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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

TIBBI ADACAYI (Salvia officinalis L.) BITKISINDE NiTRIK OKSIT
UYGULAMALARININ FENOLIK BILESIKLERIN BIiYOSENTEZ YOLAKLARI
UZERINE ETKISI

Hakan YALCIN
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Danmisman: Doc. Dr. Hakan TERZI
fkinci Damsman: Prof. Dr. Mustafa YILDIZ

Nitrik oksit (NO), bitkilerde biiyiime, gelisme ve stres tepkileri dahil olmak iizere ¢esitli
fizyolojik siireglerde rol oynayan oOnemli bir sinyal molekiiliidiir. Son yillarda,
bitkilerde, ozellikle de Salvia officinalis gibi tibbi bitkilerde, fenolik maddelerin
birikimini ve antioksidan kapasiteyi artirmada NO'nun roliiniin anlagilmasina yonelik
ilgi artmaktadir. Bu nedenle bu ¢alismada, S. officinalis yapraklarinda digsal NO
uygulamalarinin fenolik ve flavanoid igerigi, antioksidan kapasite ve fenolik asit
kompozisyonunun yani sira fenolik bilesiklerin sentezinde rol oynayan bazi onemli
genlerin ifadesi {izerindeki etkisi degerlendirilmistir. S. officinalis fidelerinin
yapraklarna 0, 100 ve 1000 uM NO donérii dietilentriamin NONOat piiskiirtiilmiistiir.
Son uygulamadan 24 saat sonra yaprak Ornekleri analizler i¢in hasat edilmistir. Digsal
NO uygulamasi, toplam fenolik ve flavonoid igeriginin artmasina neden olmustur.
Ekstraktlarin antioksidan kapasiteleri tamamlayict yontemlerle [toplam antioksidan
kapasite (TAK), 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) antiradikal kapasite, bakir iyonu
indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC) ve demir iyonu indirgeyici antioksidan
potansiyel (FRAP)] test edilmis ve NO uygulamasi antioksidan aktiviteyi dnemli 6l¢iide
artirmigtir. HPLC analizi, ekstraktlarda ana bilesik olarak rosmarinik asidin varligin
ortaya cikarmig ve 100 pM NO uygulamasi ferulik ve rozmarinik asit icerigini

artirmigtir. Digsal NO uygulamasi hem fenilpropanoid hem de tirozin tiirevli yolaklarda



yer alan anahtar genlerin (PAL, C4H, 4CL, TAT, HPPR ve RAS) ifade seviyelerinde
degisiklige neden olmustur. Bulgularimiz, NO uygulamasindan sonra S. officinalis'in
yaprak dokularinda PAL, TAT ve RAS ifade seviyelerindeki artisin fenolik asit igerigi ve

antioksidan kapasite ile iliskili oldugunu gostermektedir.

2024, xi + 61 sayfa

Anahtar Kelimeler: Antioksidan kapasite, Fenolik bilesikler, Gen ifadesi, Nitrik oksit,
Salvia officinalis.



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

EFFECTS OF NITRIC OXIDE APPLICATIONS ON BIOSYNTHESIS PATHWAY
OF PHENOLIC COMPOUNDS IN COMMON SAGE (Salvia officinalis L.) PLANT

Haktan YALCIN
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Assoc. Prof. Hakan TERZI
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 uM 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-
picrylnydrazyl (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



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. GIRIS

Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasina ait tibbi adagay1 (Salvia officinalis L.) 6nemli
bir tibbi ve aromatik bitkidir. Gliney Avrupa ve Akdeniz bdlgelerine 6zgii bir bitki olan
S. officinalis yapraklarindan elde edilen ugucu yagi i¢in diinya ¢apinda yetistirilmektedir
(Craft vd. 2017). Yaprak ve cigekleri ilag ve parflimeri endiistrilerinde hammadde
olarak kullanilmaktadir (Rahmani Samani vd. 2021). Ayrica adagay1 yapraklari ve
cigeklerinden elde edilen ugucu yag, genis spektrumlu farmakolojik aktiviteler sergiler
ve potansiyel dogal iirlinler olarak gidalarin korunmasinda kullanilmaktadir (EI Euch
vd. 2019). Adacayinin anti-kanser, anti-inflamatuar, antikoagiilan, antioksidan,
antimikrobiyal, analjezik, hipoglisemik, hipolipidemik ve anti-mutajenik etkiler dahil
olmak iizere ¢ok cesitli terapotik aktivitelere sahip oldugu bilinmektedir (Ghorbani ve
Esmaeilizadeh 2017). Salvia tiirlerinin en onemli biyoaktif bilesikleri terpenler ve
fenolik bilesiklerdir (Ghorbani ve Esmaeilizadeh 2017, Xu vd. 2018). Fenolik asitlerin,
ozellikle de rozmarinik asit (RA)’in, Salvia tiirlerinin terapotik etkilerinden esas olarak
sorumlu oldugu bildirilmistir (Liu vd. 2006, Dent vd. 2017).

Rozmarinik asidin hepatoprotektif (Wang vd. 2019), antiinflamatuar (Jiang vd. 2018) ve
noroprotektif aktivite (Costa vd. 2013) gibi saglik iizerine olumlu etkilerinin oldugu
rapor edilmistir. Ayrica serbest radikalleri temizleme, pro-oksidan iyonlar1 selatlama
yetenegi, lipit peroksidasyonunu 6nleme ve biyomakromolekiillere baglanma 6zellikleri
RA'min gida endiistrisindeki uygulamalarda degerli bir antioksidan oldugunu
gostermektedir (Ferraro vd. 2015, Li vd. 2021). Bu nedenle RA'ya olan talebin artmasi,
bliylik miktarlarda iiretimine yonelik farkindaligi da artirmaktadir. Ancak RA’nin
bitkilerdeki igerigi nadiren kuru agirligin %1'inin iizerine ¢ikmakta (Petersen 2013) ve
bitkinin fizyolojisine, biiyiime ve gelisme asamalarina, hasat dncesi ve sonrasi siireglere,
ayrica cografi ve ¢evresel faktorlere baglidir. Rozmarinik asit gibi fenolik asitlerin
biyosentezi Salvia tiirlerinde iyi bir sekilde incelenmistir. RA'nin biyosentezi, fenolik
asit biyosentez yolunun bir pargasi olarak L-fenilalanin ve L-tirozin amino asitlerini
onciil olarak kullanan fenilpropanoid ve tirozin tiirevli yolaklar1 icermektedir (Deng vd.
2020). L-fenilalanin amino asidinin para-kumaroil-koenzim A onciisiine doniisiimiinde

yer alan enzimler fenilalanin amonyum-liyaz (PAL; EC 4.3.1.24), sinamik asit 4-



hidroksilaz (C4H; EC 1.14.14.91) ve kumarik asit KoA ligazdir (4CL; EC 6.2.1.12).
Tirozin tlirevli yolakta ise, L-tirozin ilk dnce tirozin aminotransferaz (TAT; EC 2.6.1.5)
tarafindan 4-hidroksifenilpiruvik aside (PHPP) doniistiirilmektedir. Daha sonra
hidroksifenilpiruvat rediiktaz (HPPR; EC 1.1.1.237) enzimi PHPP'yi 4-
hidroksifenillaktik aside (PHPL) doniistiiriir. Tirozin ve fenilalanin tiirevi yollarin iki
ara urtni olan 4-hidroksfenillaktik asit ve 4-kumaroil-KoA, rozmarinik asit sentazin
(RAS, EC 2.3.1.140) ve sitokrom P450'ye bagimli monooksijenazin (CYP98A14; EC
1.14.13.36) katalizledigi reaksiyonlar ile RA'ya doniistiiriiliir (Fu vd. 2020).

Bitkilerde sekonder metabolitlerin in vitro biyosentezinin artiritlmasinda kullanilan
yontemlerde biri de elisitorlerin uygulanmasidir. Bu metodun etkinligi elisitor tipine,
konsantrasyonuna, maruz kalma siiresine ve bitkinin fizyolojik yasina baghdir (A¢ikgoz
2020). Salvia tiirlerinde fenolik asit i¢erigini arttirmak igin NO (Pirooz vd. 2022), metil
jasmonat (Pesaraklu vd. 2021), maya 6ziitii (Attaran Dowom vd. 2017), agir metaller
(Xing vd. 2015) ve bitki biiylime diizenleyicileri (Liang vd. 2013) gibi c¢esitli elisitorler
uygulanmistir. Bununla birlikte, biyosentetik yolaklardaki anahtar enzimlerin gen
ifadelerinin elisitorlerle uyarilmasi yoluyla bitkilerde fenolik asit {iretimini arttirmak
i¢in bazi ¢aligmalar yapilmistir (Zhang vd. 2013, Park vd. 2016, Narayani ve Srivastava
2017, Gongalves vd. 2019, Pesaraklu vd. 2021). Cesitli ¢aligmalar, NO'nun bitkilerde
spesifik gen ifadesini indiikleyerek sekonder metabolitlerin {iretiminde bir sinyal
molekiilii olarak 6nemli bir rol oynadigini gostermistir. Pirooz vd. (2022), S. officinalis
yapraklarinda NO uygulamasinin PAL, TAT ve RAS genlerinin ifadesini ve PAL enzim
aktivitesini arttirdiginin ve bu durumun 6zellikle RA olmak iizere fenolik bilesiklerin
birikimindeki artistan sorumlu oldugunu bildirmistir. Bu tez ¢alismasinda, digsal NO
uygulamalarina (0, 100 ve 1000 uM) maruz birakilan S. officinalis bitkilerinin yaprak
dokularinda toplam fenolik ve flavonoid igerigi, farkli tamamlayici testler (TAK,
DPPH, CUPRAC ve FRAP) kullanilarak antioksidan kapasite, fenolik asit
kompozisyonlarmin ve fenolik asit biyosentezinde fonksiyon goren anahtar enzimleri
kodlayan genlerin (PAL, 4CL, C4H, TAT, HPPR ve RAS) ifade seviyelerinin

belirlenmesi amaglanmustir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Tibbi Adacayinin Sistematigi ve Morfolojisi

Tibbi adacayr (Salvia officinalis L.) tiirii, Lamiaceae familyasinin en 6nemli Salvia
taksonunda yer alir. Anavatan1 Akdeniz olmakla birlikte diinyada yaygin olarak yetisen

Salvia cinsi 900'e yakin tiir icermektedir (Walker vd. 2004, Jakovljevi¢ vd. 2019). S.
officinalis, 60 cm yiiksekliginde ¢ok yillik otsu bir bitkidir.

Cizelge 2.1 T1ibbi adagaymin (Salvia officinalis L.) sistematigi

Alem Plantae
Bolim Tracheophyta
Sif Magnoliopsida
Takim Lamiales
Familya Lamiaceae
Cins Salvia L.
Tiir Salvia officinalis L.

Yapraklar basit, uzun ve sapli, kenarlar tirtikli, burusuk yiizeyli ve bazen bazal loblu
olup karsilikli ¢apraz olarak dizilmistir. Yapragin alt kisminda beyaz tiiyler, st
kisminda ise yesilimsi veya yesilimsi gri tiiyler bulunmaktadir. Gévde dik veya yatay
olup koyu yesil tiiylii dallara sahiptir. Cigekler govdeden 2 ila 4 mm uzunlugundadir ve
sahte bir bilesik salkim olusturan 5 ila 10 morumsu—mavi ¢iceklerle psddovertikilla
yildiz seklinde cicek agarlar. Habitat ve iklim kosullarina bagli olarak Mart'tan
Temmuz'a kadar ¢icek agmaktadirlar (Hedge vd. 1972).

2.2 Nitrik Oksit

Nitrik oksit (NO) bitkilerde ilk kez Klepper tarafindan kesfedilmistir (Klepper 1979).
NO, cok islevli bir molekiil olarak tanimlanmistir (Levine 2012). Nitrojen ve oksijenden
olusan diatomik bir gaz ve endojen bir sinyal molekiilii olan NO biyoaktif, potansiyel

olarak toksik, nispeten kararsiz, renksiz, kiiclik, lipofilik bir serbest radikal gazdir



(Leshem 2000, Hancock 2020, Khan vd. 2023).

