi ile iliskilerinde 6nemlidir (Alaca & Arslan, 2012; Topcu & Célgecen, 2015).

Calisildigr ilk zamanlarda sekonder metabolitlerin islevsiz oldugu diisiiniilmiistiir
(Mothes, 1955). Daha sonraki zamanlarda ise bir¢ok bilim insani tarafindan bu bilesiklerin
bitki savunmasinda 6nemli oldugu agiklanmistir. Sekonder metabolitler bitkinin hastaliklara
ve olumsuz c¢evre kosullarina karsi dayaniklilik saglamasinda rol oynarlar. (Tiring vd.,
2021). Bitkiler i¢in hayati 6éneme sahip olan bu metabolitlerin eksikligi veya yoklugu
durumunda bitkiler zarar gorebilir hatta yok olabilir (Topgu & Co6lgegen, 2015).

Sekonder metabolitler bitkileri biyotik ve abiyotik strese karsi korurlar. Bu yuzden

sekonder metabolitler savunma agisindan bitkiler i¢in énemlidir (Alaca & Arslan, 2012).



Ekonomik degeri yliksek olan sekonder metabolitler genellikle ilag, koku, boya gibi
kimyasallar olarak kullanilirlar (Bakir, 2020). Insan saglig1 agisindan da oldukg¢a 6nemli olan
sekonder metabolitler gidalarda ve ¢ogu hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir (Alaca &
Arslan, 2012). Sekonder metabolitler terpenler, alkaloidler ve fenolik bilesikler olmak {izere

tice ayrilir.

1.3.1. Fenolik Bilesikler

Sekonder metabolitlerin en biiyiik grubunu olusturan fenolik bilesikler, tiim bitkilerde
bulunur (Topgu & Colgecgen, 2015; Atak & Uslu, 2018). Fenilpropanoid biyosentez yolu ile
sentezlenen bu bilesikler ligninler, lignanlar, flavonoidler gibi bazi1 bilesiklerin
sentezlenmesi i¢in gerekli onciilleri saglamaktadirlar (Dixon & Sumner, 2003). Virs,
patojen ve bocek saldirilari, UV radyasyonu, yaralanma, aclik ve metal stresi gibi baskilara
tepki olarak sentezlenen bu bilesikler bitkilerin savunma mekanizmalarinda rol oynarlar
(Karabulut Bay, 2008; Bohn, 2014; Topcu & Colgegen, 2015). Fenolik bilesikler ayni
zamanda bitkilerin biliyiimesinde, gelisiminde ve doéllenmesinde de énemli rol oynarlar.
Yapilan arastirmalarda fenolik bilesiklerin antimikrobiyal, antialerjik, antiinflamatuar,
antiviral, antipatojenik ve antitrombotik gibi insan sagligi tizerinde yararh etkilerinin oldugu
gozlenmistir (Manach vd., 2004; Atak & Uslu, 2018). Fenolik igerigi zengin olan bitkiler,
insan hiicrelerindeki mutasyonlarin azalmasinda, kanserin dnlenmesinde dnemli rol oynar
(Karakaya, 2004; Tiring vd., 2021). Fenolik bilesiklerin simiflandirilmast Sekil 2’de
gosterilmistir. (Karabulut & Yemis, 2019).
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Sekil 2. Fenolik Bilesiklerin Siniflandirilmasi

Fenolik Asitler: Hidroksisinamik asitler ve hidroksibenzoik asitler olarak iki gruba
ayrilmaktadirlar. Bu bilesikler antikarsinojenik, antimutajenik, antialerjik etki gosterirler
(Atak & Uslu, 2018).

Lignanlar: Tahillarda, meyve ve sebzelerde bol miktarda bulunurlar (Xu vd.,2017).
Lignanlar ¢esitli patojenlere kars bitki savunmasinda rol oynarlar (Croteau vd., 2000).

Tanenler: Yiiksek yapili bitkilerin ¢ogunda bulunurlar. Suda ¢6ziinebilen maddelerdir.
Cok sayida fonksiyonel grup ve hidroksil grup ihtiva ederler (Ergezer & Cam, 2008).
Yogunlagmis tanenler ve hidrolize edilebilir tanenler olmak iizere iki gruba ayrilir. Tanenler,
bazi otoburlarin biiyiimesini ve hayatta kalmasini engelleyebilirler (Oates vd., 1980). Ayni
zamanda antioksidan, dilretik, hemostatik, antiseptik, antimutajenik etki de gdsterirler
(Okuda & Ito, 2011)

Stilbenler: En yaygin stilben resveratroldiir. Birgok bitki resveratrolii yogun stres
altindayken salgilar. Resveratrol insan sagligi {lizerinde antioksidan, enfeksiyondan
korunma, yaslanmay1 geciktirme ve obeziteyi azaltma gibi bir¢ok olumlu etki gosterir
(Karabulut Bay, 2008).

Flavonoidler: Fenolik bilesiklerin en biiyiik grubunu flavonoidler olusturur (Atak &
Uslu, 2018). Yapilarinda bulunan hidroksil gruplart ve reaktif 6zelliklerinden dolayi

kolaylikla glikozitlenebilen flavonoidler bitkilerde genel olarak glikozit formunda



bulunurlar (Bilaloglu & Harmandar, 1999; Atak & Uslu, 2018). Flavonoidler
kardiyovaskdler koruma, antiviral, antimikrobiyal aktivite gosterirler (Falcone Ferreyra vd.,
2012; Kumar & Pandey, 2013; Negi vd., 2013; Kabera vd., 2014).

1.3.2. Fenolik Bilesiklerin Biyosentez Yollari

Fenolik bilesikler genel olarak iki yol ile sentezlenebilirler. Bunlar sikimik asit yolu
ve fenilpropanoid yoludur. Sikimik asit biyosentez yolunun basitlestirilmis gosterimi Sekil
3’te verilmistir (Said, 2016). Bitki fenolik bilesiklerinin sentezi i¢in fenilpropanoid
biyosentez yolu dnemlidir. Bu yolaktaki kilit nokta, bir amonyak molekiiliiniin kaybi ile fenil
alaninin sinnamik aside dontigmesidir. Bu reaksiyon PAL enzimi tarafindan katalizlenir.
PAL enziminin aktivitesi, hormonlar, besin miktari, 151k, mantar enfeksiyonu, yaralanma

gibi faktorlere baghdir (Ozeker, 1999).

‘ Fosfoenolpiriivat ‘

+

‘ Eritroz-4-fosfat ‘

v

DAPH

Kuinat Q
Sikimat

Korizmat

Triptofan | Fenilalanin

Alkaloidler @ Sinnamat

p-Hidroksisinnamat } >{ Lignin

Flavonoidler

it

Sekil 3. Sikimik Asit Biyosentez Yolunun Basitlestirilmis Gosterimi
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1.3.3. Fenilpropanoid Biyosentez Yolu

Bitkiler agisindan 6nemli olan fenolik bilesiklerin iiretimi i¢in fenilpropanoid
yolundan yararlanilmaktadir. Bu metabolik yol sayesinde sikimat yolunun Urlini olan
fenilalanin, flavonoller, flavonoidler, antosiyaninler, stilbenler, ligninler, lignanlar,
izoflavonoidler, kumarinler ve fenolik asitler gibi ¢esitli sekonder metabolitlere doniistiiriiliir
(Turgut Kara, 2007; Girsul, 2012). Bu bilesenler bitki biiylimesinde, gelismesinde,
savunmasinda ve insan sagligi lizerinde énemlidirler.

Fenilpropanoid biyosentez yolunun Grlnlerinin Gretiminde kilit enzimi Koukol ve
Conn (1961) tarafindan tanimlanan fenilalanin amonyum liyazdir (PAL). PAL kofaktore
ihtiyag duymayan oldukca gucli bir katalizordir (Snapper vd., 1940). Sinnamik asitten
tiireyen biitlin fenilpropanoidler PAL enziminin aktivitesi ile fenilalaninden olusurlar (Dixon
& Paiva, 1995).

Fenilpropanoid biyosentez yolu; fenilalanin amonyum liyaz (PAL), sinnamik asit 4-
hidroksilaz (C4H) ve 4- hidroksisinnamol CoA ligaz (4-CL) enzimleri ile katalizlenen ¢
adimdan olugmaktadir. Bu yolun ilk basamagi sinnamik asit iiretimini saglayan PAL
enziminin aktivitesi ile bagslamaktadir. Bu basamagin ardindan C4H enzimi ile sinnamik asit
hidroksilasyona ugrar ve bunun sonucunda p- kumarik asit olusur. P- kumarat iki farkli
sekilde kullanilabilir. p- kumarattan da hem 4- hidroksisinnamol CoA ligaz enzimi
araciligiyla p-kumarol koenzim A’nin iiretimi; hem de p- kumarat 3- hidroksilaz enzimi
araciligiyla kaffeik asit ve ardindan farkli enzimler ile diger fenolik asitlerin {iretimi
gerceklestirilir (Peterson & Simmonds, 2003). Fenilpropanoid biyosentez yolunun
basitlestirilmis sekli Sekil 4’te verilmistir. (Schalk vd., 1998)

» Flavonoidler

» izoflavonoidler

R . PAL Sinnamik C4H p- Kumarik 1 4CL Kumaroil ~ Stilbenler
Fenilalanin | * A [ » : I » g
! Asit Asit ‘ CoA _ .
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1 - L . ]
. . igninler
Benzoik Asit &
* Tanenler
e
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Sekil 4. Fenilpropanoid Biyosentez Yolunun Basitlestirilmis Gosterimi
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1.4. Bitki Doku Kultiru

Bitki doku kulturd, temel bir Gretim yontemidir (Dinger vd., 2016; Kayin & Turan,
2023). Yeni doku, yeni bitki veya bitkisel iiriinlerin elde edilmesi amaciyla, bitkinin ¢esitli
kisimlarimin, bitki hiicrelerinin veya tam bir bitkinin sterilize edildikten sonra, aseptik
sartlarda ve ¢esitli besin maddeleri igeren yapay bir besin ortaminda in vitro olarak kilture
alinmasi islemlerine bitki doku kiiltiirii denilmektedir (Giirsul, 2012; Korkmaz, 2013; Kayin
& Turan, 2023). Bitki doku kiiltiirii teknikleri ile mevsimden bagimsiz olarak, uygun gevre
kosullar1 saglanarak, kisa zamanda, belirli bir alan icerisinde, hastaliklardan arindirilmis ¢ok
sayida bitki iiretilebilmektedir (Ozkaynak & Samanci, 2016; Bayhan, 2023). Bitki doku
kiiltiiri caligmalarinda kullanilan besiyerlerinin en O6nemli unsuru bitki biiylime
duzenleyicileridir (Giirel vd., 2013; I¢igen, 2019). Bitki biiyiime diizenleyicileri temel olarak
hiicre boliinmesi, hiicre uzamasi, biiylime, gelisme, tireme, kok, siirgiin, yaumru olusumu gibi
faaliyetlerin tesvik edilmesini ve diizenlenmesini uyarmaktadir (Kumlay & Eryigit, 2011;
Bektas, 2014)

Bitki doku kiiltiirii teknikleri giiniimiizde birgok alanda kullanilmaktadir. Ozellikle
bitki 1slah uygulamalarinda bitki doku kiiltiiriine siklikla bagvurulmaktadir. Bunlarin
arasinda; bitkilerin klonal olarak ¢ogaltilmasi, haploid bitkilerin elde edilmesi, somaklonal
varyasyonlarin olusturulmasi, 1slah amagli yapilan g¢aligmalar, bitki gen kaynaklarmnin
korunmasi, patojenlerden ve hastaliklardan arindirilmis bitkilerin iiretilmesi, sekonder
metabolitler gibi biyokimyasal Urunlerin elde edilmesi gibi uygulamalar bulunmaktadir
(Korkmaz, 2013; Aktay, 2019). Bitki islahimnin disinda genetik miihendisliginde, sentetik
tohum iiretiminde, ila¢ ve gida sanayi i¢cin hammadde ihtiyacinin karsilanmasinda, genetik
iyilestirme ¢aligmalarinda, nesli tilkenme tehlikesinde olan tirleri korumada ve ¢ogaltilmasi
zor bitki tlrlerinin ¢ogaltilmasinda da bitki doku kiiltiirii tekniklerine bagvurulmaktadir
(Babaoglu vd., 2001; Dinger vd., 2016). Gunumuzde bitki doku kalttr ile yeni bitkilerin
uretilmesinde kallus, protoplast, organ, embriyo ve hiicre kiiltiirti teknikleri kullanilmaktadir
(Dinger vd., 2016).

Insan sagligi agisindan 6nemli olan sekonder metabolit {iretimini arttirmak igin
kullanilan stratejilerden biri bitki doku kiiltlirii ¢alismalaridir. Bu amag¢ dogrultusunda
genetik miithendisligi uygulamalari, 151k stresi, ozon stresi, agir metal stresi, etilen ve kitoson

uygulamalari gibi pek ¢ok uygulama yapilmaktadir (Collin, 2001; Jun-Ge vd., 2006; Ahmed
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& Baig, 2014). Bu uygulamalar sayesinde diisiik miktarlarda iretilen sekonder
metabolitlerden daha yiksek miktarda elde edilebilmektedir (Antognoni vd., 2007)

1.5. Nanoteknoloji

Nano ve teknoloji kelimelerinin birlestirilmesi ile olusan nanoteknoloji, giiniimiiziin
en popiiler ve umut verici teknolojilerinin basinda gelmektedir (Keiper, 2003; Kapdan,
2023). Genel anlamiyla nanoteknoloji terimi, boyutlar1 1-100 nm arasinda olan partikiillerin
Uretilmesi, karakterizasyonu, gelistirilmesi ve farkli alanlarda kullanimi olarak
tammlanmaktadir (Kiigiikkgobanoglu, 2022; Oztoliit, 2023). Ayn1 zamanda nanoteknoloji,
maddelerin atomik veya molekiiler seviyede birlestirilmesi, islenmesi, bozulmasi ve
ayrilmasi olarak da tamimlanmaktadir (Ers6z vd., 2018). Bu teknoloji dali sayesinde
maddeler iizerinde bir¢cok farkli degisiklikler yapilarak maddelere atomik ve molekiiler
seviyede yeni 0zellikler kazandirilabilmektedir (Beykaya & Caglar, 2016; Arslan, 2022)

Nanoteknoloji uygulamalarinin giiniimiizdeki kullanim alanlar1 incelendiginde basta
tip olmak tiizere saglik, eczacilik, gida, ziraat, tarim, ¢evre, endiistri, biyoteknoloji, fen

bilimleri, miithendislik vb. daha bir¢ok alanda 6nemli rol oynadig1 goriilmektedir.

1.5.1. Nanopartikuller

Nanoteknolojinin temelini olusturan nanopartikiiller, en az bir boyutu 1 ile 100
nanometre araliginda olan pargaciklar olarak tanimlanmaktadir (Gokge, 2019). Nano
boyuttaki materyallerin ozellikleri, ayn1 materyallerin biiyliik boyutlardaki 6zelliklerine
kiyasla 6nemli derece de farklilik gostermektedir (Tung, 2023).

Nanopartikiller cekici ve farkli ozelliklere sahiptirler. Bu materyaller yuksek
ylizey/hacim oranlar1 sayesinde maddelere sertlik, esneklik, biyouyumluluk, ¢6ziinebilirlik
ve etkilesimin artmasi gibi birgok avantaj saglayan Ozelliklere sahiptirler. NP’ler ayni
zamanda antimikrobiyal, antiviral, antifungal ve antikanser etki gibi 6zelliklere de sahiptirler
(Miazek vd., 2015)

Nanopartikiiller 6zelliklerine gore farkli sekillerde siniflandirilabilmektedirler. En

temel haliyle Nanopartikiillerin siniflandirilmasi Tablo 2°de gosterilmektedir.
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Tablo 2. Nanopartikiillerin Siniflandirilmasi

Nanopartikiller

Kaynagina Gore Yuzeylerine Gére  Morfolojisine Gére Bilesimine Gore

Dogal Tek Boyutlu Kiresel Metal Bazli
Antropojenik Iki Boyutlu Silindirik Karbon Bazli
Uc Boyutlu Cubuk Yari iletken Bazli

Nanopartikillerin kullanimi birgok alanda artis gostermektedir. NP’ler sahip olduklari
ozelliklerden dolay1 nanoteknolojinin temelini olusturarak ve basta fen bilimleri olmak {izere

saglik, biyoteknoloji, tarim, gida, savunma sanayi, enerji, ¢evre gibi bir¢ok alanda

kullanilmaktadirlar (Gokge, 2019; Ahmed vd., 2016).

