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Antimikrobiyal ajan olarak kullanilan ilaglarin olast yan etkileri ve
mikroorganizmalarin bu ilaglara kars1 direng kazanmasi, insan sagligi icin biiyiik tehlike
olusturmaktadir. Bu durum bilim ¢evrelerini yeni arayislara itmistir. Bitkilerin hastaliklarin
tedavisi veya hastaliklardan korunma amaciyla kullanilmas: eski c¢aglara kadar
dayanmaktadir. Bitkilerin siiregelen bu kullanim amaglar1 nedeniyle ¢alismalar 6zellikle
bitkilerle ilag etkilesimileri {izerine yogunlasmistir. Son yillarda yapilan biyoteknolojik
calismalar ve kesifler sonucu bitki sekonder metabolitlerinin farmokoloji i¢in zengin ve

gelecek vadeden bir kaynak oldugu diistiniilmektedir.



Bu ¢alisma kapsaminda Elazig ilinden toplanan ve yore halki tarafindan geleneksel
ila¢ olarak kullanilan Morus nigra L. (karadut) meyve Ornekleri taze olarak calisildi.
Orneklerin pomolojik 6zellikleri, toplam fenolik, toplam flavonoid degerleri ve toplam
antioksidan kapasiteleri belirlendi. Ayrica meyve 6rneklerinin antimikrobiyal 6zellikleri ve
antibiyotiklerle olan sinerjileri, secilen alt1 gram pozitif bakteri, alti gram negatif bakteri ve
iki maya-kiif olmak iizere test mikroorganizmalar: kullanilarak degerlendirildi. Orneklerin
fenolik bilesik icerik analizi ise LC-MS/MS cihazi ile yapildi. Etanol, metanol ve etil asetat
kullanilarak ti¢ farkli ekstraksiyon yapildi. Etanol ekstresi; 2.54+0.11 mg/g (GAE/TM)
toplam fenolik, 6.96+0.36 mg/g (AAE/TM) DPPH ve 5.22+0.01 mg/g (AAE/TM) ABTS
degeriyle en verimli sonuglart sergiledi. Ayrica karadut meyve ekstraktlarinin
kloramfenikol, novobiosin ve nalidiksik asit ile olan sinerjistik etkileri ¢alisildi. Ekstraktlar
test mikroorganizmalarina kars1 yiiksek MIC ve MBC degerleri gosterdi. Diger taraftan ise
ekstraktlar ile antibiyotikler arasinda sinerjizm tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal, Antioksidan, LC-MS/MS, Morus nigra L.
Polifenolik bilesik, Sinerjistik etki
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The possible side effects of the drugs used as antimicrobial agents and the gained
resistance of microorganisms to these drugs pose a great danger to human health. This
event has coerced scientific community into new quests. The use of plants for the treatment
of diseases or protection from diseases dates back to ancient times. Due to these end-use
purposes of plants, it is inevitable for the studies to concentrate on plants with the drug
interaction with plants. With the committed recent years of biotechnological studies and
discoveries, plant secondary metabolites are considered to be a rich and promising resource

for pharmacology.
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In scope this study, Fresh samples of the fruits of Morus nigra L. (black mulberry)
collected from the province Elazig province and used as traditional medicinal plant by the
local residents were studied. Pomological characteristics, total phenolic, total flavonoid
and total antioxidant capacity amounts of the fruit samples were determined. In addition,
the antimicrobial properties of the fruit samples and their existing synergistic effects with
antibiotics were evaluated using test microorganisms including six gram positive bacteria,
six gram negative bacteria and two yeasts-molds. Phenolic compounds content of the
samples was analyzed by LC-MS/MS. Fresh samples of the fruits collected from Elazig
province were studied. Three different extractions were made using ethanol, methanol and
ethyl acetate. Ethanol extract showed the most efficient results with 2.54+0.11 mg/g
(GAE/TM) total phenolic, 6.97+0.36 mg/g (AAE/TM) DPPH and 5.22+0.01 mg/g
(AAE/TM) ABTS value. In addition, synergistic effects of black mulberry fruit extracts
with chloramphenicol, novobiocin and nalidixic acid were analyzed. The extracts showed
high MIC and MBC values against test microorganisms. On the other hand, synergism was

detected between extracts and antibiotics.

