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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

 

TIBBİ ADAÇAYI (Salvia officinalis L.) BİTKİSİNDE NİTRİK OKSİT 

UYGULAMALARININ FENOLİK BİLEŞİKLERİN BİYOSENTEZ YOLAKLARI 

ÜZERİNE ETKİSİ 

 

Hakan YALÇIN 

Afyon Kocatepe Üniversitesi  

Fen Bilimleri Enstitüsü  

Moleküler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı 

Danışman: Doç. Dr. Hakan TERZİ  

İkinci Danışman: Prof. Dr. Mustafa YILDIZ 

 

Nitrik oksit (NO), bitkilerde büyüme, gelişme ve stres tepkileri dahil olmak üzere çeşitli 

fizyolojik süreçlerde rol oynayan önemli bir sinyal molekülüdür. Son yıllarda, 

bitkilerde, özellikle de Salvia officinalis gibi tıbbi bitkilerde, fenolik maddelerin 

birikimini ve antioksidan kapasiteyi artırmada NO'nun rolünün anlaşılmasına yönelik 

ilgi artmaktadır. Bu nedenle bu çalışmada, S. officinalis yapraklarında dışsal NO 

uygulamalarının fenolik ve flavanoid içeriği, antioksidan kapasite ve fenolik asit 

kompozisyonunun yanı sıra fenolik bileşiklerin sentezinde rol oynayan bazı önemli 

genlerin ifadesi üzerindeki etkisi değerlendirilmiştir. S. officinalis fidelerinin 

yapraklarına 0, 100 ve 1000 M NO donörü dietilentriamin NONOat püskürtülmüştür. 

Son uygulamadan 24 saat sonra yaprak örnekleri analizler için hasat edilmiştir. Dışsal 

NO uygulaması, toplam fenolik ve flavonoid içeriğinin artmasına neden olmuştur. 

Ekstraktların antioksidan kapasiteleri tamamlayıcı yöntemlerle [toplam antioksidan 

kapasite (TAK), 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) antiradikal kapasite, bakır iyonu 

indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC) ve demir iyonu indirgeyici antioksidan 

potansiyel (FRAP)] test edilmiş ve NO uygulaması antioksidan aktiviteyi önemli ölçüde 

artırmıştır. HPLC analizi, ekstraktlarda ana bileşik olarak rosmarinik asidin varlığını 

ortaya çıkarmış ve 100 M NO uygulaması ferulik ve rozmarinik asit içeriğini 

artırmıştır. Dışsal NO uygulaması hem fenilpropanoid hem de tirozin türevli yolaklarda 
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yer alan anahtar genlerin (PAL, C4H, 4CL, TAT, HPPR ve RAS) ifade seviyelerinde 

değişikliğe neden olmuştur. Bulgularımız, NO uygulamasından sonra S. officinalis'in 

yaprak dokularında PAL, TAT ve RAS ifade seviyelerindeki artışın fenolik asit içeriği ve 

antioksidan kapasite ile ilişkili olduğunu göstermektedir. 

 

2024, xi + 61 sayfa 

 

Anahtar Kelimeler: Antioksidan kapasite, Fenolik bileşikler, Gen ifadesi, Nitrik oksit, 

Salvia officinalis. 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

  



iii 

ABSTRACT 

M.Sc. Thesis  

 

EFFECTS OF NITRIC OXIDE APPLICATIONS ON BIOSYNTHESIS PATHWAY 

OF PHENOLIC COMPOUNDS IN COMMON SAGE (Salvia officinalis L.) PLANT 

 

Haktan YALÇIN 

Afyon Kocatepe University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Molecular Biology and Genetics 

Supervisor: Assoc. Prof. Hakan TERZİ  

Co-Supervisor: Prof. Mustafa YILDIZ 

 

Nitric oxide (NO) is a key signaling molecule involved in various physiological 

processes in plants, including growth, development, and stress responses. In recent 

years, there has been growing interest in understanding the role of NO in enhancing the 

accumulation of phenolic substances and antioxidant capacity in plants, particularly in 

medicinal herbs such as Salvia officinalis. Therefore, in this study, the effect of 

exogenous NO applications on phenolic and flavonoid content, antioxidant capacity and 

phenolic acid composition, as well as the expression of some important genes involved 

in the synthesis of phenolic compounds in S. officinalis leaves was evaluated. S. 

officinalis leaves were foliar sprayed with 0, 100, and 1000 M NO donor 

diethylenetriamine NONOate. The leaf samples were harvested after 24 hours of the last 

treatment for analyses. Exogenous NO tretment resulted in an increase of total phenolic 

and flavonoid content. The antioxidant capacities of extracts was tested through 

complementary methods (total antioxidant capacity (TAC), 1,1-diphenyl-2-

picrylhydrazyl (DPPH) antiradical capacity, cupric ion reducing antioxidant capacity 

(CUPRAC) and ferric ion reducing antioxidant potential (FRAP)], and the application 

of NO considerably enhanced the antioxidant activity. HPLC analysis revealed the 

presence of rosmarinic acid as the main compound in the extracts, and 100 mM NO 

application increased the content of ferulic and rosmarinic acids. The expression levels 

of the key genes (PAL, C4H, 4CL, TAT, HPPR, and RAS) involved in the both 
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phenylpropanoid and tyrosine-derived pathways were affected by exogenous NO 

application. Our findings show that the increase in PAL, TAT and RAS expression levels 

in leaf tissues of S. officinalis after NO application is associated with phenolic acid 

content and antioxidant capacity. 

 

2024, xi + 61 pages 

 

Key words: Antioxidant capacity, Gene expression, Nitric oxide, Phenolic compounds, 

Salvia officinalis. 
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1. GİRİŞ 

 

Lamiaceae (Ballıbabagiller) familyasına ait tıbbi adaçayı (Salvia officinalis L.) önemli 

bir tıbbi ve aromatik bitkidir. Güney Avrupa ve Akdeniz bölgelerine özgü bir bitki olan 

S. officinalis yapraklarından elde edilen uçucu yağı için dünya çapında yetiştirilmektedir 

(Craft vd. 2017). Yaprak ve çiçekleri ilaç ve parfümeri endüstrilerinde hammadde 

olarak kullanılmaktadır (Rahmani Samani vd. 2021). Ayrıca adaçayı yaprakları ve 

çiçeklerinden elde edilen uçucu yağ, geniş spektrumlu farmakolojik aktiviteler sergiler 

ve potansiyel doğal ürünler olarak gıdaların korunmasında kullanılmaktadır (El Euch 

vd. 2019). Adaçayının anti-kanser, anti-inflamatuar, antikoagülan, antioksidan, 

antimikrobiyal, analjezik, hipoglisemik, hipolipidemik ve anti-mutajenik etkiler dahil 

olmak üzere çok çeşitli terapötik aktivitelere sahip olduğu bilinmektedir (Ghorbani ve 

Esmaeilizadeh 2017). Salvia türlerinin en önemli biyoaktif bileşikleri terpenler ve 

fenolik bileşiklerdir (Ghorbani ve Esmaeilizadeh 2017, Xu vd. 2018). Fenolik asitlerin, 

özellikle de rozmarinik asit (RA)’in, Salvia türlerinin terapötik etkilerinden esas olarak 

sorumlu olduğu bildirilmiştir (Liu vd. 2006, Dent vd. 2017). 

 

Rozmarinik asidin hepatoprotektif (Wang vd. 2019), antiinflamatuar (Jiang vd. 2018) ve 

nöroprotektif aktivite (Costa vd. 2013) gibi sağlık üzerine olumlu etkilerinin olduğu 

rapor edilmiştir. Ayrıca serbest radikalleri temizleme, pro-oksidan iyonları şelatlama 

yeteneği, lipit peroksidasyonunu önleme ve biyomakromoleküllere bağlanma özellikleri 

RA'nın gıda endüstrisindeki uygulamalarda değerli bir antioksidan olduğunu 

göstermektedir (Ferraro vd. 2015, Li vd. 2021). Bu nedenle RA'ya olan talebin artması, 

büyük miktarlarda üretimine yönelik farkındalığı da artırmaktadır. Ancak RA’nın 

bitkilerdeki içeriği nadiren kuru ağırlığın %1'inin üzerine çıkmakta (Petersen 2013) ve 

bitkinin fizyolojisine, büyüme ve gelişme aşamalarına, hasat öncesi ve sonrası süreçlere, 

ayrıca coğrafi ve çevresel faktörlere bağlıdır. Rozmarinik asit gibi fenolik asitlerin 

biyosentezi Salvia türlerinde iyi bir şekilde incelenmiştir. RA'nın biyosentezi, fenolik 

asit biyosentez yolunun bir parçası olarak L-fenilalanin ve L-tirozin amino asitlerini 

öncül olarak kullanan fenilpropanoid ve tirozin türevli yolakları içermektedir (Deng vd. 

2020). L-fenilalanin amino asidinin para-kumaroil-koenzim A öncüsüne dönüşümünde 

yer alan enzimler fenilalanin amonyum-liyaz (PAL; EC 4.3.1.24), sinamik asit 4-
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hidroksilaz (C4H; EC 1.14.14.91) ve kumarik asit KoA ligazdır (4CL; EC 6.2.1.12). 

Tirozin türevli yolakta ise, L-tirozin ilk önce tirozin aminotransferaz (TAT; EC 2.6.1.5) 

tarafından 4-hidroksifenilpiruvik aside (PHPP) dönüştürülmektedir. Daha sonra 

hidroksifenilpiruvat redüktaz (HPPR; EC 1.1.1.237) enzimi PHPP'yi 4-

hidroksifenillaktik aside (PHPL) dönüştürür. Tirozin ve fenilalanin türevi yolların iki 

ara ürünü olan 4-hidroksfenillaktik asit ve 4-kumaroil-KoA, rozmarinik asit sentazın 

(RAS, EC 2.3.1.140) ve sitokrom P450'ye bağımlı monooksijenazın (CYP98A14; EC 

1.14.13.36) katalizlediği reaksiyonlar ile RA'ya dönüştürülür (Fu vd. 2020). 

 

Bitkilerde sekonder metabolitlerin in vitro biyosentezinin artırılmasında kullanılan 

yöntemlerde biri de elisitörlerin uygulanmasıdır. Bu metodun etkinliği elisitör tipine, 

konsantrasyonuna, maruz kalma süresine ve bitkinin fizyolojik yaşına bağlıdır (Açıkgöz 

2020). Salvia türlerinde fenolik asit içeriğini arttırmak için NO (Pirooz vd. 2022), metil 

jasmonat (Pesaraklu vd. 2021), maya özütü (Attaran Dowom vd. 2017), ağır metaller 

(Xing vd. 2015) ve bitki büyüme düzenleyicileri (Liang vd. 2013) gibi çeşitli elisitörler 

uygulanmıştır. Bununla birlikte, biyosentetik yolaklardaki anahtar enzimlerin gen 

ifadelerinin elisitörlerle uyarılması yoluyla bitkilerde fenolik asit üretimini arttırmak 

için bazı çalışmalar yapılmıştır (Zhang vd. 2013, Park vd. 2016, Narayani ve Srivastava 

2017, Gonçalves vd. 2019, Pesaraklu vd. 2021). Çeşitli çalışmalar, NO'nun bitkilerde 

spesifik gen ifadesini indükleyerek sekonder metabolitlerin üretiminde bir sinyal 

molekülü olarak önemli bir rol oynadığını göstermiştir. Pirooz vd. (2022), S. officinalis 

yapraklarında NO uygulamasının PAL, TAT ve RAS genlerinin ifadesini ve PAL enzim 

aktivitesini arttırdığının ve bu durumun özellikle RA olmak üzere fenolik bileşiklerin 

birikimindeki artıştan sorumlu olduğunu bildirmiştir. Bu tez çalışmasında, dışsal NO 

uygulamalarına (0, 100 ve 1000 M) maruz bırakılan S. officinalis bitkilerinin yaprak 

dokularında toplam fenolik ve flavonoid içeriği, farklı tamamlayıcı testler (TAK, 

DPPH, CUPRAC ve FRAP) kullanılarak antioksidan kapasite, fenolik asit 

kompozisyonlarının ve fenolik asit biyosentezinde fonksiyon gören anahtar enzimleri 

kodlayan genlerin (PAL, 4CL, C4H, TAT, HPPR ve RAS) ifade seviyelerinin 

belirlenmesi amaçlanmıştır.   
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2. LİTERATÜR BİLGİLERİ 

 

2.1 Tıbbi Adaçayının Sistematiği ve Morfolojisi 

 

Tıbbi adaçayı (Salvia officinalis L.) türü, Lamiaceae familyasının en önemli Salvia 

taksonunda yer alır. Anavatanı Akdeniz olmakla birlikte dünyada yaygın olarak yetişen 

Salvia cinsi 900'e yakın tür içermektedir (Walker vd. 2004, Jakovljević vd. 2019). S. 

officinalis, 60 cm yüksekliğinde çok yıllık otsu bir bitkidir.  