Tablo 3. Nanopartikiillerin Uygulama Alanlart

Biyolojik etiketler
Kanser tanisinda biyomarkirlarin kullanimi
[lacin hedef organa tasinmasi
Hastalik teshis ve tedavisi
Tibbi goriintiileme cihazlarinin gelistirilmesi
Zararli mikroorganizmalar ile miicadele
Bitkisel ve hayvansal kaynaklarin {irtinlerin
nanoteknolojik yontemler ile hazirlanmasi
e LED ekranlar ve cep telefonlarinda ¢oztiniirliigiin
arttirilmasi i¢in kuantum noktalarinin kullanilmasi
Teknoloji Uygulamalari e Daha dayanikli ve daha hafif malzemelerin iiretimi
e Yiiksek islevli katalizorlerin iiretimi
e lla¢g tasiyicilari vb. bircok teknolojik iiriiniin
gelistirilmesi
e Paketli gidalarda raf Omriinii arttirmak, dogal tat,
koku ve besin degerlerini korumak igin

Saghk Uygulamalari

Tarim Uygulamalan

Gida Uygulamalar nanosensorlerin kullanimi
e Nanoboyuttaki tozlar ile ek gida besinlerinin
alinmasi
e Su kanallarina nanomateryaller ekleyerek suyun
insan ve Cevre saflastirilmast,
e Pestisitlerin taginmasinda nanokapsiillerin

kullanimi
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1.5.2. Metal Bazh Nanopartikiiller

Giliniimiizde 1500’den fazla nanomateryal aktif olarak kullanilmaktadir. Bu
nanomateryallerin yaklasik %37’lik kismini1 metal bazli nanopartikiiller olusturmaktadir
(Vance vd., 2015). Metal bazli nanopartikiiller diisiik erime noktalarina, genis yilizey alanina,
farkli optik ve manyetik Ozelliklere sahiptir. Bu oOzelliklerinden dolay1r metal bazli
nanopartikiiller birgok alanda kullanilmaktadir (Celik, 2022). Metal bazli nanopartikiiller
ayn1 zamanda katalitik aktivite, iletkenlik, antibakteriyal, antifungal, antiviral vb. 6zellikleri
ile de bilim insanlarinin dikkatini ¢ekmektedir (Geng, 2023). Metal nanopartikiillerin sekil
ve boyutlari, bu maddelerin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerini etkilemektedir.
Altin, glimiig, aliminyum, ¢inko, demir, paladyum, selenyum, platin, bakir ve kursun en sik
kullanilan metal bazl1 nanopartikiillerdir.

Metal bazli nanopartikiiller giinlimiizde biyoteknoloji, gen terapisi, ilaclarin hedef
bolgelere tasinmasi, tibbi goriintiileme, kanser tedavisi, zararli mikroorganizmalardan
korunma, hastaliklarin teshisi, sensor liretimi, ziraat, tekstil, farmasétik uygulamalar vb.

bir¢ok alanda kullanilmaktadirlar (Klgbowski vd., 2018; Aksoy, 2022; Geng, 2023).

1.5.3. Giimiis Nanopartikiiller

Metal bazli nanopartikiiller igerisinde en dikkat ¢eken glimils nanopartikiilii,
nanoteknoloji ¢aligmalarinda siklikla kullanilmaktadir (Vance vd., 2015). AgNP’ler boyutu
1 ile 100 nm arasinda olan giimiis pargaciklarindan olugmaktadir (Mody vd., 2010).
AgNP’ler diger nanopartikiiller ile karsilagtirildiginda daha giiclii aktivite gosterdigi
gorilmektedir (Kim vd., 2008; Ocsoy vd., 2013). AgNP’ler farkli fiziksel ve biyokimyasal
ozelliklerinden dolay1 arastirmacilar tarafindan dikkat cekmektedirler. AgNP’ler giiclii
elektriksel iletkenlik, optik polarizasyon, kataliz ve mikrobiyal aktivite gibi kendilerine 6zgii
Ozelliklere sahiptirler (Noguez, 2007). Glimiis nanopartikiillerin uygun konsantrasyonlarda
bitkiler lizerinde bitki biiyiimesinin, tohum ¢imlenmesinin, fotosentetik verimin arttirilmasi
gibi pek c¢ok alanda olumlu etkileri bildirilmistir (Kapdan, 2023). Ayrica yapilan
caligmalarda AgNP’lerin ¢esitli mikroorganizmalar {izerinde antimikrobiyal etki gosterdigi
bildirilmistir (Beyth vd., 2015). AgNP’ler sahip olduklar1 bu o6zellikler sayesinde saglik,
tekstil, gida, c¢evre, aritma, biyoteknoloji, endiistri vb. bircok alanda siklikla

kullanilmaktadirlar.
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1.5.4. Bitki Doku Kiiltiiriinde Nanopartikiillerin Uygulanmasi

Son zamanlarda diinya niifusunun hizla artmasiyla beraber canli yasami i¢in bitkilere
ve bitkilerden elde edilen materyallere duyulan ihtiya¢ da artmaktadir. Bitkilerden elde
edilen verimin arttiritlmasi, bitki hastaliklarinin en aza indirgenmesi veya ortadan
kaldirilmasi, stres faktorlerinin azaltilmasi, pestisitlerin 6nlenmesi ve bitki igeriginde
bulunan Onemli bilesiklerin iretiminin arttirilmasi  i¢in  bitki  biyoteknolojisine
bagvurulmaktadir (Coghlan, 2003; Cordell vd., 2009; Khan & Khan, 2010). Bitki
biyoteknolojisinde 6nemli ¢alisma alanlarindan biri bitki doku kiiltiirii uygulamalaridir.
Nanoteknolojinin temelini olusturan nanopartikiillerin, bitki doku kiiltiirii uygulamalarinda
kullanilmastyla beraber bitki biiylimesinde ve gelisiminde olumlu etkiler elde edilmistir
(Can & Grel, 2023). Nanopartikiiller bitki biiytimesini arttirmak, genetik modifikasyon
saglamak, biyoaktif bilesiklerin {iretimini arttirmak amaciyla yaygin olarak
kullanilmaktadirlar (Wang vd., 2016; Ruttkay- Nedecky vd.,2017).

Bitki doku kiiltiiriinde nanopartikiiller kullanilarak c¢esitli calismalar yapilmistir. Bu
calismalar sonucunda tohum ¢imlenmesi, genetik modifikasyon, somaklonal varyasyon,
sirgiin rejenarasyonu ve sekonder metabolitlerin sentezlenmesine agisindan olumlu bulgular
raporlanmistir. Nanopartikiillerin bitki doku kiiltiiriindeki basarisi; nanopartikiiliin tiirt,
konsantrasyonu, lizerinde uygulama yapilan bitki tiirii, cevresel kosullar gibi etkenlere bagh
olarak degismektedir (Can & Gdrel, 2023)

Bitki doku kiiltiirii uygulamalarindaki en o6nemli amaglardan biri de sekonder
metabolit Uretimini arttrmaktir (Kapdan, 2023). Sekonder metabolitler insan sagligi
acisindan 6nemli bilesiklerdir. Bu bilesiklerin {iretiminin arttirilmast i¢in bir¢cok calisma
yapilmustir. Bitki doku kiiltiirii caligmalari ile bitkilere uygulanan nanopartikiillerin, insan
saglhigt acgisindan Onemli olan sekonder metabolitlerin iiretiminde olumlu sonuglar

saglayabilecegi ¢esitli arastirmalarla bildirilmistir (Can & Girel, 2023).

1.6. HIV Virtsu

HIV olarak adlandirilan insan immiin yetmezlik viriisii enfeksiyonu tiim diinyada ciddi
bir saglik sorunu olusturmaktadir. AIDS’in etiyolojik ajan1 olan HIV viriisii, hastaliklara
kars1 direng gelistirmemizi saglayan bagisiklik sistemini etkisiz hale getirmektedir (Piot vd.,

2001). HIV virisu kronik bir zamanda immin sisteme tutanarak immdin sistemin
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baskilanmasina bunun sonucunda da firsat¢1 enfeksiyonlarin geliserek AIDS hastaliginin
ortaya ¢ikmasina sebep olur (Fauci, 1982).

1980°li yillarda Afrika’da bir maymun tiiriinden insana bulastig1 diisiiniilen HIV
virsiinin dinya genelinde 80 milyondan fazla insani enfekte ederek etkiledigi ve
giiniimiizde 39 milyonun iizerinde insanin bu viriis ile yasadig1 diisiiniilmektedir (Karatas

vd., 2010; Aktas, 2024)

1.6.1. HIV-1Yapis1

HIV, Retroviridae familyasinin Lentivirinae alt familyasina tiye Lentiviriis cinsine ait
bir virtstur (Kesre, 2023). HIV, HIV-1 ve HIV-2 olmak uUzere genetik ve serolojik
Ozelliklerine gore ikiye ayrilir. Niikleik asitleri %40 oraninda benzerlik gosteren bu iki HIV
viriisii orjjinlerindeki farkliliktan dolay1 birbirlerinden biraz farklidir. HIV viriisii, yakin
zamanda ortaya c¢ikan ve en bulasict hastaliklardan biri olan AIDS’e neden olan bir
patojendir. HIV viriisiiniin her iki tiiri de AIDS hastaligina neden olmakla beraber HIV-1,
HIV-2’ye gore daha patojeniktir. HIV-2, HIV-1’e gore daha zayiftir ve bulasma 6zelligi
daha azdir (Barré-Sinoussi vd., 1983; Gao vd. 1999; Sulukan vd., 2009; Sharp & Hahn,
2011; Fariavd., 2014).

HIV, 100-150 nm ¢apinda ve sferik yapida bir viriistiir. Lipit membran ile ¢evrili olan
koni bicimindeki nikleokapsid icerisinde iki adet RNA bulunur (Sulukan vd., 2009; Alpsar,
2011). RNA’larm her biri 9 kilobaz uzunlugunda olup viriis genlerinin kopyasini igerir
(Sulukan vd., 2009; Basaran Satir, 2013). HIV partikiiliiniin membraninda disartya dogru
yonelen ve ‘cikint1’ olarak adlandirilan glikoproteinler bulunur. HIV partikiiliinde yaklasik
72 adet bulunan bu c¢ikintilar gévde ve baslik olmak iizere iki kisimdan olusur. Govde
kismini olusturan Gp41 ¢ift tabakali lipit icerisinde yer alir ve ii¢ transmembran proteininden
olusur. Baglik kismin1 olugturan Gp120 ise Gp41°e bagl bir sekilde viriis yiizeyinde yer alir
ve li¢ ylzey glikoproteininden olusur. Gp120 ve Gp4l non-kovalent baglarla birleserek
Gp160°1 olusturur. Gp4l ve Gpl20 hiicre yiizeyindeki reseptorlerle birlesmede ve
tutunmada 6nemli rol oynarlar (Sulukan vd., 2009; Alpsar, 2011;Basaran Satir, 2013).

HIV partiktlinde bulunan RNA genomunda 9 gen bulunur. Genomun her iki ucunda
RNA isleme sinyallerini, transkripsiyonu diizenleyici sekanslari, RNA paketleme ve

entegrasyon bolgelerini iceren ve LTR olarak adlandirilan uzun tekrar dizileri bulunur.
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(Sekil 5.) HIV virGsunun geneomik organizasyonu Sekil 5’te gosterilmistir. (Sulukan vd.,
2009)
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Merkez Yapisal Proteinleri

Viral Proteinler Zar Yapisal Protemnlen

Sekil 5. HIV-1 Genomik Organizasyonu

1.6.2. HIV-1 Replikasyonu

HIV viriisiiniin replikasyon dongiisti, virlisiin konakgr hiicreye tutunmastyla baslayip,
hiicre ve viral ¢ekirdegin fiizyonu ile devam ederek, viral ¢ekirdegin sitoplazmaya iletilmesi
ile sona ermektedir (Wilen vd., 2012).

HIV viriisiiniin viicuttaki hedefi bagisikli sisteminde goérevli olan T lenfositlerini
enfekte etmektir. Virls ylzeyindeki Gp120 yizey glikoproteininin aminoterminal bolgesi
ile hedef huicre ylizeyindeki CD4 reseptorii arasinda bir baglanma olur. Bu baglanma ile HIV
virlisliniin replikasyon siireci baslar. Gp120°’de konformasyonel bir degisiklik olusur. Bu
degisiklik Gp120°nin CCRS veya CXCR4 koreseptorlerinden birine baglanmasini ve Gp41l
transmembran glikoproteini ile kompleks olusturmasini kolaylastirmaktadir. Fizyolojik
6neme sahip olan CCR5 ve CXCR4 koreseptorleri viris replikasyonu icin 6nemlidir. HIV-
1 virtGsuniin replikasyonu Gp120 ile CD4 ve CCR5/ CXCR4 koreseptorlerinin iliskisine
baghdir. Gpl120’nin, CD4 ve kemokin reseptorlerine baglanmasi ile transmembran
glikoproteini olan Gp41 fiizyon peptidin 6nii acilir. Birkag Gp41 birleserek hidrofobik uca
sahip sarmak bir yap1 meydana getirir. Fiizyon peptidin Oniiniin agilmasi ile olusan bu ug

hedef hiicre membranina temas eder ve fiizyon baslar. Flizyon peptidi konak hiicre
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membranina girer ve HIV-1 niikleokapsidi, hiicre membraninda olusan porlardan olusan
konak hiicrenin sitoplazmasina gecer. Viral zarf hiicre membraninda kalir. Konak hiicrenin
sitoplazmasina gecen HIV-1 sitozolik bolgede yer alir ve niikleokapsidi soyulur. Fiizyon
sonucunda kapsid hedef hiicrenin sitoplazmasina salinir. Kapsid yapisinin igerisinde revers
transkriptaz enzimi bulunur. Revers transkriptaz enzimi RNaz H aktivitesi, RNA’ya bagimli
DNA polimeraz aktivitesi ve DNA’ya bagimli DNA polimeraz aktivitesi olmak Uzere (¢
aktiviteye sahiptir. Revers transkriptaz enziminin RNaz H aktivitesi ile RNA ipligi
degredasyona ugrar ve DNA iplikleri sentezlenir. RT enzimi, ilk olarak viral RNA’nin tek
zincirli DNA kopyasini, daha sonra da bu kopyadan ikinci kopyasini sentezler ve HIV RNA
genomundan cDNA olusur. Olusan bu cDNA p17 proteininde bulunan niiklear lokalizasyon
sinyali, vpr ve integraz enziminin yardimi ile konak hiicrenin niikleusuna tasinir. Virus
DNA’sinin igine giren integraz enzimi burada bir kesme islemi gergeklestirir ve viral cDNA
konak hiicrenin DNA’sia kovalan baglarla entegre olur. Konak hiicrenin DNA’sina entegre
olan viral cDNA proviris olarak adlandirilir. Olugan bu proviriis kendi basina replikatiftir.
Virlis bu asamaya ulasirsa enfeksiyon kalici hale gelir. Bu entegrasyon islemi
gerceklestikten sonra proviriis yillarca sessiz kalabilir ya da aktif hale gecerek yeni viriisler
iiretebilir (Sulukan vd., 2009; Basaran Satir, 2013; Ogiitmen, 2022; Kesre, 2023). HIV

virlisiiniin replikasyon dongiisii Sekil 6°da gosterilmistir. (Sulukan vd., 2009)

Sekil 6. HIVV-1 Replikasyon Dongusi (Sulukan vd., 2009)
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1.7. Revers Transkriptaz Enzimi

Revers transkriptaz (RT) enzimi ilk olarak 1970 ylinda RNA tumor virlslerindeki
RNA- bagimli DNA sentezi arastirilirken kesfedilmistir (Baltimore, 1970). Revers
transkriptaz, p66 ve p51 alt birimlerinden olusan 1000 aminoasitlik, asimetrik, heterodimer
yapida bir enzimdir. RT enzimi, HIV viriisiiniin replikasyon mekanizmasinda kilit rol
oynamaktadir.

Revers transkriptazin tek zincirli viral RNA’y1 kalip olarak kullanarak cift zincirli
proviral DNA sentezlemesini saglayan DNA polimeraz enzim aktivitesi ve RNA/DNA
heterodubleksinin par¢alanmasini saglayan RNaz H enzim aktivitesi olmak tizere iki 6nemli
fonksiyonu vardir. RT enziminin biiyiik alt birimi olan p66, RNaz H ve polimeraz aktiviteleri
icin gerekli aktif bolgeleri igerirken, kiiclik alt birim olan p51 ise p66’y1 yapisal olarak
stabilize eder. Bu iki fonsiyonel kisim beraber tek zincirli RNA’y1 ¢ift zincirli DNA’ya
doniistiirmek igin ¢aligir. Olusan bu DNA enfekte hiicre kromozumuna entegre olarak
‘proviriis” adin1 alir (Kohlstaedt vd., 1992; Huang vd., 1998; Lever, 2009; Marchand vd.,
2009; Arici, 2014).

RT enzimi 3°-5’ ekzoniikleaz aktivitesi olmadigindan hataya meyillidir ve bundan
dolay1 DNA bagimli polimerazlardan daha diisiik dogruluga sahiptir (Rittie & Perbal, 2008).