NO'mun ¢ok islevli rolii, yar1 6mrii ile ilgilidir (Bruand ve Meilhoc 2019). Diisiik
konsantrasyonlarda (1 umol/L'den az) NO'nun yar1 émrii dakikalar ila saatler arasinda
olabilir ve bu nedenle bir¢ok hiicre katmanina veya hiicreler arasi bosluklarda daha
uzun mesafelere yayilabilir. Daha yiliksek konsantrasyonlarda NO'nun yarilanma 6mrii
saniyeler mertebesinde cok daha kisadir (Henry vd. 1997). NO'nun yar1 6mrii ayni
zamanda proteinler, hemoproteinler, bagli demir, bagl bakir, sistein, askorbik asit,
oksijen ve H>O; gibi hedeflerinin lokal konsantrasyonuna da baglidir (Stohr ve Ullrich
2002).

Sodyum nitroprussid (SNP) gibi farkli NO donérleri formunda bitkilere uygulanabilen
NO’nun canli organizmalarda cesitli enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlar
yoluyla iretildigi bildirilmistir (Rolly vd. 2020). Genellikle nitratin nitrite
dontistiiriilmesi yoluyla nitrojen asimilasyonuyla iliskilendirilen nitrat rediiktaz (NR),
nitritten NO iiretimine de aracilik edebilir (Rockel vd. 2002). Indirgeme verimliligi
diisiiktiir (NR aktivitesinin yaklagik %1'); oksijenin diisiik oldugu ortamlarda daha
belirgindir ve normalden daha yiiksek nitrit seviyeleri gerektirir (Rockel vd. 2002).
Enzim hem sitozolik formda hem de plazma membranina bagli formda bulunmustur

(Stohr 1999)

2.2.1 Nitrik Oksit Biyosentezi

Indirgeyici ve oksidatif yolaklar ile incelenen NO sentezinin mekanizmalar1 gok
farklilik gostermelerine ragmen (Malia ve Moura 2015), mekanizmasi heniiz tam olarak
aydinlatilmamustir. Indirgeyici yolak nitritlerin NO'ya indirgenmesine, oksidatif yolak
ise aminasyonlu molekiiliin oksidasyonuna baglidir. Indirgeyici yolaklar sitokrom—c
oksidaz, nitrat rediiktaz (NR), plazma membranina bagl nitrit rediiktaz, nitritlerin
NO'ya indirgenmesi ve asidik kosullar altinda nitritin enzimatik olmayan indirgenmesi
icin ksantin oksidorediiktaz (XOR) ve/veya rediiktaz enzimlerini igeren yolaktir.
Oksidatif yolak ise L—arjinin, poliaminler (PA) ve hidroksilamin gibi aminlenmis
molekiillerin oksidasyonunu igerir (Sekil 2.1) (Moreau vd. 2010, Prochézkova vd.

2014).
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Sekil 2.1 Bitkilerde NO olusumunun indirgeyici ve oksidatif yolaklari. Nitriti (NO2) NO'ya
indirgemek i¢in gereken elektron, mitokondriyal elektron tasima sistemi, nitrat
rediiktazdaki NAD(P)H veya asidik indirgeyici bir ortam tarafindan saglanabilir.
Bitkilerde NO iiretmenin oksidatif yolunda arjinin, poliaminler ve hidroksilaminler
gibi ¢esitli substratlar onerilmis fakat hi¢bir enzim tanimlanmamistir (Moreau vd.
2010’dan degistirilerek).

Bitkilerde azot asimilasyonunda 6nemli bir rol oynayan NR'nin, NO'nun ¢ok énemli bir
enzimatik kaynagi oldugu distiniilmektedir (Chamizo—Ampudia vd. 2017). Bitkilerde
yaygin olarak bulunan nitrat ana substrat olarak kullanilmaktadir. NR, elektronlar
NAD(P)H'den nitritten NO sentezinde de yer alan molibdoenzim NO olusturan nitrit
rediiktaza (NOFNiR) gecirir (Chamizo—Ampudia vd. 2016). Peroksizomlar, mitokondri,
kloroplastlar ve plazma zar1 gibi farkli bitki organelleri, ¢esitli abiyotik stres kosullar

altinda olas1 NO {iretim kaynaklar1 olarak kabul edilmistir (Gupta vd. 2011).

L-arjinine bagiml yolaga nitrik oksit sentazin (NOS) enzimatik aktivitesi aracilik eder.
Bu iki asamali iglem sirasinda, L-arjinin ilk olarak molekiiler oksijen ile etkilesime
girerek N-hidroksi-L-arjinin olusturur ve bu da gaz halindeki NO'nun salinmasiyla
sitriiline dondstiiriiliir. Arjininin guanidin grubu, ortaya ¢ikan NO molekiilleri i¢in
nitrojen atomlarinin kaynagidir ve oksijen atomlari, reaksiyona katilan oksijen
molekiillerinden gelmektedir (Del Castello vd. 2019, Kolbert vd. 2019, Corpas vd.
2021).



2.2.2 Nitrik Oksitin Biiyiime ve Gelisme Uzerine Etkisi

NO, cesitli biyolojik fonksiyonlar1 yerine getirmektedir (Hancock 2020). NO, hiicre
zarlarindan kolayca yayilir ve normal ve stresli kosullar altinda hem hayvanlarda hem
de bitkilerde miikemmel bir hiicre i¢i ve hiicreler aras1 kimyasal haberci olarak gorev
yapmaktadir (Khan vd. 2023). Oldukca lipofilik dogasi nedeniyle NO, spesifik
membran tasiyicilarinin yardimi olmadan hiicre membranlarindan yayilabilir (Feldman

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

NO, ¢imlenme ve vejetatif bliylimeden ¢igeklenmeye, meyve olgunlagsmasi ve senesense
kadar bitki gelisiminin tiim asamalarindaki metabolik siire¢lerin diizenlenmesinde yer
almaktadir. NO, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde, polen tiipii farklilagsmasi ve
biiyiimesinde, morfogenezde ve bitki-simbiyont etkilesimlerinin kurulmasinda rol
oynamaktadir (Karpets ve Kolupaev 2017, Kolbert vd. 2019, Corpas vd. 2020, Khan vd.
2023).
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Sekil 2.2 NO'nun iiretildigi reaksiyonlar ve yerleri ve NO'mun bir sinyal molekiilii olarak olasi
dahil oldugu ana reaksiyonlarin sematik diyagrami (Planchet ve Kaiser 2006’dan
degistirilerek).




NO, bitkileri yaralanma, hipoksi, patojen istilasi, kuraklik stresi, tuzluluk stresi,
ultraviyole (UV) radyasyon, asir1 sicaklik ve agir metal stresleri gibi ¢esitli cevresel
streslere kars1 korumak i¢in 6nemli bir rol tstlenmektedir (Rolly vd. 2020, Khan vd.
2021, Rahim vd. 2022).

2.3 Sekonder Metabolitler

Bitkilerde 200.000'den fazla sekonder metabolit (SM) tanimlanmistir (Neilson vd.
2013). Biyosentez yolu ve kimyasal yapisina dayali olarak bitki sekonder metabolitleri
(BSM’ler), terpenoidler, fenolik bilesikler ve azot iceren bilesikleri kapsamaktadir
(Jamwal vd. 2018, Jogawat vd. 2021, Li vd. 2020, Yadav vd. 2021). Diinyada
391000'den fazla bitki tiiri var oldugu (Willis 2017) diistiniildiiginde SM’lerin daha
fazla arastirilmasi igin genis imkan sunmaktadir. Bazt BSM’ler, belirli bitki taksonlarina
ozgudiir (van Wyk 2003). BSM’lerin konsantrasyonlari, bitki ontogenezi ve doku tipine
bagli olarak popiilasyonlar ve taksonlar arasinda degisiklik gostermektedir (Acamovic
ve Booker 2005, Ritmejeryte vd. 2020).

BSM’ler, biyolojik aktivitelere ve farkli kimyasal yapilara sahip kii¢iik molekiillerdir.
Hiicre olusumu da dahil olmak iizere temel yasam fonksiyonlarinin ana itici gili¢leri olan
primer metabolitlerin aksine, BSM’ler primer yasam islevleri i¢in gerekli degildir ve
yiiksek enerjili baglara sahip degildir (Kessler ve Kalske 2018). Bununla birlikte,
BSM’ler, abiyotik ve biyotik streslerle basa ¢ikmada bitkinin hayatta kalmasini
saglayan temel sekonder fizyolojik ve biyokimyasal olaylarda rol oynarlar (Kessler ve
Kalske 2018). Abiyotik stres faktorleri, kemotiplerde (sekonder metabolitlerin
bilesimindeki farkliliklar veya morfoloji/anatomi {izerinde etkisi ¢ok az ya da hig
olmayan kiiciik genetik ya da epigenetik degisikliklerin kimyasal fenotipte biiyiik
degisikliklere neden olmasi) ve BSM {iretim seviyelerinde énemli bozulmalara neden
olmaktadir. Ornegin, bitkiler yiiksek sicakliklara maruz kaldiklarinda daha fazla
terpenoid iiretirler (Sallas vd. 2003) ve UV—B (280—315 nm) radyasyonuna maruz kalan
bitki yapraklar1 daha fazla fenolik asit ve flavonoid tiretmektedir (Julkunen—Tiitto vd.
2014, Kaling vd. 2015).



Insan saglhig1 agisindan énemli olan BSM’ler, birgok farmasétik iiriiniin ana kaynagidir.
Mevcut ilaglarin %25'inden fazlasi 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 edilmistir. Farkli abiyotik stres kosullarina
maruz kalan bitkiler, strese tolerans saglamak i¢in daha yiiksek konsantrasyonlarda
bircok BSM iiretmektedir (Roy ve Roy 2016, Gupta vd. 2019, Applequist vd. 2020). Bu
durum, tedavi amacgh yeni {iriin gelistirmek isteyen dogal iiriin arastirmacilarina ve

dolayisiyla ilag sirketlerine 6nemli bir firsat sunmaktadir.

2.3.1 Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler bitkiler aleminde en yaygin bulunan sekonder metabolitler olup,
nadiren bakteri, mantar ve alglerde de bulunmaktadirlar (Lattanzio 2013, Farhat vd.
2020, Samec vd. 2021). Fenolik bilesikler, bitkilerin kendilerini abiyotik ve biyotik
faktorlerine karst korumak i¢in iirettigi stres metabolitleridir. Yapisal olarak fenolik
bilesikler, bir veya daha fazla hidroksil grubunun sahip oldugu en az bir aromatik halka
ile karakterize edilen metabolitlerdir (Samec vd. 2021, Eseberri vd. 2022).

Fenolik bilesikler, kendisine bagli bir hidroksil grubuna sahip bir fenol grubu igeren
organik bilesik siifidir (Xu vd. 2019). Fenolik bilesikler, bir veya daha fazla hidroksil
grubuna bagli tek veya coklu aromatik halkalardan olusur (Sulusoglu 2014). Fenolik
bilesikler 2 temel yapiya sahiptir: Flavonoidler, baz1 fenolik asitler ve yogunlagmis
tanenler C6—C3—C6 halka yapisinda iken bazi fenolik asitler ve hidrolize tanenler ise
C6—C1 yapisindadir (Ringli vd. 2008).