 

Çizelge 2.1 Tıbbi adaçayının (Salvia officinalis L.) sistematiği 

Alem Plantae 

Bölüm Tracheophyta 

Sınıf Magnoliopsida 

Takım Lamiales 

Familya Lamiaceae 

Cins Salvia L. 

Tür Salvia officinalis L. 

 

Yapraklar basit, uzun ve saplı, kenarları tırtıklı, buruşuk yüzeyli ve bazen bazal loblu 

olup karşılıklı çapraz olarak dizilmiştir. Yaprağın alt kısmında beyaz tüyler, üst 

kısmında ise yeşilimsi veya yeşilimsi gri tüyler bulunmaktadır. Gövde dik veya yatay 

olup koyu yeşil tüylü dallara sahiptir. Çiçekler gövdeden 2 ila 4 mm uzunluğundadır ve 

sahte bir bileşik salkım oluşturan 5 ila 10 morumsu−mavi çiçeklerle psödovertikilla 

yıldız şeklinde çiçek açarlar. Habitat ve iklim koşullarına bağlı olarak Mart'tan 

Temmuz'a kadar çiçek açmaktadırlar (Hedge vd. 1972).  

 

2.2 Nitrik Oksit 

 

Nitrik oksit (NO) bitkilerde ilk kez Klepper tarafından keşfedilmiştir (Klepper 1979). 

NO, çok işlevli bir molekül olarak tanımlanmıştır (Levine 2012). Nitrojen ve oksijenden 

oluşan diatomik bir gaz ve endojen bir sinyal molekülü olan NO biyoaktif, potansiyel 

olarak toksik, nispeten kararsız, renksiz, küçük, lipofilik bir serbest radikal gazdır 
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(Leshem 2000, Hancock 2020, Khan vd. 2023).  

 

NO'nun çok işlevli rolü, yarı ömrü ile ilgilidir (Bruand ve Meilhoc 2019). Düşük 

konsantrasyonlarda (1 µmol/L'den az) NO'nun yarı ömrü dakikalar ila saatler arasında 

olabilir ve bu nedenle birçok hücre katmanına veya hücreler arası boşluklarda daha 

uzun mesafelere yayılabilir. Daha yüksek konsantrasyonlarda NO'nun yarılanma ömrü 

saniyeler mertebesinde çok daha kısadır (Henry vd. 1997). NO'nun yarı ömrü aynı 

zamanda proteinler, hemoproteinler, bağlı demir, bağlı bakır, sistein, askorbik asit, 

oksijen ve H2O2 gibi hedeflerinin lokal konsantrasyonuna da bağlıdır (Stöhr ve Ullrich 

2002).  

 

Sodyum nitroprussid (SNP) gibi farklı NO donörleri formunda bitkilere uygulanabilen 

NO’nun canlı organizmalarda çeşitli enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlar 

yoluyla üretildiği bildirilmiştir (Rolly vd. 2020). Genellikle nitratın nitrite 

dönüştürülmesi yoluyla nitrojen asimilasyonuyla ilişkilendirilen nitrat redüktaz (NR), 

nitritten NO üretimine de aracılık edebilir (Rockel vd. 2002). İndirgeme verimliliği 

düşüktür (NR aktivitesinin yaklaşık %1'i); oksijenin düşük olduğu ortamlarda daha 

belirgindir ve normalden daha yüksek nitrit seviyeleri gerektirir (Rockel vd. 2002). 

Enzim hem sitozolik formda hem de plazma membranına bağlı formda bulunmuştur 

(Stöhr 1999). 

 

2.2.1 Nitrik Oksit Biyosentezi 

 

İndirgeyici ve oksidatif yolaklar ile incelenen NO sentezinin mekanizmaları çok 

farklılık göstermelerine rağmen (Malia ve Moura 2015), mekanizması henüz tam olarak 

aydınlatılmamıştır. İndirgeyici yolak nitritlerin NO'ya indirgenmesine, oksidatif yolak 

ise aminasyonlu molekülün oksidasyonuna bağlıdır. İndirgeyici yolaklar sitokrom−c 

oksidaz, nitrat redüktaz (NR), plazma membranına bağlı nitrit redüktaz, nitritlerin 

NO'ya indirgenmesi ve asidik koşullar altında nitritin enzimatik olmayan indirgenmesi 

için ksantin oksidoredüktaz (XOR) ve/veya redüktaz enzimlerini içeren yolaktır. 

Oksidatif yolak ise L−arjinin, poliaminler (PA) ve hidroksilamin gibi aminlenmiş 

moleküllerin oksidasyonunu içerir (Şekil 2.1) (Moreau vd. 2010, Procházková vd. 

2014). 
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Şekil 2.1 Bitkilerde NO oluşumunun indirgeyici ve oksidatif yolakları. Nitriti (NO2) NO'ya 

indirgemek için gereken elektron, mitokondriyal elektron taşıma sistemi, nitrat 

redüktazdaki NAD(P)H veya asidik indirgeyici bir ortam tarafından sağlanabilir. 

Bitkilerde NO üretmenin oksidatif yolunda arjinin, poliaminler ve hidroksilaminler 

gibi çeşitli substratlar önerilmiş fakat hiçbir enzim tanımlanmamıştır (Moreau vd. 

2010’dan değiştirilerek). 

 

Bitkilerde azot asimilasyonunda önemli bir rol oynayan NR'nin, NO'nun çok önemli bir 

enzimatik kaynağı olduğu düşünülmektedir (Chamizo−Ampudia vd. 2017). Bitkilerde 

yaygın olarak bulunan nitrat ana substrat olarak kullanılmaktadır. NR, elektronları 

NAD(P)H'den nitritten NO sentezinde de yer alan molibdoenzim NO oluşturan nitrit 

redüktaza (NOFNiR) geçirir (Chamizo−Ampudia vd. 2016). Peroksizomlar, mitokondri, 

kloroplastlar ve plazma zarı gibi farklı bitki organelleri, çeşitli abiyotik stres koşulları 

altında olası NO üretim kaynakları olarak kabul edilmiştir (Gupta vd. 2011). 

 

L-arjinine bağımlı yolağa nitrik oksit sentazın (NOS) enzimatik aktivitesi aracılık eder. 

Bu iki aşamalı işlem sırasında, L-arjinin ilk olarak moleküler oksijen ile etkileşime 

girerek N-hidroksi-L-arjinin oluşturur ve bu da gaz halindeki NO'nun salınmasıyla 

sitrüline dönüştürülür. Arjininin guanidin grubu, ortaya çıkan NO molekülleri için 

nitrojen atomlarının kaynağıdır ve oksijen atomları, reaksiyona katılan oksijen 

moleküllerinden gelmektedir (Del Castello vd. 2019, Kolbert vd. 2019, Corpas vd. 

2021). 
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2.2.2 Nitrik Oksitin Büyüme ve Gelişme Üzerine Etkisi 

 

NO, çeşitli biyolojik fonksiyonları yerine getirmektedir (Hancock 2020). NO, hücre 

zarlarından kolayca yayılır ve normal ve stresli koşullar altında hem hayvanlarda hem 

de bitkilerde mükemmel bir hücre içi ve hücreler arası kimyasal haberci olarak görev 

yapmaktadır (Khan vd. 2023). Oldukça lipofilik doğası nedeniyle NO, spesifik 

membran taşıyıcılarının yardımı olmadan hücre membranlarından yayılabilir (Feldman 

vd. 1993, Rodrigo vd. 1994, Leshem 2000). 

 

NO, çimlenme ve vejetatif büyümeden çiçeklenmeye, meyve olgunlaşması ve senesense 

kadar bitki gelişiminin tüm aşamalarındaki metabolik süreçlerin düzenlenmesinde yer 

almaktadır. NO, hücre döngüsünün düzenlenmesinde, polen tüpü farklılaşması ve 

büyümesinde, morfogenezde ve bitki-simbiyont etkileşimlerinin kurulmasında rol 

oynamaktadır (Karpets ve Kolupaev 2017, Kolbert vd. 2019, Corpas vd. 2020, Khan vd. 

2023).  

 

 

Şekil 2.2 NO'nun üretildiği reaksiyonlar ve yerleri ve NO'nun bir sinyal molekülü olarak olası 

dahil olduğu ana reaksiyonların şematik diyagramı (Planchet ve Kaiser 2006’dan 

değiştirilerek). 
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NO, bitkileri yaralanma, hipoksi, patojen istilası, kuraklık stresi, tuzluluk stresi, 

ultraviyole (UV) radyasyon, aşırı sıcaklık ve ağır metal stresleri gibi çeşitli çevresel 

streslere karşı korumak için önemli bir rol üstlenmektedir (Rolly vd. 2020, Khan vd. 

2021, Rahim vd. 2022).  

 

2.3 Sekonder Metabolitler 

 

Bitkilerde 200.000'den fazla sekonder metabolit (SM) tanımlanmıştır (Neilson vd. 

2013). Biyosentez yolu ve kimyasal yapısına dayalı olarak bitki sekonder metabolitleri 

(BSM’ler), terpenoidler, fenolik bileşikler ve azot içeren bileşikleri kapsamaktadır 

(Jamwal vd. 2018, Jogawat vd. 2021, Li vd. 2020, Yadav vd. 2021). Dünyada 

391000'den fazla bitki türü var olduğu (Willis 2017) düşünüldüğünde SM’lerin daha 

fazla araştırılması için geniş imkan sunmaktadır. Bazı BSM’ler, belirli bitki taksonlarına 

özgüdür (van Wyk 2003). BSM’lerin konsantrasyonları, bitki ontogenezi ve doku tipine 

bağlı olarak popülasyonlar ve taksonlar arasında değişiklik göstermektedir (Acamovic 

ve Booker 2005, Ritmejeryte vd. 2020). 

 

BSM’ler, biyolojik aktivitelere ve farklı kimyasal yapılara sahip küçük moleküllerdir. 

Hücre oluşumu da dahil olmak üzere temel yaşam fonksiyonlarının ana itici güçleri olan 

primer metabolitlerin aksine, BSM’ler primer yaşam işlevleri için gerekli değildir ve 

yüksek enerjili bağlara sahip değildir (Kessler ve Kalske 2018). Bununla birlikte, 

BSM’ler, abiyotik ve biyotik streslerle başa çıkmada bitkinin hayatta kalmasını 

sağlayan temel sekonder fizyolojik ve biyokimyasal olaylarda rol oynarlar (Kessler ve 

Kalske 2018). Abiyotik stres faktörleri, kemotiplerde (sekonder metabolitlerin 

bileşimindeki farklılıklar veya morfoloji/anatomi üzerinde etkisi çok az ya da hiç 

olmayan küçük genetik ya da epigenetik değişikliklerin kimyasal fenotipte büyük 

değişikliklere neden olması) ve BSM üretim seviyelerinde önemli bozulmalara neden 

olmaktadır. Örneğin, bitkiler yüksek sıcaklıklara maruz kaldıklarında daha fazla 

terpenoid üretirler (Sallas vd. 2003) ve UV−B (280−315 nm) radyasyonuna maruz kalan 

bitki yaprakları daha fazla fenolik asit ve flavonoid üretmektedir (Julkunen−Tiitto vd. 

2014, Kaling vd. 2015). 
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İnsan sağlığı açısından önemli olan BSM’ler, birçok farmasötik ürünün ana kaynağıdır. 

Mevcut ilaçların %25'inden fazlası BSM’lerden elde edilmektedir (Hamilton 2004). 

Papaver somniferum'dan morfin, Digitalis purpurea'dan digitoksin, Taxus baccata'dan 

taksol, Artemisia annua'dan artemisin ve Cinchona officinalis'ten kinin, Catharanthus 

roseus'tan vinblastin ve vinkristin ve Filipendula ulmaria'dan aspirinin ana maddesi 

olan salisilik asit sekonder metabolitleri izole edilmiştir. Farklı abiyotik stres koşullarına 

maruz kalan bitkiler, strese tolerans sağlamak için daha yüksek konsantrasyonlarda 

birçok BSM üretmektedir (Roy ve Roy 2016, Gupta vd. 2019, Applequist vd. 2020). Bu 

durum, tedavi amaçlı yeni ürün geliştirmek isteyen doğal ürün araştırmacılarına ve 

dolayısıyla ilaç şirketlerine önemli bir fırsat sunmaktadır.  