Anti- AIDS ilaglarinin en fazla hedefledigi yap1 olan RT, HIV-1 icin kritik bir neme
sahiptir. RT, tim anti-AIDS ilaglarina direncin gelisiminden sorumludur. Molekiiler
seviyede RT inhibitorlerinin ve dolayisiyla genetik varyasyonlarin tanimlanmasinda

kullanilan birincil kaynaktir (Das & Arnold, 2013).

1.8. Antiretroviral Tedavi

HIV enfeksiyonunda antiretroviral tedavinin temel hedefi 6liim ve hastalik oranlarini
azaltmak, yasam kalitesini arttirmak ve yasam siliresini uzatmak, bagisiklik sisteminin
fonksiyonlarini diizeltmek, HIV enfeksiyonunun yayilmasini en aza indirgemek ve etkilerini
azaltmaktir (Cetinkaya & Unal, 1998). Ancak bu tedavide kullanilan ilaglar viriisiin
replikasyonunu uzun siire baskilayabilmelerine ragmen tamamen yok edemezler ve tedavi
sirasinda direngli mutantlarin ortaya ¢ikabilir. (Alpsar, 2011).

Giliniimiizde onaylanmis 30’dan fazla antiretroviral ila¢ bulunmaktadir. Bu ilaglar
HIV’1n replikasyon siirecinde farkli asamalarda etkilerini gosterirler. Antiretroviral ilaglar

viriisiin yasam dongiisiinde inhibe ettikleri molekiile gore niikleozid RT inhibitorleri,
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nikleozid olmayan RT inhibitorleri, proteaz inhibitorleri, integraz inhibitorleri, fuzyon
inhibitorleri, CCRS antagonistleri ve baglanma sonrasi inhibitorleri olmak tlizere 6 sinifta
toplanir (Warnke & Barreto, 2007).

Niikleozid Revers Transkriptaz Inhibitorleri: NRTI’lerin hedefi revers transkriptaz
enzimidir. RT enzimi, HIV RNA’sin1 DNA’ya ¢evirmek i¢in kullanilir. RT enziminin inhibe
edilmesi HIV virisiiniin replikasyonunu bloke eder. NRTI’ler, RT enziminin aktif bolgesine
baglanirlar ve dogal deoksiniikleotitlerle yarisarak olusan yeni DNA zincirine baglanirlar.
NRTT’lerin riboz grubunda 3’- hidroksil grubu bulunmaz. Bundan dolay1 uzayan zincire
baglandiklarinda DNA zincirinin uzamasini engelleyerek viral replikasyonu inhibe ederler
(Mayers vd., 2009; Kesre, 2023).

Non-Niikleozid Revers Transkriptaz Inhibitérleri: NNRTI’ler etkilerini NRTI’lar gibi
RT enzimini bloke ederek gosterirler. Ancak NNRTI’ler RT enzimini secici olarak inhibe
ederler. HIV-2 ve SIV gibi diger retroviriislerin RT enzimlerine etki etmezler. NNRTI’ler
genellikle RT enziminin hidrofobik olan allosterik baglanma bdolgesine baglanirlar. RT
enziminin aktif bolgesine direkt baglanmalar1 ile revers trankripsiyonu engeleyerek
etkilerini gosterirler (Alpsar, 2011; Erkekoglu & Koyuncu, 2017; Wath vd., 2019).

Proteaz Inhibitorleri: Bu smifa dahil olan ilaglar HIV-1 proteazi inhibe ederek
etkilerini gosterirler. HIV-1 proteazina baglanarak viral partikiillerin {iretimi i¢in gerekli
protein Onciillerinin proteolitik boéliinmesini engeller ve virilis ¢ogalmasini baskilar (Kesre,
2023).

Integraz Inhibitorleri: HIV viriisii yapisinda bulunan integraz enzimi araciligiyla viral
DNA’smi1 konak hiicreye entegre eder. Bu sinifa dahil olan ilaglar integrazin aktivitesini
bloke ederek HIV DNA’smin konak hiicre niikleusuna girigini engeller ve HIV viriisiiniin
cogalmasini dnler (Alpsar, 2011; Kesre, 2023).

Fiizyon Inhibitérleri: Bu sinifa dahil olan ilaglar, HIV viriisiiniin CD4+ hiicrelerine
baglanmasini ve fiizyonunu engeller ve giris mekanizmasinm1 bozarak etkilerini gosterirler.
Fuzyon inhibitorleri, HIV virGsunde bulunan Gp4l transmembran glikoproteinine
baglanarak membran baglanmasini bozar. Buna bagl olarak fiizyon reaksiyonu engellenir
ve konak hucre HIV virtisunun enfeksiyonundan korunur (Alpsar, 2011; Kesre, 2023).

CCRS5 Antagonistleri: Bu ilag¢ sinifi CD4+ T hiicrelerinin yiizeyinde bulunan CCRS5
koreseptoriinii engelleyerek etkisini gosterir. Bu sayede HIV virlisliniin hiicreye girisi
engellenir. Bu sinifa dahil olan ilaglar sadece hiicreye giriste CCRS koreseptorlerini kullanan

virusler ile enfekte olan hastalar Uzerinde etkilidir (Alpsar, 2011).
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Baglanma Sonras1 Inhibitérleri: Bu smifa dahil olan ilaglar CD4 yiizeyinde bulunan
CD4 reseptorlerine baglanarak etkilerini gosterirler. Bu baglanma sonucunda HIV viriisiiniin
CCRS5 ve CXCR4 koreseptorlerine baglanmasi ve konak hiicreye entegrasyonu engellenir

(Kesre, 2023).



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Kullamlan Cihazlar

Kullanilan cihazlar ve kullanim yerleri Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Kullanilan Cihazlar

Cihaz Ad1 Marka/Model Kullanildig: Yer
+4 Buzdolabi Arcelik Antimikrobiyal aktivite testi
HIV-RT inhibisyonu
) ) Antimikrobiyal aktivite testi
Derin Dondurucu Arcelik HIV-1 RT inhibisyonu

Kullanilan soliisyonlarin saklanmasi

Otoklav

Zealway- GI36TW

Sterilizasyon

Antimikrobiyal aktivite testi

Otomatik Pipet Seti Socorex HIV-1 RT inhibisyonu
Gen ekspresyonu calismalari
Etilv Niive- EN500 Antimikrobiyal aktivite testi
HIV-RT inhibisyonu deneyi
Steril Kabin Nive- MNO9O Antimikrobiyal aktivite testi ¢alismalari
Vorteks Isolab Gen ekspresyonu ¢aligmalari
Antimikrobiyal aktivite testi
MCcF Olgiim Cihaz1 ~ DensiCHEK Antimikrobiyal aktivite testi

Plus/Biomerieux

Hassas Terazi

KERN

Antimikrobiyal aktivite testi
Bitkiden total RNA izolasyonu

Mini Santrifij

Sigma

Bitkiden total RNA izolasyonu

Nanodrop Thermo Scientific Gen ekspresyonu ¢alismalari
Antimikrobiyal aktivite testi
Saf Su Cihaz1 {\J/'p MINI Pure Dest HIV-RT inhibisyonu
P Gen ekspresyonu caligmalari
Mikrodalga Firin AwoX Gen ekspresyonu ¢alismalari
) Bio-Rad CFX
qPCR Cihazi Connect Real Time Gen ekspresyonu galismalar1
System
PCR Cihazi Bio-Rad Thermal
Cycler Gen ekspresyonu ¢alismalari
Mavi Lab

Is1tic1 Blok

Biotechnology

Gen ekspresyonu ¢alismalari
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Kullanilan Kitler

Kullanilan Kitler ve icerikleri Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 5. Kullanilan Kitler ve Igerikleri

Kit

Kullanim Yeri

Kit Icerigi

Spectrum Plant
Total RNA Kit

Bitkiden Total RNA
[zolasyonu

Liziz Sollsyonu

2- Merkaptoetanol
Yikleme Sollisyonu
Yikama Soliisyonu 1
Yikama Soliisyonu 2
Ellsyon Cozeltisi
Filtrasyon/Yukleme Kolonu

e RevertAid Rt (200 U/ ul)
e 5X Reaksyion Tamponu
RevertAid First e 10 mM DNTP
Strand cDNA cDNA Sentezi e Oligo (dT)s Primer
Synthesis Kiti ¢ Ribolock RNaz Inhibitor
o (20 U/ ul)
iTaq Universal
SYBR Green Real Time- PCR e 2X SYBR Green Supermix
Supermix
HIV-1 Revers Transkriptaz
Inkiibasyon Tamponu
Nikleotid Mix
Reverse Template [ poly(A) x (dT)1s]
Transcriptase HIV-1 RT Liziz Tamponu
Assay, Colorimetric  Inhibisyonu Anti-DIG-POD

Yikama Tamponu
Seyreltme Tamponu
Substrat Tamponu
ABTS Substrati
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2.1.3. Kullamlan Besiyerleri

Kullanilan besiyerleri ve hazirlama asamalar1 Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Kullanilan Besiyerleri ve Hazirlanmasi

Besiyeri

Hazirlanmasi

Murashige&Skoog
Including Vitamins

1 litre besiyeri hazirlamak i¢in 4,4 gram kat1 besiyeri, 30
gram %3 siikroz, 6 gram plant agar tartilir. Uzerine dH,0
eklenerek hacmi 1000 ml olacak sekilde tamamlanir. 121
°C’de 15 dk otoklavlanir. Otoklavlandiktan sonra kiiltiir
kaplarina dokiilerek sogumasi beklenir.

Nutrient Agar

1 litre besiyeri hazirlamak igin 23 gram kati besiyeri
tartilir. Uzerine dH20 eklenerek hacmi 1000 ml olacak
sekilde tamamlanir. 121 °C’de 15 dk otoklavlanir.
Otoklavlanan besiyeri petrilere dokiilerek sogumasi

beklenir. Iyice donduktan sonra saklanmak iizere +4’e
kaldirilir.

Saboraud Dextrose Agar

1 litre besiyeri hazirlamak i¢in 30 gram kati besiyeri
tartilir. Uzerine dH2O eklenerek hacmi 1000 ml olacak
sekilde tamamlanir. 121 °C’de 15 dk otoklavlanir.
Otoklavlanan besiyeri petrilere dokiilerek sogumasi
beklenir. Iyice donduktan sonra saklanmak iizere +4’e
kaldirilir.

Muller Hinton Broth

1 litre besiyeri hazirlamak i¢in 22 gram kati1 besiyeri
tartilir. Uzerine dH20 eklenerek hacmi 1000 ml olacak
sekilde tamamlanir. 121 °C’de 15 dk otoklavlanir.
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2.1.4. Kullamilan Mikroorganizmalar

Tez ¢alismasi kapsaminda yapilan antimikrobiyal aktivite deneylerinde 4 adet gram-
pozitif, 4 adet gram-negatif bakteri ve 3 adet fungus olmak (zere toplam 11 adet
mikroorganizma kullanilmustir. Mikroorganizmalar Karadeniz Teknik Universitesi, Fen
Fakailtesi, Biyoloji Boliimii, Molekiiler Biyoloji laboratuvarindan temin edilmistir.

Kullanilan mikroorganizmalar Tablo 7’°de verilmistir.

Tablo 7. Kullanilan Mikroorganizmalar

Mikroorganizma Adi Sus Numarasi Ozelligi
Bacillus subtilis RSKK 709 Gram-Pozitif
Bacillus cereus ATCC 663 Gram-Pozitif
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Gram-Pozitif
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Gram-Pozitif
Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911 Gram-Negatif
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 Gram-Negatif
Escherichia coli ATCC 25922 Gram-Negatif
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Gram-Negatif
Candida albicans ATCC 10231 Fungus
Candida tropicalis ATCC 13803 Fungus
Saccharomyces cerevisiae RSKK 251 Fungus

2.2. Metod

2.2.1. Bitkisel Materyalin Temini ve Sterilizasyonu

Ege Tarimsal Arastirma Enstitlisiinden temin edilen Melissa officinalis L. turtine ait
olgun tohumlar, baslangic eksplanti olarak kullanildi. Temin edilen tohumlar olasi
dormansinin kirtlmasi i¢in +4 °C’de muhafaza edilerek soguk sokuna maruz birakildi.
Tohumlarin sterilizasyonu i¢in Bektas vd. (2013)’nin sundugu ylizey sterilizasyonu
protokolii takip edildi. Buna gore tohumlar, 1-2 damla ticari gamasir suyu (Domestos) igeren

%35’lik siikroz ¢ozeltisi icerisinde oda sicakliginda 12 saat boyunca muhafaza edildikten
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sonra 5 dk siirelerde %30’luk H2O2’ye maruz birakildi. Ardindan tohumlar H>O: igerisinden
stiziilerek alind1 ve 3 defa steril saf su ile yikandi. Yiizey sterilizasyonu tamamlanan
tohumlar vitaminli MS besi ortami i¢eren kiiltiir kaplarina ¢imlendirilmek tizere aktarildi.
Kiltlir kaplart 25+11°C ve 16/8 saat fotoperyodik rejime ayarlanmis beyaz floresan

aydimlatmali (50pm m2.s?) iklim dolaplarinda 4 hafta inkiibe edildi.

2.2.2. Nanopartikiil (Elisitor) Uygulamasi

Belirtilen yuzey sterilizasyonu yontemi ile sterilize edilen ve c¢imlendirilen
tohumlardan olusan ve saglikli gelisim gosteren fideler, yaklasik 1 cm uzunlugunda ve tek
bir nodal segment iceren parcalara bélunerek, bitki buyime diizenleyicisi ve nanopartikil
icermeyen MS ortamina aktarilarak ¢ogaltildi. Bu islemdeki maksat nanopartikiil
uygulamalarinda kullanilacak yeterli sayida eksplant saglamak igin fidelerin
olusturulmasidir. Bu agsama sonrasinda elde edilen fideler tekrar nodal segmentlere (yaklasik
1 cm ve tek bir nodal segment icerecek sekilde) boliinerek farkli konsantrasyonlarda giimiis
nanopartikiil (AgNP) iceren ortamlara aktarildi. Denenecek AgNP konsantrasyonlari
literatiirdeki bilgiler 1s1g8inda, 1,0- 5,0- 10,0- 20,0 ve 50,0 mg/L olarak belirlendi (Jadczak
vd., 2019). Calismada kullanilan AgNP’ler Nanografi Nanotechnology (Turkiye)
firmasindan ticari olarak satin alindi. Ayrica besi ortamlari, biiylime ve gelismeyi daha fazla
tesvik etmek amaciyla, M. officinalis tiiriiniin biiyiime ve gelismesinde bitki biiyiime
diizenleyicilerinin etkisini arastirdigimiz ¢alismalarda en olumlu etkiyi gosterdigi belirlenen
0,1 mg/L kinetin (KIN) ile de desteklendi. Sadece 0,1 mg/L KIN ile desteklenen ve AgNP
icermeyen MS ortaminda gelisen fidelerden elde edilen sonuglar kontrol grubu degerleri
olarak degerlendirildi. Kiltirler 25+1 °C ve 16/8 saat fotoperyodik rejimde 4 hafta boyunca
inklbe edildi.

2.2.3. Fidelerin Hasat Edilmesi ve Saklanmasi

AgNP konsantrasyonlarina tabi tutulan ve kontrol ortaminda biiytitiilen fidelere ait
toprak {istii kisimlar, 30 giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda kok kisimlarindan kesilerek
ayrildi ve -80 °C’de saklandi. Fenolik madde ekstraksiyonunda kullanilacak olan bitkisel
materyallerin suyu liyofilize edilerek uzaklastirildi. Bu islem ile toz haline getirilen bitkisel

materyal sonraki c¢aligmalarda kullanmak amaciyla yine -80°C’lik dondurucularda
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depolandi. Gen ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi calismalarinda kullanilacak olan

bitkisel materyaller ise kullanilincaya kadar -80°C’lik dondurucularda muhafaza edildi.

2.2.4. Fenolik Maddelerin Ekstraksiyonu

Farkli konsantrasyonlarda AgNP stresine maruz birakilarak biiyiitiildiikten sonra hasat
edilen ve toz haline getirilen bitkisel materyaller, yaklasik 5 gram olacak sekilde tartildi.
Ardindan metanolik (%99) ekstraksiyona tabi tutuldu. Ekstraksiyonu gerceklestirmek igin
40 °C’de 1s1 kontrollii magnetik karistiric1 kullanildi. Bu asamada ¢0ziicii buhariyla
biyoaktivite sorumlu bilesen kayiplarinin 6niine gegmek amaciyla ekstraksiyon kabina geri
sogutucu aparat1 takilarak ekstraksiyonun daha kontrollii olmasi saglandi. Bu sartlar altinda
ekstraksiyon siiresi 12 saat olarak sinirlandirildi. Bu siirenin bitiminde hazirlanan metanolik
ekstraktlar ilk olarak adi stizge¢ kagidi ile ardindan mavi bant siizge¢ kagidi ile stiziilerek
filtre edildi. Son hacim en yakin degere metanol ile tamamlandi. Hazirlanan ekstraktlar
calismalarda kullanilmak tizere -20 °C’de muhafaza edildi. Ayrica elde edilen ekstraktlardan
belirli hacimlerde alinarak c¢oziiciileri uguruldu ve ekstrakt ¢ozeltisinin konsantrasyonu

hesaplandi.