Keywords: Antimicrobial, Antioxidant, LC-MS/MS, Morus nigra L., Polyphenolic
compound, Sinergistic effect
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SEMBOLLER VE KISALTMALAR DiZiNi

: Ornek ekstrenin absorbans degeri

: Kontrol absorbans degeri

: 2,2°-Azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)

: Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu

: Adenozin trifosfat

: Biitillenmis hidroksianizol

: Biitillenmis hidroksitoliien

: Dalton

: 2,2-difenil-1 pikrilhidrazil

: Alman Mikroorganizmalar ve Hiicre Kiiltiirleri Koleksiyonu
: Elektrosprey iyonlastirma

: Fraksiyon inhibitor konsantrasyon indeksi

: Gallik asit esdegeri

: Glutatyon

: Okside olmus glutatyon

: Minimal bakterisidal konsantrasyon

: Minimum inhibit6r konsantrasyonu

: Dut ekstraktlariin MIC degeri

: Dut ekstraktlarinin kombinasyon igindeki MIC degerleri
- Antibiyotiklerin MIC degeri

. Antibiyotiklerin kombinasyon i¢indeki MIC degerleri
: Etanol ile yapilan Morus nigra L. meyve ekstresi
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1. GENEL BiLGILER
1.1. Giris

Bitkilerin hastaliklar1 iyilestirme giiciine olan inang¢ neredeyse insanlik tarihi kadar
eskidir (Cowan, 1999). Diinya genelinde geleneksel ve modern tibbi sistemlerde 50.000 ile
70.000 aras1 bitki tiirtiniin kullanildigi tahmin edilmektedir (Schippmann vd., 2006). Antik
caglardan beri bitkilerden elde edilen ilaglar, soguk alginligindan kansere kadar cesitli
rahatsizliklarin tedavisi i¢in kullanilmaktadir. Geleneksel bitkisel ilaglar, Tiirkiye’nin de
icinde bulundugu gelismekte olan iilkelerde birinci basamak saglik sisteminin 6nemli bir
bilesenidir (Sowjanya vd., 2013). Ozellikle geleneksel sifal1 bitkiler birgok iilkede yaygin
olarak kullanilmaktadir. Iyi bilinen aktif metabolit kaynagi olusturduklarindan dolay:
bitkilerin biyolojik ozelliklerinden sorumlu bilesikleri izole etmek igin birgok g¢alisma
yapilmigtir. Bu calismalarin bazilari yeni ilaglarin bulunmasini saglamistir (Newman ve
Cragg, 2016). Ayrica bu dogal bilesiklerin, farmakolojik ve etnobotanik bilgilerle birlikte
biyoteknolojik bir bakis agisiyla, geleneksel kullanim amaglartyla esgiidiimlii olarak
incelenmesinin, bu bilesiklerin insanligin hizmetine sunulmasi yolunda onemli katkisi
olacaktir (Wiart, 2006).

Her bitki tiirii tarafindan ¢ok sayida dogal iiriin sentezlenmektedir. Ayrica cografi
dagilimlari, bitylime kosullari ve hasat zamanlar1 bitkinin sentezledigi bu dogal triinlerin
cesit ve miktarini1 6nemli Slgiide etkileyebilmektedir (Chan vd., 2010). Tirkiye’nin yedi
cografik bolgesinden en biyiigi (170.000 km?) olan Dogu Anadolu, onu deniz
meltemlerinin 1limh etkisinden koruyan daglik bolgeler ile gevrilidir. Bu bélgede, soguk,
uzun ve aylarca siiren kar yagish kislar, ardindan ¢ok kisa yagish baharlar, sicak ve kurak
yazlar izlenmektedir. Daglik ve kuvvetli bir sekilde pargalanmis olan bu bolge, farkls bitki
ortiisiiniin gelismesi i¢in uygun kosullar saglayan birka¢ mikro iklimsel ve ekolojik bolge
sunmaktadir (Tan, 1998; Ozgdkce ve Ozgelik, 2004; Altundag ve Oztiirk, 2011). Tez
caligmasinda kullanilan karadut meyvelerinin toplandigi Elazig ili, Iran-Turan bitki
cografya bolgesinde yer almakta ve Davis tarafindan gelistirilen Grid siniflandirma
sistemine gore B7 i1zgara alanina girmektedir. Ayrica Elazig ili, Tiirkiye’nin baslica
endemizm merkezlerinden biri olan Anadolu Diyagonali’nin giineydogusunda