 

2.3.1 Fenolik Bileşikler  

 

Fenolik bileşikler bitkiler aleminde en yaygın bulunan sekonder metabolitler olup, 

nadiren bakteri, mantar ve alglerde de bulunmaktadırlar (Lattanzio 2013, Farhat vd. 

2020, Šamec vd. 2021). Fenolik bileşikler, bitkilerin kendilerini abiyotik ve biyotik 

faktörlerine karşı korumak için ürettiği stres metabolitleridir. Yapısal olarak fenolik 

bileşikler, bir veya daha fazla hidroksil grubunun sahip olduğu en az bir aromatik halka 

ile karakterize edilen metabolitlerdir (Šamec vd. 2021, Eseberri vd. 2022). 

 

Fenolik bileşikler, kendisine bağlı bir hidroksil grubuna sahip bir fenol grubu içeren 

organik bileşik sınıfıdır (Xu vd. 2019). Fenolik bileşikler, bir veya daha fazla hidroksil 

grubuna bağlı tek veya çoklu aromatik halkalardan oluşur (Sulusoglu 2014). Fenolik 

bileşikler 2 temel yapıya sahiptir: Flavonoidler, bazı fenolik asitler ve yoğunlaşmış 

tanenler C6−C3−C6 halka yapısında iken bazı fenolik asitler ve hidrolize tanenler ise 

C6−C1 yapısındadır (Ringli vd. 2008).  

 

Fenolik bileşikler, basit fenoller ve polifenoller olmak üzere iki genel gruba ayrılabilir 

(Sulusoglu 2014). Basit fenoller, bir hidroksil grubuna bağlı bir aromatik halkadan 

oluşan fenolik bileşiklerdeki en basit bileşikler olarak kabul edilir. Fenol ayrıca 

hidroksil grup numarasına veya aromatik halkaya bağlı amino, klor, metil ve nitro 

gruplarının varlığına göre rezorsinol, o-aminofenol, o-klorofenol, o-kresol, ve o-
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nitrofenol gibi bazı türevlere sahiptir (Lee vd. 1998). Diğer yandan polifenollerin yapısı 

da fenolik asitler gibi basit fenolik bileşiklerden tanenler gibi daha karmaşık maddelere 

kadar farklılık göstermektedir. Bu bileşikler çeşitli konfigürasyonlarda mevcut 

olduğundan, fenolik bileşikler, fenol halkalarının ve bu halkaları destekleyen yapısal 

elemanların varlığına dayalı olarak fenolik asitler (hidroksibenzoik asit ve 

hidroksisinnamik asit), flavonoidler (flavonoller, flavonlar, flavanonlar, izoflavonlar ve 

antosiyanidinler), tanenler (hidrolizlenebilir ve kondanse), stilbenler ve lignanlar 

şeklinde sınıflandırılırlar (Şekil 2.3) (Pietta vd. 2003, Falcao ve Araujo 2011, Alu’datt 

vd. 2017, Bento vd. 2017, Alara vd. 2021, Mutha vd. 2021).  

 

 

 
 

Şekil 2.3 Fenolik bileşiklerin sınıflandırılması. *Polifenollerin türevlerini ifade eder (Alara vd. 

2021, Zhang vd. 2022, Suliman vd. 2023’ten değiştirilerek). 

 

Fenolik asitler, en az bir organik karboksilik asit grubu içeren fenoller olarak 

adlandırılır (Schieber vd. 2001, Mattila ve Hellström 2007). Hidroksibenzoik asitler ve 

hidroksisinnamik asitler olarak sınıflandırılmaktadır (Şekil 2.3) (Pietta vd. 2003). 

Hidroksibenzoik asitler, C6−C1 yapısının yedi karbon atomu çerçevesinden oluşan 

benzoik asidin varyasyonlarıdır. Salisilik asit, gallik asit, p−hidroksibenzoik asit, 

gentisik asit, protokateşik asit ve vanilik asit ana hidroksibenzoik asitlerdir (Balupillai 

vd. 2015). Hidroksisinnamik asitler, C6−C3 çerçeve yapısından oluşan sinnamik 

asitlerin modifiye edilmiş formu olarak tanımlanmaktadır. Hidroksisinnamik asitler 

serbest durumda bulunmazlar, ancak sıklıkla p−kumarik, kafeik, ferulik ve sinapik 

asitler gibi esterler ve glikozitler olarak oluşurlar (Mattila ve Hellström 2007).  
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Flavonoidler doğal olarak oluşan fenollerin en büyük grubudur (Evans 2009). 

Flavonoidler (C6−C3−C6) genellikle üç karbon atomundan oluşan bir zincirle birbirine 

bağlanan iki benzen halkasından (A halkası ve B halkası) oluşur ve genellikle bir piran 

halkaya (C halkası) yoğunlaşır. Flavonoidler yapısal formüllerine bağlı olarak flavonlar, 

flavonoller, dihidroflavonol, flavanonlar, flavanol, kalkonlar, dihidrokalkonlar, 

auronlar, antosiyanidin, izoflavonoidler gibi türevlere sahiptir (Şekil 2.3). Bununla 

birlikte flavonoidler, glikozit türevleri veya aglikon formu halinde bulunmaktadır 

(Bravo 1998, Zhang vd. 2022). Flavonoidler simbiyotik azot fiksasyonu gibi bitki−çevre 

etkileşiminde önemli bir rol oynamaktadır (Samanta vd. 2011, Zhang vd. 2022). 

Simbiyotik enfeksiyon aşamasında köklerden ve Rhizobia yardımıyla salgılanırlar (Liu 

ve Murray 2016). Flavononlar doymuş bir C halkasına sahiptir (Panche vd. 2016). 

İzoflavonlar, flavonoidlerin bir alt sınıfıdır ve östrojenlerle yapısal benzerliklere 

sahiptir. İzoflavonlar bazen özellikle soya fasulyesinde bol bulunan "fitoöstrojenler" 

olarak adlandırılır. Antosiyanidinler flavonoid pigmenti olan flavilyum iyonunun temel 

yapısına sahip olup, C−halkasının 4. konumunda bir keton oksijeninden yoksundur 

(Chun vd. 2005, Khoo vd. 2017). Bitkiler turuncu, kırmızı, mor ve mavi tonları türeten 

primer pigmentler olan antosiyaninler de dahil olmak üzere çeşitli flavonoidleri 

içermektedir (Samanta vd. 2011, Zhang vd. 2022).  

 

Tanenler çeşitli biyolojik aktivitelere sahip olan bir grup fenolik bileşiktir (Smeriglio 

vd. 2017). Tanenler kimyasal yapılarına göre hidrolizlenebilir ve kondanse tanenler olan 

iki ana gruba ayrılmaktadır (Şekil 2.3) (Alara vd. 2021). Hidrolizlenebilir tanenler, 

gallotanninler gibi, gallik asit ile esterleştirilmiş merkezi bir glikoz çekirdeğinden 

oluşmaktadır (Zajacz vd. 2007). Kondanse tanenler [(C6−C3-C6)n], oligomerler veya 

polimerler oluşturmak üzere C4−C8 ve C4−C6'daki karbon−karbon bağları ile bağlantılı 

flavanoid birimleri (flavan−3−ol) içermektedir (Ismayati vd. 2017, Alara vd. 2021). 

Kateşin−4⍺−8−kateşin, robinetinidol−(4⍺−8)−kateşin ve fisetinidol−(4⍺−8)−kateşin 

yoğunlaşmış tanen örnekleridir (Şekil 2.3) (Ohara vd. 2003).  

 

Stilbenler (C6−C2−C6), aglikonlar veya glikozitler olarak bulundukları diğer fenolik 

bileşiklere kıyasla nispeten küçük bir gruptur (Metsamuuronen ve Siren 2019). Bu 
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bileşikler, 2−karbon metilen köprüsü ile birbirine bağlı iki fenil bileşiği içerir (Kumar 

vd. 2018). Resveratrol, pterostilben ve pinosilvin stilbenlere örnek verilebilir (Şekil 2.3) 

(Chang vd. 2012, Reinisalo vd. 2015).  

 

Lignanlar, iki sinnamik asit rezidüesinin dimerizasyonundan oluşan difenolik bitki 

bileşikleridir. Lignanlar bitki aleminde yaygın olarak dağılmıştır ve bitki köklerinde, 

rizomlarda, gövdelerde, yapraklarda, çiçeklerde, meyvelerde, tohumlarda, ksilemlerde 

ve reçinelerde bulunurlar. Lignanların primer kaynakları tahıllar, meyveler, keten 

tohumu ve sebzeler gibi doğal ürünlerdir. Lignanlar, sesamin, sekoizolarisiresinol 

diglukosit, matairesinol ve enterodiol gibi çeşitli aktif bileşiklere sahiptir (Milder vd. 

2005, Webb ve McCullough 2005, Cui vd. 2020). Yapılarına göre dibenzilfuran, 

dibenzilbutirolaktol, dihidroksibenzilbütan, arilnaftalen ve ariltetralin lakton türevleri 

gibi çeşitli gruplara ayrılırlar (Şekil 2.3) (Alcorn vd. 2017). Monolignoller, sinnapik, 

p−kumarik ve ferulik asitler gibi hidroksisinnamik asitlerin dimerizasyonundan elde 

edilen lignanlardır. Lignanların dimerlerine neolignan denir. Bu lignanlar doğada 

serbest formlarında yaygın olarak bulunmaz, ancak glikozillenmiş türevler olarak diğer 

moleküllere bağlanırlar. Ayrıca, sadece dimerler olarak değil, dilignanlar ve 

seskuilignanlar gibi karmaşık oligomerler olarak da bulunmaktadırlar (Pilar vd. 2017). 

 

2.4 Tıbbi Adaçayının Kimyasal Bileşenleri ve Farmakolojik Özellikleri 

 

Fenolik asitlerin esas olarak cilt kanseri (Balupillai vd. 2015), böbrek hasarı (Yasir vd. 

2018) ve alerjik hastalıkları (Kim vd. 2006) tedavi etmek için farmasötik bir ajan olarak 

kullanıldığı bildirilmiştir. Bu bileşikler, antiinflamatuar, antioksidan ve antikanser 

etkiler dahil olmak üzere çok çeşitli biyolojik aktivitelere sahiptir (Zhang vd. 2022). 

Fenolik bileşikler, nörodejeneratif bozukluklar, kardiyovasküler hastalıklar, diyabet ve 

osteoporoz riskini azaltmak da dahil olmak üzere farmakolojide yaygın olarak 

kullanılmaktadır (Arts ve Hollman 2005, Graf vd. 2005, Blahova vd. 2021, Canadas 

2021). İzoflavonların hipertansiyon (Maaliki vd. 2019) ve kanser (George vd. 2017) 

gibi bazı önemli hastalıkları önlemek ve bağırsak sağlığını iyileştirmek için 

kullanılabilecekleri bildirilmiştir (Landete vd. 2016). Antosiyaninler, miyokard 

enfarktüsü ve kardiyovasküler hastalık ile ilişkili mortalite riskini azaltarak 
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kardiyovasküler sağlığın korunmasında koruyucu etkiler göstermektedir (Krga ve 

Milenkovic 2019). Ayrıca, antosiyaninler, birden fazla mekanizma yoluyla antiobezite 

(Xie vd. 2018) ve antidiyabetik (Gowd vd. 2017) etkiler göstermektedir. Tanenler 

antimikrobiyal, antiparaziter, antiviral, antioksidan, antiinflamatuar, 

immünomodülasyon vb. dahil olmak üzere çeşitli biyolojik aktivitelere sahip olan bir 

grup fenolik bileşiktir (Smeriglio vd. 2017). Stilbenlerin, antienflamasyon, 

antikarsinojenik, antidiyabet ve antidislipidemi aktiviteleri gibi çeşitli sağlık açısından 

faydalı etkileri bildirilmiştir (Fraga vd. 2019). Stilbenlerin temsili bileşiği olan 

resveratrol, kardiyovasküler sistemde antioksidan etkiler göstermekte ve çeşitli tümör 

hücrelerinde çoklu ilaç direncini kemoterapötik ajanlara duyarlı hale getirerek tersine 

çevirmektedir (Lee vd. 2016, Mondal ve Bennett 2016, Xia vd. 2017). Lignanların 

antioksidan, antitümör, antienflamatuar ve antiviral özellikler gibi biyolojik aktivitelere 

sahip oldukları bildirilmiştir. Bu nedenle lignanlar uzun süredir hem etnik hem de 

geleneksel tıpta kullanılmaktadır (Pietrofesa vd. 2016). In vitro ve in vivo çalışmalarla, 

lignanların antioksidan, proapoptoz, antiöstrojenik ve antianjiyojenik özellikler de dahil 

olmak üzere çoklu mekanizmalar yoluyla antikanser özelliğe sahip olduğu gösterilmiştir 

(Milder vd. 2005, Webb ve McCullough 2005). 