2.2.5. Fenolik Maddelerin HPLC ile Tayini

18 fenolik standart HPLC cihazinda (Thermo Scientific Dionex Ultimate™ 3000
sistemi, Thermo Scientific, Almanya) alikonma siireleri ve UV spektrumlari dikkate alinarak
kalitatif ve kantitatif olarak tanimlandi. 45 dakikada tamamlanan her bir kromatografik
analiz icin, %2 (v/v) asetik asit ve %0,5 (v/v) asetik asit iceren %50 (v/v) asetonitrilden
olusan ikili gradient mobil faz programi 30°C'de bir C18 kolonu (250 mm x 4.6 mm x 5 um;
Thermo Scientific™ Hypersil™ ODS C18 HPLC, Thermo Scientific, Waltham, MA, ABD)
kullanildi. Denemeler 3 tekrar olacak sekilde gergeklestirildi.

2.2.6. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini

Bitki ekstraktlarinin toplam fenolik igerigi, gallik asit standardi kullanilarak Folin-
Ciocalteu yontemine gore belirlendi (Singleton & Rossi, 1965). Ilk olarak 680 mL saf
ddH-0, 20 mL stok soliisyon (ekstrakt) ve 400 mL 0,5 mol/L Folin-Ciocalteu reaktifi bir tip
icerisinde karistirildi. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyonun ardindan {izerine 4 00 mL
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Na2COs (%10) eklendi ve bu karisim oda sicakliginda 120 dk inkiibe edildi. inkiibasyondan
sonra numunelerin absorbanslar1 760 nm'de 6l¢iildii. Tayinde standart olarak gallik asit (1.0-
0,3125 mg/mL) kullanildi. Gallik asit i¢in kalibrasyon egrisi ¢izildi ve ekstraktlarin toplam
fenolik madde miktar1 olusturulan kalibrasyon egrisi denkleminden (y = mx-+n) hesaplandi.
Denemeler 3 tekrar olacak sekilde yapildi. Ekstraktlarin toplam fenolik madde igerikleri “mg
(GAE)/ g kuru bitki” olarak belirtildi.

2.2.7. Bakteri Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Antimikrobiyal aktivite testinde kullanilacak olan bakterileri biiylitmek i¢in Nutrient
Agar, funguslar biiylitmek i¢in Saboraud Dextrose Agar kullanildi. Besiyerleri Tablo 7°de
belirtildigi sekilde hazirlandi. Hazirlanan besiyerlerine ekilen bakteriler 37 °C’de, funguslar
ise 30 °C’de 18-24 saat inkube edildi.

Tek koloni alinarak steril %0,9’luk NaCl ¢ozeltisi ile yogunlugu 0,5 McFarland olacak
sekilde ayarlandi. Daha sonra McFarland 0,5 yogunlugunda ayarlanan bakteri soliisyonlari

tekrar %0,9’luk NaCl ¢ozeltisi kullanilarak 1/10 oraninda diliiye edildi.

2.2.8. Antimikrobiyal Aktivite Calismalari

AgNP uygulamalariyla in vitro ortamda elde edilen M. officinalis L. bitki
ekstraktlarinin patojen mikroorganizmalar iizerindeki MIK degerlerinin belirlenmesi igin
CLSI standartlarina goére belirlenen mikrodiliisyon yontemi kullanildi. Katyon ayarlit MHB
besiyeri ile 96 kuyucuklu plaklar kullanilarak ¢alisma gerceklestirildi. MIK aktivitesine
bakilmak istenilen ekstraktlarin ana stoklar1 %50 DMSO ile ¢oziilerek baslangic
konsantrasyonu 10 mg/ml olacak sekilde hazirlands. Ilk olarak 96 kuyucuklu plaklarin her
bir kuyusuna 100 pl alinarak MHB besiyeri eklendi. Ardindan 10 mg/ml konsantrasyonunda
hazirlanan ekstrakt ¢ozeltisinden 100 pl alinarak ilk kuyucuga ilave edildi ve homojenize
olmasi i¢in pipetaj yapildi. Daha sonra ilk kuyucuktan 100 pl alinarak. Bir sonraki kuyucuga
aktarildi. Ayni islem 11. kuyucuga kadar tekrarlandi. Bu sayede kullanilan ekstraktlar 10
mg/ml- 0,019 mg/ml araliginda seyreltildi. Yapilan ¢alismada bitki ekstraktr ve besiyeri
iceren 11. kuyucuk pozitif kontrol, bakteri sollisyonu ve besiyeri iceren 12. kuyucuk ise
negatif kontrol olarak kullanildi. Seyreltme islemi tamamlandiktan sonra hazirlanan bakteri

soliisyonu 11. kuyucuk hari¢ tim kuyucuklara 5 ul ilave edildi. Calismada bakteriler igin
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standart olarak ampisilin, funguslar igin standart olarak flukanozol kullanildi. Hazirlanan
plaklarin etrafi parafilm ile etrafi sarilarak 37 °C’de 18-24 saat araliginda inklbasyona
birakildi.

Inkiibasyon siiresinin sonunda bakteri Uremesini/biiylimesini gozlemlemek igin 200
ug/ml p-INT (p- Iodonitrotetrazolium chloride) boyasi ile boyama islemi yapildi. Her bir
kuyucuga 40 ul p-INT boyasi eklendi. Ardindan 30 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresinin sonunda pembe renk degisimi gozlenen kuyucuklarda
mikroorganizma biiylimesi pozitif, renk degisimi olmayan kuyucuklarda ise
mikroorganizma liremesi negatif olarak degerlendirildi. Renk degisimi goriilmeyen yani

{iremenin olmadig1 en diisiik derisim kullanilan ekstraktin MIK degeri olarak kaydedildi.

2.2.9. HIV-1RT inhibisyonu Cahsmalar

Bu ¢alismada HIV-1 RT aktivitesinin kantitatif tayini icin radyoaktif olmayan, hassas,
pratik ve hizli ELISA yontemi kullanildi.

AgNP uygulanarak in vitro kosullarda biiyiitilen M. officinalis bitki ekstratlarinin
HIV-1 RT inhibisyon etkilerinin belirlenmesinde ticari olarak satin alinan Reverse
Transcriptase Assay, Colorimetric (Roche, Cat. No. 11 468 120 910) test kiti kullanildi.
Calismada kit prosedirii takip edildi. Bunun igin;

Ayr bir reaksiyon tiipiine her bir kuyu i¢in 18 pl liziz tamponu, 20 ul nucleotide mix
ve 2 ul (2 ng/ul) rekombinant HIV-1 RT enzimi eklendi. HIV-1 RT eklenmemis liziz
tamponun negatif kontrol olarak kullanildi. Negatif kontrol i¢in kullanilan reaksiyon tiipline
HIV-1 RT ve inhibitdr madde yerine 22 ul ddH.0, pozitif kontrol i¢in kullanilan reaksiyon
tlpdlne ise inhibitor madde yerine 20 pl ddH20 eklendi. Diger reaksiyon tiiplerine ise 20 pl
etkinligi gozlenecek olan inhibitér maddelerden eklendi. Her bir reaksyion tlpunin total

hacmi 60 pl’dir (Tablo 8). Hazirlanan reaksiyon tiipleri 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.
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Tablo 8. HIV-1 RT Inhibisyon Testi Kuyucuk Igerigi

Tamponu Mix (2ng/ub Madde
Negatif 18 ul 20 ul - 22 ul
Kontrol H H H
Pozitif 18 pl 20 pl 2 ul 20 pl
Kontrol
Nevirapin 18 pl 20 pl 2l 20 pl 20 ul
Test 18 pl 20 pl 2 ul - - 20 pl
Grubu H H H "

Inkiibasyon sonrasinda hazirlanan bitkisel numunelerin tamami mikroplate
modiillerinin kuyularina aktarildi. Mikroplate modiilleri kapak ile kapatildi ve 37 °C’de 1
saat inkube edildi.

Inkiibasyon sonras1 kuyularin icerisindeki soliisyonlar dikkatli bir sekilde kuyulardan
tamamen uzaklagtirildi. Ardindan 5 kez 30 saniye siire ile her seferinde 250 pl yikama
tamponu eklenerek yikama yapildi. Son yikama yapildiktan sonra yikama tamponu dikkatli
bir sekilde kuyulardan tamamen uzaklastirildi. Sonrasinda her bir kuyuya 200 ul anti- DIG-
POD (200ug/ml) galisma soliisyonu ilave edildi. Mikroplate modiilleri folyo ile kaplanarak
37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda kuyularm igerisindeki soliisyonlar dikkatli bir sekilde
uzaklastirildi. Her biri 30 saniye siire ile 250 pl yikama tamponu eklenerek 5 kez yikama
yapildi. Yikama tamponu kuyulardan dikkatli bir sekilde tamamen uzaklastirildi. Sonrasinda
her bir kuyuya 200 ul ABTS substrat solusyonu ilave edildi ve fotometrik saptama igin
yeterli miktarda renk degisimi (yesil renk) olana kadar (10-30 dk) oda sicakliginda inkiibe
edildi.

Inkiibasyon sonrasinda mikroplaka okuyucu cihazda 405 nm dalga boyunda (referans
dalga boyu 490 nm) absorbans 6l¢timii yapildi. 405 nm degerinde 490 nm degeri ¢ikarilarak
okuma yapildi. inhibisyon yiizdesi hesaplandi.

2.2.10. Bitkiden Total RNA Izolasyonu

gPCR’da kalip olarak cDNA &rnekleri kullanildi. Bu dogrultusunda ilk olarak bitki
orneklerinden total RNA izolasyonu yapildi. Bu c¢alismada ticari olarak satin alinan

Spectrum™ Plant Total RNA Kiti (Sigma, St. Louis, USA) kullamldi. Uygulama igin kit
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prosediirii takip edildi. Sivi azot yardimi ile havan igerisinde toz haline getirilen bitkisel
numuneler hizli bir sekilde reaksiyon tiiplerine aktarildi ve miktarlart 90-110 mg olacak
sekilde tartildi. Ardindan ~100 mg bitkisel numune Uzerine 500 pl lizis karisimi eklendi ve
homojenize olmasi i¢in vortekslendi. 56 °C’de 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
16.000 g’de 3 dk santrifiijlendi. Santrifiij sonunda elde edilen siipernatant kit i¢eriginde
bulunan 2 mL toplama kolonuna (collection filtration column) aktarildi. 16.000 g’de 1 dk
santrifiijlendi. Elde edilen siipernatant {izerine 500 ul binding solution eklendi ve pipet
yardimuiyla pipetaj yapilarak homojenize olmasi saglandi ve kit iceriginde bulunan baglanma
kolonuna (binding column) aktarildi. 16.000 g’de 1 dk santriftijlendi. Santriflij sonunda
kolon temiz bir reaksiyon tiipiine aktarildi. Uzerine 500 pl yikama soliisyonu-1 (washing
buffer-1) eklendi ve 16.000 g’de 1 dk santrifujlendi. Santrifiij sonunda alttaki reaksiyon tiipi
atilarak kolon temiz bir reaksiyon tiipiine aktarildi. Uzerine 500 pl yikama soliisyonu-2
(washing buffer-2) tamponu eklendi ve 16.000 g’de 1 dk santriftijlendi. Santrifij sonunda
kolon yeni bir reaksiyon tiipiine aktarildi. Uzerine tekrar 500 pl yikama soliisyonu-2 eklendi
ve 16.000 g’de 1 dk santrifiijlendi. Ardindan kolon temiz bir reaksiyon tiipiine aktarildi ve
tizerine 30 pl elution tamponu eklendi. Oda sicakliginda 2 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda 16.000 g’de 1 dk santrifiijlendi. izole edilen total RNA’nin kalite seviyesi agaroz
jel elektroforezi ile dogrulandi ve NanoDrop spektrofotometre ile 260/280 nm’de

konsantrasyonu belirlendi. Ornekler -20 °C’de saklandh.

2.2.11. cDNA Sentezi

Her numuneden 1 pg RNA kalip olarak kullanilarak ¢cDNA’lar elde edildi. cDNA
orneklerini elde etmek amaciyla ticari olarak satin alinan Thermo Scientific RevertAid First
Strand ¢cDNA Synthesis Kitinin 6nerdigi sartlar kullanildi (Tablo 9 ve Tablo 10). cDNA
sentezi i¢in kullanilacak olan RNA miktarlar1 esit olacak sekilde hesaplandi. Hesaplanan
miktarlarda RNA ornekleri PCR tiiplerine konuldu. Her bir PCR tiipiine 1 pl oligo (dT)
primer eklendi. Toplam hacim 12 pl olacak sekilde ddH20 ile tamamlandi. Hafif bir quick
santrifiij yapildiktan sonra Thermal Cycler cihazinda 65 °C’de 5 dakika bekletildi. Daha
sonra her bir PCR tiipii igerisine 4 pl 5X Reaksiyon Tamponu, 1 pl 10 mM DNTP mix, 2 pl
Ribolock RNaz inhibitorii ve 1 pl Revart RT enzim eklenerek toplam hacim 20 pl’ye
tamamlandi. PCR tiipleri cihaza yerlestirilerek ilk olarak 60 dk 42 °C’de ve ardindan 5 dk
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70 °C’de bekletildi. Elde edilen cDNA 6rnekleri qPCR reaksiyonunda kullanilmak iizere -
20 °C’de saklandi.

Tablo 9. cDNA Sentez Bilesenleri- 1

Bilesenler Miktar (uL) Konsantrasyon
Total RNA 2 ul 1 g
Oligo (dT) Primer 1l 10 uM
ddH20 9ul

Toplam 12 ul

Tablo 10. cDNA Sentez Bilesenleri- 2

Bilesenler Miktar (uL)
cDNA Sentez Bileseni-1 12 ul
5X Reaksiyon Tamponu 4 ul
10 mM dNTP Mix 1l
Ribolock Rnase Inhibitorii 2 ul
Revart RT Enzimi 1wl
Toplam 20 pl

2.2.12. Real-Time PCR Uygulamalari

cDNA’lar elde edildikten sonra ilgili genlerin kantitatif tayini i¢in Real-Time PCR
calimasi gerGeklestirildi. Bu amag¢ dogrultusunda CFX Opus 96 Ger¢ek Zamanli PCR
sistemi (Bio-Rad) ve ticari olarak satin alinan ITaq™ Universal SYBR® Green One-Step Kit
kullanild1. Her bir gen boélgesi icin NCBI veri tabaninda BLAST arastirmalar1 sonucu
korunmus bolgeler belirlenerek spesifik primerler dizayn edildi. Veri analizi ilgili cihazin
yazilimi kullanilarak yapildi. Esik dongii (Ct) degerleri Bio-Rad CFX Maestro yazilimi
kullanilarak hesaplandi. Uygulama i¢in {iretici firma tarafindan onerilen protokol takip

edildi. Real Time PCR reaksiyonlar1 icin gene spesifik primerler SYBR Green ile
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isaretlenerek gen ekspresyonu kantitatif olarak belirlendi. Referans gen olarak GAPDH geni

kullanild1i. Amplifikasyonun dogrulugunu kanitlamak i¢in erime egrisi analizi yapildi.

Tablo 11. Dizayn Edilen Spesifik Primerler ve Ozellikleri

Gen Ad1 Primer Ad1 Baz Dizisi (5°-3’)
PAL-F AGCCTGGACTACGGCTTC
PAL PAL-R ACATCCTGGTTATGCTGCTC
GAPDH-F GCTAAGGCTGTTGGTAAAGTGC
GAPDH GAPDH-R TGGCCTCTTTCTCTAGCCTGAC

Tablo 12. Real- Time PCR Kuyucuk Igerigi

REAKSIYON 1X

2X Supermix 10 pl
ddH.0 7 ul
Primer F (10 uM) 1ul
Primer R (10 uM) 1ul
Kalip cDNA 1ul

Toplam 20 pl




3. BULGULAR

3.1. Fenolik Maddelerin Ekstraksiyonu

Farkli konsantrasyonlarda AgNP iceren ortamlarda yetistirilerek elde edilen M.
officinalis fidelerinden elde edilen metanolik ekstrakt verimleri Sekil 7°de verilmistir.
Sekilde uygulama gruplarindan elde edilen ekstrakt miktarlarinin % verimlerindeki
degisimler ve elde edilen degerler verilmistir. Ekstrakt verim degerlerinin uygulama yapilan
gruba gore %16,56 ile %25,62 araliginda degisiklik gosterdigi belirlendi. En diisiik ekstrakt
veriminin 1,0 mg/L AgNP grubunda oldugu, en yiiksek ekstrakt veriminin ise 50,0 mg/L
AgNP’ye maruz birakilan fidelerde oldugu tespit edildi. Yapilan caligmada AgNP
uygulanarak yetistirilen fidelerden elde edilen ekstrakt verimlerinin konsantrasyon arttik¢a

arttig1 tespit edildi.