Fenolik bilesikler, basit fenoller ve polifenoller olmak iizere iki genel gruba ayrilabilir
(Sulusoglu 2014). Basit fenoller, bir hidroksil grubuna bagli bir aromatik halkadan
olusan fenolik bilesiklerdeki en basit bilesikler olarak kabul edilir. Fenol ayrica
hidroksil grup numarasina veya aromatik halkaya bagli amino, klor, metil ve nitro

gruplarinin varligina gore rezorsinol, o-aminofenol, o-klorofenol, o-kresol, ve o-



nitrofenol gibi baz tiirevlere sahiptir (Lee vd. 1998). Diger yandan polifenollerin yapisi
da fenolik asitler gibi basit fenolik bilesiklerden tanenler gibi daha karmasik maddelere
kadar farklilik gostermektedir. Bu bilesikler c¢esitli konfiglirasyonlarda mevcut
oldugundan, fenolik bilesikler, fenol halkalarinin ve bu halkalar1 destekleyen yapisal
elemanlarin  varligina dayali olarak fenolik asitler (hidroksibenzoik asit ve
hidroksisinnamik asit), flavonoidler (flavonoller, flavonlar, flavanonlar, izoflavonlar ve
antosiyanidinler), tanenler (hidrolizlenebilir ve kondanse), stilbenler ve lignanlar
seklinde smiflandirilirlar (Sekil 2.3) (Pietta vd. 2003, Falcao ve Araujo 2011, Alu’datt
vd. 2017, Bento vd. 2017, Alara vd. 2021, Mutha vd. 2021).
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Sekil 2.3 Fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi. *Polifenollerin tiirevlerini ifade eder (Alara vd.
2021, Zhang vd. 2022, Suliman vd. 2023’ten degistirilerek).

Fenolik asitler, en az bir organik karboksilik asit grubu iceren fenoller olarak
adlandirtlir (Schieber vd. 2001, Mattila ve Hellstrom 2007). Hidroksibenzoik asitler ve
hidroksisinnamik asitler olarak smiflandirilmaktadir (Sekil 2.3) (Pietta vd. 2003).
Hidroksibenzoik asitler, C6—C1 yapisimin yedi karbon atomu c¢ergevesinden olusan
benzoik asidin varyasyonlaridir. Salisilik asit, gallik asit, p—hidroksibenzoik asit,
gentisik asit, protokatesik asit ve vanilik asit ana hidroksibenzoik asitlerdir (Balupillai
vd. 2015). Hidroksisinnamik asitler, C6—C3 c¢er¢eve yapisindan olusan sinnamik
asitlerin modifiye edilmis formu olarak tanimlanmaktadir. Hidroksisinnamik asitler
serbest durumda bulunmazlar, ancak siklikla p—kumarik, kafeik, ferulik ve sinapik

asitler gibi esterler ve glikozitler olarak olusurlar (Mattila ve Hellstrom 2007).



Flavonoidler dogal olarak olusan fenollerin en biiyiik grubudur (Evans 2009).
Flavonoidler (Ce—C3—Cs) genellikle ii¢ karbon atomundan olusan bir zincirle birbirine
baglanan iki benzen halkasindan (A halkas1 ve B halkasi) olusur ve genellikle bir piran
halkaya (C halkas1) yogunlasir. Flavonoidler yapisal formiillerine bagli olarak flavonlar,
flavonoller, dihidroflavonol, flavanonlar, flavanol, kalkonlar, dihidrokalkonlar,
auronlar, antosiyanidin, izoflavonoidler gibi tiirevlere sahiptir (Sekil 2.3). Bununla
birlikte flavonoidler, glikozit tiirevleri veya aglikon formu halinde bulunmaktadir
(Bravo 1998, Zhang vd. 2022). Flavonoidler simbiyotik azot fiksasyonu gibi bitki—¢evre
etkilesiminde onemli bir rol oynamaktadir (Samanta vd. 2011, Zhang vd. 2022).
Simbiyotik enfeksiyon agsamasinda koklerden ve Rhizobia yardimiyla salgilanirlar (Liu
ve Murray 2016). Flavononlar doymus bir C halkasina sahiptir (Panche vd. 2016).
izoflavonlar, flavonoidlerin bir alt smifidir ve Ostrojenlerle yapisal benzerliklere
sahiptir. izoflavonlar bazen 6zellikle soya fasulyesinde bol bulunan "fitodstrojenler”
olarak adlandirilir. Antosiyanidinler flavonoid pigmenti olan flavilyum iyonunun temel
yapisina sahip olup, C—halkasinin 4. konumunda bir keton oksijeninden yoksundur
(Chun vd. 2005, Khoo vd. 2017). Bitkiler turuncu, kirmizi, mor ve mavi tonlar1 tiireten
primer pigmentler olan antosiyaninler de dahil olmak iizere cesitli flavonoidleri

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

Tanenler c¢esitli biyolojik aktivitelere sahip olan bir grup fenolik bilesiktir (Smeriglio
vd. 2017). Tanenler kimyasal yapilarina gore hidrolizlenebilir ve kondanse tanenler olan
iki ana gruba ayrilmaktadir (Sekil 2.3) (Alara vd. 2021). Hidrolizlenebilir tanenler,
gallotanninler gibi, gallik asit ile esterlestirilmis merkezi bir glikoz ¢ekirdeginden
olugsmaktadir (Zajacz vd. 2007). Kondanse tanenler [(C6—C3-C6),], oligomerler veya
polimerler olusturmak tizere C4—C8 ve C4—C6'daki karbon—karbon baglar ile baglantili
flavanoid birimleri (flavan—3—ol) igermektedir (Ismayati vd. 2017, Alara vd. 2021).
Katesin—4a—8—katesin, robinetinidol—(4a—8)—katesin ve fisetinidol—(4a—8)—katesin
yogunlagmis tanen ornekleridir (Sekil 2.3) (Ohara vd. 2003).

Stilbenler (C6—C2—-C6), aglikonlar veya glikozitler olarak bulunduklar1 diger fenolik
bilesiklere kiyasla nispeten kiiciik bir gruptur (Metsamuuronen ve Siren 2019). Bu
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bilesikler, 2—karbon metilen k&priisii ile birbirine bagl iki fenil bilesigi icerir (Kumar
vd. 2018). Resveratrol, pterostilben ve pinosilvin stilbenlere 6rnek verilebilir (Sekil 2.3)

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

Lignanlar, iki sinnamik asit rezidiiesinin dimerizasyonundan olusan difenolik bitki
bilesikleridir. Lignanlar bitki aleminde yaygin olarak dagilmistir ve bitki koklerinde,
rizomlarda, govdelerde, yapraklarda, c¢igeklerde, meyvelerde, tohumlarda, ksilemlerde
ve reginelerde bulunurlar. Lignanlarin primer kaynaklari1 tahillar, meyveler, keten
tohumu ve sebzeler gibi dogal iirlinlerdir. Lignanlar, sesamin, sekoizolarisiresinol
diglukosit, matairesinol ve enterodiol gibi cesitli aktif bilesiklere sahiptir (Milder vd.
2005, Webb ve McCullough 2005, Cui vd. 2020). Yapilarina gore dibenzilfuran,
dibenzilbutirolaktol, dihidroksibenzilbiitan, arilnaftalen ve ariltetralin lakton tiirevleri
gibi ¢esitli gruplara ayrilirlar (Sekil 2.3) (Alcorn vd. 2017). Monolignoller, sinnapik,
p—kumarik ve ferulik asitler gibi hidroksisinnamik asitlerin dimerizasyonundan elde
edilen lignanlardir. Lignanlarin dimerlerine neolignan denir. Bu lignanlar dogada
serbest formlarinda yaygin olarak bulunmaz, ancak glikozillenmis tiirevler olarak diger
molekiillere baglanirlar. Ayrica, sadece dimerler olarak degil, dilignanlar ve

seskuilignanlar gibi karmasik oligomerler olarak da bulunmaktadirlar (Pilar vd. 2017).

2.4 Tibbi Adacayimin Kimyasal Bilesenleri ve Farmakolojik Ozellikleri

Fenolik asitlerin esas olarak cilt kanseri (Balupillai vd. 2015), bobrek hasart (Yasir vd.
2018) ve alerjik hastaliklar1 (Kim vd. 2006) tedavi etmek i¢in farmasotik bir ajan olarak
kullanildig1 bildirilmistir. Bu bilesikler, antiinflamatuar, antioksidan ve antikanser
etkiler dahil olmak iizere ¢ok gesitli biyolojik aktivitelere sahiptir (Zhang vd. 2022).
Fenolik bilesikler, ndrodejeneratif bozukluklar, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve
osteoporoz riskini azaltmak da dahil olmak iizere farmakolojide yaygin olarak
kullanilmaktadir (Arts ve Hollman 2005, Graf vd. 2005, Blahova vd. 2021, Canadas
2021). Izoflavonlarin hipertansiyon (Maaliki vd. 2019) ve kanser (George vd. 2017)
gibi bazi Onemli hastaliklar1 onlemek ve bagirsak saghgint 1iyilestirmek icin
kullanilabilecekleri bildirilmistir (Landete vd. 2016). Antosiyaninler, miyokard

enfarktlisii ve kardiyovaskiiler hastalik ile iligkili mortalite riskini azaltarak
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kardiyovaskiiler sagligin korunmasinda koruyucu etkiler gostermektedir (Krga ve
Milenkovic 2019). Ayrica, antosiyaninler, birden fazla mekanizma yoluyla antiobezite
(Xie vd. 2018) ve antidiyabetik (Gowd vd. 2017) etkiler gostermektedir. Tanenler
antimikrobiyal, antiparaziter, antiviral, antioksidan, antiinflamatuar,
immiinomodiilasyon vb. dahil olmak iizere ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip olan bir
grup fenolik bilesiktir (Smeriglio vd. 2017). Stilbenlerin, antienflamasyon,
antikarsinojenik, antidiyabet ve antidislipidemi aktiviteleri gibi ¢esitli saglik acisindan
faydali etkileri bildirilmistir (Fraga vd. 2019). Stilbenlerin temsili bilesigi olan
resveratrol, kardiyovaskiiler sistemde antioksidan etkiler gostermekte ve ¢esitli timor
hiicrelerinde ¢oklu ilag direncini kemoterapotik ajanlara duyarl hale getirerek tersine
cevirmektedir (Lee vd. 2016, Mondal ve Bennett 2016, Xia vd. 2017). Lignanlarin
antioksidan, antitlimor, antienflamatuar ve antiviral 6zellikler gibi biyolojik aktivitelere
sahip olduklar1 bildirilmistir. Bu nedenle lignanlar uzun siiredir hem etnik hem de
geleneksel tipta kullanilmaktadir (Pietrofesa vd. 2016). In vitro ve in vivo ¢alismalarla,
lignanlarin antioksidan, proapoptoz, antidstrojenik ve antianjiyojenik ozellikler de dahil
olmak iizere ¢coklu mekanizmalar yoluyla antikanser 6zellige sahip oldugu gosterilmistir

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

Bazi onemli sekonder metabolitleri icermeleri nedeniyle, Salvia tiirleri antitimor
(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 terapotik
ozelliklere sahiptir. Salvia tiirlerinin en 6nemli biyoaktif bilesikleri terpenler (mono—,
di— ve triterpenler) ve fenolik bilesiklerdir (fenolik asitler ve flavonoidler) (Cheng vd.
2012, Ghorbani ve Esmaeilizadeh 2017, Xu vd. 2018). Fenolik asitlerden, 6zellikle
rosmarinik asit, kafeik asit, salvianolik asit B (Sal-B) ve salvianolik asit A (Sal—A)
Salvia tiirlerinin genis terapdtik etkisinden sorumludur (Liu vd. 2006, Dent vd. 2017).
Yapilan ¢alismalar Salvia tiirlerinde énemli 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)
Ozelliklerine sahip oldugunu gostermistir. 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 bilesikler adagay1 yapraklarindaki
toplam antioksidan kapasitenin 6nemli bir bolimiinii olusturmaktadir (Farhat vd. 2013).
Adagay1 ekstraktlarinda 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
bulunmaktadir (Sekil 2.4) (Lu ve Foo 2000, Farhat vd. 2013, Dent vd. 2017, Jakovljevi¢
vd. 2019, Marchica vd. 2021).