 

Bazı önemli sekonder metabolitleri içermeleri nedeniyle, Salvia türleri antitümör 

(Garcia vd. 2016), antikanser (Ye vd. 2017), antioksidan (Loizzo vd. 2014), antidemans 

(Perry vd. 2003), antiviral (Chung vd. 2015), antidiyabetik (Leng vd. 2017), 

antiinflamatuar (Ma vd. 2016) ve antimalaryal etkiler (Kamatou vd. 2005) gibi terapötik 

özelliklere sahiptir. Salvia türlerinin en önemli biyoaktif bileşikleri terpenler (mono−, 

di− ve triterpenler) ve fenolik bileşiklerdir (fenolik asitler ve flavonoidler) (Cheng vd. 

2012, Ghorbani ve Esmaeilizadeh 2017, Xu vd. 2018). Fenolik asitlerden, özellikle 

rosmarinik asit, kafeik asit, salvianolik asit B (Sal−B) ve salvianolik asit A (Sal−A) 

Salvia türlerinin geniş terapötik etkisinden sorumludur (Liu vd. 2006, Dent vd. 2017). 

Yapılan çalışmalar Salvia türlerinde önemli biyoaktif metabolit olan rosmarinik asitin 

antikanser (Sharmila ve Manoharan 2012), antioksidan (Tepe 2008), antimikrobiyal 

(Dent vd. 2017), antiinflamatuar (Chu vd. 2012) ve antiiskemik (Ozturk vd. 2014) 

özelliklerine sahip olduğunu göstermiştir. Sal−B ve Sal−A antioksidan (Du vd. 2016), 

antidiyabetik (Huang vd. 2015), antifibrotik (Liu vd. 2017) ve antikanser (Guo vd. 
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2018) etkilere sahiptir.  

 

S. officinalis'in ana metabolitleri fenolik asitler ve flavonoidlerdir (Lu ve Foo 2000, 

Bettaieb vd. 2011, Vergine vd. 2019). Bu fenolik bileşikler adaçayı yapraklarındaki 

toplam antioksidan kapasitenin önemli bir bölümünü oluşturmaktadır (Farhat vd. 2013). 

Adaçayı ekstraktlarında basit fenoller, p−kumarik asit, o−kumarik asit, kafeik asit, 

klorojenik asit, ferulik asit, rosmarinik asit, salvianolik asit A ve B, galik asit, vanilik 

asit, siringik asit, apigenin, luteolin, kaempferol, kersetin, oleanolik asit ve ursolik asit 

bulunmaktadır (Şekil 2.4) (Lu ve Foo 2000, Farhat vd. 2013, Dent vd. 2017, Jakovljević 

vd. 2019, Marchica vd. 2021).  

 

Salvia officinalis ekstraktlarının farmakolojik özellikleri, terpenler, fenolik asitler, 

flavonoidler ve diğer çeşitli biyoaktif bileşikleri içeren karmaşık kimyasallardan 

kaynaklanmaktadır (Martins vd. 2014). S. officinalis'ten elde edilen polifenoller, tip II 

diyabet, amiloidoz, Alzheimer, Parkinson ve Huntington hastalıklarına karşı yüksek ilgi 

uyandıran nöroprotektif aktivite göstermektedir (Mannu vd. 2022). S. officinalis, 

kardiyovasküler, solunum, gastrointestinal ve zihinsel−sinir sistemi bozuklukları ile 

ilgili çeşitli bozuklukların tedavisinde geleneksel olarak kullanılmaktadır (Asadollahi 

vd. 2019). Adaçayı metanolik ekstraktının antiinflamatuar etkisi, rosmarinik, ursolik, 

kafeik ve oleanolik asitler ile ilişkilendirilmiştir (Dal Prá vd. 2011). Metanolik adaçayı 

yaprağı ekstraktından elde edilen karnosik asitin ise, trigliserit yükselmesini önemli 

ölçüde inhibe ettiği, vücut ağırlığı kazanımını azalttığı ve pankreas lipaza karşı 

aktiviteyi inhibe ettiği bildirilmiştir (Ninomiya vd. 2004). Ayrıca adaçayı infüzyonunun 

sıçanlarda kolorektal kanserini önlediği bulunmuş (Pedro vd. 2010), bununla birlikte 

kanser hücre hatları üzerinde sitotoksik etkileri de gösterilmiştir (Bauer vd. 2012, 

Hamidpour vd. 2014). Aynı zamanda adaçayı, kanser tedavisi için kullanılan 

radyoterapinin olumsuz etkilerini azaltmaktadır (Osman ve Abd El−Azime 2013). 
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Şekil 2.4 Salvia officinalis’in ana fenolik bileşenlerinden bazılarının kimyasal yapıları. (a) 

fenolik asitler (b) flavonoidler (Jakovljević vd. 2019’dan değiştirilerek). 

 

2.5 Fenolik Bileşiklerin Biyosentez Yolakları 

 

Fenolik bileşikler bitkilerde fenilpropanoid metabolizması yoluyla şikimat ve pentoz 

fosfatlarla oluşan sekonder metabolitlerdir (Randhir vd. 2004). Fenolik bileşiklerin 

sentezindeki ilk süreç, glikozun pentoz fosfat yoluna (PPP) bağlanması ve 

glikoz−6−fosfatın geri dönüşümsüz olarak ribuloz−5−fosfata dönüştürülmesidir. 

Ribuloz−5−fosfata dönüşümdeki ilk basamak, glikoz−6−fosfat dehidrogenaz (G6PDH) 

tarafından katalizlenmektedir. Bir yandan, ribuloz−5−fosfata dönüşüm, hücresel 

anabolik reaksiyonlar için nikotinamid adenin dinükleotid fosfatın (NADPH) 

indirgeyici eşdeğerlerini üretir. Daha sonra fenilpropanoid yolu yoluyla fenolik 

bileşikler üretmek için kullanılan fenilalanin üretmek için şikimat yolundan geçirilir 

(Vattem vd. 2005, Lin vd. 2010). Polimerik C2 birimleri üreten poliketid yolu ve 

fenilpropanoid iskeletini geliştiren fenilpropanoid süreci, bitkilerde flavonoidlerin 

(C6−C3) üretildiği iki ana biyosentetik yoldur. Kalkon sentaz enzimi, flavonoidlerin 

biyosentezinde ilk adım olarak p−kumaroil CoA ve malonil CoA'dan 20−hidroksi 

kalkon iskeletini oluşturur. Daha sonra, bu iskelet, farklı enzimatik işlemler kullanılarak 
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çeşitli flavonoidlerin üretilmesi için kullanılır (Dias vd. 2021). 

 

Şikimik asit ve malonik asit yolakları, tüm fenolik bileşiklerin öncüllerinin 

biyosentezinden sorumludur. Bitki fenoliklerinin çoğu şikimik asit yolağından üretilir. 

Şikimik asit yolağı eritroz−4−fosfat ve fosfoenol piruvatı aromatik amino asitlere 

dönüştürür (Şekil 2.5) (Mahajan vd. 2020). 

 

 

Şekil 2.5 Sekonder metabolitlerin biyosentezi ve sınıflandırılmasına şematik genel bakış. 

Sekonder metabolitler kimyasal yapılarına göre sınıflandırılır. Yukarıdaki şema, 

sekonder metabolitin primer metabolizma ile karşılıklı ilişkisini açıklamaktadır. 

Sekonder metabolitler terpenoidler, fenolik bileşikler ve nitrojen içeren bileşikler 

olmak üzere üç ana gruba ayrılır. Primer metabolizmanın ara maddeleri, her türlü 

sekonder metabolitin biyosentezi için öncü görevi görür (Mahajan vd. 2020’den 

değiştirilerek). 
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Fenolik asitlerin biyosentez süreci tam olarak karakterize edilmemiştir, ancak iki ara 

ürünü 3,4−dihidroksifenilaktik asit ve 4−koumaroil−CoA'yı ayrı ayrı sentezlemek için 

L−tirozin ve L−fenilalaninden başlar, ardından iki öncül, rosmarinik asit yolunda yer 

alan çeşitli enzimler yoluyla bir dizi modifikasyonla rosmarinik asit ve diğer fenolik 

asitleri oluşturmak üzere yoğunlaşır (Şekil 2.6) (Zhao vd. 2015). 

 

 

Şekil 2.6 Fenolik asit biyosentez yolu. PAL, fenilalanin amonyum−liyaz; C4H, sinnamik asit 

4−hidroksilaz; 4CL, 4−kumarat−KoA ligaz; TAT, tirozin amino transferaz; HPPR, 

4−hidroksifenilpiruvat redüktaz; RAS, rozmarinik asit sentaz; CYP98A14, bir 

sitokrom P450−bağımlı monooksijenaz (Shi vd. 2019’dan değiştirilerek). 

 

 

Fenolik asitlerin biyosentez yolunda beş anahtar enzim bulunmaktadır. Fenilpropanoid 

yolağındaki varsayılan enzimler fenilalanin amonyak−liyaz (PAL, EC 4.3.1.5), 

sinnamik asit 4−hidroksilaz (C4H, EC 1.14.13.11) ve 4−kumarat−CoA ligaz (4CL, EC 

6.2.1.12), tirozin türetilmiş yolağının hız sınırlayıcı enzimleri ise tirozin 

aminotransferaz (TAT, EC 2.6.1.5) ve 4−hidroksifenilpiruvat redüktazdır (HPPR, EC 

1.1.1.237). Tirozin ve fenilalanin kaynaklı yolakların iki ara maddesi olarak 

4−hidroksfenillaktik asit ve 4−kumaroil−CoA, rosmarinik asit sentaz (RAS, EC 

2.3.1.140) ve bir sitokrom P450−bağımlı monooksigenaz (CYP98A14, EC 1.14.13.36) 

etkileri yoluyla rosmarinik asite dönüşür (Şekil 2.6) (Di vd. 2013, Wang vd. 2015, Shi 

vd. 2019). 
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Fenilpropanoid yolağında, L−fenilalanin PAL ile sinnamik asite ve daha sonra C4H ve 

4CL tarafından bir dizi kataliz ile 4−kumaroil−CoA'ya dönüştürülür. Tirozin 

biyosentetik yolağında ise, L−tirozin, TAT tarafından katalize edilen 

4−hidroksifenilpiruvik aside metabolize edilir, daha sonra HPPR ve bilinmeyen bir 

sitokrom P450−bağımlı enzimle 3,4−dihidroksifenillaktik asit oluşturulur. (Di vd. 

2013). İki ara madde olan 3,4−dihidroksifenillaktik asit ve 4−kumaroil−CoA, ester 

oluşturan enzim RAS tarafından 4−kumaroil−3′,4′−dihidroksifenillaktik asit üretmek 

için birleştirilir. CYP98A14 enzimi tarafından rosmarinik asit oluşturmak üzere 

4−kumaroil−3′,4′−dihidroksifenilaktik asidin aromatik halkası içinde C−3'te bir 

3−hidroksil grubu sokulur (Di vd. 2013, Zhao vd. 2015). 

 

PAL, C4H, 4CL ve HPPR genleri rosmarinik asit birikiminin düzenlenmesinde anahtar 

genler olarak görev yaparken, TAT geni salvianolik asit B içeriğinin düzenlemesinde 

önemli bir rol oynamaktadır (Song ve Li 2015). PAL, primer ve sekonder 

metabolizmaya aracılık etmede önemli bir rol oynayan fenilpropanoid yolağında yer 

alan ilk enzimdir. Sitokrom P450 enzimlerine ait bir oksidoredüktaz olan C4H’nin, 

t−sinnamik asitten 4−kumarik aside metabolik akışı kontrol ettiği doğrulanmıştır 

(Petersen ve Simmonds 2003, Shi vd. 2019). C4H transkriptlerinin aşırı ifadesi artan 

fenolik bileşik üretimi ile ilişkilendirilmektedir (Chen vd. 2006). Çeşitli bitki sekonder 

metabolitlerinin öncüleri olan p−kumarat, kafeik asit, ferulik asit ve sinapik asidin CoA 

tiyoesterlerinin sentezini katalize eden ve fenilpropanoid metabolizmasındaki son enzim 

olan 4CL, rosmarinik asit üretmenin öncüsü olarak 4−kumaroil−CoA oluşumunu kataliz 

eder (Ehlting vd. 1999, Shi vd. 2019). 4CL genlerinin ve proteinlerinin önemi, 

aktifleştirilmiş 4−kumaroil CoA'nın yalnızca fenilpropanoid biyosentezinin değil aynı 

zamanda flavonoidler, izoflavonoidler ve stilbenler dahil olmak üzere çok çeşitli 

sekonder metabolitlerin metabolizmasının başlangıç noktasını temsil etmesi ile 

açıklanmaktadır (Vogt 2010). PAL, C4H ve 4CL tarafından katalize edilen 

fenilpropanoid yolunun bu üç başlangıç adımı, sonraki tüm dalların ve sonuçta ortaya 

çıkan organik bileşiklerin temelini oluşturmaktadır (Nanda vd. 2016). TAT'ın, 

rosmarinik asit biyosentezinin tirozin türevli dalındaki ilk enzim olduğu bilinmektedir. 