Ekstrakt Verimleri (%)

30
25
20
15

10

0LKIN 1AgNP 5AgNP 10AgNP 20 AgNP 50 AgNP

Sekil 7. Uygulamalardan Elde Edilen Fidelere Ait Ekstrakt Verimleri

3.2. Fenolik Maddelerin HPLC ile Tayini

Calismanin bu agamasinda 18 fenolik bilesigin HPLC-UV ile analizi yapildi. HPLC-
UV ile analiz yapilan bu calismada kantitatif hesaplamalar her bir fenolik bilesen icin
olusturulan alt1 farkli konsantrasyonun (1,563- 50 ppm) dahil edildigi standart kalibrasyon

grafigi lizerinden yapildi. Kalitatif olarak fenolik bilesenin dogru tespitinin yapilmasinda
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yine analiz edilen 18 fenolik bilesenin birlikte yiiriitiildiigii standart karisim kullanild. ilgili
karisim ¢0zeltisinin sabit faz olan C18 kolonun igerisinde alikonma siireleri referans olarak
kullanildi. HPLC analizi sonucunda elde edilen degerler 3 tekrarin ortalamasi olarak benzoik
asit, epikatesin, ferulik asit, gallik asit, kaffeik asit, katesin, siringaldehit, klorojenik asit,
rutin, p-hidroksibenzoik asit, p-kumarik asit, protokatekuik aldehit, protokatekuik asit,
siringik asit, vanilik asit, vanilin, pg fenolik/g bitki (Tablo 13) seklinde, rosmarinik asit ise
(miktar olarak ekstraktlarda ¢ok yiiksek miktarlarda tespit edildiginden) pug fenolik/mg bitki
seklinde ifade edildi (Tablo 14). Elde edilen sonuclara gore genel fenolik profilin tim
numunelerde yakinlik gosterdigi tespit edildi. Genel itibari ile gallik asit, ferulik asit,
protokatekuik aldehit, kafeik asit, benzoik asit, siringik asit, p- kumarik asit ve rosmarinik
asit tiim ekstraktlarda ¢esitli diizeylerde tayin edildi. Katesin ve vanilik asit, klorojenik asit,
p- hidroksi benzoik asit, siringaldehit, rutin ve kuersetin ise dedekte sinirin altinda olmasi
veya numune igerisinde bulunmamasindan dolayr tayin edilemedi. Buna ek olarak;
prokatekuik asit sadece 0,1 mg/L KIN (kontrol) ile desteklenen ortamdan elde edilen
fidelerde dedekte edilirken, epikatesin 0,1 mg/L KIN ve 1,0 mg/L AgNP ile desteklenen
ortamlardan elde edilen fidelerde diisiik konsantrasyon diizeylerinde dedekte edildi.
Rosmarinik asit tiim numunelerde ana bilesen olarak tespit edildi. Rosmarinik asidin
denenen tim AgNP konsantrasyonlarinda kontrolden yiiksek oldugu goriiliirken, 5 mg/L
AgNP iceren ortamdaki fidelerde en yiiksek degere ulastig1 goriildii. Istatistiki olarak 5 mg/L
AgNP grubu ile anlamli farkin tespit edilmedigi 10 mg/L AgNP grubunda da rosmarinik asit
41, 296 mg fenolik/g bitkibitki degeri ile temsil edildi. Nanopartikiil uygulamalarinda
kontrol olarak kabul edilen 0,1 mg/L KIN igeren ortamlardan elde edilen fidelerin rosmarinik
asit degeri ise 14,435 upg fenolik/ mg bitki olarak tespit edildi. Diisik AgNP
konsantrasyonlarinda bu bilesigin varlig1 da etkili bir sekilde diistiigii sonucu istatistiki

olarak da dogrulandu.



Tablo 13. AgNP Stresine Maruz Birakilan M. officinalis Fidelerinin Rosmanirik Asit Disinda Fenolik Icerigi
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c = S s & 2 = z 2 &
S T = o T = 5 X 5 S
Y O o o X @ = o Ll m
KIN 0,1 1.6+0.05 6.57+£0.17¢ 6.29+0.16' 41.92+1.38 6.98+0.21%  10.95+0.36% 34.72+0.92' 7.98+0.16K™  25.49+0.729
1,0 3.23+0.072 - 5.15+0.09% 53.11+0.15¢ 5.60+0.14f 5.48+0.15° 71.49+1.36° 4.73+0.07¢% 37.08+0.372
5,0 2.51+0.27° - 2.38+0.132 89.11+3.76° 14.48+0.32¢ - 95.27+1.318  19.99+0.212 37.09+0.2928
AgNP 10,0 2.52+0.10° - 1.89+0.162 93.23+1.30° 23.14+0.122 - 66.23+0.57¢ 21.18+0.232 34.29+0.48°
20,0 1.75+0.19¢ - 3.59+0.172 109.08+1.322 20.7+0.51° - 71.80+0.37° 17.22+0.43%  33.05+1.26h°
50,0 1.67+0.08°¢ - 2.79+0.10* 65.33+1.22¢ 19.32+0.11°¢ - 64.8+1.1799  11.18+0.21b4  31.42+0.40°

9¢
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Tablo 14. AgNP Stresine Maruz Birakilan M. officinalis Fidelerinin Rosmarinik Asit

Icerigi
Konsantrasyon (mg/L) Rosmarinik Asit pug fenolik/mg bitki
KIN 0,1 14.435+0.365°
1,0 19.948+0.749¢
5,0 41.059+1.4072
AgNP 10,0 39.991+1.8222
20,0 31.618+1.105
50,0 29.591+0.488°¢

3.3. Toplam Fenolik Madde Miktarlarinin Tayini

M. officinalis fidelerine ait metanolik ekstraktlardaki toplam fenolik madde
miktarlarina ait sonuglar Tablo 15’te verildi. Elde edilen sonuglara gore denenen AgNP
konsantrasyonuna gore toplam fenolik madde miktarinda farkliliklarin oldugu gozlendi.
AgNP uygulanan fidelerde, toplam fenolik madde miktarinda kontrole (0,1 mg/L KIN) gore
ciddi bir artisin oldugu tespit edildi. Denenen en diisiik konsantrasyon olan 1,0 mg/L AgNP
ile desteklenen ortamlardan elde edilen fidelerin toplam fenolik madde miktar1 kontrole
kismen benzerlik gosterirken, diger konsantrasyonlarin kontrole gore oldukca yiiksek toplam
fenolik madde birikimine neden oldugu tespit edilmistir. AgNP konsantrasyonlarini igeren
ortamlarda yetisen fidelerden elde edilen en yiiksek toplam fenolik madde miktari 5,0 mg/L
konsantrasyonundadir. Yapilan korelasyon analizlerinde AgNP konsantrasyon artisi ile

toplam fenolik madde miktar1 arasinda iliskinin olmadig1 belirlendi. (r>= 0,461).

Tablo 15. Fidelerin Toplam Fenolik Madde Miktarlari

Konsantrasyon (mg/L) TPC (mg GAE/ g bitki)
1,0 36.025+2.27f
5,0 68.250+3.312
AgNP 10,0 65.294+2 55%
20,0 62.290+1.36%¢
50,0 60.188+1.29bcde

KIN 0,1 33.771+0.32
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3.4. Antimikrobiyal Aktivite Caliymalari

Tez ¢alismasinin bu asamasinda farkli konsantrasyonlarda (1,0- 5,0- 10,0- 20,0 ve 50,0
mg/L) AgNP igeren ve ortamlarda ve kontrol ortaminda (0,1 mg/L KIN) in vitro olarak
yetistirilen M. officinalis fidelerinden elde edilen metanol ekstraktlarinin mikroorganizmalar
tizerindeki minimum inhibisyon konsantrasyonlarinin belirlenmesi amaglandi. Bu amag
dogrultusunda aktivitesine bakilacak olan metanol ekstraktlar1 %50 DMSO ile ¢oziilerek
baslangi¢ konsantrasyonu 10 mg/mL olacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan bu ekstraktlarin
fungus, gram- pozitif ve gram- negatif bakteriler olmak Uzere 11 indikator
mikroorganizmaya karst MiK degerleri belirlendi. Calismada CLSI standartlarina gore
belirlenen mikrodiliisyon yontemi kullanildi. Baslangi¢c konsantrasyonu 10 mg/mL olan
ekstraktlarin son konsantrasyonu 0,019 mg/ml’dir. 30-37 °C’de 18-24 saat inkibe edilen
plakalara inkiibasyon siresinin sonunda p-INT boyasi eklenerek renk degisimi olup
olmadig1 gozlemlendi. Gozlem sonucunda pembe renk degisimi goriilen kuyucuklarda
bakteri biliylimesi pozitif, renk degisimi olmayan kuyucuklarda bakteri bliylimesi negatif
olarak degerlendirildi. Renk degisiminin goriilmedigi yani bakteri biiylimesinin olmadigi
son kuyudaki konsantrasyon degeri aktivitesine bakilan ekstraktin MIK degeri olarak
kaydedildi. Yapilan ¢alismada standart antibiyotik olarak bakteriler i¢in ampisilin, funguslar
icin flukonazol kullanildi. Calismada 0,1 mg/L KIN ile desteklenen vitaminli MS besi
ortaminda yetistirilen fidelerden elde edilen ekstraktlar kontrol grubu olarak degerlendirildi.
Aktivitesine bakilan metanol ekstraktlarinin gram- negatif bakterilerden E. coli ve P.
aeuroginosa Uzerinde antimikrobiyal etkileri gozlenmedi. 0,1 mg/L KIN ile desteklenen
ortamda yetistirilen fidelerden elde edilen ekstraktlarin ise P. aeruginosa hari¢ tim
mikroorganizmalar lizerinde ayn1 miktarda inhibisyon etkisi oldugu gozlemlendi. AgNP ile
desteklenen ortamlarda yetistirilen fidelerden elde edilen metanolik eksraktlarin kontrol
grubu ile esit konsantrasyonda ya da daha diisiik konsantrasyonda etki ettigi gézlemlendi.
Uygulanan ekstraktlarin aktivitesi karsilagtirildiginda 5,0 mg/L AgNP ve 10,0 mg/L AgNP
ortamlarinda yetistirilen fidelerden elde edilen metanol ekstraktlarinin genel olarak tiim
mikroorganizmalar Uzerinde daha etkili antimikrobiyal aktivite gosterdigi gézlemlendi.
AgNP konsantrasyonlar ile desteklenen ortamlardan elde edilen methanol ekstraktlarinin
tamaminin mikroorganizmalar icerisinde en ¢ok S. cerevisiae zerinde etkili inhibisyon
aktivitesi gosterdigi gozlemlendi. Elde edilen sonuglar standart antibiyotikler ile

karsilagtirilarak degerlendirildi. Bu karsilastirmaya gore M. officinalis fidelerinden elde
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edilen metanol ekstraktlarinin standart antibiyotiklere gore daha yiliksek konsantrasyonda
MIK degerine sahip oldugu yani daha diisiik antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu

belirlendi.



Tablo 16. M. officinalis Ekstraktlarina Ait Antimikrobiyal Aktivite Degerleri

Mikroorganizma Adi Ampisilin  Flukanozol 0,1 KIN 1 AgNP 5 AgNP 10 AgNP 20 AgNP 50 AgNP
B. subtilis RSKK 709 10 - 5000 5000 2500 2500 5000 5000
B. cereus ATCC 663 15 - 5000 5000 2500 2500 5000 5000
S. aureus ATCC 25923 35 - 5000 5000 2500 2500 5000 5000
E. faecalis ATCC 29212 10 - 5000 5000 2500 2500 5000 5000
Y. pseudotuberculosis ATCC 911 18 - 5000 5000 2500 2500 5000 5000
K. pneumoniae ATCC 700603 16 - 5000 5000 2500 2500 5000 5000
E. coli ATCC 25922 10 - 5000 - - - - -
P. aeruginosa ATCC 27853 128 - - - - - - -
C. albicans ATCC 10231 - 8 5000 5000 2500 2500 5000 5000
C. tropicalis ATCC 13803 - 8 5000 2500 2500 2500 5000 5000
S. cerevisiae RSKK?251 - 8 5000 2500 2500 2500 2500 2500

oy
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3.5. HIV-1RT inhibisyonu Cahsmalari

Calismanin bu asamasinda M. officinalis fidelerinden elde edilen metanol
ekstraktlarinin HIV-1 RT {izerindeki inhibisyon etkisinin belirlenmesi amaglandi. Bu amag
dogrultusunda ilk olarak fidelere ait metanolik ekstraktlart DMSO ile ¢oziilerek baslangic
konsantrasyonu 2,4 mg/ml olarak ayarlandi. Bu ¢aligmada ticari olarak satin alinan Reverse
Transcriptase Assay, Colorimetric (Roche, Cat. No. 11 468 120 910) test kiti kullanild1 ve
calisma esnasinda kit prosediirii takip edildi. Calismada standart antiviral olarak nevirapin
kullanildi. Pozitif ve negatif kontroller de eklenen ¢alisma 3 tekrarli olacak sekilde
gerceklestirildi. Calisma sonucunda elde edilen sonuglar Sekil 8’de gosterilmistir. 1,0- 5,0-
10,0- 20,0 ve 50,0 mg/L AgNP ile desteklenen ortamlarda yetistirilen fidelerden elde edilen
metanol ekstraktlarina ait inhibisyon yiizdeleri sirasiyla %25,65, %39,65, %36,06, %33,88,
%32,60 olarak belirlendi. Calismada standart antiviral olarak kullanilan nevirapinin
inhibisyon yiizdesi ise %95,67 olarak belirlendi. Farkli konsantrasyonlarda AgNP ile
desteklenen ortamlarda yetistirilen M. officinalis fidelerinden elde edilen metanol
ekstraktlarinin inhibisyon yiizdeleri birbiri ile karsilastirildiginda en diisiik inhibisyon
etkisinin 1,0 mg/L AgNP ile desteklenen ortamdan elde edilen ekstrakt da goriildiigi
belirlendi. inhibisyon etkisi en yiiksek 5,0 mg/L AgNP ekstraktinda goriiliirken 10,-0- 20,0-
50,0 mg/L AgNP ekstraktlarinda ise inhibisyon etkisinin konsantrasyon arttik¢a azaldig
belirlendi. 3 tekrarli olarak gerceklestirilen calismada elde edilen degerlerin ortalamasi
aliarak grafik olusturuldu. Standart antiviral ile karsilastirildiginda ise calismada etkisine
bakilan bitki metanol ekstraktlarinin nevirapine gore daha diisiik oranda inhibisyon etkisine

sahip oldugu belirlendi.
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Sekil 8. M. officinalis Ekstraktlarma Ait HIV RT Inhibisyon Etkileri

3.6. Gen Ekspresyonu Calismalari

Tez calismasinin bu asamasinda besi ortamina 1,0- 5,0- 10,0- 20,0- 50,0 mg/L
konsantrasyonlarinda AgNP’ler uygulanarak in vitro ortamda yetistirilen M. officinalis
bitkisinin, fenilpropanoid biyosentez yolunun baslangi¢ enzimi olan fenilalanin amonyum
liyazin gen ekspresyon seviyesine etkisinin belirlenmesi amaglandi. Bu amag dogrultusunda
ilk olarak g-PCR’da kullanilacak olan kalip cDNA’lart elde etmek amaciyla RNA
izolasyonu gerceklestirildi. Yapilan izolasyon sonucunda elde edilen RNA’larin
konsantrasyonu 1 pg olacak sekilde hesaplanarak ¢cDNA sentez reaksiyonu kuruldu.
Caligmada referans gen olarak GAPDH geni kullanildi. Yapilan qPCR ¢aligmasinin son
asamasinda amplifikasyonun dogrulugunu kanitlamak amaciyla melting curve (erime egrisi)
analizi yapildi (Sekil 9). Elde edilen sonuclar GAPDH ve PAL gen bolgeleri i¢in kullanilan
primer setlerinin kendi hedeflerine 6zgii oldugunu, ¢aligmada kontaminasyon olmadigini,

tek tirtin elde edildigini ve non-spesifik bant olusmadigini dogruladi.
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Sekil 9. Melting Curve (Erime Egrisi) Analizi Sonuglar1

Farkli konsantrasyonlarda AgNP stresine maruz birakilarak yetistirilen M. officinalis
bitkisel numunelerinden elde edilen cDNA’lar ile yapilan qPCR ¢aligmasimin sonuglarinin
degerlendirilmesinde ilgili cihazin yazilimi kullanilarak C¢ degerleri hesaplandi. qPCR

analizinde elde edilen C; degerleri Sekil 10°da verilmektedir.