Salvia officinalis ekstraktlarinin farmakolojik 06zellikleri, terpenler, fenolik asitler,
flavonoidler ve diger cesitli biyoaktif bilesikleri iceren karmasik kimyasallardan
kaynaklanmaktadir (Martins vd. 2014). S. officinalis'ten elde edilen polifenoller, tip Il
diyabet, amiloidoz, Alzheimer, Parkinson ve Huntington hastaliklarina kars1 yiiksek ilgi
uyandiran noroprotektif aktivite gostermektedir (Mannu vd. 2022). S. officinalis,
kardiyovaskiiler, solunum, gastrointestinal ve zihinsel—sinir sistemi bozukluklari ile
ilgili g¢esitli bozukluklarin tedavisinde geleneksel olarak kullanilmaktadir (Asadollahi
vd. 2019). Adagayr metanolik ekstraktinin antiinflamatuar etkisi, rosmarinik, ursolik,
kafeik ve oleanolik asitler ile iligskilendirilmistir (Dal Pra vd. 2011). Metanolik adagay1
yapragi ekstraktindan elde edilen karnosik asitin ise, trigliserit yilikselmesini 6nemli
Olclide inhibe ettigi, viicut agirligt kazanimimi azalttigit ve pankreas lipaza karsi
aktiviteyi inhibe ettigi bildirilmistir (Ninomiya vd. 2004). Ayrica adagay: inflizyonunun
sicanlarda kolorektal kanserini 6nledigi bulunmus (Pedro vd. 2010), bununla birlikte
kanser hiicre hatlar1 {lizerinde sitotoksik etkileri de gosterilmistir (Bauer vd. 2012,
Hamidpour vd. 2014). Aym zamanda adagayi, kanser tedavisi i¢in kullanilan

radyoterapinin olumsuz etkilerini azaltmaktadir (Osman ve Abd El-Azime 2013).
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Sekil 2.4 Salvia officinalis’in ana fenolik bilesenlerinden bazilarmin kimyasal yapilari. ()
fenolik asitler (b) flavonoidler (Jakovljevi¢ vd. 2019°dan degistirilerek).

2.5 Fenolik Bilesiklerin Biyosentez Yolaklar:

Fenolik bilesikler bitkilerde fenilpropanoid metabolizmasi yoluyla sikimat ve pentoz
fosfatlarla olusan sekonder metabolitlerdir (Randhir vd. 2004). Fenolik bilesiklerin
sentezindeki 1ilk silireg, glikozun pentoz fosfat yoluna (PPP) baglanmasi ve
glikoz—6—fosfatin geri doniisiimsiiz olarak ribuloz—5—fosfata doniistiirtilmesidir.
Ribuloz—5—fosfata doniisiimdeki ilk basamak, glikoz—6—fosfat dehidrogenaz (G6PDH)
tarafindan katalizlenmektedir. Bir yandan, ribuloz—5—fosfata doniisiim, hiicresel
anabolik reaksiyonlar i¢in nikotinamid adenin diniikleotid fosfatin (NADPH)
indirgeyici esdegerlerini iretir. Daha sonra fenilpropanoid yolu yoluyla fenolik
bilesikler tiretmek i¢in kullanilan fenilalanin tiretmek igin sikimat yolundan gegirilir
(Vattem vd. 2005, Lin vd. 2010). Polimerik C2 birimleri ireten poliketid yolu ve
fenilpropanoid iskeletini gelistiren fenilpropanoid siireci, bitkilerde flavonoidlerin
(Ce—C3) tretildigi iki ana biyosentetik yoldur. Kalkon sentaz enzimi, flavonoidlerin
biyosentezinde ilk adim olarak p—kumaroil CoA ve malonil CoA'dan 20—hidroksi

kalkon iskeletini olusturur. Daha sonra, bu iskelet, farkli enzimatik islemler kullanilarak
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cesitli flavonoidlerin iiretilmesi i¢in kullanilir (Dias vd. 2021).

Sikimik asit ve malonik asit yolaklari, tiim fenolik bilesiklerin oOnciillerinin
biyosentezinden sorumludur. Bitki fenoliklerinin ¢ogu sikimik asit yolagindan iiretilir.
Sikimik asit yolag1 eritroz—4—fosfat ve fosfoenol piruvati aromatik amino asitlere

dontstiirtir (Sekil 2.5) (Mahajan vd. 2020).

Glines isig PLASTIT
Y i >
> Sikimik asit
CO.+H.0 Eritroz-4-fosfat yolu
KLOROPLAST Glikolizis = + —————» Fenilalanin
Gliseraldehit-3-fosfat Fosfoenolpirivat g
Oksidatif
dekarboksilasyon Y Metileritrol fosfat  Aromatik 2"
Pirtivat 7 .. sinnamik
(MEP) amino asit asit
- EEmwweToTEm——— » lifatik
M_evalomk amino asit l
asit yolu Basit
3 asetil-CoA fenolikler
hydoEII: Nitrojen iceren
iy Mevalonik asit (Cs) . hllesikler 3
Melonik asit yolu Alkaloidler v Siyanojenik
Glukozinatlar >'Y2"%!
) v glikozitler
v Izopentil pirofosfat (Cs)e-==----- +Dimetilallil pirofosfat (Cs)
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(C10)
Geranilgeranil pirofosfat (Cz)
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2 R
Skualen Geranilgeranil D'te("cpe)mer Tetra:(e;senler
pirofosfat (Cy) \ 20
. Triterpenler .
SITOZOL (Cs0) Politerpenler

Sekil 2.5 Sckonder metabolitlerin biyosentezi ve siniflandirilmasina sematik genel bakis.
Sekonder metabolitler kimyasal yapilarina gore siniflandirilir. Yukaridaki sema,
sekonder metabolitin primer metabolizma ile karsilikli iligkisini acgiklamaktadir.
Sekonder metabolitler terpenoidler, fenolik bilesikler ve nitrojen igeren bilesikler
olmak tiizere {i¢ ana gruba ayrilir. Primer metabolizmanin ara maddeleri, her tirlii
sekonder metabolitin biyosentezi i¢in Oncli gorevi goriir (Mahajan vd. 2020’den

degistirilerek).
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Fenolik asitlerin biyosentez siireci tam olarak karakterize edilmemistir, ancak iki ara
tirtinii 3,4—dihidroksifenilaktik asit ve 4—koumaroil-CoA'y1 ayr1 ayr1 sentezlemek i¢in
L—tirozin ve L—fenilalaninden baslar, ardindan iki onciil, rosmarinik asit yolunda yer
alan ¢esitli enzimler yoluyla bir dizi modifikasyonla rosmarinik asit ve diger fenolik

asitleri olugturmak tizere yogunlasir (Sekil 2.6) (Zhao vd. 2015).

Fenilpropanoid Tirozin tarevli
yolagi yolak
L-fenilalanin L-tirozin
PAL l l TAT
t-sinnamik asit 4-hidroksifenilpiravik asit
C4Hl l HPPR
4-kumarik asit 4-hidroksifenillaktik asit
4cL l l P450
4-kumaroil-KoA 3,4-dihidroksifenillaktik asit

1 Ras

4-kumaroil-3’ 4’-dihidroksifenillaktik asit
l CYP98A14

Rozmarinik asit

Sekil 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 rediiktaz; RAS, rozmarinik asit sentaz; CYP98A14, bir
sitokrom P450—bagimli monooksijenaz (Shi vd. 2019’dan degistirilerek).

Fenolik asitlerin biyosentez yolunda bes anahtar enzim bulunmaktadir. Fenilpropanoid
yolagindaki varsayilan 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 tiiretilmis yolagmin hiz smnirlayici enzimleri ise tirozin
aminotransferaz (TAT, EC 2.6.1.5) ve 4—hidroksifenilpiruvat rediiktazdir (HPPR, EC
1.1.1.237). Tirozin ve fenilalanin kaynakli yolaklarin iki ara maddesi olarak
4—hidroksfenillaktik asit ve 4—kumaroil-CoA, rosmarinik asit sentaz (RAS, EC
2.3.1.140) ve bir sitokrom P450—bagimli monooksigenaz (CYP98A14, EC 1.14.13.36)
etkileri yoluyla rosmarinik asite doniisiir (Sekil 2.6) (Di vd. 2013, Wang vd. 2015, Shi
vd. 2019).

16



Fenilpropanoid yolaginda, L—fenilalanin PAL ile sinnamik asite ve daha sonra C4H ve
4CL tarafindan bir dizi kataliz ile 4—kumaroil-CoA'ya doniistiiriiliir. Tirozin
biyosentetik  yolaginda ise, L-tirozin, TAT tarafindan katalize edilen
4—hidroksifenilpiruvik aside metabolize edilir, daha sonra HPPR ve bilinmeyen bir
sitokrom P450—-bagimli enzimle 3,4—dihidroksifenillaktik asit olusturulur. (Di vd.
2013). iki ara madde olan 3,4—dihidroksifenillaktik asit ve 4—kumaroil-CoA, ester
olusturan enzim RAS tarafindan 4—kumaroil—3’,4'—dihidroksifenillaktik asit {iretmek
icin birlestirilir. CYP98A14 enzimi tarafindan rosmarinik asit olusturmak {izere
4—kumaroil—3',4'—dihidroksifenilaktik asidin aromatik halkasi i¢inde C-3'te bir
3—hidroksil grubu sokulur (Di vd. 2013, Zhao vd. 2015).

PAL, C4H, 4CL ve HPPR genleri rosmarinik asit birikiminin diizenlenmesinde anahtar
genler olarak gorev yaparken, TAT geni salvianolik asit B iceriginin diizenlemesinde
onemli bir rol oynamaktadir (Song ve Li 2015). PAL, primer ve sekonder
metabolizmaya aracilik etmede 6nemli bir rol oynayan fenilpropanoid yolaginda yer
alan ilk enzimdir. Sitokrom P450 enzimlerine ait bir oksidorediiktaz olan C4H’nin,
t—sinnamik asitten 4—kumarik aside metabolik akis1 kontrol ettigi dogrulanmistir
(Petersen ve Simmonds 2003, Shi vd. 2019). C4H transkriptlerinin asir1 ifadesi artan
fenolik bilesik tiretimi ile iliskilendirilmektedir (Chen vd. 2006). Cesitli bitki sekonder
metabolitlerinin dnciileri olan p—kumarat, kafeik asit, ferulik asit ve sinapik asidin CoA
tiyoesterlerinin sentezini katalize eden ve fenilpropanoid metabolizmasindaki son enzim
olan 4CL, rosmarinik asit liretmenin onciisii olarak 4—kumaroil—-CoA olusumunu kataliz
eder (Ehlting vd. 1999, Shi vd. 2019). 4CL genlerinin ve proteinlerinin Onemi,
aktiflestirilmis 4—kumaroil CoA'nin yalnizca fenilpropanoid biyosentezinin degil ayni
zamanda flavonoidler, izoflavonoidler ve stilbenler dahil olmak iizere ¢ok cesitli
sekonder metabolitlerin metabolizmasinin baslangi¢ noktasini temsil etmesi ile
aciklanmaktadir (Vogt 2010). PAL, C4H ve 4CL tarafindan katalize edilen
fenilpropanoid yolunun bu {i¢ baslangi¢ adimi, sonraki tiim dallarin ve sonugta ortaya
cikan organik bilesiklerin temelini olusturmaktadir (Nanda vd. 2016). TAT'm,
rosmarinik asit biyosentezinin tirozin tiirevli dalindaki ilk enzim oldugu bilinmektedir.
Uriinii, 4—hidroksifenilpiruvik asit, plastokinonlarin ve tokoferollerin olusumu igin

onemli olan homojentisik asit (hidroksifenilpiruvat dioksigenaz, HPPD ile katalize
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edilir) i¢cin bir 6ncli (Kim vd. 2004) ve ayrica rosmarinik asitin Onciisii olarak
4—hidroksifenilaktik asit olusturan enzim olan hidroksifenilpiruvat rediiktaz igin
substrat gorevi goriir (Petersen ve Alfermann 1988). Bu nedenle, tokoferoller gibi diger
antioksidatif bilesiklerin olusumu igin TAT aktivitesi gereklidir (Wang vd. 2019).
HPPR,  4-hidroksifenilpiruvik  asidin  yogunlagmasim1i  katalize eder ve
4—hidroksifenillaktik asit olusturur. RAS, 3,4—dihidroksifenillaktik asit ve
4—kumaroil-CoA'nin hiz smirlayict1 bir enzim kombinasyonudur (Shi vd. 2019).
Sitokrom P450'ye bagimli  bir monooksigenazi kodlayan CYP98A14, bir
NADPH:sitokrom P450 rediiktaz olan CPR ile birlikte rosmarinik asit olusturmak i¢in
4—kumaroil—3',4'-dihidroksifenillaktik asitten akis1 diizenler (Di vd. 2013).