Ürünü, 4−hidroksifenilpiruvik asit, plastokinonların ve tokoferollerin oluşumu için 

önemli olan homojentisik asit (hidroksifenilpiruvat dioksigenaz, HPPD ile katalize 
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edilir) için bir öncü (Kim vd. 2004) ve ayrıca rosmarinik asitin öncüsü olarak 

4−hidroksifenilaktik asit oluşturan enzim olan hidroksifenilpiruvat redüktaz için 

substrat görevi görür (Petersen ve Alfermann 1988). Bu nedenle, tokoferoller gibi diğer 

antioksidatif bileşiklerin oluşumu için TAT aktivitesi gereklidir (Wang vd. 2019). 

HPPR, 4−hidroksifenilpiruvik asidin yoğunlaşmasını katalize eder ve 

4−hidroksifenillaktik asit oluşturur. RAS, 3,4−dihidroksifenillaktik asit ve 

4−kumaroil−CoA'nın hız sınırlayıcı bir enzim kombinasyonudur (Shi vd. 2019). 

Sitokrom P450'ye bağımlı bir monooksigenazı kodlayan CYP98A14, bir 

NADPH:sitokrom P450 redüktaz olan CPR ile birlikte rosmarinik asit oluşturmak için 

4−kumaroil−3',4'−dihidroksifenillaktik asitten akışı düzenler (Di vd. 2013). 

 

2.6 Bitkilerde Elisitör Teşvikli Sekonder Metabolit Üretimi 

 

Elisitörler, bitkilerde stres tepkilerini uyarabilen, sekonder metabolitlerin gelişmiş 

sentezine ve birikmesine veya yeni sekonder metabolitlerin indüksiyonuna yol açan 

abiyotik veya biyotik kaynaklardan elde edilen bileşiklerdir (Naik ve Al−Khayri 2016). 

Elisitasyon, eser miktarda elisitör uygulamasına bağlı olarak bitkilerin olumsuz 

koşullarda hayatta kalmaları için istenen sekonder metabolit biyosentezinin 

indüklenmesi veya geliştirilmesidir (Radman vd. 2003, Thakur vd. 2019). Kaynaklarına 

göre elisitörler, abiyotik ve biyotik elisitörler olarak ikiye ayrılır (Şekil 2.7) (Thakur vd. 

2019).  

 

Şekil 2.7 Elisitörlerin sınıflandırılması (Kaur vd. 2021’den değiştirilerek). 
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Abiyotik elisitörler fiziksel, kimyasal ve hormonal faktörleri, yani UV radyasyonları, 

ozmotik stres, kuraklık, tuzluluk ve sıcaklık stresi; ağır metaller ve hücre içi sinyal 

moleküllerini (jasmonik asit, metil jasmonat, salisilik asit, brassinosteroidler, 

poliaminler, absisik asit ve giberellik asit ile etilen ve nitrik oksit gibi gazlı moleküller) 

içerir (Akula ve Ravishankar 2011, Cai vd. 2013, Hashemi ve Naghavi 2016). Biyotik 

elisitörler ise polisakkaritleri ve patojenleri (maya, bakteri ve mantar özleri) içeren 

biyolojik kökenli maddelerdir (Ahmed ve Baig 2014). 

 

Bir elisitöre yanıt olarak bir hücrede meydana gelen çeşitli fizyolojik ve biyokimyasal 

süreçler Şekil 2.8’de gösterilmektedir (Humbal ve Pathak 2023). Hücre zarı üzerindeki 

reseptör, elisitörü tespit eder ve hücre içinde, plazma membranının ve sitozolik 

proteinlerin tersinir fosforilasyonu ve defosforilasyonu, sitozolik kalsiyum 

konsantrasyonunda bir artış, klorür ve potasyum iyonlarının akışı, bir proton akışı dahil 

olmak üzere bir dizi olayı tetikler, bu da hücre dışı alkalinizasyon ve sitoplazmik 

asitifikasyon ile sonuçlanır. Bu değişiklikler, mitojen ile aktive olan protein kinaz 

(MAPK) yolu gibi çeşitli sinyal yollarını aktive eder ve reaktif oksijen ve azot türleri 

(ROS ve RNS) üreten NADPH oksidazın aktivasyonuna yol açar. Bu süreç aynı 

zamanda erken savunma genlerinin ifadesini, jasmonat üretimini ve daha sonra savunma 

tepki genlerinin ifadesini tetikler. Son olarak, sekonder metabolitlerin birikimi, elisitöre 

karşı kalıcı bir savunma sağlamaktadır (Ramirez−Estrada vd. 2016). 

 

Sekonder metabolitler bitkilerde düşük miktarlarda üretilir ve bitkilerin kuru ağırlığının 

%1'inden daha azını oluşturur (Fait vd. 2020). Sekonder metabolitlerin doğal üretiminin 

az olması büyük ölçekli üretimlerine engel teşkil etmektedir. Fenolik asit üretimini 

artırmak için in vitro kültür gibi araçlar, elisitör uygulaması, transgenik bitki, endofitik 

mantarlar, metabolik mühendislik gibi çeşitli biyoteknolojik uygulamalar 

kullanılmaktadır (Shi vd. 2019). Bitkilerde fenolik asit üretimini arttırmaya yönelik en 

etkili yaklaşımlardan biri, biyosentetik yollardaki anahtar enzimlerin gen ifadesinin 

elisitörlerle uyarılmasıdır (Gonçalves vd. 2019). Sinyal bileşenlerinin elisitör olarak 

uygulanması, bitkilerde sekonder metabolitlerin üretimi için etkili bir yöntem olarak 

kullanılmaktadır (Ghasemi Pirbalouti vd. 2014, Bistgani vd. 2017). 
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Şekil 2.8 Elisitörlerin genel mekanizma etkisinin şematik gösterimi. PL, fosfolipaz; ROS, 

reaktif oksijen türleri; RNS, reaktif nitrojen türleri MAPK'ler, mitojenle aktifleşen 

protein kinazlar (Humbal ve Pathak 2023’ten değiştirilerek). 

 

Nitrik oksit (NO), bitkilerin biyotik ve abiyotik streslere karşı tepkilerinde yer alan 

önemli bir sinyal molekülüdür (Siddiqui vd. 2011, Bellin vd. 2013). Nitrik oksit, 

bitkilerde sekonder metabolit üretimini indüklemek için doku ve hücre kültürlerinde 

yaygın olarak uygulanmaktadır (Zhang vd. 2012). Ayrıca NO’nun, PAL aktivitesini 

arttırdığı da bildirilmiştir (Durner vd. 1998). SNP, S-nitroso-N-asetilpenisilamin 

(SNAP) ve S-nitrosoglutatyon gibi yapay NO donörleri, bitkilerde eksojen NO kaynağı 

olarak yaygın olarak kullanılmaktadır. Kristal formdaki SNP, en uzun ölçülen yarı ömrü 

nedeniyle tıbbi bitkilerin doku kültürlerinde en yaygın kullanılan NO donörüdür 

(Floryszak−Wieczorek vd. 2006). SNP genellikle bitki biyokütlesinin birikimini teşvik 

etmek ve sekonder metabolit üretimini artırmak için doğrudan kültür ortamına 

eklenmektedir. SNP konsantrasyonu 10 μM ile 100 mM arasında değişmektedir, bu da 

NO'nun etkisinin bitki türlerine bağımlı olduğunu ortaya koymaktadır (Wang vd. 2002). 
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SNP uygulamasının fenolik ve flavonoid içeriğini arttırdığı (Gupta ve Mandal 2016) ve 

hasat sonrası depolama sırasında toplam fenolik içeriğin artmasına bağlı olarak raf 

ömrünü arttırdığı (Barman vd. 2014) yapılan çalışmalarda gösterilmiştir. 

 

Sekonder metabolitlerin indüklenebilir sentezi ve ilişkili biyosentetik genlerin 

transkripsiyonu, transkripsiyon faktörleri (TF’ler) aracılığıyla transkripsiyonel 

düzenleme yoluyla çeşitli seviyelerde güçlü bir şekilde değiştirilir. Enzim genlerinin 

ifadesini düzenlemek için TF'ler iç ve dış sinyalleri entegre edebilir ve böylece sekonder 

metabolitlerin birikimini izleyebilir. Sekonder metabolit biyosentez yolu ile ilişkili 

genlerin düzenlenmesi, çeşitli seviyelerde birçok TF'nin etkisi altındadır (Yang vd. 

2012). H−box ve L−box ile ilişkili diziler olarak bilinen belirli DNA dizi motifleri, 

fenilpropanoid yolağında yer alan PAL gibi genlerin promotör bölgelerinde yüksek 

oranda korunmuştur. PAL ve 4CL genlerinde G−box, H−box, L−box ve P−box gibi bu 

yüksek oranda korunmuş cis−etkili elementler, elisitör uygulamasına yanıt olarak Myb 

ve bHLH (temel sarmal sarmal−döngü−shelix) gibi TF'lerle bağlanabilir (Davies ve 

Schwinn 2003). Myb ve bHLH genlerinin başarılı genetik manipülasyonu, bitkilerin 

pigmentasyonunun artmasına veya flavonoid ve antosiyaninlerin birikmesine yol 

açmaktadır (Mooney vd. 1995, Bradley vd. 1998, Grotewold vd. 1998). Bu durum bitki 

sekonder metabolizmasının düzenlenmesinde TF'lerin temel rolleri olduğunu 

göstermektedir (Zhao vd. 2005).  
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3. MATERYAL ve METOT 

 

3.1 Bitki Materyali ve Bitki Yetiştirme Koşulları 

 

Tıbbi adaçayı (Salvia officinalis L.) bitkisine ait bir yıllık fideler ticari firmadan elde 

edilmiştir. Fideler homojen olarak seçilmiş ve içerisinde bahçe toprağı bulunan 

saksılarda kontrollü iklim kabininde (23 C sabit sıcaklık, %60 nem, 14:10 fotoperiyot, 

250 mol foton m-2 s-1 ışık şiddeti) 1 hafta süreyle uyumlanmıştır. Bu süre sonunda 

fideler 3 gruba ayrılmış ve yaprak yüzeylerine farklı konsantrasyonlarda (0, 100 ve 

1000 μM) nitrik oksit (NO) donörü dietilentriamin NONOate (DETA-NONOate; CAS 

Number: 146724-94-9) spreylenmiştir. Tüm uygulamalarda NO’nun yaprak dokularına 

girişini kolaylaştırmak için %0,1’lik Tween-80 kullanılmıştır. Kontrol (0 μM) 

uygulaması için %0,1’lik Tween-80 içeren dH2O kullanılmıştır. Spreyleme işlemi gün 

aşırı 3 defa yapılmıştır. Son spreylemeden 24 saat sonra bitkilere ait yaprak dokuları 

hasat edilmiştir. Toplam fenolik madde ve flavonoid içeriği, antioksidan kapasite ve 

fenolik madde kompozisyonun belirlenmesi için yapraklar laboratuvar koşullarında 

kurutulmuştur. Gen ifade analizleri için taze yaprak dokuları sıvı azot ile 

dondurulduktan sonra RNA izolasyonu yapılıncaya kadar 80 C’de saklanmıştır. 

 

3.2 Bitki Dokularından Metanol Ekstraktlarının Hazırlanması 

 

Kontrol ve farklı DETA-NONOate konsantrasyonlarına (100 ve 1000 μM) maruz 

bırakılan S. officinalis yaprak dokuları laboratuvarda karanlıkta kurutulmuştur. 