bulunmaktadir (Davis, 1965-1985). Elaz1g, sahip oldugu topografik ozellikler sayesinde



Dogu Anadolu Bolgesi’nin diger kesimlerine gore farkli bir iklime sahiptir (Ering, 1953;
Tonbul, 1990).

Antibiyotikler, ‘1928’de penisilinin kesfi ile baglayarak’ tipta devrim yaratan yasam
kurtaric1 temel ilaglardir (Singh ve Barrett, 2006). Antibiyotiklerin ve diger antimikrobiyal
ajanlarin kesfi, bakterilere karst miicadelede bir donliim noktast olmustur ve gelismis
tilkelerde antibiyotiklerin yaygin olarak kullanilmasinin insan yasam siiresine 30 yil kattig
tahmin edilmektedir (Laxminarayan vd., 2016). Penisilinin kesfinden bu yana bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisinde klinik kullanim i¢in bir¢ok etkili antibiyotik kesfedilmis ve
gelistirilmistir (Singh, 2006; Brown ve Wright, 2016). Antibiyotik kesfinin ‘Altin Donemi’
olarak adlandirilan bu zaman zarfi, 1940’larin ortalariyla-1970’lerin baslarinda yaganmistir
ve bu donemde bir¢ok antibiyotik sinifi kesfedilmistir. Ancak son 40 yilda sadece iki yeni
antibiyotik sinifi bulunabilmistir (Singh ve Barrett, 2006; Mundy vd., 2016). Bu duruma
ilave olarak insan ve hayvan tibbinda, hayvancilikta ve tarimda yillarca siiren asiri
antibiyotik kullanimindan dolay1 antibiyotik direncinin gelisimi ve kiiresel yayilimi, halk
saglhigi i¢in bliyiik bir tehdit haline gelmistir. Clinkii bu durum bulasici hastaliklari tedavi
etme yetenegimizi tehlikeye atmaktadir (Almakkia vd., 2019). Antibiyotiklerin asirt
kullanim1 bakteriler {izerinde baski olusturmakta ve sonucta antibiyotige direncli
bakterilerin ve antibiyotik direng genlerinin seg¢ilimine yol agmaktadir (Hughes, 2014).
Bakterilerin antibiyotiklere kars1 diren¢ kazanmalari kaginilmaz bir durumdur ve bakteriler
cesitli direng mekanizmalari gelistirmislerdir (Frieden, 2013; Pillar ve Sahm, 2012; Blair
vd., 2015). Bu diren¢ mekanizmalari, ilacin baglanmasini engellemek igin hedef bolge
modifikasyonunu, ila¢ hedefi olarak alternatif mekanizmalarin tiretilmesini, ilacin etkisiz
hale getirilmesini, ila¢ girisinin azaltilmasini ve ilaglarin bakteriyel hiicrelerin i¢inden
atilmasi i¢in akig pompalarinin ifadesini icermektedir (Blair vd., 2015). Baz1 durumlarda
bakteriler yalnizca bir smf antibiyotige degil, aym1 anda birkag simifa direng
kazanabilmektedir ve bu, tedavi seceneklerini 6nemli dl¢iide smirlandirmaktadir. Ornegin,
MRSA (metisiline direngli Staphylococcus aureus) sadece penisilinlere degil, ayni
zamanda sefalosporin ve karbapenemlere karsi direnglidir (Blair vd., 2015). Aslinda
antimikrobiyal ajanlarin asir1 ve bilingsiz kullanimi, biiyiik bir kiiresel saglik tehdidi haline
gelme potansiyeline sahiptir (WHO, 2015). Antimikrobiyal diren¢deki mevcut egilim,
kiiresel bir onleme stratejisi uygulanmadigi siirece diinya ¢apinda 6liim oranlarinda 6nemli

bir artig gosterecektir (de Kraker vd., 2016; O’Neill, 2014).