2.6 Bitkilerde Elisitor Tesvikli Sekonder Metabolit Uretimi

Elisitorler, bitkilerde stres tepkilerini uyarabilen, sekonder metabolitlerin gelismis
sentezine ve birikmesine veya yeni sekonder metabolitlerin indiiksiyonuna yol acan
abiyotik veya biyotik kaynaklardan elde edilen bilesiklerdir (Naik ve Al-Khayri 2016).
Elisitasyon, eser miktarda elisitor uygulamasina bagli olarak bitkilerin olumsuz
kosullarda hayatta kalmalar1 i¢in istenen sekonder metabolit biyosentezinin
indiiklenmesi veya gelistirilmesidir (Radman vd. 2003, Thakur vd. 2019). Kaynaklaria
gore elisitorler, abiyotik ve biyotik elisitorler olarak ikiye ayrilir (Sekil 2.7) (Thakur vd.

2019).
Elisitorler
Abiyotik Biyotik
e Bakteriler
¢ Mikoplazmalar
Kimyasal Fiziksel : \F/?rf:]i:iesr'ar
e Agir metaller e Isik : gomisletler
 Mineral tuzlar * Sicaklik : D'r?tIStb?trk'l
* Gaz bilesikler o Kuraklik iger bitkiler
¢ Kirleticiler * Desikasyon
* Hormonlar e Tuzluluk
* Ozmotik stres
¢ Mekanik yaralanma
L

Ruzgar basinci

Sekil 2.7 Elisitorlerin siniflandirilmasi (Kaur vd. 2021°den degistirilerek).
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Abiyotik elisitorler fiziksel, kimyasal ve hormonal faktorleri, yani UV radyasyonlari,
ozmotik stres, kuraklik, tuzluluk ve sicaklik stresi; agir metaller ve hiicre i¢i sinyal
molekiillerini (jasmonik asit, metil jasmonat, salisilik asit, brassinosteroidler,
poliaminler, absisik asit ve giberellik asit ile etilen ve nitrik oksit gibi gazli molekiiller)
icerir (Akula ve Ravishankar 2011, Cai vd. 2013, Hashemi ve Naghavi 2016). Biyotik
elisitorler ise polisakkaritleri ve patojenleri (maya, bakteri ve mantar Ozleri) iceren

biyolojik kdkenli maddelerdir (Ahmed ve Baig 2014).

Bir elisitore yanit olarak bir hiicrede meydana gelen ¢esitli fizyolojik ve biyokimyasal
stirecler Sekil 2.8’de gosterilmektedir (Humbal ve Pathak 2023). Hiicre zar tizerindeki
reseptor, elisitorii tespit eder ve hiicre iginde, plazma membraninin ve sitozolik
proteinlerin  tersinir  fosforilasyonu ve defosforilasyonu, sitozolik kalsiyum
konsantrasyonunda bir artis, klorilir ve potasyum iyonlarinin akisi, bir proton akisi dahil
olmak iizere bir dizi olayr tetikler, bu da hiicre dis1 alkalinizasyon ve sitoplazmik
asitifikasyon 1ile sonuglanir. Bu degisiklikler, mitojen ile aktive olan protein kinaz
(MAPK) yolu gibi ¢esitli sinyal yollarin1 aktive eder ve reaktif oksijen ve azot tiirleri
(ROS ve RNS) iireten NADPH oksidazin aktivasyonuna yol agar. Bu siire¢ ayni
zamanda erken savunma genlerinin ifadesini, jasmonat {iretimini ve daha sonra savunma
tepki genlerinin ifadesini tetikler. Son olarak, sekonder metabolitlerin birikimi, elisitore

kars1 kalict bir savunma saglamaktadir (Ramirez—Estrada vd. 2016).

Sekonder metabolitler bitkilerde diisiik miktarlarda tiretilir ve bitkilerin kuru agirliginin
%1'inden daha azin1 olusturur (Fait vd. 2020). Sekonder metabolitlerin dogal iiretiminin
az olmasi biiyiik Olgekli iiretimlerine engel teskil etmektedir. Fenolik asit liretimini
artirmak igin in vitro kiltiir gibi araglar, elisitor uygulamasi, transgenik bitki, endofitik
mantarlar, metabolik miihendislik gibi ¢esitli  biyoteknolojik  uygulamalar
kullanilmaktadir (Shi vd. 2019). Bitkilerde fenolik asit {iretimini arttirmaya yonelik en
etkili yaklagimlardan biri, biyosentetik yollardaki anahtar enzimlerin gen ifadesinin
elisitorlerle uyarilmasidir (Gongalves vd. 2019). Sinyal bilesenlerinin elisitor olarak
uygulanmasi, bitkilerde sekonder metabolitlerin iiretimi i¢in etkili bir yontem olarak

kullanilmaktadir (Ghasemi Pirbalouti vd. 2014, Bistgani vd. 2017).
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Sekil 2.8 Elisitorlerin genel mekanizma etkisinin sematik gosterimi. PL, fosfolipaz; ROS,
reaktif oksijen tiirleri; RNS, reaktif nitrojen tiirleri MAPK'ler, mitojenle aktiflesen
protein kinazlar (Humbal ve Pathak 2023’ten degistirilerek).

Nitrik oksit (NO), bitkilerin biyotik ve abiyotik streslere karsi tepkilerinde yer alan
onemli bir sinyal molekiilidiir (Siddiqui vd. 2011, Bellin vd. 2013). Nitrik oksit,
bitkilerde sekonder metabolit iiretimini indiiklemek i¢in doku ve hiicre kiiltiirlerinde
yaygin olarak uygulanmaktadir (Zhang vd. 2012). Ayrica NO’nun, PAL aktivitesini
arttirdigit da Dbildirilmistir (Durner vd. 1998). SNP, S-nitroso-N-asetilpenisilamin
(SNAP) ve S-nitrosoglutatyon gibi yapay NO donorleri, bitkilerde eksojen NO kaynagi
olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. Kristal formdaki SNP, en uzun 6l¢iilen yar1 dmrii
nedeniyle tibbi bitkilerin doku kiiltiirlerinde en yaygin kullanilan NO dondriidiir
(Floryszak—Wieczorek vd. 2006). SNP genellikle bitki biyokiitlesinin birikimini tegvik
etmek ve sekonder metabolit iiretimini artirmak icin dogrudan kiiltiir ortamina
eklenmektedir. SNP konsantrasyonu 10 uM ile 100 mM arasinda degismektedir, bu da
NO'nun etkisinin bitki tiirlerine bagimli oldugunu ortaya koymaktadir (Wang vd. 2002).
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SNP uygulamasinin fenolik ve flavonoid igerigini arttirdig1 (Gupta ve Mandal 2016) ve
hasat sonrasi depolama sirasinda toplam fenolik igerigin artmasina bagli olarak raf

Omriini arttirdigr (Barman vd. 2014) yapilan ¢alismalarda gosterilmistir.

Sekonder metabolitlerin indiiklenebilir sentezi ve iliskili biyosentetik genlerin
transkripsiyonu, transkripsiyon faktorleri (TF’ler) aracilifiyla transkripsiyonel
diizenleme yoluyla cesitli seviyelerde gii¢lii bir sekilde degistirilir. Enzim genlerinin
ifadesini diizenlemek i¢in TF'ler i¢ ve dis sinyalleri entegre edebilir ve boylece sekonder
metabolitlerin birikimini izleyebilir. Sekonder metabolit biyosentez yolu ile iligkili
genlerin diizenlenmesi, gesitli seviyelerde bircok TF'nin etkisi altindadir (Yang vd.
2012). H-box ve L—box ile iliskili diziler olarak bilinen belirli DNA dizi motifleri,
fenilpropanoid yolaginda yer alan PAL gibi genlerin promotdr bolgelerinde yiiksek
oranda korunmustur. PAL ve 4CL genlerinde G—box, H-box, L—box ve P—box gibi bu
yiiksek oranda korunmus cis—etkili elementler, elisitor uygulamasina yanit olarak Myb
ve bHLH (temel sarmal sarmal—dongii—shelix) gibi TF'lerle baglanabilir (Davies ve
Schwinn 2003). Myb ve bHLH genlerinin basarili genetik manipiilasyonu, bitkilerin
pigmentasyonunun artmasina veya flavonoid ve antosiyaninlerin birikmesine Yol
acmaktadir (Mooney vd. 1995, Bradley vd. 1998, Grotewold vd. 1998). Bu durum bitki
sekonder metabolizmasmin diizenlenmesinde TF'lerin temel rolleri oldugunu

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

3.1 Bitki Materyali ve Bitki Yetistirme Kosullar:

Tibbi adacay:1 (Salvia officinalis L.) bitkisine ait bir yillik fideler ticari firmadan elde
edilmistir. Fideler homojen olarak secilmis ve igerisinde bahge topragi bulunan
saksilarda kontrollii iklim kabininde (23 °C sabit sicaklik, %60 nem, 14:10 fotoperiyot,
250 pmol foton m? s? 151k siddeti) 1 hafta siireyle uyumlanmistir. Bu siire sonunda
fideler 3 gruba ayrilmig ve yaprak yiizeylerine farkli konsantrasyonlarda (0, 100 ve
1000 uM) nitrik oksit (NO) donorii dietilentriamin NONOate (DETA-NONOate; CAS
Number: 146724-94-9) spreylenmistir. Tiim uygulamalarda NO’nun yaprak dokularina
girigini  kolaylastirmak i¢in %0,1’lik Tween-80 kullanilmigtir. Kontrol (0 pM)
uygulamasi igin %0,1’lik Tween-80 iceren dH2O kullanilmistir. Spreyleme islemi giin
asir1 3 defa yapilmistir. Son spreylemeden 24 saat sonra bitkilere ait yaprak dokular
hasat edilmistir. Toplam fenolik madde ve flavonoid igerigi, antioksidan kapasite ve
fenolik madde kompozisyonun belirlenmesi igin yapraklar laboratuvar kosullarinda
kurutulmustur. Gen ifade analizleri igin taze yaprak dokulart sivi azot ile

dondurulduktan sonra RNA izolasyonu yapilincaya kadar —80 °C’de saklanmustir.