R Expression Correctpd

Target & Sample O Control 9| Expression ¢ SEM o Expsrzs':lon ?/ MeanCq ¢ CqSEM ¢ P-Value 9
GAPDH 0.1 KIN (] N/A N/A N/A 20.11 0.06796 N/A
GAPDH 1Ag N/A N/A N/A 19.556 0.14464 N/A
GAPDH 10 Ag N/A N/A N/A 17.33 0.00513 N/A
GAPDH 20 Ag N/A N/A N/A 18.40 0.28357 N/A
GAPDH 5Ag N/A N/A N/A 19.42 0.00012 N/A
GAPDH 50 Ag N/A N/A N/A 18.49 0.13092 N/A
Pal 0.1 KIN C 1.00000 091514 0.91514 2460 1.31852 N/A
Pal 1Ag 6.01313 0.60950 0.60950 2146 0.02154 N/A
Pal 10 Ag 4.38804 0.27134 0.27134 19.69 0.08906 N/A
Pal 20 Ag 3.34061 0.66694 0.66694 21.15 0.05046 N/A
Pal 5Ag 398135 0.16496 0.16496 2192 0.05978 N/A
Pal 50 Ag 13.63743 1.42773 1.42773 19.22 0.07532 N/A

Sekil 10. Ortalamalart Alinmig qPCR Analiz Sonuglari
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Elde edilen C; degerleri kullanilarak bitkisel numunelere ait ekspresyon profiline ait

grafik ilgili cihazin yazilimi kullanilarak olusturuldu (Sekil 11).
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Sekil 11. M. officinalis Fidelerine Ait Ekspresyon Profili

Yapilan bu galismanin sonucunda 0,1mg/L KIN (kontrol) 6rnegi ile 1,0- 5,0- 10,0-
20,0 ve 50,0 mg/L konsantrasyonlarinda AgNP stresine maruz birakilarak yetistirilen M.
officinalis bitkisinin PAL gen ekspresyon profilleri karsilagtirildi. Kontrol 6rnegi ile
karsilastirildiginda AgNP stresine maruz kalarak yetistirilen M. officinalis bitkisinde PAL
genine ait ekspresyon seviyesinin arttigi gozlendi. Tablo 17 incelendiginde en yiiksek
ekspresyon seviyesinin 50,0 mg/L AgNP konsantrasyonuna sahip drnekte oldugu, en diisiik
ekspresyon seviyesinin ise 20,0 mg/L AgNP konsantrasyonuna sahip ornekte oldugu
gbzlendi. AgNP uygulanan bitki 6rneklerinin kontrol 6rnegine gore ekspresyon seviyelerinin

karsilastirilmasinda her iki 6rnekten elde edilen Ct degerlerinin logaritmik farklar alindi.



4. TARTISMA

M. officinalis subsp. officinalis bitkisi, eski zamanlardan beri sifa kaynagi olarak tibbi
amagla kullanilmaktadir. Bu bitki tiirii tizerinde yapilan bir¢ok arastirmada M. officinalis’in
antiviral, antimikrobiyal, antidepresif, antioksidatif, antiinflamatuar ve antidiyabetik etki
gibi birgok etkisi oldugu goriilmistiir. Ayrica M. officinalis’in igeriginde bulunan fenolik
bilesikler, alkanoidler ve terpenler gibi ¢esitli fitokimyasal maddelerin varlig1 ve miktari da
yapilan ¢alismalarda rapor edilmistir.

Son zamanlarda bitkilerin irettigi sekonder metabolitlerin dneminin anlasilmasiyla
birlikte bu metabolitlerin iiretimini arttirmaya yonelik yapilan ¢alismalarda giderek hiz
kazanmustir. Elisitorlerin in vitro ortamlarda stres faktorii olarak kullanilmasi ile sekonder
metabolitlere duyulan ihtiyacin karsilanmasi saglanabilmektedir (Mulabagal & Tsay, 2004;
Shilpa vd., 2010). Sekonder metabolitlerin {iretimini arttirmak amaciyla bitki doku kiiltiirii
uygulamalarinda nanoelisitorlerin kullanilmasi oldukg¢a umut verici bir yaklagimdir (Tiwari
& Rana, 2015). Bitki doku kiiltiiriinde nanoteknolojinin temelini olusturan nanopartikiillerin
kullanilmasiyla kallus uyarimi, kontaminantlarin yok edilmesi ve sekonder metabolit
tiretiminin arttirtlmasi gibi olumlu etkiler oldugu gozlenmistir (Singh & Ahamad, 2022).

Bu tez ¢alismasinda in vitro ortamda olgun tohumlarin ¢imlendirilmesi neticesinde
yetistirilen M. officinalis fidelerinden elde edilen nodal segmentler eksplant olarak
kullanilmis ve bu eksplantlar farklit AgNP konsantrasyonlarina maruz birakilarak olusan yeni
stirglinlerdeki biyokimyasal ve molekiiler degisiklikler incelenmistir. Belirtilen bu amag
dogrultusunda yiizey sterilizasyonu yapilan olgun tohumlar in vitro ortamda c¢imlendirildi
ve gelisen fidelerden kesilerek elde edilen nodal segment parcalar ile fidelerin ¢ogaltimi
gerceklestirildi. Daha sonra in vitro ortamda Uretilen bu fidelerden tekrar kesilen nodal
segmentler alinarak 1,0-5,0-10,0-20,0 ve 50,0 mg/L konsantrasyonlarinda AgNP ihtiva eden
MS besiyerlerinde 30 gun inklbe edildi. Belirtilen inklbasyon sureci sonunda hasat edilen
fidelerin metanolik ekstraktlarindaki toplam fenolik madde miktarlar1 ve fenolik bilesen
kompozisyonlar1 ile sekonder metabolitlerin iiretiminde dogrudan sorumlu anahtar
genlerden biri olan PAL geninin ekspresyon seviyesindeki degisimler arastirildi. Ayrica bu
fidelerden elde edilen metanol ekstraktlarinin mikroorganizmalar iizerindeki antimikrobiyal
etkileri ve HIV enfeksiyonundan sorumlu olan HIV-1 RT (zerindeki inhibisyon etkisi
belirlendi.
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Sekonder metabolitler, bitkilerde hiicre metabolizmasinin yan {rlinii olarak
sentezlenen ancak bitkinin biiyiime ve gelisme i¢in ihtiya¢ duymadig bilesiklerdir (Bakir,
2020). Bitkiler tarafindan iiretilen bu metabolitler bitki savunmasinda, metabolizmasinda,
korunmasinda ve ¢imlenmede 6nemli rol oynamaktadirlar (Kapdan, 2023). Bu bilesikler
bitkilerden 6ziitlenerek elde edilmektedir ve tarim kimyasallari, pestisit, gida katki maddesi,
tat ve koku bileseni olarak kullanilmaktadirlar (Vijaya vd., 2010). Ayrica bu bilesikler
hastaliklarin tedavisinde ve ilaglarm yapiminda da kullanilmaktadirlar. Insanlar i¢in saglk
acisindan oldukca Onemli olan sekonder metabolitlerin son zamanlarda ticari ve tibbi
degerinin anlasilmasiyla birlikte bilim insanlar1 bu metabolitlerin sentezini ve Uretimini
arttirmaya yonelik stratejiler gelistirmeye ¢alisilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda bitki doku
kiiltiiri uygulamalarini kullanarak sekonder metabolit {iretimini arttirmaya yonelik yapilan
calismalarda giderek hiz kazanmistir. Insanlar acisindan da oldukg¢a &nemli olan bu
bilesiklerin sentezini arttirmak i¢in kullanilan stratejilerden biri de in vitro ortamda bitkilere
elisitor stresinin uygulanmasidir (Kapdan, 2023). Nanopartikillerin nano-elisitor olarak
bitki doku kiiltiirii uygulamalarinda kullanilmasinin bitkilerde sekonder metabolit iiretimini
arttirdig1, mikrobiyal kontaminantlarin gelisimini engelledigi, antimikrobiyal ve antiviral
aktiviteyi arttirdigi, genetik transformasyonda, somatik embriyogenezde ve organogenezde
olumlu yonde etki gosterdigi yapilan ¢esitli ¢caligmalarla bildirilmistir (Singh & Ahamad,
2022). AgNP’ler ¢alismalarda kullanilan en yaygin metal nanopartikiillerdendir. AgNP’lerin
yapilan ¢aligmalarla farkli bitkiler lizerinde farkli molekiiler ve fizyolojik etki gosterdigi
bildirilmistir. AgNP’ler bitkilerde farkli metabolik yolaklar iizerinde etkilidirler. Elisitor
olarak kullanilan AgNP’ler sekonder metabolit igerigi i¢in, membran proteinleri ile
etkilesime girerek sinyal iletimini baglatabilirler (Gopinath vd., 2010; Kaveh vd., 2013)

M. officinallis iizerinde yapilan fitokimyasal arastirmalarda terpenler ve fenolik
bilesikler gibi ¢esitli sekonder metabolitlerin varhigi ve miktarlar1 bildirilmistir
(Allahverdiyev vd., 2004). Sentkowska vd. (2015) tarafindan yapilan bir ¢aligmada ¢esitli
demleme islemleri ile M. officinalis’ten elde edilen ekstraktlarla fenolik bilesenler
aragtirtlmistir. Bu ¢alismada M. officinalis’in rosmarinik asit agisindan zengin bir kaynak
oldugu vurgulanmistir. Aynmi1 ¢alismada, rosmarinik asidin disinda cesitli konsantrasyon
araliginda mirisetin, kuersetin, rutin, p-HBA, gallik asit, kafeik asit, p- kumarik asit ve
klorojenik asidin de varlig1 tespit edilmistir (Sentkowska vd., 2015). 26 tibbi bitkinin fenolik

bilesenlerinin arastirildig1 bir ¢alismada M. officinalis bitkisinin i¢eriginde farkli miktarlarda
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vanilik asit, klorojenik asit, siringik asit, o- ve p- kumarik asit, ferulik asit, p- anisik asit,
salsilik asit, sinnamik asit ve metoksi-sinnamik asit varlig1 tespit edilmistir (Sytar vd., 2018)

Yapilan bu tez c¢alismasinda farkli konsantrasyonlardaki AgNP’lerin in vitro
kosullarda yetistirilen M. officinalis bitkisinin metanolik ekstraktlarindaki toplam fenolik
madde miktar1 ve 18 farkli fenolik bilesen tizerindeki etkileri incelendi. Calismamizdan elde
ettigimiz bulgulara gore in vitro ortamda farkli konsantrasyonlardaki AgNP’lerin M.
officinalis bitkisinde sekonder metabolit birikimini ve toplam fenolik miktarini
konsantrasyona bagli olarak 6nemli derecede arttirdig1 gézlendi. Calismada yapilan in vitro
AgNP uygulanan M. officinalis fidelerinde gallik asit, ferulik asit, protokatekuik aldehit,
kafeik asit, siringik asit, p- kumarik asit, benzoik asit ve rosmarinik asit gibi fenolik
bilesenler tiim ektraktlarda farkli diizeyde tayin edildi. Farkli konsantrasyonlardaki AgNP
uygulamalarinda bu bilesenlerin miktarinin kontrol (0,1 mg/L KIN) grubuna goére énemli
derece arttig1 goriildii. Sonuglara gore; gallik asit miktart grubunda 1,6 pg fenolik /g bitki
iken AgNP uygulamalarinda en yiiksek birikimin 3,23 pg fenolik /g bitki ile 1 mg/L AgNP
konsantrasyonunda oldugu tespit edildi. Kafeik asit miktarina bakildiginda kontrol grubunda
41,92 ng fenolik /g bitki iken en yiiksek miktarin 109,08 ng fenolik /g bitki ile 20 mg/L
AgNP konsantrasyonunda oldugu tespit edildi. Yine kontrol grubu ile kiyaslandiginda
siringik asit ve ferulik asit miktarlarinin en yiiksek 10 mg/L AgNP konsantrasyonunda
sirastyla 23,14 ng fenolik /g bitki ve 21,18 ug fenolik /g bitki oldugu gozlendi. Epikatesin
miktariin 1mg/L AgNP konsantrasyonunda kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu ve
uygulanan diger AgNP konsantrasyonlarinda ise tespit edilmedigi gozlendi. Caligsmada tespit
edilen bir diger madde olan p- kumarik asit miktar1 ise kontrol grubunda 34, 72 ug fenolik
/g bitki iken 5 mg/L AgNP konsantrasyonunda 95,27 pg fenolik /g bitki olarak en yiiksek
miktarda tespit edildi. Benzoik asit miktarina bakildiginda kontrol grubunda 25,49 pg
fenolik /g bitki iken en yiksek 1 mg/L AgNP (37,08 ng fenolik /g bitki) ve 5 mg/L AgNP
(37,09 ug fenolik /g bitki) konsantrasyonlarinda oldugu tespit edildi. Son olarak rosmarinik
asit miktar1 kontrol grubunda 14.435 pug fenolik/ mg bitki olarak tespit edilirken en yiiksek
41,059 ng fenolik/ mg bitki ile 5 mg/L AgNP ve 39,991 fenolik/ mg bitki ile10 mg/L
konsantrasyonlarinda oldugu gozlendi. Rosmarinik asit tiim numunelerde ana bilesen olarak
tespit edildi. Bu bilesenin analiz edilen tiim bilesenler arasinda yaklasik %98-99 oraninda en
yuksek deger ile tayin edilmesi, olas1 biyoaktivitenin asil nedeninin olabilecegi seklinde

yorumlandi. Ancak tespit edilen ve edilemeyen diger fenolik bilesenlerin de sergilenen
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biyolojik aktivitelere katkilar1 s6z konusudur. Literatlirdeki kaynaklarda da M. officinalis
tiirtinden elde edilen ana fenolik bilesenin bizim ¢alismamizda oldugu gibi rosmarinik asit
oldugunu gosteren kanitlar mevcuttur (Sentkowska vd. 2015). Ayrica yaptigimiz ¢alismada
toplam fenolik madde miktarinin uygulanan AgNP konsantrasyonlarina gore degisiklik
gosterdigi gozlendi. 1 mg/L AgNP uygulanan ortamdan elde edilen verilerin kontrol ile
benzerlik gosterdigi gozlenirken 5 mg/L AgNP uygulanan ortamda en yiiksek toplam fenolik
madde miktarinin oldugu gézlendi. 10,0- 20,0 ve 50,0 mg/L AgNP uygulamalarinda ise
konsantrasyon arttik¢a toplam fenolik madde miktarinin azaldig1 ancak kontrole gére yiiksek
toplam fenolik madde miktarlar1 hesaplandi.