Kurutulmuş 3’er gram yaprak dokusu porselen havanda kuru kuruya dövülerek toz 

haline getirilmiş, ağzı kapaklı cam şişelere alınmış ve şişelere 30 mL metanol ilave 

edilmiştir. Karışım 15 dakika çalkalayıcıda tutulmuştur (del Bano vd. 2003). Elde edilen 

karışım +4C’de 24 saat inkübe edilmiş ve filtre kağıdı kullanılarak süzülmüştür. Süzme 

sonrası kalan dokular tekrar cam kapaklı şişeye alınarak üzerine 30 mL metanol 

eklendikten sonra 30 dakika çalkalayıcıda tutulmuş ve karışım tekrar süzülerek son 

hacim yaklaşık 45 mL süzüntü elde edilmiştir. Elde edilen süzüntü vakumlu 

evaporatörde (+50C’de) kurutulmuş ve kullanılıncaya kadar +4C’de saklanmıştır (del 

Bano vd. 2003). 
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3.3 Toplam Fenolik Madde Miktarının Belirlenmesi 

 

Toplam fenolik madde miktarı Folin-Ciocalteu kolorimetrik yöntemi ile belirlenmiştir 

(Singleton ve Rossi 1965). Kontrol ve uygulamalara ait ekstrakt çözeltilerinden (1 

mg/mL) 100 μL vidalı kapaklı cam deney tüplerine aktarılmış ve üzerine sırasıyla 2,4 

mL distile su, 200 μL Folin-Ciocalteu ayıracı, 600 μL sodyum karbonat (%20 Na2CO3) 

ve 700 μL distile su eklenerek vortekslenmiştir. Reaksiyon karışımı oda sıcaklığında ve 

karanlıkta 2 saat inkübe edildikten sonra 760 nm dalga boyunda absorbans değerleri 

ölçülmüştür. Sonuçlar gallik asit (1, 0.5, 0.25, 0.125 ve 0.0625 mg/mL metanolde) ile 

elde edilen kalibrasyon eğrisi kullanılarak hesaplanmış ve gallik asit eşdeğeri (μg 

GAE/mg ekstre) olarak belirtilmiştir. 

 

3.4 Toplam Flavonoid Madde Miktarının Belirlenmesi 

 

Toplam flavonoid madde miktarı alüminyum klorür kolorimetrik yöntemi ile 

belirlenmiştir (Pourmorad vd. 2006). Ekstrakt çözeltilerinden (1 mg/mL) 1000 μL ağzı 

vidalı kapaklı deney tüplerine alınmış ve üzerlerine sırasıyla 200 μL %10 alüminyum 

klorür (AlCl3) ve 200 μL 1 M potasyum asetat (CH3CO2K) ilave edilmiştir. Reaksiyon 

karışımları oda sıcaklığında ve karanlıkta 30 dakika inkübe edildikten sonra 415 nm 

dalga boyunda absorbans değerleri belirlenmiştir. Sonuçlar kersetin (10 – 50 μg/mL) 

ile elde edilen kalibrasyon eğrisinden hesaplanmış ve kersetin (K) eşdeğeri olarak (μg 

KE/mg ekstre) belirlenmiştir. 

 

3.5 Antioksidan Kapasitelerinin Belirlenmesi 

 

3.5.1 Toplam Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesi 

 

Toplam antioksidan aktivite fosfomolibdenyum yöntemi ile belirlenmiştir (Prieto vd. 

1999).  Ekstre çözeltileri (1 mg/mL) ve standart askorbik asit (AsA) çözeltilerinden 400 

μL ağzı vidalı kapaklı cam tüplere alınmış ve üzerlerine 4 mL ayıraç çözeltisi (0.6 M 

sülfürik asit, 28 mM sodyum fosfat ve 4 mM amonyum molibdat) eklenerek 

vortekslenmiştir. Karışım 90 dakika süresince 95C’de inkübe edilmiştir. Oluşan yeşil 
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renkli karışımın absorbans değeri 695 nm’de ölçülmüştür.  Sonuçlar askorbik asit (AsA) 

ile elde edilen kalibrasyon eğrisinden hesaplanmış ve askorbik asit eşdeğeri (μg 

AAE/mg ekstre) olarak ifade edilmiştir. 

 

3.5.2 DPPH Antiradikal Aktivitenin Belirlenmesi 

 

Ekstraktların antiradikal aktivite DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) yöntemine göre 

belirlenmiştir (Lee vd. 1998).  80 µL ekstre çözeltileri (0,1–2 mg/mL) deney tüplerine 

alınmış ve üzerlerine 2000 µL DPPH çözeltisi (0.1 mM) eklenmiştir. 0.0098 g DPPH 

ışık geçirmeyen amber şişede 250 mL metanol kullanılarak hazırlanmış ve 1 saat 

karanlıkta bekletilmiştir. Karışım vortekslendikten sonra oda sıcaklığında 30 dakika 

karanlıkta inkübe edilmiştir. Karışımların absorbans (A) değerleri 517 nm’de 

belirlenmiştir.  Ekstrelerin serbest radikal temizleme kapasitesi DPPH absorbsiyonunun 

% inhibisyonu olarak aşağıdaki formül kullanılarak hesaplanmıştır.  

 

Antiradikal aktivite (% İnhibisyon) =
1 − AEkstrakt çözeltisi

AKontrol çözeltisi
 × 100 

 

3.5.3 Demir İyonu İndirgeyici Antioksidan Potansiyeli (FRAP) Testi 

 

Ekstraktların demir iyonu indirgeyici antioksidan potansiyeli, [Fe (III) (TPTZ)2]
+3’in 

antioksidan tarafından [Fe (II) (TPTZ)2]
+2’ye indirgenmesine dayanan yönteme göre 

yapılmıştır (Tuberoso vd. 2010). FRAP testinde oksidan olarak bir Fe (III) tuzu olan [Fe 

(III) (TPTZ)2]
+3 kullanılmıştır. 60 µL ekstrakt çözeltisi (0.5 mg/mL) 1800 µL FRAP 

ayıracı ile karıştırılmış, 10 dakika 37C’de inkübe edilmiş ve absorbansı 593 nm’de 

ölçülmüştür. Standart olarak kullanılan troloks (0, 50, 100, 250, 500 ve 750 µM) 

çözeltisi de 1800 µL FRAP ayıracı ile karıştırılmış, 10 dakika 37C’de inkübe edilmiş 

ve absorbansı 593 nm’de ölçülmüştür. Sonuçlar troloks (TR) eşdeğeri (μg TRE/mg 

ekstre) olarak ifade edilmiştir. 
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3.5.4 Bakır (II) İyonu İndirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Testi 

 

Ekstraktların bakır (II) iyonu indirgeyici antioksidan kapasitesi, Cu+2 indirgeme 

kapasitesine dayanan toplam antioksidan kapasite ölçüm yöntemine göre belirlenmiştir 

(Apak vd. 2006). 10 mM CuCl2, 7,5 mM neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) ve 1 

mM amonyum asetat tampon (pH 7.0) çözeltilerinin her birinden 1’er mL alınarak 

üzerine 100 μL ekstrakt çözeltisi (1 mg/mL) ve 1000 μL distile su eklenerek 

karıştırılmıştır. Karışım oda sıcaklığında 30 dakika inkübe edildikten sonra absorbansı 

450 nm’de belirlenmiştir. İşlem standart olarak kullanılan troloks (1 mM) çözeltisi için 

de tekrarlanmıştır. Ekstrelerin ve standardın bakır iyonu indirgeyici kapasiteleri, troloks 

bileşiğinin molar absorplama katsayısı ( = 16.700 L mol-1.cm-1) kullanılarak 

belirlenmiş ve birimi mM TRE/mg ekstre olarak ifade edilmiştir. 

 

3.6 Fenolik Bileşiklerin HPLC Analizleri 

 
Ekstrelerin fenolik asit profili yüksek performanslı sıvı kromatografi-kütle 

spektrometresi (HPLC–MS) (Shimadzu) kullanılarak belirlenmiştir. HPLC 

parmakizleri, C18 kolon (Agilent Eclipse XDB-C18, 250×4.60 mm, 5 μm) ve 20 µL 

örnek hacmi kullanılarak 30C’de elde edilmiştir. Dalga boyu 278 nm ve akış hızı 0.8 

mL/dk olarak ayarlanmıştır. HPLC cihazı ile ilgili özellikler Çizelge 3.1’de verilmiştir. 

Kantitatif analizde, her fenolik standart için oluşturulan kromatografik pik alanlarının 

entegrasyonuna dayalı olarak fenolik asitlerin miktarı hesaplanmıştır (Şekil 3.1). 

 

Çizelge 3.1 Kullanılan Shimadzu marka HPLC cihazı ile ilgili özellikler 

Parametre Açıklama 

Dedektör SPD-M 10A vp DAD dedektör (max = 278 nm)  

Auto sampler SIL–10AD vp 

System controller SCL-10Avp 

Pump LC-10ADvp 

Degasser DGU- 14A 

Column oven CTO-10Avp 

Kolon Agilent Eclipse XDB-C18  (250×4,60 mm) 5 μm 

Mobil faz A: %3 asetik asit, B: Metanol 

Akış Hızı 0.8 mL / dakika 

Kolon sıcaklığı 30C 

Enjeksiyon hacmi 20 μL 
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Şekil 3.1 HPLC analizleri ile elde edilen standart kromatogramı. 1: Gallik asit, 2: protokateşik 

asit, 3: kateşhin, 4: p-hidroksi benzoik asit, 5: klorojenik asit, 6: kafeik asit, 7: 

epikateşin, 8: şiringik asit, 9: vanilin, 10: p-kumarik asit, 11: ferulik asit, 12: sinapinik 

asit, 13: benzoik asit, 14: o-kumaric asit, 15: rutin, 16: hesperidin, 17: rozmarinik asit, 

18: sinnamik asit, 19:luteolin. 

 

3.7 Gerçek Zamanlı Kantitatif PCR Analizleri 

 

Tıbbi adaçayı bitkilerinin taze yaprak dokularından total RNA izolasyonu, Bitki/Fungus 

Toplam RNA Purifikasyon Kiti (Norgen Biotek Corp., Ontario, Kanada) kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. Toplam RNA konsantrasyonu Qubit 2.0 florometre (Thermofisher, 

USA) belirlenmiştir. Saflaştırılmış total RNA’nın bütünlüğü ve boyut dağılımı %1.2’lik 

denatüre edici agaroz jel elektroforezi ve etidyum bromür boyama ile kontrol edilmiştir. 

RNA örnkeleri sonraki analizlere kadar 80 C’de saklanmıştır. Tek iplik cDNA 

(komplementer DNA=tamamlayıcı DNA) sentezi Xpert cDNA Synthesis Kiti (Grisp, 

Portekiz) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Sentezlenen tek iplik cDNA’lar gerçek 

zamanlı kantitatif polimeraz zincir reaksiyonlarında (RT-QPCR veya qPCR) 

kullanılıncaya kadar 20C’de saklanmıştır.  

 

Fenilalanin amonyum liyaz (PAL), 4-kumarat:KoA ligaz (4CL), tirozin amino-

transferaz (TAT), sinnamat 4-hidroksilaz (C4H), hidroksifenilpirüvat redüktaz (HPPR), 

rozmarinik asit sentaz (RAS) ve -aktin genlerini kodlayan transkriptler ileri ve geri 

primerler kullanılarak amplifiye edilmiştir. Hedef cDNA’ların amplifikasyonu için 

kullanılacak primerler NCBI (National Center for Biotechnology Information) veri 
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bankasındaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) tıbbi adaçayı genlerine göre tasarlanmıştır 

(Çizelge 3.2). Bitki hücrelerinde sürekli ifade olan -aktin geni qPCR sonuçlarını 

normalize etmek için kullanılmıştır. qPCR amplifikasyonu, 95 °C’de 3 dk, sonrasında 

95 °C’de 15 sn ve 60 °C’de 30 sn’lik 40 döngü olacak şekilde FastStart SYBR Green 

Master Mix (Roche, Almanya) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Kontrol bitkilerine göre 

NO uygulanmış fidelerde PAL, 4CL, TAT, C4H, HPPR ve RAS mRNA ifadesindeki 

artış Livak ve Schmittgen (2001)’in standart 2−ΔΔCT metodu ile belirlenmiştir. 