3.2 Bitki Dokularindan Metanol Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Kontrol ve farkli DETA-NONOate konsantrasyonlarina (100 ve 1000 uM) maruz
birakilan S. officinalis yaprak dokular1 laboratuvarda karanlikta kurutulmustur.
Kurutulmus 3’er gram yaprak dokusu porselen havanda kuru kuruya doviilerek toz
haline getirilmis, agz1 kapakli cam siselere alinmis ve siselere 30 mL metanol ilave
edilmistir. Karisim 15 dakika calkalayicida tutulmustur (del Bano vd. 2003). Elde edilen
karisim +4°C’de 24 saat inkiibe edilmis ve filtre kagidi kullanilarak siiziilmiistiir. Stizme
sonras1 kalan dokular tekrar cam kapakli siseye alinarak tizerine 30 mL metanol
eklendikten sonra 30 dakika calkalayicida tutulmus ve karisim tekrar siiziilerek son
hacim yaklagitk 45 mL siiziinti elde edilmistir. Elde edilen siiziintii vakumlu
evaporatorde (+50°C’de) kurutulmus ve kullanilincaya kadar +4°C’de saklanmustir (del

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

Toplam fenolik madde miktar1 Folin-Ciocalteu kolorimetrik yontemi ile belirlenmistir
(Singleton ve Rossi 1965). Kontrol ve uygulamalara ait ekstrakt ¢ozeltilerinden (1
mg/mL) 100 pL vidal kapakli cam deney tiiplerine aktarilmis ve ilizerine sirasiyla 2,4
mL distile su, 200 puLL Folin-Ciocalteu ayiraci, 600 pL sodyum karbonat (%20 Na>COz3)
ve 700 pL distile su eklenerek vortekslenmistir. Reaksiyon karisimi oda sicakliginda ve
karanlikta 2 saat inkiibe edildikten sonra 760 nm dalga boyunda absorbans degerleri
Olciilmiistiir. Sonuglar gallik asit (1, 0.5, 0.25, 0.125 ve 0.0625 mg/mL metanolde) ile
elde edilen kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplanmis ve gallik asit esdegeri (ug

GAE/mg ekstre) olarak belirtilmistir.

3.4 Toplam Flavonoid Madde Miktarimin Belirlenmesi

Toplam flavonoid madde miktar1 aliiminyum kloriir kolorimetrik yontemi ile
belirlenmistir (Pourmorad vd. 2006). Ekstrakt ¢dzeltilerinden (1 mg/mL) 1000 pL agz
vidal1 kapakli deney tiiplerine alinmis ve {izerlerine sirasiyla 200 pL %10 aliminyum
kloriir (AICl3) ve 200 uL 1 M potasyum asetat (CH3CO2K) ilave edilmistir. Reaksiyon
karisimlart oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika inkiibe edildikten sonra 415 nm
dalga boyunda absorbans degerleri belirlenmistir. Sonuglar kersetin (10 — 50 pg/mL)
ile elde edilen kalibrasyon egrisinden hesaplanmis ve kersetin (K) esdegeri olarak (ug

KE/mg ekstre) belirlenmistir.

3.5 Antioksidan Kapasitelerinin Belirlenmesi

3.5.1 Toplam Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesi

Toplam antioksidan aktivite fosfomolibdenyum yontemi ile belirlenmistir (Prieto vd.
1999). Ekstre ¢ozeltileri (1 mg/mL) ve standart askorbik asit (AsA) ¢ozeltilerinden 400
puL agz1 vidali kapakli cam tiiplere alinmis ve iizerlerine 4 mL ayirag¢ ¢ozeltisi (0.6 M

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

vortekslenmistir. Karisim 90 dakika siiresince 95°C’de inkiibe edilmistir. Olusan yesil
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renkli karisimin absorbans degeri 695 nm’de 6l¢iilmiistiir. Sonuglar askorbik asit (AsA)
ile elde edilen kalibrasyon egrisinden hesaplanmis ve askorbik asit esdegeri (ug
AAE/mg ekstre) olarak ifade edilmistir.

3.5.2 DPPH Antiradikal Aktivitenin Belirlenmesi

Ekstraktlarin antiradikal aktivite DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) yontemine goére
belirlenmistir (Lee vd. 1998). 80 uL ekstre ¢ozeltileri (0,1-2 mg/mL) deney tiiplerine
alimmig ve tizerlerine 2000 uL DPPH ¢ozeltisi (0.1 mM) eklenmistir. 0.0098 g DPPH
151k gegirmeyen amber sisede 250 mL metanol kullanilarak hazirlanmis ve 1 saat
karanlikta bekletilmistir. Karisim vortekslendikten sonra oda sicakliginda 30 dakika
karanlikta inkiibe edilmistir. Karigimlarin absorbans (A) degerleri 517 nm’de
belirlenmistir. Ekstrelerin serbest radikal temizleme kapasitesi DPPH absorbsiyonunun

% inhibisyonu olarak asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir.

i AEkstrakt cozeltisi

Antiradikal aktivite (% Inhibisyon) = x 100

AKontrol gozeltisi

3.5.3 Demir Iyonu Indirgeyici Antioksidan Potansiyeli (FRAP) Testi

Ekstraktlarm demir iyonu indirgeyici antioksidan potansiyeli, [Fe (111) (TPTZ)2]"*in
antioksidan tarafindan [Fe (II) (TPTZ)2]*#ye indirgenmesine dayanan ydnteme gore
yapilmistir (Tuberoso vd. 2010). FRAP testinde oksidan olarak bir Fe (III) tuzu olan [Fe
(1) (TPTZ)2]*® kullamlmistir. 60 pL ekstrakt ¢ozeltisi (0.5 mg/mL) 1800 pL FRAP
ayiraci ile karigtirllmis, 10 dakika 37°C’de inkiibe edilmis ve absorbansi 593 nm’de
Olciilmiistlir. Standart olarak kullanilan troloks (0, 50, 100, 250, 500 ve 750 uM)
¢ozeltisi de 1800 uL FRAP ayiraci ile karistirilmis, 10 dakika 37°C’de inkiibe edilmis
ve absorbanst 593 nm’de Ol¢iilmiistiir. Sonuglar troloks (TR) esdegeri (ug TRE/mg

ekstre) olarak ifade edilmistir.
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3.5.4 Bakar (IT) Iyonu indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Testi

Ekstraktlarin bakir (II) iyonu indirgeyici antioksidan kapasitesi, Cu*? indirgeme
kapasitesine dayanan toplam antioksidan kapasite 6l¢iim yontemine gore belirlenmistir
(Apak vd. 2006). 10 mM CuCl, 7,5 mM neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) ve 1
mM amonyum asetat tampon (pH 7.0) ¢ozeltilerinin her birinden 1’er mL alinarak
tizerine 100 pL ekstrakt ¢ozeltisi (1 mg/mL) ve 1000 uL distile su eklenerek
kanstirllmistir. Karisim oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildikten sonra absorbansi
450 nm’de belirlenmistir. Islem standart olarak kullanilan troloks (1 mM) ¢dzeltisi igin
de tekrarlanmustir. Ekstrelerin ve standardin bakir iyonu indirgeyici kapasiteleri, troloks
bilesiginin molar absorplama katsayis1 (¢ = 16.700 L molt.cm?) kullanilarak

belirlenmis ve birimi mM TRE/mg ekstre olarak ifade edilmistir.

3.6 Fenolik Bilesiklerin HPLC Analizleri

Ekstrelerin  fenolik asit profili yiiksek performansli sivi  kromatografi-kiitle
spektrometresi  (HPLC-MS) (Shimadzu) kullanilarak  belirlenmistir.  HPLC
parmakizleri, C18 kolon (Agilent Eclipse XDB-C18, 250x4.60 mm, 5 pm) ve 20 pL
ornek hacmi kullanilarak 30°C’de elde edilmistir. Dalga boyu 278 nm ve akis hiz1 0.8
mL/dk olarak ayarlanmistir. HPLC cihaz ile ilgili 6zellikler Cizelge 3.1°de verilmistir.
Kantitatif analizde, her fenolik standart i¢in olusturulan kromatografik pik alanlarinin

entegrasyonuna dayali olarak fenolik asitlerin miktar1 hesaplanmistir (Sekil 3.1).

Cizelge 3.1 Kullanilan Shimadzu marka HPLC cihaz ile ilgili 6zellikler

Parametre

Aciklama

Dedektor

Auto sampler
System controller
Pump

Degasser
Column oven
Kolon

Mobil faz

Akis Hiz1

Kolon sicaklig
Enjeksiyon hacmi

SPD-M 10A vp DAD dedektor (Amax = 278 nm)
SIL-10AD vp

SCL-10Avp

LC-10ADvp

DGU- 14A

CTO-10Avp

Agilent Eclipse XDB-C18 (250%4,60 mm) 5 pm
A: %3 asetik asit, B: Metanol

0.8 mL / dakika

30°C

20 uL
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Sekil 3.1 HPLC analizleri ile elde edilen standart kromatogrami. 1: Gallik asit, 2: protokatesik
asit, 3: kateshin, 4: p-hidroksi benzoik asit, 5: klorojenik asit, 6: kafeik asit, 7:
epikatesin, 8: siringik 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 Gerg¢ek Zamanh Kantitatif PCR Analizleri

Tibbi adagay1 bitkilerinin taze yaprak dokularindan total RNA izolasyonu, Bitki/Fungus
Toplam RNA Purifikasyon Kiti (Norgen Biotek Corp., Ontario, Kanada) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Toplam RNA konsantrasyonu Qubit 2.0 florometre (Thermofisher,
USA) belirlenmistir. Saflagtirilmis total RNA’nin biitiinliigii ve boyut dagilimi %1.2°1ik
denatiire edici agaroz jel elektroforezi ve etidyum bromiir boyama ile kontrol edilmistir.
RNA ornkeleri sonraki analizlere kadar —80 °C’de saklanmustir. Tek iplik cDNA
(komplementer DNA=tamamlayici DNA) sentezi Xpert cDNA Synthesis Kiti (Grisp,
Portekiz) kullanilarak gerceklestirilmistir. Sentezlenen tek iplik c¢cDNA’lar gergek
zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonlarinda (RT-QPCR veya @PCR)

kullanilincaya kadar —20°C’de saklanmustir.

Fenilalanin amonyum liyaz (PAL), 4-kumarat:KoA ligaz (4CL), tirozin amino-
transferaz (TAT), sinnamat 4-hidroksilaz (C4H), hidroksifenilpiriivat rediiktaz (HPPR),
rozmarinik asit sentaz (RAS) ve B-aktin genlerini kodlayan transkriptler ileri ve geri
primerler kullanilarak amplifiye edilmistir. Hedef ¢cDNA’larin amplifikasyonu ig¢in

kullanilacak primerler NCBI (National Center for Biotechnology Information) veri
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bankasindaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) tibbi adagay1 genlerine gore tasarlanmistir
(Cizelge 3.2). Bitki hiicrelerinde siirekli ifade olan f-aktin geni qPCR sonuglarini
normalize etmek igin kullanilmistir. gPCR amplifikasyonu, 95 °C’de 3 dk, sonrasinda
95 °C’de 15 sn ve 60 °C’de 30 sn’lik 40 dongii olacak sekilde FastStart SYBR Green
Master Mix (Roche, Almanya) kullanilarak gergeklestirilmistir. Kontrol bitkilerine gore
NO uygulanmis fidelerde PAL, 4CL, TAT, C4H, HPPR ve RAS mRNA ifadesindeki
artis Livak ve Schmittgen (2001)’in standart 2-24€T metodu ile belirlenmistir.

Cizelge 3.2 Gen ifade analizlerinde kullanilan primer listesi

Gen Primer

Ileri: 5~-GAAGAACACCGTGAGCCAAG-3'
Geri: 5-GCTCACACTCTTCTCCCCTT-3'
Ileri: 5'-CCAGTTGCTTTTGTTGTGAGATCG-3'

PAL

act Geri: 5-CCTGATGGAGACTTGGGAATTGC-3
TAT I'leri_: 5'-GCACCTAAAGAAGATTGCTGAG-3'
Geri: 5-ATTGATGACCAACCAACCAAGG-3'
CaH I'Ierl:: 5'-ATCTGAACCACCGCAACCTC-3
Geri: 5-GTGAACACCATGTCCTGACC-3'
HPPR flerl:: 5'-GACTCCAGAAACAACCCACATT-3
Geri: 5'-CCCAGACGACCCTCCACAAGA-3
RAS I'lerz: - 5'-ACTACTTGAGGTCGTCGCTC-3'
Geri: 5'-CGGATTTGGCAGGAGATAGC-3'
Actin Ileri: 5'~-TCTCTTGACAGAAGCCCCTCT-3'

Geri: 5’-GATGGGGACTGTATGGCTGA-3'

3.8 istatistiki Analizler

Denemeler, rastgele deneme deseninde diizenlenmistir. Denemelerden elde edilen
veriler en az ii¢ tekrarli olarak diizenlenmis iki bagimsiz denemeden elde edilmistir.
Analizlerden elde edilen veriler SPSS paket programi (SPSS ver. 22, Chicago, IL, USA)
kullanilarak analiz edilmistir. Analizlerden elde edilen ortalamalar arasindaki onemli

farkliliklar Duncan ¢oklu karsilastirma testi (DMRT) ile belirlenmistir (P<0.05).