Literatirdeki raporlar incelendiginde elisitér olarak nanopartikiil uygulamasinin
bitkilerdeki fenolik bilesen ve toplam fenolik madde miktarin1 olumlu yonde etkiledigi
bilgileri gorulmektedir. Khattab vd. (2022) yaptiklari ¢alismada AgNP ve SiNP iceren
ortamlarda yetistirilen Lavandula officinalis’ten elde ettikleri etanolik ekstraklart GC-MS
ile analiz etmisler ve SINP ve AgNP’lerin beta-linaool, kafur ve kumarin bilesimi tizerindeki
etkisini gostermisler. SiNP’lerin ve AgNP’lerin kumarin ve beta-linaool {izerindeki arttirict
etkisinin biliylime ortamindaki nanopartikiillerin konsantrasyonu ile ters orantili oldugunu
rapor etmiglerdir. Yapilan baska bir calismada AgNP’lerin Calendula officinalis L.
bitkisindeki sekonder metabolit birikimi tizerindeki etkisi arastirilmis ve diisik AgNP
konsantrasyonunun (0,4 mM) kontrol ile kiyaslandiginda en yiiksek oranda artis gosterdigi
gozlenmis. AgNP uygulamasinin C. officinalis’te saponin ve toplam fenolik bilesiklerin
miktarmi arttirdigi rapor edilmistir (Ghanati & Bakhtiarian, 2014). Vanilla planifolia ile
yapilan bir ¢alismada MS ortamina 0,25,50,100 ve 200 mg/L AgNP uygulamasi yapilmis ve
farkli AgNP uygulamalar ile elde edilen V. planifolia eksplantlarinda TPC igeriginde
farkliliklar oldugu ve saponin iiretiminin arttigini bildirmislerdir. TPC igerigindeki en
yiiksek artisin sirasiyla 50 ve 25 mg/L AgNP konsantrasyonlarinda, en diisiik artigin ise
sirastyla 200 ve 100 mg/LL AgNP konsantrasyonlarinda yetistirilen V. planifolia
stirgiinlerinde goriildiigii rapor edilmistir (Spinoso-Castillo vd., 2017). Homaee ve
Ehsanpour (2015), Solanum tuberosum bitkisinin in vitro kilturlerine AgNP ve AgNOs
uygulamasinin flavonoid, antosiyanin ve diger fenoliklerin seviyesinde artisa neden
oldugunu bildirmislerdir. Li vd. (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada kereviz yapraklari
Uzerine uygulanan Selenyum NP’lerin toplam fenol miktarini ve apigenin, rutin, p-kumarik
asit, ferulik asit, luteolin, kaempferol gibi flavonoidlerin biyosentezini arttirdig1 rapor

edilmistir. Yapilan bagka bir ¢alismada, 50 ve 100 mg/L konsantrasyonunda AgNP’lerin
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Carum carvi tizerinde sekonder metabolit iiretimi iizerine olan etkisi aragtirilmig ve sonuglar
kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 50 mg/L AgNP’lerin karvon ve p-simen bilesiklerinin
igerigini arttirdigi, 100 mg/L AgNP’lerin ise karvakrol ve timol bilesiklerinin sentezini
etkiledigi rapor edilmistir (Dehghani-Aghchekohal vd., 2022). Chung vd. (2018) Cucumis
anguria bitkisi tzerinde yaptiklart bir ¢alismada bitkinin sagak koklerine AgNP
uyugulamislar ve bu ¢alismanin sonucunda AgNP uygulanan bitkilerde fenolik bilesiklerin
ve flavonoidlerin birikiminde artis meydana geldigini ve kontrole kiyasla yiiksek oranda
flavonol sentezlendigini rapor etmislerdir. Yapilan baska bir ¢alismada ise Brassica rapa
bitkisinin sagak kok kiiltlirlerine farkli konsantrasyonlarda (50, 100 ve 150 mg/L) AgNP
uygulamalarinin sekonder metabolitlerin sentezinde artisa neden oldugunu gézlemlemisler.
Ayrica ayni ¢alismada 100 mg/L. AgNP konsantrasyonunun toplam fenolik ve flavonoid
icerigini arttirdigini, 150 mg/L AgNP konsantrasyonunun ise azalttigini bildirmislerdir. Yine
ayni ¢alsmada 9 farkli bilesigin miktariin AgNP uygulamalari ile arttig1 da gozlenmistir
(Chung vd., 2018). Karakas (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise 0, 0.25, 0.50, 1.0,
1.5 ve 2,0 mg/L AgNP konsantrasyonlarinin in vitro ortamda biyutilen Isatis constricta
yapraklarindaki indigo, indirubin ve triptantrin sentezindeki etkisini gézlemlenmis ve bu
calismanin sonucunda indigo ve triptantrin sentezinin miktarinin olumlu yonde arttig1 rapor
edilmistir. Yaptigimiz ¢alismaya benzer bir calismada AgNP uygulamasinin in vitro
kosullarda yetistirilen M. officinalis tizerinde kallus olusumu ve sekonder metabolit {iretimi
tizerine olan etkileri aragtiritlmis ve AgNP’lerin farkli konsantrasyonlarinin M. officinalis
bitkisindeki sekonder metabolit miktarini, kallus olusumunu, kallus capmi ve kallus
agirh@ini 6nemli derecede etkiledigi gozlenmistir. Ayni ¢alismada in vitro kosullarda M.
officinalis’in rosmarinik asit, kafeik asit, klorojenik asit, protokatesik asit, hesperidin ve p-
kumarik asit olmak iizere 6 farkli fenolik bilesik saptanmistir. Farkli AgNP
konsantrasyonlarinda bu bilesiklerdeki miktarlarin kontrole kiyasla dnemli derece arttig:
gozlenmistir. Bu c¢alismaya gore en yiiksek rosmanirik asit miktarinin 50 pg/l
konsantrasyonunda oldugu goézlenirken; en yiiksek kafeik asit, klorojenik asit, protokatesik
asit ve p-kumarik asit miktari ise 75 pl/g konsantrasyonunda oldugu, hesperidin miktarinin
ise hem 50 g/l hem de 75 ug/l konsantrasyonlarinda oldugu rapor edilmistir (Kapdan,
2023). Ali vd. (2019)’nin yaptig1 calismada AgNP’lerin Caralluma tubertuculata bitkisinde
antioksidan sekonder metabolit sentezi {izerindeki etkisi incelemisler. Bu amag
dogrultusunda biyokiitle ve antioksidan sekonder metabolitlerin sentezi igin in vitro ortamda

farkl1 konsantrasyonlarda AgNP’ler ve bitki biiylime diizenleyicileri eklemisler. Bu
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calismada kallus kiiltiirlerinin fitokimyasal analizi sonucunda 90 pg/L AgNP uygulamasi ile
MS besiyerinde olusturulan kallus kiiltiirlerindeki fenoliklerin, flavonoidlerin ve PAL’in
yiiksek tiretimini rapor etmislerdir. Chamani vd. (2015) in vitro kosullarda Lilium ledebouti
bitkisinin siirgiin kiltirlerinde (0, 10, 25, 50, 75 ve 100 mg/L™!) ZnONP’lerin etkilerini
incelemisler ve ZnONP uygulamasinin toplam fenolik madde igerigini arttirdigini, en
yiiksek artisin ise 75 mg/L ! konsantrasyonunda ZnONP iceren kiltiirlerden elde ettiklerini
bildirmislerdir. Bahsedilen literatiir ¢aligmalarindan alinan sonugclar ile yaptigimiz tez
calismasinda elde ettigimiz sonuglar karsilastirildiginda elde ettigimiz bulgularin
literatiirdeki diger ¢alismalar ile paralellik gosterdigi goriilmektedir. Yapilan bu calismada
AgNP uygulanmayan kontrol grubundan elde edilen M. officinalis fideleri ile
kiyaslandiginda AgNP uygulamasi yapilan fidelerde fenolik bilesik icerigi ve toplam fenolik
madde miktarinin artis gosterdigi tespit edildi.

Tibbi ve aromatik bitkilerin barindirdigi sekonder metabolitler bitkilerdeki
antimikrobiyal aktivite {izerinde oldukga etkilidir. Bu sebepten dolay1 bitkilerin i¢erigindeki
sekonder mtabolit oraninin artmasinin bitkilerdeki antimikrobiyal aktiviteyi de arttiracagi
diistiniilmektedir. Antimikrobiyal maddeler bakteri, fungus gibi mikroorganizmalarin
iiremesini ve gelismesini durduran veya bu mikroorganizmalar: 6ldiiriicli etkiye sahip olan
ajanlardir (Baytop; Abbasoglu, 1996). Antibiyotik kullaniminin yayginlagmasiyla beraber
ilaca direncli bakteri suslarinin da sayis1 artmis olup bu durum antibiyotik etkinliginin
azalmasma sebep olmustur (Celik, 2022). Mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi
gelistirdikleri diren¢ mekanizmalari aragtirmacilarin ilgisini farkli dogal kaynaklardan yeni
antimikrobiyal madde arayisina c¢ekmistir. Antibiyotik kullanimma bagli olarak olusan
sorunlar, antimikrobiyal aktivitesi olan bitkilere olan ilgiyi arttirmistir (Sarag, 2005). In vitro
yontemler kullanilarak yapilan bir¢ok ¢alismada bitkilerden elde edilen 6zutlerin ve ugucu
yaglarin bakteriyel gelisimi inhibe ettigi ve bu sayede direncli mikrobiyal suslarin
olusumunun 6nlenmesinde 6nemli rol oynadigi goriilmistiir (Eloff, 1998). Tibbi ve aromatik
bitkilerin antimikrobiyal 6zellikleri hakkinda birgok ¢alisma rapor edilmistir (Sarag, 2005).
Bitki sekonder metabolitlerinin 6nemli bir kismini olusturan flavonoidlerin antimikrobiyal
etkilere sahip oldugu bilinmektedir (Sara¢, 2005). Ayrica giliniimiizde nanoteknoloji
sayesinde olusturulan nanopartikiillerin, kullanilan bir¢ok antimikrobiyal maddeye oranla
daha {istiin antimikrobiyal aktiviteye sahip olmasi ortaya ¢ikan direng sorununu ¢dzmek igin

yeni firsatlar ortaya ¢ikarmistir (Celik, 2022).
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Calismamizda AgQNP stresine maruz birakilarak in vitro ortamda yetistirilen M.
officinalis bitki ekstraktlarmin 11 indikatér mikroorganizma fizerindeki antimikrobiyal
aktivitesine bakildi. M. officinalis methanol ekstraktlarinin gram (+) bakteriler, gram (-)
bakteriler ve funguslar iizerindeki minimum inhibisyon konsantrasyonlarinin belirlenmesi
amaclandi. Calisma kapsaminda elde edilen veriler incelendiginde (Tablo 18), 5 mg/L AgNP
ve 10 mg/L AgNP ile desteklenen ortamlardan 6zutlenen bitki ekstraktlarinin E. coli ve P.
aeuroginosa disinda test edilen diger mikroorganizmalar {izerinde kontrol ile
kiyaslandiginda antimikrobiyal aktivite gosterdigi ancak bu aktivitenin standart olarak
uygulanan ampisilin ve flukonazolden daha diisiik oldugu gozlendi.

M. officinalis bitkisinden farkli teknikler ve farkli polaritedeki ¢oziiciiler kullanilarak
elde edilen ekstraktlarin farkli mikroorganizmalar {izerindeki antimikrobiyal etkisi
literatirde mevcuttur. Sara¢ (2005) tarafindan yapilan ¢alismada Mugla yoresindeki bazi
Lamiaceae tiirlerinin antimikrobiyal aktivitesi belirlenmistir. M. officinalis’in etanolik
ekstraktinin S. aeurus ve S. epidermis’e karsi etkili oldugu ve en etkili aktivitenin S.
epidermis’e kars1 oldugu gozlenmistir. Mabrouki vd. (2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada
M. officinalis bitkisinden elde edilen etanol, hekzan ve aseton ekstraktlarinin disk difiizyon
yontemi ile mikroorganizmalar iizerindeki etkisi arastirllmig ve en yiiksek inhibisyon
etkisinin tim mikroorganizmalar tizerinde etanol ekstraktinin gosterdigi rapor edilmistir.
Alvoro de Jesus Ruiz- Baltazar vd. (2017) yaptiklar1 ¢calismada M. officinalis bitkisinden
AgNO3 kullanilarak AgNP sentezlemis ve agar difiizyon yontemi ile AgNp’lerin E. coli ve
S. aeurus’a karsi antibakteriyel aktivite gdsterdigini tespit etmisler. Ayni ¢alismada (1, 5, 9,
15, 20 mM) tiim AgNp ¢ozeltilerinin inhibisyon etkisi oldugu gosterilmistir. Wissam Zam
vd. (2022) tarafindan yapilan bir ¢alismada, M. officinalis bitkisinden ekstrakte edilen ugucu
yaglarin, disk diflizyon agar ve mikro diliisyon yontemlerine gore S. Typhimorium, E.coli,
L. monocytogenes ve S. aeurus’a karsi giiglii antimikrobiyal aktivitesi oldugu bulunmustur.
Ayrica sonuglar S. aeurus’un en duyarl bakteri oldugunu ve en diisiik MIK degerine sahip
oldugunu gostermistir. (0,12 mg/ml). WA Abdel- Naime vd. (2019) tarafindan yapilan
calismada M. officinalis bitkisinin etanol ekstraktinin g¢esitli mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal aktivitelerine bakilmigtir. Test edilen numunelerin S. aeurus ve P.
aeruginosa’ya kars1 1.65 ile 191,4 pg/ml arasinda degisen MIK degerlerine sahip oldugu, E.
coli ve K. Pneumonia’ya karsi ise aktivitesinin olmadig1 gézlenmistir. Ayrica C. albicans’a
kars1 antifungal aktivite gosterdigi gozlenmistir. Ertlirk (2006) tarafindan yapilan bir

calismada, M. officinalis bitkisinin de iginde bulundugu 11 farkl: bitkinin etanol ekstraktinin
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in vitro antibakteriyel ve antifungal aktivitesi (3 gram-pozitif, 2 gram- negatif ve 2 fungusa
kars1) agar difiizyon yontemi kullanilarak degerlendirilmis ve bu ¢alisma sonucunda M.
officinalis ekstresinin antimikrobiyal ve antifungal aktivite gosterdigi goriilmiistiir. Khattap
vd. (2022) tarafindan yapilan bir ¢alismada yaptiklar1 ¢alismada AgNP ve SiNP iceren
ortamlarda yetistirilen Lavandula officinalis’ten elde ettikleri etanolik akstraktlarinin disk
diftizyon yontemi ile E. coli, S. Aeurus ve S. pneumoniae’ye karsi farkli antimikrobiyal
aktiviteler gosterdigi bildirilmistir. E. coli ve S. aeurus icin en yuksek antimikrobiyal
aktivitenin 100 mg/L SiNP’lerin varhiginda yetistirilen L. officinalis 0zutlerinde
goriildiigiinii, S. pneumoniae icin ise en yuksek antimikrobiyal aktivitenin nanopartikul
uygulamasi olmadan yetistirilen bitki 6ziitlerinde goriildiiglinii golemlemislerdir. Elde
ettikleri sonuglarda bitkilerin biiylime ortamina eklenen SiNP ve AgNP’lerin L. officinalis
etanolik oziitlerindeki fitokimyasal degisimin bu bitkinin antimikrobiyal aktivitesini de
degistirdigini rapor etmislerdir. Eren ve Baran (2019) yaptiklar1 ¢alismada yesil sentez
yontemini kullanarak P. vera bitkisinin ekstraktinda AgNP sentezlemisler ve bu AgNP’nin
S. Aerus, C. albicans ve E. coli mikroorganizmalar iizerindeki antimikrobiyal etkisini MIK
metodunu kullanarak incelemisler ve sonug¢ olarak P. vera bitkisinden sentezledikleri
AgNP’lerin giiglii bir antimikrobiyal aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Yel (2021) yaptigi
calismada P. lentiscus L. bitkisinin siirgiin kiiltiirlerine 1, 4 ve 20 mg/L konsantrasyonlarinda
AgNP uygulamis ve elde edilen ekstrelerin E. coli, B. cereus ve C. albicans
mikroorganizmalari lizerindeki antimikrobiyal aktivitelerini incelemis. Yapilan bu ¢alisma
sonucunda 1 mg/L konsantrasyonundaki AgNP uygulamasindan elde edilen ekstrenin C.
albicans {izerinde en etkili aktiviteyi gosterdigini goézlemis ve disik AgNP
konsantrasyonunun antimikrobiyal aktiviteyi arttirdigini yliksek konsantrasyonlarin ise
aktiviteyi azalttigini rapor etmistir. M. officinalis bitkisinin ve AgNP’lerin antimikrobiyal
etkisinin gosterildigi bir¢ok ¢alisma mevcuttur. Ancak in vitro ortamda AgNP stresine maruz
birakilarak yetistirilen M. officinalis bitkisinden elde edilen ekstraktlarin mikroorganizmalar
tizerindeki antimikrobiyal aktivitesine yonelik bir calismaya rastlanmamustir. Verilen benzer
literatiir bilgileri 1s5181nda 6nceki ¢alismalardan elde edilen veriler ile bu tez calismasindan
elde ettigimiz veriler kiyaslandiginda AgNP uygulamalarimin M. officinalis’in
antimikrobiyal aktivitesi lizerinde olumlu bir etkisinin oldugu ve bu etkinin nanopartikiil
konsantrasyonuna bagli olarak degistigi bilgileri paralellik gostermektedir. Yaptigimiz
calismada ekstraktlarin mikroorganizmalar tzerindeki antimikrobiyal aktivitesinin AgNP

konsantrasyonunun artis ya da azalisiyla iligkili olmadig1, ancak deneme gruplarmin sahip
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oldugu toplam fenolik madde miktarlari ve kismen rosmarinik asit miktarlarindaki
degisimlerle paralel olarak degistigi gozlendi. Elde ettigimiz bu sonuglar fenolik maddelerin
bitkilerin sergiledikleri biyolojik aktivitelerden sorumlu olabilecekleri diisiincesini destekler
niteliktedir.