Dut, Moraceae familyasindan Morus L. cinsine aittir (Chen vd., 2015). Meyveleri
genellikle taze olarak,  saraba donistiriilerek, meyve suyu veya recel olarak
tilketilmektedir (Ercisli ve Orhan, 2007; Wang vd., 2015; Zou vd., 2016; Kim vd., 2015).
Daha once yapilan ¢alismalar, dut meyvesinin yiiksek miktarda fenolik asit, flavonoid,
polisakkarit ve askorbik asit icerdigini ortaya koymaktadir (Yu vd., 2014; Ercisli ve Orhan,
2007; Ying vd., 2011; Ercisli ve Orhan, 2008). Ayrica karadutun, hepatoprotektif,
antioksidan, antibakteriyel, hipolipidemik, immiino-modiile edici, antienflamatuvar, anti-
apoptotik ve antiproliferatif etki gibi birgok biyolojik aktiviteye sahip oldugu yapilan
calismalarla rapor edilmistir (Tang vd., 2013; Du vd., 2008; Yang ve Lee, 2012; Yang vd.,
2010; Lee vd., 2013; Liu ve Lin, 2013; Kim vd., 2010; Turan vd., 2017). Bununla birlikte,
dut meyvelerinin polifenolleri hakkinda sistemli bir literatiir taramasi hala azdir (Khalifa
vd., 2018). Bu ¢alismada kullanilan Morus nigra L. (karadut) bitkisi Tirkiye’de 6zellikle
Asya’da geleneksel tibbi ila¢ olarak kullanilmaktadir (Koyu vd., 2018; Wen vd., 2019).
Karadut meyveleri ve onlardan elde edilen iiriinler Tiirkiye’de geleneksel olarak agiz ve
bogaz hastaliklarinin, ozellikle ¢ocuklarda tonsillit ve oral kandidiyazis tedavisinde
kullanilmaktadir (Erdurak Kilig, 2011). Cin ve Kore’de ise ates, anemi, bogaz agrisi ve
hipertansiyon tedavisinde geleneksel halk ilact olarak kullanilmaktadir (Lee vd., 2013; Ma
vd., 2015). Ayrica geleneksel Cin tibbina gore, dut meyvesi bobrek ve karaciger hasarina
karst koruma saglayabilmekte, gorme yetenegini arttirabilmekte, eklemleri
gliclendirebilmekte ve yaslanma karsiti etkilere sahip olabilmektedir (Wattanathorn vd.,
2012).

Her ne kadar mikrobiyolojik arastirmalarda ve bakteriler gibi bulasict organizmalarin
neden oldugu bircok hastaligin kontroliinde onemli ilerleme kaydedilmis olsa da, ilaca
direngli bakteriler nedeniyle tekrarlayan salgmlar ve yeni bakteriyel patojenik tiirlerin
ortaya ¢ikmasi, yeni antibiyotiklerin kesfedilmesini gerektirmektedir (Sharma vd., 2017).
lleri teknolojiler kullamlarak sifali bitkilerin arastirilmasi, yaygin halk sagh
problemlerini ¢6zmek adina yeni biyoaktif ajanlarin kesfedilmesi i¢in uygun bir yaklagim
olarak kabul edilmektedir (Cos vd., 2006, Harvey vd., 2015). Bitki dogal iiriinlerinin
enfeksiyon kontrolii igin arastirilmasinin bir baska avantaji ise belirli bir bitki
ekstraktindaki farkli bilesikler arasinda yiiksek etkili sinerjilerin kesfedilme potansiyelidir
(Patwardhan ve Mashelkar, 2009). Bu tiir sinerjiler, ila¢ etkinliginin arttirilmasma ve
bakteriyel direng evrim trendinin azalan bir egilime doniistiiriilmesini saglayabilir (Wagner