27



4. BULGULAR

Kontrol ve spreyleme yoluyla yapraklarina 100 ve 1000 uM NO uygulanan tibbi
adagay1 (Salvia officinalis L.) bitkilerinin yaprak dokularindan metanol ekstraktlar1 elde
edilmistir. Metanol ekstraktlarinda toplam fenolik ve flavanoid igerigi, antioksidan
kapasite ve fenolik asit kompozisyonu degerlendirilmistir. Ayrica yaprak dokularinda
hem fenilalanin hem de tirozin tiirevli yolaklarda fonksiyon géren anahtar enzimleri

kodlayan genlerin ifade seviyeleri analiz edilmistir.

4.1 Toplam Fenolik ve Flavonoid Madde I¢erigi Uzerine Nitrik Oksidin Etkisi

Yaprak metanol ekstraktlarinin toplam fenolik ve flavonoid igerikleri belirlenmistir
(Sekil 4.1). Toplam fenolik igerigi kontrolde 88.2 pg GAE/mg ekstrakt olarak
belirlenirken, bu igerik 100 ve 1000 uM NO uygulamalarinda sirasiyla 117.8 ug
GAE/mg ekstrakt ve 107.8 ug GAE/mg ekstrakt seviyesine cikarak 6nemli diizeyde
artis gostermistir (P<0.05). Diger taraftan, toplam flavonoid igerigi kontrolde 36.3 ug
QE/mg ekstrakt olarak belirlenirken, her iki NO uygulamasinda 6nemli diizeyde bir

artigla 39.9 ug QE/mg ekstrakt olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.1 Kontrol ve farklt NO uygulamalarma maruz birakilan tibbi adagay bitkisinin yaprak
metanol ekstraktlarinda toplam fenolik ve flavonoid madde igerikleri. Farkli harfler
(a—), DMRT analizine gore ortalamalar arasindaki onemli diizeydeki farkliliklart

gostermektedir (P<0.05).

28



4.2 Toplam Antioksidan Kapasite Uzerine Nitrik Oksidin Etkisi

Yaprak metanol ekstraktlarinin toplam antioksidan kapasitesi Sekil 4.2'de verilmistir.
Toplam antioksidan kapasite, kontrolde 234.9 ug AAE/mg ekstrakt olarak belirlenirken,
bu igerik 6nemli diizeyde bir artisla 100 uM NO uygulamasinda 283.5 pg AAE/mg
ekstrakt olarak belirlenmistir. Diger taraftan, kontrole gére 1000 pM NO

uygulamasinda toplam antioksidan kapasitedeki artis onemsiz bulunmustur.
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Sekil 4.2 Kontrol ve farkli NO uygulamalarina maruz birakilan tibbi adacay1 bitkisinin yaprak
metanol ekstraktlarinda toplam antioksidan kapasite. Farkli harfler (a—c), DMRT

analizine gore ortalamalar arasindaki onemli diizeydeki farkliliklar1 gostermektedir
(P<0.05).

4.3 Demir ve Bakar Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite Uzerine Nitrik Oksidin
Etkisi

Yaprak metanol ekstraktlarinda demir indirgeyici antioksidan potansiyeli (FRAP) ve
bakir iyonu indirgeyici antioksidan kapasitesi (CUPRAC) Sekil 4.3'de verilmistir.
FRAP degerleri kontrol bitkilerinde 0.78 ng TRE/mg ekstrakt olarak belirlenirken, bu
degerler 100 ve 1000 uM NO uygulamalarinda sirasiyla 1.23 ug TRE/mg ekstrakt ve
1.05 pg TRE/mg ekstrakt seviyesine cikarak onemli diizeyde artis gostermistir
(P<0.05). Benzer sekilde, NO uygulamalart CUPRAC degerlerinde de kontrole gore
onemli diizeyde artisa neden olmustur. Kontrole ait ekstraktlarda CUPRAC degeri 1.17
uM TRE/mg ekstrakt olarak bulunurken, bu degerler 100 ve 1000 uM NO
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uygulamalarinda sirasiyla 1.47 uM TRE/mg ekstrakt ve 1.27 uM TRE/mg ekstrakt

seviyesine ¢ikarak onemli diizeyde artis gostermistir
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Sekil 4.3 Kontrol ve farkli NO uygulamalarina maruz birakilan tibbi adagay1 bitkisinin yaprak
metanol ekstraktlarinda toplam demir indirgeyici antioksidan potansiyeli (FRAP) ve
bakir iyonu indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC). Farkli harfler (a—c), DMRT

analizine gore ortalamalar arasindaki onemli diizeydeki farkliliklar gostermektedir
(P<0.05).

4.4 Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivite Uzerine Nitrik Oksidin Etkisi

Yaprak metanol ekstraktlarinda DPPH indirgeme potansiyelleri Sekil 4.4'de verilmistir.
Kontrole gore 100 ve 1000 uM NO uygulamalar1 DPPH indirgeme potansiyellerinde

onemli diizeyde artisa neden olmustur (P<0.05)
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Sekil 4.4 Kontrol ve farkli NO uygulamalarina maruz birakilan tibbi adagay1 bitkisinin yaprak
metanol ekstraktlarinda DPPH radikali indirgeme potansiyeli.
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4.5 Fenolik Asit Kompozisyonu Uzerine Nitrik Oksidin Etkisi

Yaprak metanol ekstraktlarmin HPLC ile fenolik asit kompozisyonu Cizelge 4.1'de
verilmistir. Yaprak metanol ekstraktlarinda baskin fenolik bilesik rozmarinik asit olarak
belirlenmis ve 100 uM NO uygulamasi rozmarinik asit ve ferulik asit igerigini kontrol
bitkilerine gore Onemli diizeyde artirmustir (P<0.05). Diger taraftan, 100 uM NO
uygulamasi katesin konsantrasyonunu oOnemli diizeyde azaltirken, artan NO

konsantrasyonu luteolin igeriginde kademeli bir azalmaya neden olmustur.

Cizelge 4.1 Kontrol ve farklt NO uygulamalarina maruz birakilan tibbi adagayi bitkisinin
yaprak metanol ekstraktlarinda fenolik asit kompozisyonu

NO konsantrasyonu (nM)

Fenolik Bilesikler 0 100 1000
Fenolik bilesik konsantrasyonu (png/g)
Ferulik asit 27.6+3.82% 39.6 £ 1.47° 30.5+4.99¢2
Kafeik asit 131.0£1.912 138.0+11.5¢% 126.1+19.82
Katesin 317.7+22.72 2224 +15.1° 2563+ 16.9%®
Luteolin 89.6 +1.982 77.3 +3.54° 66.6 +1.97°
p-Hidroksi benzoik asit 277.4+£4.87% 2254+£17.6% 270.7+£29.5¢%
p-Kumarik asit 106 £0.48°2 9.23+£0.792 9.47+£1.26°
Rozmarinik asit 4639.7 £128.7¢ 5693.4 £199.0° 5109.3 £199.6
Sinnamik asit 16.8+0.342 16.7+1.102 18.6+1.42%
Siringik asit 190.2+154% 1542+22.1°8 171.3+194%8

* Farkli harfler (a—c), DMRT analizine gore uygulamalar arasindaki onemli diizeydeki farkliliklart

gostermektedir (P<0.05).

4.6 Fenolik Asit Bilesiklerinin Biyosentezinde Yer Alan Genlerin ifadesi Uzerine
Nitrik Oksidin Etkisi

Mevcut arastirmada, qRT-PCR analizleri kullanilarak fenolik bilesiklerin biyosentez
yolaklarinda fonksiyon goren fenilalanin amonyum liyaz (PAL), 4-kumarat:KoA ligaz
(4CL), sinnamat  4-hidroksilaz ~ (C4H), tirozin  amino-transferaz  (TAT),

hidroksifenilpiriivat rediiktaz (HPPR) ve rozmarinik asit sentaz (RAS) olmak iizere alt1
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anahtar genin ifade seviyeleri degerlendirilmistir. Istatistiksel analiz, S. officinalis
yapraklarina spreyleme yoluyla uygulanan digsal NO uygulamasinin sonucu olarak ilgili
genlerin ifade seviyelerinde onemli diizeyde (P<0.05) degisiklikler meydana gelmistir
(Sekil 4.5). Digsal NO uygulamasi C4H geni harig, diger genlerin transkript
seviyelerinde onemli seviyede (P<0.05) artisa neden olmustur. Fenilalanin tiirevi yolun
ilk enzimi olan PAL'in ifade seviyesi, 100 uM NO uygulamasindan sonra 2,03 kat
artmistir. Tirozin tiirevli yol ile ilgili olarak, TAT geninin ifade seviyesi 100 ve 1000
uM NO uygulamalarinda sirasiyla 7,55 ve 6,83 kat artis gostermistir. Tirozin tiirevli
yolun diger bir enzimi olan HPPR'nin maksimum transkript seviyesi, 1000 uM NO
uygulamasinda belirlenmis ve kontrolden yaklasik 1,47 kat daha yiiksek seviyeye
ulagmistir. Digsal NO uygulamasi, 4CL transkript birikimini yapraklarda konsantrasyon
artisgina bagli olarak artirmistir. RAS'In en yiiksek transkript seviyesi, 100 uM NO
uygulamasinda belirlenirken, bu artis kontrole gore yaklasik 2,81 kat olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.5 Kontrol ve farkli NO uygulamalarima maruz birakilan tibbi adagay1 bitkisinin yaprak
metanol ekstraktlarinda fenolik asit biyosentez yolaklarindaki genlerin ifade
seviyeleri lizerine etkileri. Farkli harfler (a—c), DMRT analizine gore ortalamalar
arasindaki 6nemli diizeydeki farkliliklar1 gostermektedir (P<0.05).
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5. TARTISMA ve SONUC

Baz1 degerli metabolitlerin varligi nedeniyle Salvia tiirleri ilging tedavi edici 6zelliklere
sahiptir (Loizzo vd. 2014, Chung vd. 2015, Garcia vd. 2016, Ye vd. 2017). Salvia
tiirlerinin en 6nemli biyoaktif bilesikleri terpenler ve fenolik bilesikler (flavonoidler ve
fenolik asitler) gibi sekonder metabolitlerdir (Ghorbani ve Esmaeilizadeh 2017, Xu vd.
2018). Bununla birlikte, fenolik asitlerin Salvia tiirlerinde genis bir terapotik etkiye
sahip oldugu bildirilmistir (Liu vd. 2006, Dent vd. 2017). Cogu bitkide nispeten diisiik
konsantrasyonlarda (%]1'den az kuru agirlik) olusan sekonder metabolitler 6zel yapilarda
veya organellerde birikirler ve birikimleri birgok faktore baghidir (Tohidi vd. 2017,
Németh-Zamboriné 2015). Bu nedenle, bu kimyasal bilesenlerin bitkilerde artirilmasi
onemli hedeflerden biridir. ilag ve diger endiistrilerin bitki sekonder metabolitlerine
olan yogun talebi nedeniyle, bu bilesiklerin sentezini ve birikimini artirmak i¢in bir¢ok
strateji uygulanmaktadir. En yaygin kullanilan yaklasim, bitkilerin genetik potansiyelini
gelistirmeye yonelik 1slah ve seleksiyon c¢alismalaridir. Bitkilerde sekonder
metabolitlerin {iretiminin artirilmasinda kullanilan diger bir yaklagim ise elisitorlerin
kullanilmasidir (Isah vd. 2017, Gongalves ve Romano 2018). Bakteri veya funguslar
gibi mikroorganizmalarin hiicre duvarlarindan kaynaklanan polisakkaritler (6rnegin,
kitin, pektin ve seliiloz) sekonder metabolit liretimini artirmak i¢in kullanilabilmektedir
(Narayani ve Srivastava 2017). Diger taraftan, abiyotik elisitorler genellikle fiziksel
(1s1k, ozmotik, tuzluluk, kuraklik ve sicaklik stresi), kimyasal (agir metaller) ve
hormonal (diisiik konsantrasyonlarda uygulanan jasmonik asit, salisilik asit, gibberellik

asit gibi) faktorler olarak gruplandirilmaktadir (Kandoudi ve Németh-Zamboriné 2022).