 

Çizelge 3.2 Gen ifade analizlerinde kullanılan primer listesi 

Gen Primer 

PAL 
İleri: 5GAAGAACACCGTGAGCCAAG3 

Geri: 5GCTCACACTCTTCTCCCCTT3 

4CL 
İleri: 5CCAGTTGCTTTTGTTGTGAGATCG3 

Geri: 5CCTGATGGAGACTTGGGAATTGC3 

TAT 
İleri: 5GCACCTAAAGAAGATTGCTGAG3 

Geri: 5ATTGATGACCAACCAACCAAGG3 

C4H 
İleri: 5ATCTGAACCACCGCAACCTC3 

Geri: 5GTGAACACCATGTCCTGACC3 

HPPR 
İleri: 5GACTCCAGAAACAACCCACATT3 

Geri: 5CCCAGACGACCCTCCACAAGA3 

RAS 
İleri: 5ACTACTTGAGGTCGTCGCTC3 

Geri: 5CGGATTTGGCAGGAGATAGC3 

Actin 
İleri: 5TCTCTTGACAGAAGCCCCTCT3 

Geri: 5GATGGGGACTGTATGGCTGA3 

 

3.8 İstatistiki Analizler 

 

Denemeler, rastgele deneme deseninde düzenlenmiştir. Denemelerden elde edilen 

veriler en az üç tekrarlı olarak düzenlenmiş iki bağımsız denemeden elde edilmiştir. 

Analizlerden elde edilen veriler SPSS paket programı (SPSS ver. 22, Chicago, IL, USA) 

kullanılarak analiz edilmiştir. Analizlerden elde edilen ortalamalar arasındaki önemli 

farklılıklar Duncan çoklu karşılaştırma testi (DMRT) ile belirlenmiştir (P<0.05). 
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4. BULGULAR 

 

Kontrol ve spreyleme yoluyla yapraklarına 100 ve 1000 M NO uygulanan tıbbi 

adaçayı (Salvia officinalis L.) bitkilerinin yaprak dokularından metanol ekstraktları elde 

edilmiştir. Metanol ekstraktlarında toplam fenolik ve flavanoid içeriği, antioksidan 

kapasite ve fenolik asit kompozisyonu değerlendirilmiştir. Ayrıca yaprak dokularında 

hem fenilalanin hem de tirozin türevli yolaklarda fonksiyon gören anahtar enzimleri 

kodlayan genlerin ifade seviyeleri analiz edilmiştir.    

 

4.1 Toplam Fenolik ve Flavonoid Madde İçeriği Üzerine Nitrik Oksidin Etkisi 

 

Yaprak metanol ekstraktlarının toplam fenolik ve flavonoid içerikleri belirlenmiştir 

(Şekil 4.1). Toplam fenolik içeriği kontrolde 88.2 g GAE/mg ekstrakt olarak 

belirlenirken, bu içerik 100 ve 1000 M NO uygulamalarında sırasıyla 117.8 g 

GAE/mg ekstrakt ve 107.8 g GAE/mg ekstrakt seviyesine çıkarak önemli düzeyde 

artış göstermiştir (P<0.05). Diğer taraftan, toplam flavonoid içeriği kontrolde 36.3 g 

QE/mg ekstrakt olarak belirlenirken, her iki NO uygulamasında önemli düzeyde bir 

artışla 39.9 g QE/mg ekstrakt olarak belirlenmiştir.  

 

 

Şekil 4.1 Kontrol ve farklı NO uygulamalarına maruz bırakılan tıbbi adaçayı bitkisinin yaprak 

metanol ekstraktlarında toplam fenolik ve flavonoid madde içerikleri. Farklı harfler 

(a–c), DMRT analizine göre ortalamalar arasındaki önemli düzeydeki farklılıkları 

göstermektedir (P<0.05). 
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4.2 Toplam Antioksidan Kapasite Üzerine Nitrik Oksidin Etkisi 

 

Yaprak metanol ekstraktlarının toplam antioksidan kapasitesi Şekil 4.2'de verilmiştir. 

Toplam antioksidan kapasite, kontrolde 234.9 g AAE/mg ekstrakt olarak belirlenirken, 

bu içerik önemli düzeyde bir artışla 100 M NO uygulamasında 283.5 g AAE/mg 

ekstrakt olarak belirlenmiştir. Diğer taraftan, kontrole göre 1000 M NO 

uygulamasında toplam antioksidan kapasitedeki artış önemsiz bulunmuştur.   

 

 

Şekil 4.2 Kontrol ve farklı NO uygulamalarına maruz bırakılan tıbbi adaçayı bitkisinin yaprak 

metanol ekstraktlarında toplam antioksidan kapasite. Farklı harfler (a–c), DMRT 

analizine göre ortalamalar arasındaki önemli düzeydeki farklılıkları göstermektedir 

(P<0.05). 

 

4.3 Demir ve Bakır İyonu İndirgeyici Antioksidan Kapasite Üzerine Nitrik Oksidin 

Etkisi 

 

Yaprak metanol ekstraktlarında demir indirgeyici antioksidan potansiyeli (FRAP) ve 

bakır iyonu indirgeyici antioksidan kapasitesi (CUPRAC) Şekil 4.3'de verilmiştir. 

FRAP değerleri kontrol bitkilerinde 0.78 g TRE/mg ekstrakt olarak belirlenirken, bu 

değerler 100 ve 1000 M NO uygulamalarında sırasıyla 1.23 g TRE/mg ekstrakt ve 

1.05 g TRE/mg ekstrakt seviyesine çıkarak önemli düzeyde artış göstermiştir 

(P<0.05). Benzer şekilde, NO uygulamaları CUPRAC değerlerinde de kontrole göre 

önemli düzeyde artışa neden olmuştur. Kontrole ait ekstraktlarda CUPRAC değeri 1.17 

M TRE/mg ekstrakt olarak bulunurken, bu değerler 100 ve 1000 M NO 
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uygulamalarında sırasıyla 1.47 M TRE/mg ekstrakt ve 1.27 M TRE/mg ekstrakt 

seviyesine çıkarak önemli düzeyde artış göstermiştir 

 

 

Şekil 4.3 Kontrol ve farklı NO uygulamalarına maruz bırakılan tıbbi adaçayı bitkisinin yaprak 

metanol ekstraktlarında toplam demir indirgeyici antioksidan potansiyeli (FRAP) ve 

bakır iyonu indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC). Farklı harfler (a–c), DMRT 

analizine göre ortalamalar arasındaki önemli düzeydeki farklılıkları göstermektedir 

(P<0.05). 

 

4.4 Serbest Radikal Süpürücü Aktivite Üzerine Nitrik Oksidin Etkisi 

 

Yaprak metanol ekstraktlarında DPPH indirgeme potansiyelleri Şekil 4.4'de verilmiştir. 

Kontrole göre 100 ve 1000 M NO uygulamaları DPPH indirgeme potansiyellerinde 

önemli düzeyde artışa neden olmuştur (P<0.05) 

 

 

Şekil 4.4 Kontrol ve farklı NO uygulamalarına maruz bırakılan tıbbi adaçayı bitkisinin yaprak 

metanol ekstraktlarında DPPH radikali indirgeme potansiyeli. 
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4.5 Fenolik Asit Kompozisyonu Üzerine Nitrik Oksidin Etkisi 

 

Yaprak metanol ekstraktlarının HPLC ile fenolik asit kompozisyonu Çizelge 4.1'de 

verilmiştir. Yaprak metanol ekstraktlarında baskın fenolik bileşik rozmarinik asit olarak 

belirlenmiş ve 100 μM NO uygulaması rozmarinik asit ve ferulik asit içeriğini kontrol 

bitkilerine göre önemli düzeyde artırmıştır (P<0.05). Diğer taraftan, 100 μM NO 

uygulaması kateşin konsantrasyonunu önemli düzeyde azaltırken, artan NO 

konsantrasyonu luteolin içeriğinde kademeli bir azalmaya neden olmuştur.  

 

Çizelge 4.1 Kontrol ve farklı NO uygulamalarına maruz bırakılan tıbbi adaçayı bitkisinin 

yaprak metanol ekstraktlarında fenolik asit kompozisyonu  

Fenolik Bileşikler 

NO konsantrasyonu (μM) 

0 100 1000 

Fenolik bileşik konsantrasyonu (μg/g) 

Ferulik asit 27.6 ± 3.82 a* 39.6 ± 1.47 b 30.5 ± 4.99 a 

Kafeik asit 131.0 ± 1.91 a 138.0 ± 11.5 a 126.1 ± 19.8 a 

Kateşin 317.7 ± 22.7 a 222.4 ± 15.1 b 256.3 ± 16.9 ab 

Luteolin 89.6 ± 1.98 a 77.3 ± 3.54 b 66.6 ± 1.97 c 

p-Hidroksi benzoik asit 277.4 ± 4.87 a 225.4 ± 17.6 a 270.7 ± 29.5 a 

p-Kumarik asit 10.6 ± 0.48 a 9.23 ± 0.79 a 9.47 ± 1.26 a 

Rozmarinik asit 4639.7 ± 128.7 a 5693.4 ± 199.0 b 5109.3 ± 199.6 ab 

Sinnamik asit 16.8 ± 0.34 a 16.7 ± 1.10 a 18.6 ± 1.42 a 

Şiringik asit 190.2 ± 15.4 a 154.2 ± 22.1 a 171.3 ± 19.4 a 

* Farklı harfler (a–c), DMRT analizine göre uygulamalar arasındaki önemli düzeydeki farklılıkları 

göstermektedir (P<0.05). 

 

4.6 Fenolik Asit Bileşiklerinin Biyosentezinde Yer Alan Genlerin İfadesi Üzerine 

Nitrik Oksidin Etkisi 

 

Mevcut araştırmada, qRT-PCR analizleri kullanılarak fenolik bileşiklerin biyosentez 

yolaklarında fonksiyon gören fenilalanin amonyum liyaz (PAL), 4-kumarat:KoA ligaz 

(4CL), sinnamat 4-hidroksilaz (C4H), tirozin amino-transferaz (TAT), 

hidroksifenilpirüvat redüktaz (HPPR) ve rozmarinik asit sentaz (RAS) olmak üzere altı 



32 

anahtar genin ifade seviyeleri değerlendirilmiştir. İstatistiksel analiz, S. officinalis 

yapraklarına spreyleme yoluyla uygulanan dışsal NO uygulamasının sonucu olarak ilgili 

genlerin ifade seviyelerinde önemli düzeyde (P<0.05) değişiklikler meydana gelmiştir 

(Şekil 4.5). Dışsal NO uygulaması C4H geni hariç, diğer genlerin transkript 

seviyelerinde önemli seviyede (P<0.05) artışa neden olmuştur. Fenilalanin türevi yolun 

ilk enzimi olan PAL'in ifade seviyesi, 100 M NO uygulamasından sonra 2,03 kat 

artmıştır. Tirozin türevli yol ile ilgili olarak, TAT geninin ifade seviyesi 100 ve 1000 

M NO uygulamalarında sırasıyla 7,55 ve 6,83 kat artış göstermiştir. Tirozin türevli 

yolun diğer bir enzimi olan HPPR'nin maksimum transkript seviyesi, 1000 µM NO 

uygulamasında belirlenmiş ve kontrolden yaklaşık 1,47 kat daha yüksek seviyeye 

ulaşmıştır. Dışsal NO uygulaması, 4CL transkript birikimini yapraklarda konsantrasyon 

artışına bağlı olarak artırmıştır. RAS'ın en yüksek transkript seviyesi, 100 µM NO 

uygulamasında belirlenirken, bu artış kontrole göre yaklaşık 2,81 kat olarak 

belirlenmiştir. 

 
 

 

Şekil 4.5 Kontrol ve farklı NO uygulamalarına maruz bırakılan tıbbi adaçayı bitkisinin yaprak 

metanol ekstraktlarında fenolik asit biyosentez yolaklarındaki genlerin ifade 

seviyeleri üzerine etkileri. Farklı harfler (a–c), DMRT analizine göre ortalamalar 

arasındaki önemli düzeydeki farklılıkları göstermektedir (P<0.05). 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

Bazı değerli metabolitlerin varlığı nedeniyle Salvia türleri ilginç tedavi edici özelliklere 

sahiptir (Loizzo vd. 2014, Chung vd. 2015, Garcia vd. 2016, Ye vd. 2017). Salvia 

türlerinin en önemli biyoaktif bileşikleri terpenler ve fenolik bileşikler (flavonoidler ve 

fenolik asitler) gibi sekonder metabolitlerdir (Ghorbani ve Esmaeilizadeh 2017, Xu vd. 