ve Ulrich-Merzenich, 2009). Giinlimiizde birgok {ilke bulasici hastaliklarda dahil olmak



tizere farkli hastaliklarin tedavisi ig¢in bitkileri kullanmaktadir (Rios ve Recio, 2005).
Ayrica 21. yy.an baslarinda 62 milyar ABD Dolar1 oldugu tahmin edilen uluslararasi
bitkisel iiriin pazarinin 2050 yilinda 5 trilyon ABD dolarina ¢ikmasi beklenmektedir ve bu
durum, tibbi bitkilerin ticari olarak kullaniminin saglanmasinin uluslarin ekonomisine katk1

saglayacagini gostermektedir (WHO, 2002).

1.2. Dut

Cok yillik yiiksek yapili bir bitki olan dut (Urticales, Moraceae, Morus spp. L.),
Asya’nin 1liman bélgeleri orijinli olup genis yayilim gostermektedir (Benavides vd., 1994).
Bu bitki, yerkiirenin ¢ogu cografik bolgeleri boyunca; tropiklerden alt-arktiklere ve deniz
seviyesinden 4000 m yiikseklige kadar goriilmektedir (Machii vd., 2000; Tutin, 1996). Dut
diinyanin 1liman, subtropikal veya tropik bolgelerinde yaygin olarak dagilmistir. Ayrica,
cok cesitli iklim ve toprak kosullarinda yetisebilmektedir (Hosseini vd., 2018). Yiiksek
morfolojik degiskenligi, tiirlerin farkli ve olumsuz gevresel kosullara toleransi nedeniyle
bilinen en eski kiiltiir bitkilerinden birisidir (Gray, 1990; Winn, 1996). Dut, Tiirkiye’de de
400 yildan uzun bir siiredir bilinmekte ve yaygin olarak yetistirilmektedir (Ercigli ve
Orhan, 2007; Yaltirik, 1982).

Morus L. cinsinin yaklasik 24 dut tiirii bulunmaktadir ve bununla birlikte ¢ogunlukla
Giineydogu Asya iilkelerinde ortaya ¢ikmig 1000°den fazla dut varyetesi vardir (Huo,
2002). Bunlar arasinda Morus nigra L. (karadut), Morus rubra L. (kirmiz1 dut) ve Morus
alba L. (beyaz dut) ii¢ ana tiirdiir ve diinyanin dort bir yaninda yetismektedir (Saadaoui ve
Albouchi, 2008; Huo, 2002).

[ran kokenli olan karadut, Giiney Avrupa’da, Giineybati Asya’da meyvesi igin
yetistirilmektedir ve Akdeniz iilkelerindeki en 6nemli Morus L. tiiriidiir (Tutin, 1996).
Akdeniz kosullarinin gorildiigii bolgelerin yani sira; Tiirkiye’nin kuzeydogu kesimi,
lezzetli yenilebilir meyveleri i¢in yetistirilen karadut popiilasyonlarina sahiptir (Ercisli ve
Orhan, 2008).

Geleneksel olarak karadut meyveleri, kokleri ve kabugu; bogaz agrisi, anemi, demir
eksikligi, bademcik iltihab1, hipertansiyon, diyabet ve artrit tedavisinde; ates diisiiriicti ve
diiiretik olarak karacigeri koruma amagli, gérme gii¢liigiinii tedavi edici, kan basincin
azaltma ve kardiyovaskiiler hastaliklarin onlenmesinde geleneksel tipta (6zellikle Cin

tibbinda) kullanilmaktadir (Jiang, 2011). Bununla birlikte Anadolu’da karadut



meyvesinden elde edilen surup gargara olarak agiz ve bogaz hastaliklarinin, 6zellikle de
bebeklerde aftlarin tedavisinde kullanilmaktadir (Asimgil, 1997).