Nitrik oksit (NO), hem bitkilerde hem de hayvanlarda ¢ok yonlii islevlere sahip,
lipofilik, gaz halinde bir sinyal molekiiliidiir (Klepper 1979). NO'nun lipofilik ve
yayilabilir dogasi, onu bitkilerdeki cesitli sinyal siirecleri i¢in miikemmel sekilde uygun
hale getirir (Baudouin 2011). Ayni zamanda NO’nun posttranslasyonel protein
modifikasyonlari yoluyla enzimlerin ve bazi anahtar sinyal bilesenlerinin aktivitesinin
degistirilmesinde de aktif bir rol oynadig bilinmektedir. Diger taraftan, NO'mun bitki
bliylimesinde ve bitkilerdeki savunma tepkilerinde 6nemli bir rol oynadigini ortaya

koymustur. Son yillarda NO, bitkilerde sekonder metabolit birikimini uyarmak ig¢in
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elisitor olarak basartyla kullanilmistir (Santisree vd. 2020). Bazi arastirmalar NO
uygulamalarinin bitkilerde fenolik asit iiretimini artirdigint géstermistir (Li et al. 2017,
Pirooz vd. 2022). Mevcut arastirmada, yapraklara NO uygulamasi, S. officinalis
bitkilerinde toplam fenolik ve flavonoid iceriginde artisa neden olmustur. Ayrica yiiksek
NO konsantrasyonuna (1000 uM) gore nispeten diisiik NO konsantrasyonunun (100
uM) ozellikle toplam fenolik igeriginde daha fazla artisa neden oldugu belirlenmistir.
Benzer olarak, in vitro kosullar altinda Melisa officinalis fidelerinde NO uygulamasinin
fenolik ve flavonoid bilesiklerin toplam igerigini artirdig1 bildirilmistir (Ai vd. 2009).
Farkli ¢calismada NO dondrii SNP’nin Calendula officinalis bitkilerinde toplam fenolik
ve flavonoid igeriginin iiretiminde ve antioksidan aktivitede 6nemli rol oynadig
gosterilmistir (Lone vd. 2021). Digsal SNP uygulamasimim Catharanthus roseus hiicre
kiiltiirlerinde katarantin tretimi (Xu ve Dong 2005) ve Hypericum perforatum’da
hiperisin {iretiminde artisa neden oldugu bildirilmistir (Xu vd. 2005). Ayrica Ginkgo
biloba kallus kiiltiirlerinde tanenler, saponinler, fenoller ve toplam flavonoidler gibi
sekonder metabolit liretiminin SNP uygulamasi ile 6nemli dl¢iide arttig1 rapor edilmistir
(Hao vd. 2009). Bununla birlikte, hasat sonrast SNP uygulamasinin elma ve seftali
meyvelerinde toplam fenolik ve flavonoid igerigini artirdigi belirtilmistir (Li et al. 2017,
Ge vd. 2019).

Demir indirgeyici antioksidan potansiyel (FRAP) ve bakir indirgeyici antioksidan
kapasitesi (CUPRAC), antioksidan ozellikleri belirlemek i¢in uygulanan Onemli
testlerdir. Bu testlerde antioksidanlarin elektron verme 6zelliginden yararlanilarak demir
ve bakir iyonlari indirgenmektedir. Indirgeme giicii ayn1 zamanda antioksidan yetenegin
de bir 6lgiisti olarak kabul edilmektedir (Llorent-Martinez vd. 2017). FRAP testi ile
ekstraktlarin  antioksidan potansiyeli, TPTZ-Fe(Ill)'i TPTZ-Fe(ll) kompleksine
indirgeme yeteneginin Ol¢iilmesi ile tahmin edilmektedir (Benzie ve Strain 1996).
CUPRAC, Cu?"'m Cu*'a déniisiimiine dayanan diger bir nemli indirgeme giicii testidir.
Mevcut arastirmada, digsal NO uygulamalarina maruz kalan yapraklardan elde edilen
ekstraktlarin FRAP ve CUPRAC degerleri kontrol ekstraktlarina gore artmistir. Bununla
birlikte, FRAP ve CUPRAC analizleriyle maksimum antioksidan aktivite, toplam
fenolik ve flavonoid igerigi ile uyumlu olarak yapraklara 100 uM NO piiskiirtiildiigiinde

belirlenmistir. Mevcut bulgularile fenolik bilesenlerin tibbi bitkilerin antioksidan
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kapasitesine 6nemli 6l¢iide katkilar sagladigi s6ylenebilir. Bir¢ok ¢alismada, bu testler
kullanilarak biyoaktif bilesikler ile antioksidan aktivite arasindaki korelasyon
arastirtlmistir  (Bajalan vd. 2017, Vosoughi vd. 2018). Salvia cinsinde ugucu
terpenoidler ve polifenolik bilesiklerin, esas olarak bu cinsin ozellikle antioksidan
aktivite gibi biyolojik etkilerinden sorumlu olan iki ana ikincil metabolit grubu oldugu

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

Rozmarinik asit ve tirevlerinin, S. officinalis bitkilerinde radikal temizleme
aktivitelerinden ve tedavi edici 6zelliklerinden sorumlu olan fenolik asitlerin énemli bir
kismimi olusturdugu bildirilmistir (El-Feky ve Aboulthana 2016). Rozmarinik asit
icerigindeki elisitdr tesvikli artislar bazi bitki tiirlerinde bildirilmistir (Krzyzanowska
vd. 2012, Samadi vd. 2020, Hawrylak-Nowak vd. 2021). Mevcut arastirmada, S.
officinalis yapraklarinda en baskin fenolik asit olarak rozmarinik asit belirlenmistir.
Ayrica kontrole gore 100 uM NO uygulamasi rozmarinik asit iceriginde 6nemli artiga
neden olmustur. Benzer olarak, S. officinalis yapraklarinda 200 uM NO uygulamasinin
rozmarinik asit biyosentezini tesvik ettigi ve antioksidan kapasiteyi artirdigi
bildirilmistir (Pirooz vd. 2022). Farkli bir ¢alismada, in vitro kiiltiirde yetistirilen
Melissa officinalis bitkilerinde 5-20 uM SNP uygulamasiin rozmarinik asit ve fenolik
bilesiklerin iiretimini tesvik ettigi, ugucu yag ana bilesenlerinin ¢ogunu artirdig1 ve

antioksidan 6zelliklerini iyilestirdigi rapor edilmistir (Esmaeilzadeh ve Rezaei 2018).

Rozmarinik asit, bir¢ok bitki familyasinda bulunan degerli bir sekonder metabolit olup,
saglik acisindan onemli Ozelliklere sahip oldugu bildirilmistir (Marchev vd. 2021).
Salvia tiirlerinde rozmarinik asitin biyosentezi i¢in iki yolak bulunmaktadir. Bu iki dalin
baslangicinda fenilalanin amonyum liyaz (PAL) ve tirozin aminotransferaz (TAT) ve
sonunda rozmarinik asit sentaz (RAS) rozmarinik asit iiretiminde 6nemli rol oynayan
anahtar enzimlerdir. Rozmarinik asit ve diger ikincil metabolitlerin igerigi, genetik ve
cevresel kosullarin etkilesimi ile giiclii bir sekilde diizenlenmektedir (Song ve Li 2015).
Ornegin, fenilalanin tiirevli yolaktaki PAL, 4CL ve C4H genlerinin ve tirozin tiirevli
yolaktaki TAT ve HPPR genlerinin yani sira RAS geninin ifade seviyelerinin S.
officinalis, S. verticillata, S. miltiorrhiza ve S. khuzistanica gibi farkli Salvia tiirlerinde

digsal metil jasmonat ve AgNOs uygulamalar ile uyarildigi gosterilmistir (Xing vd.
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2018, Fatemi vd. 2019, Pesaraklu vd. 2021). Bitkilerde PAL, C4H ve 4CL aktivitelerinin
artmasinin fenolik bilesikler, flavonoidler ve lignin birikimini etkili bir sekilde
destekledigi rapor edilmistir (Ge vd. 2017, Gomez-Plaza vd. 2017). Mevcut arastirmada,
S. officinalis fidelerinin yaprak dokularinda hem fenilalanin tiirevli (PAL, 4CL ve C4H)
hem de tirozin tiirevli (TAT ve HPPR) yolaklardaki anahtar genlerin yani sira RAS
geninin ifade seviyesi NO uygulamasindan Onemli seviyede etkilenmigtir. Tibbi
bitkilere odaklanan bazi calismalarda da, elisitor uygulamalarinin fenolik asit
biyosentez yollarindaki onemli genlerin ifade seviyelerini degistirdigini gostermistir.
Pirooz vd. (2022), S. officinalis yapraklarinda 200 uM NO uygulamasinin PAL, TAT ve
RAS genlerinin transkript seviyesini ve PAL aktivitesini artirdigini ve sonug olarak
fenolik ve flavonoid igerigini artirdigini bildirmistir. Benzer olarak, elma meyvelerinde
hasat sonrast SNP uygulamasimin PAL, C4H ve 4CL enzim aktivitelerini artirarak
fenolik bilesikler, flavonoidler ve ligninin birikimini tesvik ettigi gosterilmistir (Ge vd.
2019). Bununla birlikte, 15 uM NO uygulanmis seftali meyvelerinde PAL, C4H ve 4CL
enzimlerini kodlayan genlerin ifade seviyelerinin yani sira bu enzimlerin aktivitelerinin
arttig1 bildirilmistir. Diger taraftan, S. miltiorrhiza bitkilerinde C4H, TAT ve HPPR
genlerinin asirt ifadesinin tiiylii koklerde rozmarinik asit igerigini artirdigi belirtilmistir
(Xiao vd. 2011). Prunella vulgaris tiiylii koklerinde asir1 TAT ifadesinin rozmarinik asit
igeriginin kontrole gore yaklasik 2 kat artirdig1 bildirilmistir (Ru vd. 2017). Ayrica, RAS
ve CYP98A14 genlerini asir1 ifade eden transgenik S. miltiorrhiza koklerinde rozmarinik
asit iceriginin sirasiyla 1,4 ve 1,9 kat arttig1 rapor edilmistir (Fu vd. 2020). Bu bulgular,
hem fenilalanin hem de tirozin tiirevli yolaklarin, rozmarinik asitin de novo

biyosentezini artirmak i¢in NO tarafindan uyarildigini ileri siirebilir.

Sonu¢ olarak, mevcut calisgmada spreyleme vyoluyla S. officinalis yapraklarina
uygulanan NO elisitoriiniin fenolik asit birikimi ve antioksidan kapasiteyi tesvik ettigi
ortaya konulmustur. Fenolik asitlerin biyosentezindeki hem fenilalanin hem de tirozin
tirevli yolaklarda fonksiyon goren bazi anahtar genlerin (PAL, TAT ve RAS) Ek
transkript seviyeleri NO uygulamalar1 ile artis gostermistir. Mevcut arastirmanin
sonuglari, dissal NO uygulamalarmin rozmarinik asit gibi flavonoidlerin ve fenoliklerin
biyosentezini tesvik ederek S. officinalis'in tibbi acidan kalitesini ve saglik agisindan

fonksiyonelligini artirdigin1 gostermektedir.
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