M. officinalis bitkisinde bulunan sekonder metabolit igeriginin ayn1 zamanda antiviral
etkisinin oldugu da bilinmektedir (Ercan Oguztiirk vd., 2021; Ince Kose & Gengler Ozkan,
2022). Giiniimiizde pek ¢ok antiviral ilag HIV tedavisinde kullanilmakta olup en sik
rastlanilan yaklasim revers transkriptaz inhibisyonudur. HIV enfeksiyonunun tedavisinde
uygulanan mevcut strateji, revers transkriptaz inhibitorlerinin ve proteaz inhibitorlerinin
beraber kullanilmasi ile olusan kombine antiretroviral tedavidir. Kombine antiretroviral
tedavide en az iki farkli ila¢ grubundan en az ii¢ ila¢ birlestirilerek kullanilmaktadir
(Chinsembu, 2019). Ancak cART’de kullanilan yontemler pahali olmakla beraber, ilaglarin
uzun siireli kullanimi sonucunda ¢oklu ilag direnci (Cortez & Maldarelli, 2011; Palshetkar,
vd., 2020), ilag-ilag etkilesimleri ve birgok ciddi yan etki ortaya ¢ikabilmektedir (Rege vd.,
2015; Hawkins, 2010). Bahsedilen bu nedenlerden dolayr mevcut ilaglarin tedavi edici
etkileri sinirlanmaktadir. Bu nedenler géz 6niine alindiginda, kullanilan ilag tedavilerinde
toksisiteyi ve olusabilecek yan etkileri ortadan kaldirmak veya en aza indirgemek i¢in yeni,
guvenilir ve ucuz HIV-RT ajanlarinin kesfedilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir (Harvey, 2000;
Salehi vd., 2018). Viral enfeksiyonlarin 6nlenmesinde kullanilan standart tedavilerin
yetersizligi bilim insanlarin1 dogal bitkisel kaynaklari yeni antiviraller arastirmaya
yoneltmistir. Giiniimiizde birgok bitki antiviral ajan olarak kullanilmaktadir (Ege &
Elmastas, 2020). Bitkiler ¢esitli Ozelliklere sahip metabolitleri biinyesinde barindirir.
Birkillerin icerdigi alkaloidler, terpeniidler ve fenolikler gibi bilesiklerin ¢ogu viriisiin
cogalmasini baskilayan antiviral etki mekanizmalarina sahiptir (Oguztiirk Ercan vd., 2021).
Bu nedenle bitkiler ve igerdigi fitokimaysal maddeler yeni antiviral ajanlar i¢in dogal bir
kaynak olarak 6nemlidir (Unlii, 2024). Bitkilerden elde edilen ve HIV-1 RT’yi inhibe
edebilen fenolik bilesikler, flavonoidler ve terpenler diisiik inhibisyon ve yiiksek sitotoksik
etkilere sahiptirler.

HIV tedavisinde kullanilabilecek olan bitkilerden biri M. officinalis’tir. Yapilan bir¢ok
calismada M. officinalis bitkisinin HIV-1 RT iizerinde antiviral etkisinin oldugu rapor
edilmistir (Yamasaki vd., 1998; Bekut vd., 2018). Yamasaki vd. (1998) tarafindan yapilan
bir ¢aligmada M. officinalis sulu ekstrelerinin HIV iizerinde antiviral etki gosterdigi ve bu

etkinin suda ¢dzlinen polar maddelerden kaynaklandig: bildirilmistir. Geuenich vd. (2008)
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yaptiklari bir ¢aligmada M. officinalis’ten elde edilen sulu 6z(tlerin, HIV-1 virionlarina kars1
konsantrasyona bagli olarak yiiksek bir aktivite gosterdigi rapor etmislerdir. Ancak in vitro
kosullarda AgNP stresine maruz birakilarak yetistirilen fidelerden elde edilen ekstraktlarin
HIV-1 RT inhibisyonu {izerine etkisinin arastirildigi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu
calisma AgNP stresine maruz birakilarak yetistirilen M. officinalis fidelerinden elde edilen
ekstraktlarin HIV-1 RT inhibisyonu iizerine antiviral etkilerinin arastirildigi ilk ¢alismadir.

Calismamizda besi ortamina 1,0 mg/L, 5,0 mg/L, 10,0 mg/L, 20,0 mg/L ve 50,0 mg/L
konsantrasyonlarinda AgNP’ler eklenerek yetistirilen M. officinalis ekstraktlarinin HIV-1
RT inhibisyon etkileri belirlendi. Yapilan ¢alisma sonucunda AgNP uygulamasi ile in vitro
ortamlardan elde edilen M. officinalis fidelerinin metanolik ekstraktlarinin inhibisyon
etkilerinin kontrol grubundan daha yiiksek oldugu, standart antiviral olarak degerlendirilen
Nevirapin’den ise daha diisiik oranda inhibisyon etkisi gosterdigi gozlendi. Ekstraklarin
inhibisyon etkisine bakildiginda 1,0 mg/L AgNP ile desteklenen ortamdan elde edilen
ekstraktlarin daha diisiik oranda antiviral etki gosterdigi, en yiksek antiviral etkiyi ise 5,0
mg/L ile desteklenen ortamdan elde edilen ekstraklarin gosterdigi gozlendi. Diger
ekstraktlarin inhibisyon etkisinin (10,0 mg/L, 20,0 mg/L, 50 mg/L) konsantrasyon arttikca
azaldig1 ancak kontrole kiyasla daha yiiksek oldugu belirlendi. Elde edilen sonuglar M.
officinalis’in HIV-1 RT iizerinde inhibisyon etkisi oldugu bilgisini desteklemektedir. In vitro
kosullarda AgNP uygulamalarinin M. officinalis fidelerinden elde edilen ektraktlarin HIV
RT inhibisyonu tizerinde olumlu yonde etkisi oldugu diistiniilmektedir. AgNP uygulamasi
ile miktarinda artig goriilen rosmarinik asit miktarinin ayn1 zamanda fidelerden elde edilen
ektraktlarin HIV-1 RT inhibisyonu lizerinde etkisinin oldugu diistiniilmektedir.

T1ibbi bitkilerde sekonder metabolitlerin iiretiminden sorumlu anahtar genler vardir.
Bu genlerden biri de PAL genidir. PAL geni, bitkilerde fenilpopanoid biyosentez yolunda
rol alan ilk enzimdir. Bu enzim, antosiyanin, kafeik asit, flavonoid, lignin, rosmarinik asit
ve fenilpropanoidler gibi ¢esitli bilesiklerin tiretiminde 6nemli bir rol oynar (Bharati vd.,
2023)

Tez ¢alismamizin bu kisminda in vitro ortamda yetistirilen M. officinalis fidelerinde
farkli konsantrasyonlarda AgNP uygulamalarinin sekonder metabolit lireriminden sorumlu
anahtar genlerden biri olan PAL geninin ekspresyon seviyesindeki degisimler incelendi.
Yaptigimiz tez caligmasinin sonucunda AgNP konsantrasyonlarinin PAL geni ekspresyon
seviyesine farkli oranlarda etki ettifi gozlendi. Elde edilen sonuglara goére PAL geni

ekspresyon seviyenin konsantrasyona bagli degisiklik gosterdigi goriildi. AgNP
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uygulamalarindan ve kontrol grubundan elde edilen bulgular kiyaslandiginda PAL geninin
ekspresyon seviyesindeki en yiiksek degisimin 42,16 kat artis ile 50 mg/L ve ardindan 30,39
kat artis ile 10 mg/L AgNP uygulanan fidelerde oldugu goriildii. Ardindan bu artis oranlarini
sirast ile 20 mg/L (10,89) ve 1 mg/L (8,16) konstrasyonlarinda AgNP uygulanan fidelerin
takip ettigi gozlendi. Ekspresyon seviyesindeki en diisiik artis ise 5 mg/L (6,63) AgNP
uygulamasindan elde edilen fidelerde oldugu gozlendi. Yapilan galismada ekspresyon
seviyesindeki artis miktarlarinin konsantrasyona bagli olmadigi gézlendi. PAL geninin
ekspresyon seviyeleri ile elde edilen toplam fenolik madde miktar1 ve tayin edilen fenolik
bilesenlerin miktar1 arasinda herhangi bir baglantinin olmadigi da gozlendi. Bunun durum
sekonder metabolitlerin ve ilgili fenolik bilesiklerin sentezinden sorumlu farkli genlerin de
olabilecegi diisiincesini ortaya koymaktadir. Oyle ki sunulan ge¢mis raporlarda sekonder
bilesiklerin sentezinden sorumlu birden fazla genin oldugu bildirilmistir (Riahi vd., 2018;
Babajani vd., 2019; Moradbeygi vd., 2020). Bu nedenle c¢alismamizdan elde ettigimiz
fenolik madde miktarlari ile PAL geninin ekspresyon seviyeleri arasinda diizenli bir iliski
tespit edilememistir.

Literatiir incelendiginde; Babajani vd. (2019) yaptiklar1 bir ¢alismada saksida
yetistirdikleri M. officinalis fidelerine ZnO nanopartikillerinin 0,100 ve 300 mg/L™
konsantrasyonlarmi uygulamislar ve bu nanopartikiilin 100 ve 300 mg/L*
konsantrasyonlarinin sekonder metabolit Gretiminde rol alan genlerden biri olan RAS
geninin ekpresyon seviyesinde artisa neden oldugunu rapor etmislerdir. Moradbeygi vd.
(2020) Dracocephalum moldavica L. bitkisinde rosmarinik asit Gretimi izerine (0,30, 60 ve
90 ppm) Fe203 nanopartikiiliiniin ve tuz stresinin etkisini arastirdiklari bir galismada hem tuz
hem de piiskiirtme yoluyla uyguladiklari Fe>Os nanopartikillerinin sekonder metabolit
tiretiminden sorumlu olan dnemli genlerden PAL, TAT ve RAS’1n ekspresyonunu arttirdigi
ve buna bagli olarak rosmarinik asit miktarininda da artisin oldugunu belirtmislerdir. Ayrica
yaptiklar1 ¢alismada HPLC sonuclarina gore 50 mM NaCl ve 90 ppm NP’nin es zamanh
uygulanmasinin yapraklardaki rosmarinik asit igeriginin kontrole kiyasla %81,15 oraninda
arttirdigini bildirmislerdir. Literatiirde yer alan bagska bir ¢calismada Riahi vd. (2018) 30 giin
bayuttikleri M. officinalis fidelerine 8 saat uyguladiklar1 farkli CuO nanopartikiil
konsantrasyonlarinin TAT geninin ekspresyonunu etkiledigini belirtmiglerdir. Ghasemian
vd. (2021), (0, 50 ve 100 mg/L) SeNP’lerin ve (0,50, 100 ve150 mM NaCL) tuz stresinin M.
officinalis’in biiylimesi, fizyolojisi ve gen ifadesi iizerine etkilerini incelemisler ve bu

calismanin sonucunda kontrol ile kiyaslandiginda 50 mM NaCl ve 100 mg/L SeNP
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uygulamasinin PAL ve RAS genlerinin ekspresyonunda artisa neden oldugunu rapor
etmiglerdir. Verilen bu benzer ¢alismalar haricinde yapilan literatiir taramalarinda, in vitro
kosullarda yetistirilen M. officinalis tiiriine uyguladigimiz AgNP’lerin PAL geni ekspresyon
seviyesine olan etkisinin arastirildigi bir ¢alismaya rastlanmamaistir. Yapilan benzer literatiir
calismalari ile yaptigimiz ¢alismadan elde ettigimiz bulgular arasinda AgNP’nin yiiksek
konsantrasyonda PAL geninin ekspresyon seviyesini arttirmast bakimindan paralellik

bulunmaktadir.



5. SONUCLAR

Bu c¢alismada, in vitro kosullarda farkli konsantrasyonlarda AgNP stresine maruz
birakilarak yetistirilen M. officinalis bitki turiinin fenolik madde birikimi, antimikrobiyal
etki, HIV-RT inhibisyonu ve sekonder metabolit Uretiminden sorumlu genlerden biri olan
PAL geninin ekspresyon seviyesi iizerindeki degisim etkisi arastirildi. Yiiksek lisans tezi

olarak hazirlanan bu ¢alismada su sonuglar elde edildi:

1. M. officinalis bitkisinden elde edilen ektraktlarda gallik asit, ferulik asit,
protokatekuik asit, kafeik asit, siringik asit, p-kumarik asit, benzoik asit ve
rosmanirik asit bilesenlerinin miktar1 kontrol (0,1 mg/L KIN) grubuna kiyasla tim
AgNP konsantrasyonlarinda arttigi gortildi. Rosmanirik asit en yiiksek deger ile
tayin edildi.

2. M. officinalis bitkisinden elde edilen ekstraktlarda toplam fenolik madde birikiminin
kontrol grubu ile kiyaslandigr 1,0 mg/L AgNP uygulanan fidelerde kontrol ile
benzerlik gosterdigi gozlenirken, 5,0-10,0-20,0 ve 50,0 mg/L AgNP uygulanan
fidelerde kontrole gore artig gosterdigi gozlendi.

3. B. cereus, B. subtilis, Y. pseudotuberculosis, K. pneumoniae, S. aeureus, E. faecalis,
C. albicans, C. tropicalis ve S. cerevisiae mikroorganizmalari iizerinde en etkili
antimikrobiyal aktivite 5,0 mg/L ve 10,0 mg/L. AgNP stresine maruz birakilarak
yetistirilen M. officinalis ekstraktlarinda goriildi. Ekstraktlarin E. coli ve P.
aeroginosa lzerinde antimikrobiyal aktivitesi gézlenmedi.

4. M. officinalis bitki ekstraktlarinin HIV-1 RT {izerinde inhibisyon etkisi oldugu tespit
edilmistir. Inhibisyon etkisi en yiiksek 5,0 mg/L AgNP konsantrasyonunda gozlendi.
AgNP konsantrasyonu arttik¢a HIV-1 RT inhibisyon etkisinin azaldig: tespit edildi.

5. Sekonder metabolit Uretiminden sorumlu genlerden biri olan PAL geninin
ekspresyon calismalarindan elde edilen sonuclara gore kontrol ile kiyaslandiginda
AgNP uygulamalarinin PAL geni ekspresyon seviyesini arttirdigi ve en yiiksek

ekpsresyon seviyesinin 50,0 mg/L AgNP konsantrasyonunda oldugu gézlendi.



6. ONERILER

Yapilan bu tez calismasinda M. officinalis bitkisine farkli konsantrasyonlarda giimiis
nanopartikiil uygulamasi ile bitkiden elde edilen ekstraktlarin fenolik bilesen igerigini ve
toplam fenolik miktarini arttirdigi, HIV-1 RT inhibisyonu Uzerine olumlu ydnde etkisinin
oldugu, antimikrobiyal aktivite caligsmalarinda ¢ogu mikroorganizma lizerinde etkili oldugu
ancak bu etkinin standart antibiyotiklere gore diisiik oldugu ve sekonder metabolit
uretiminden sorumlu anahtar genlerden biri olan PAL geninin ekspresyonunda artisa neden
oldugu gozlendi. AgNP ygulamalarinin M. officinalis ile yapilan ¢alismalarda olumlu y6nde
etki etmesinden dolay1 bu calismanin bitki doku kiiltiiriinde nanopartikiil uygulamalarina
yonelik yapilacak olan baska ¢alismalara temel olusturacagi diistiniilmektedir.

1. Degerli bitki sekonder metabolitlerinin {iiretiminde glimiis nanopartikiillerin
kullanilmasi, istenilen kalite ve daha yiliksek miktarlarda iiretime yoOnelik
caligmalarin yapilmasi ihtiyacini ortaya koymustur. Bunun i¢in optimizasyon
caligmalar1 yapilarak ve biyoreaktor gibi sistemler kullanilarak ytiksek miktarlarda
iiretim gerceklestirilebilir.

2. Kullanilan nanopartikiiliin boyutu, sentez yontemi ve sekli gibi unsurlar bitki
gelisimi ve sonrasinda bitkisel tiriinlerin eldesinde 6nem arz ettiginden, farkl tip
ve boyuttaki giimiis nanopartikiillerin hem M. officinalis tiiriinde hem de farkli
bitki tiirlerinde denenerek, sonuclarin ortaya konmasi ve uygulanabilirliginin
belirlenmesi saglanabilir.

3. In vitro kosullarda nanopartikiil uygulamalarina yo6nelik yapilan caligmalarin
sinirli olmast nedeniyle farkli nanopartikiillerin farkli bitki tiirleri tizerindeki
sekonder metabolit iiretimi tizerine ve toplam fenolik miktar1 lizerine etkilerinin,
antimikrobiyal aktivitelerinin ve antiviral aktivitelerinin Uzerine etkilerinin
arastirilmasi onerilmektedir.

4. AgNP wuygulanmis M. officinalis fidelerinden elde edilen ekstraktlarin
antimikrobiyal aktivitelerinin standart antimikrobiyallere gore diisiik olmasindan
dolay1, daha etkili aktivite gosterecek uygun AgNP konsantrasyonunun veya farkli
nanopartikiil konsantrasyonlarimin etkisi tizerinde ¢alisilmasi Onerilmektedir.

5. HIV-1 RT inhibisyonunda daha etkili sonuglarin elde edilmesi i¢in farkh

nanopartikiil ve konsantrasyonlarinin galisilmasi 6nerilmektedir.
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6. Bitkilere uygulanacak olan nanopartikiiller ile ilgili yapilacak olan ¢aligmalarda
uygulanan nanopartikiillerin ve konsantrasyonlarinin toksisisitesinin arastiriimasi
onerilmektedir.

7. Gumiis nanopartikiillerin tarla kosullarinda uygulanabilmesi i¢in 6ncelikle insan
saglig1 ve ekolojik ¢evre iizerindeki etkilerinin arastirilmasi gerekmektedir.

8. Bitkilerde uygulanan nanopartikiillerin etkilerinin molekiiler mekanizmalari heniiz
tam olarak aydinlatilamamistir. Bundan dolay1 nanopartikiillerin bitki gelisiminde
ve sekonder metabolit Uretiminde rol alan genler Uzerindeki etkilerinin

arastirilmasi onerilmektedir.
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