2018). Bununla birlikte, fenolik asitlerin Salvia türlerinde geniş bir terapötik etkiye 

sahip olduğu bildirilmiştir (Liu vd. 2006, Dent vd. 2017). Çoğu bitkide nispeten düşük 

konsantrasyonlarda (%1'den az kuru ağırlık) oluşan sekonder metabolitler özel yapılarda 

veya organellerde birikirler ve birikimleri birçok faktöre bağlıdır (Tohidi vd. 2017, 

Németh-Zámboriné 2015). Bu nedenle, bu kimyasal bileşenlerin bitkilerde artırılması 

önemli hedeflerden biridir. İlaç ve diğer endüstrilerin bitki sekonder metabolitlerine 

olan yoğun talebi nedeniyle, bu bileşiklerin sentezini ve birikimini artırmak için birçok 

strateji uygulanmaktadır. En yaygın kullanılan yaklaşım, bitkilerin genetik potansiyelini 

geliştirmeye yönelik ıslah ve seleksiyon çalışmalarıdır. Bitkilerde sekonder 

metabolitlerin üretiminin artırılmasında kullanılan diğer bir yaklaşım ise elisitörlerin 

kullanılmasıdır (Isah vd. 2017, Gonçalves ve Romano 2018). Bakteri veya funguslar 

gibi mikroorganizmaların hücre duvarlarından kaynaklanan polisakkaritler (örneğin, 

kitin, pektin ve selüloz) sekonder metabolit üretimini artırmak için kullanılabilmektedir 

(Narayani ve Srivastava 2017). Diğer taraftan, abiyotik elisitörler genellikle fiziksel 

(ışık, ozmotik, tuzluluk, kuraklık ve sıcaklık stresi), kimyasal (ağır metaller) ve 

hormonal (düşük konsantrasyonlarda uygulanan jasmonik asit, salisilik asit, gibberellik 

asit gibi) faktörler olarak gruplandırılmaktadır (Kandoudi ve Németh-Zámboriné 2022). 

 

Nitrik oksit (NO), hem bitkilerde hem de hayvanlarda çok yönlü işlevlere sahip, 

lipofilik, gaz halinde bir sinyal molekülüdür (Klepper 1979). NO'nun lipofilik ve 

yayılabilir doğası, onu bitkilerdeki çeşitli sinyal süreçleri için mükemmel şekilde uygun 

hale getirir (Baudouin 2011). Aynı zamanda NO’nun posttranslasyonel protein 

modifikasyonları yoluyla enzimlerin ve bazı anahtar sinyal bileşenlerinin aktivitesinin 

değiştirilmesinde de aktif bir rol oynadığı bilinmektedir. Diğer taraftan, NO'nun bitki 

büyümesinde ve bitkilerdeki savunma tepkilerinde önemli bir rol oynadığını ortaya 

koymuştur. Son yıllarda NO, bitkilerde sekonder metabolit birikimini uyarmak için 
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elisitör olarak başarıyla kullanılmıştır (Santisree vd. 2020). Bazı araştırmalar NO 

uygulamalarının bitkilerde fenolik asit üretimini artırdığını göstermiştir (Li et al. 2017, 

Pirooz vd. 2022). Mevcut araştırmada, yapraklara NO uygulaması, S. officinalis 

bitkilerinde toplam fenolik ve flavonoid içeriğinde artışa neden olmuştur. Ayrıca yüksek 

NO konsantrasyonuna (1000 M) göre nispeten düşük NO konsantrasyonunun (100 

M) özellikle toplam fenolik içeriğinde daha fazla artışa neden olduğu belirlenmiştir. 

Benzer olarak, in vitro koşullar altında Melisa officinalis fidelerinde NO uygulamasının 

fenolik ve flavonoid bileşiklerin toplam içeriğini artırdığı bildirilmiştir (Ai vd. 2009). 

Farklı çalışmada NO donörü SNP’nin Calendula officinalis bitkilerinde toplam fenolik 

ve flavonoid içeriğinin üretiminde ve antioksidan aktivitede önemli rol oynadığı 

gösterilmiştir (Lone vd. 2021). Dışsal SNP uygulamasının Catharanthus roseus hücre 

kültürlerinde katarantin üretimi (Xu ve Dong 2005) ve Hypericum perforatum’da 

hiperisin üretiminde artışa neden olduğu bildirilmiştir (Xu vd. 2005). Ayrıca Ginkgo 

biloba kallus kültürlerinde tanenler, saponinler, fenoller ve toplam flavonoidler gibi 

sekonder metabolit üretiminin SNP uygulaması ile önemli ölçüde arttığı rapor edilmiştir 

(Hao vd. 2009). Bununla birlikte, hasat sonrası SNP uygulamasının elma ve şeftali 

meyvelerinde toplam fenolik ve flavonoid içeriğini artırdığı belirtilmiştir (Li et al. 2017, 

Ge vd. 2019). 

 

Demir indirgeyici antioksidan potansiyel (FRAP) ve bakır indirgeyici antioksidan 

kapasitesi (CUPRAC), antioksidan özellikleri belirlemek için uygulanan önemli 

testlerdir. Bu testlerde antioksidanların elektron verme özelliğinden yararlanılarak demir 

ve bakır iyonları indirgenmektedir. İndirgeme gücü aynı zamanda antioksidan yeteneğin 

de bir ölçüsü olarak kabul edilmektedir (Llorent-Martinez vd. 2017). FRAP testi ile 

ekstraktların antioksidan potansiyeli, TPTZ-Fe(III)'ü TPTZ-Fe(II) kompleksine 

indirgeme yeteneğinin ölçülmesi ile tahmin edilmektedir (Benzie ve Strain 1996). 

CUPRAC, Cu2+'ın Cu+'a dönüşümüne dayanan diğer bir önemli indirgeme gücü testidir. 

Mevcut araştırmada, dışsal NO uygulamalarına maruz kalan yapraklardan elde edilen 

ekstraktların FRAP ve CUPRAC değerleri kontrol ekstraktlarına göre artmıştır. Bununla 

birlikte, FRAP ve CUPRAC analizleriyle maksimum antioksidan aktivite, toplam 

fenolik ve flavonoid içeriği ile uyumlu olarak yapraklara 100 M NO püskürtüldüğünde 

belirlenmiştir. Mevcut bulgularile fenolik bileşenlerin tıbbi bitkilerin antioksidan 
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kapasitesine önemli ölçüde katkılar sağladığı söylenebilir. Birçok çalışmada, bu testler 

kullanılarak biyoaktif bileşikler ile antioksidan aktivite arasındaki korelasyon 

araştırılmıştır (Bajalan vd. 2017, Vosoughi vd. 2018). Salvia cinsinde uçucu 

terpenoidler ve polifenolik bileşiklerin, esas olarak bu cinsin özellikle antioksidan 

aktivite gibi biyolojik etkilerinden sorumlu olan iki ana ikincil metabolit grubu olduğu 

bildirilmiştir (Roby vd. 2013, Martins vd. 2015). 

 

Rozmarinik asit ve türevlerinin, S. officinalis bitkilerinde radikal temizleme 

aktivitelerinden ve tedavi edici özelliklerinden sorumlu olan fenolik asitlerin önemli bir 

kısmını oluşturduğu bildirilmiştir (El-Feky ve Aboulthana 2016). Rozmarinik asit 

içeriğindeki elisitör teşvikli artışlar bazı bitki türlerinde bildirilmiştir (Krzyzanowska 

vd. 2012, Samadi vd. 2020, Hawrylak-Nowak vd. 2021). Mevcut araştırmada, S. 

officinalis yapraklarında en baskın fenolik asit olarak rozmarinik asit belirlenmiştir. 

Ayrıca kontrole göre 100 M NO uygulaması rozmarinik asit içeriğinde önemli artışa 

neden olmuştur. Benzer olarak, S. officinalis yapraklarında 200 M NO uygulamasının 

rozmarinik asit biyosentezini teşvik ettiği ve antioksidan kapasiteyi artırdığı 

bildirilmiştir (Pirooz vd. 2022). Farklı bir çalışmada, in vitro kültürde yetiştirilen 

Melissa officinalis bitkilerinde 5–20 M SNP uygulamasının rozmarinik asit ve fenolik 

bileşiklerin üretimini teşvik ettiği, uçucu yağ ana bileşenlerinin çoğunu artırdığı ve 

antioksidan özelliklerini iyileştirdiği rapor edilmiştir (Esmaeilzadeh ve Rezaei 2018).  

 

Rozmarinik asit, birçok bitki familyasında bulunan değerli bir sekonder metabolit  olup, 

sağlık açısından önemli  özelliklere sahip olduğu bildirilmiştir (Marchev vd. 2021). 

Salvia türlerinde rozmarinik asitin biyosentezi için iki yolak bulunmaktadır. Bu iki dalın 

başlangıcında fenilalanin amonyum liyaz (PAL) ve tirozin aminotransferaz (TAT) ve 

sonunda rozmarinik asit sentaz (RAS) rozmarinik asit üretiminde önemli rol oynayan 

anahtar enzimlerdir. Rozmarinik asit ve diğer ikincil metabolitlerin içeriği, genetik ve 

çevresel koşulların etkileşimi ile güçlü bir şekilde düzenlenmektedir (Song ve Li 2015). 

Örneğin, fenilalanin türevli yolaktaki PAL, 4CL ve C4H genlerinin ve tirozin türevli 

yolaktaki TAT ve HPPR genlerinin yanı sıra RAS geninin ifade seviyelerinin S. 

officinalis, S. verticillata, S. miltiorrhiza ve S. khuzistanica gibi farklı Salvia türlerinde 

dışsal metil jasmonat ve AgNO3 uygulamaları ile uyarıldığı gösterilmiştir (Xing vd. 
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2018, Fatemi vd. 2019, Pesaraklu vd. 2021). Bitkilerde PAL, C4H ve 4CL aktivitelerinin 

artmasının fenolik bileşikler, flavonoidler ve lignin birikimini etkili bir şekilde 

desteklediği rapor edilmiştir (Ge vd. 2017, Gómez-Plaza vd. 2017). Mevcut araştırmada, 

S. officinalis fidelerinin yaprak dokularında hem fenilalanin türevli (PAL, 4CL ve C4H) 

hem de tirozin türevli (TAT ve HPPR) yolaklardaki anahtar genlerin yanı sıra RAS 

geninin ifade seviyesi NO uygulamasından önemli seviyede etkilenmiştir. Tıbbi 

bitkilere odaklanan bazı çalışmalarda da, elisitör uygulamalarının fenolik asit 

biyosentez yollarındaki önemli genlerin ifade seviyelerini değiştirdiğini göstermiştir. 

Pirooz vd. (2022), S. officinalis yapraklarında 200 M NO uygulamasının PAL, TAT ve 

RAS genlerinin transkript seviyesini ve PAL aktivitesini artırdığını ve sonuç olarak 

fenolik ve flavonoid içeriğini artırdığını bildirmiştir. Benzer olarak, elma meyvelerinde 

hasat sonrası SNP uygulamasının PAL, C4H ve 4CL enzim aktivitelerini artırarak 

fenolik bileşikler, flavonoidler ve ligninin birikimini teşvik ettiği gösterilmiştir (Ge vd. 

2019). Bununla birlikte, 15 M NO uygulanmış şeftali meyvelerinde PAL, C4H ve 4CL 

enzimlerini kodlayan genlerin ifade seviyelerinin yanı sıra bu enzimlerin aktivitelerinin 

arttığı bildirilmiştir. Diğer taraftan, S. miltiorrhiza bitkilerinde C4H, TAT ve HPPR 

genlerinin aşırı ifadesinin tüylü köklerde rozmarinik asit içeriğini artırdığı belirtilmiştir 

(Xiao vd. 2011). Prunella vulgaris tüylü köklerinde aşırı TAT ifadesinin rozmarinik asit 

içeriğinin kontrole göre yaklaşık 2 kat artırdığı bildirilmiştir (Ru vd. 2017). Ayrıca, RAS 

ve CYP98A14 genlerini aşırı ifade eden transgenik S. miltiorrhiza köklerinde rozmarinik 

asit içeriğinin sırasıyla 1,4 ve 1,9 kat arttığı rapor edilmiştir (Fu vd. 2020). Bu bulgular, 

hem fenilalanin hem de tirozin türevli yolakların, rozmarinik asitin de novo 

biyosentezini artırmak için NO tarafından uyarıldığını ileri sürebilir.  

 

Sonuç olarak, mevcut çalışmada spreyleme yoluyla S. officinalis yapraklarına 

uygulanan NO elisitörünün fenolik asit birikimi ve antioksidan kapasiteyi teşvik ettiği 

ortaya konulmuştur. Fenolik asitlerin biyosentezindeki hem fenilalanin hem de tirozin 

türevli yolaklarda fonksiyon gören bazı anahtar genlerin (PAL, TAT ve RAS) Ek 

transkript seviyeleri NO uygulamaları ile artış göstermiştir. Mevcut araştırmanın 

sonuçları, dışsal NO uygulamalarının rozmarinik asit gibi flavonoidlerin ve fenoliklerin 

biyosentezini teşvik ederek S. officinalis'in tıbbi açıdan kalitesini ve sağlık açısından 

fonksiyonelliğini artırdığını göstermektedir.  
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