Morus nigra L., onemli miktarlarda toplam fenolik, toplam flavonoid ve askorbik
asit igeren meyvelere sahip olan Morus L. cinsinin en 6nemli tlirlerinden biridir. Bu tiir
sadece kaliteli bir besin olarak ve farkli aromasiyla degil, ayn1 zamanda birgok biyoaktif
maddenin iyi bir kaynagi olarak da bilinmektedir (Hojjatpanah vd., 2011). Karadut
meyvesine koyu rengini veren antosiyaninler, bu meyvelerdeki ana flavonoid grubunu
olusturmaktadir (Gerasopoulos ve Stavroulakis, 1997). Daha oOnce yapilan ¢alismalar,
antioksidan aktivite ile karadut meyvelerinin antosiyanin igerigi arasinda dogrudan bir
iliski oldugunu gostermistir (Thomas vd., 2015; Kalt vd., 1999). Morus L.bitki tiirleri tibbi,
ekonomik ve klinik alanlarda ¢ok biiyiik 6neme sahiptir (Andreoni, 2005; Sanchez, 2000).
Ayrica karadut meyveleri, agiz lezyonlarim1 tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir ve dut
tiketiminin sadece antioksidatif, antienflamatuvar, antitimor ve antidiyabetik etki
gostermedigi, ayn1 zamanda kardiyovaskiiler, hepato ve néro-koruyucu etkilerinin oldugu
da bildirilmistir (Ozgen vd., 2009; Andallu vd., 2001; Huang vd., 2008; El-Beshbishy vd.,
2006; Kimura vd., 2007; Isabelle vd., 2008; Wang vd., 2000).

1.3. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, eslesmemis bir elektron igeren herhangi bir atom veya molekiil
olarak tanimlanir ve st indis “nokta” (A*) ile temsil edilir. Serbest radikaller kararli bir
duruma ulasmak igin baska bir elektron kazanma egilimine sahiptir (Gutowski ve
Kowalczyk, 2013). Bu atomlarin veya molekiillerin yiiksek oranda reaktif oldugu
diigiiniiliir ve bunlar kararli hale gelebilmek icin radikal olmayan farkli molekiillerle
reaksiyona girebilir. Radikal tiirlerin, atom veya molekiilden bir elektronun kopmasi ya da
molekiiliin ¢ok yiiksek enerjili bir durumda ayrilmasi gibi ¢esitli olusum mekanizmalari
mevcuttur (Phaniendra vd., 2015). Asagida kimyasal denklemi verilen bir su molekiiliiniin
bir hidroksil radikaline ve bir hidrojen atomuna radyasyonla indiiklenmesi olan homoliz

durumu, radikal olusumuna klasik bir 6rnek olarak verilebilir (Cameron vd., 2001).

H,0+eV—H +OH' (1.1)



Olusan radikal iyonlar, yiiksek ve dengesiz potansiyel enerji durumunda
olduklarindan cesitli sekillerde tepki verebilirler. Ornegin, iki radikal tiir birbiriyle
reaksiyona girerek, radikal olmayan bir molekiil olusturabilirler (Neuman, 2013).

Biyolojik yapilarda hasara neden olan baslica radikal bilesikler (Tablo 1.1.), ROS
(reaktif oksijen tiirleri) ve RNS (reaktif nitrojen tiirleri) olarak tanimlanirlar (Di Meo vd.,
2016). Fizyolojik sistemlerde temel hiicresel matriks bilesenlerinin ¢ogu, radikal olmayan
yapilara sahiptir ve diizenli olarak enerji tiretimini ATP (Adenozin trifosfat) bi¢iminde
gerceklestirir. Bu bilesenler hiicresel redoks dengesini siirdiiriir. Ancak serbest radikal
molekiillerin temel seviyelerinin iizerinde olusu hiicresel biyomolekiillerin kimyasal

biitiinliigliniin bozulmasina neden olur (Halliwell, 1999; Halliwell ve Gutteridge, 1984).

Tablo 1.1. Potansiyel serbest radikal tiirler (Gupta vd., 2016).

ROS/RNS Sembol ROS/RNS Sembol
Siiperoksit 0, Hidroksil OH’
Hidroperoksil HOO® Peroksil ROO’
Nitrik oksit NO* Nitrojen oksit NO;
Peroksinitrit ONOO~ Singlet oksijen 0,
Hipokloroz asit HOCL

Bu radikallerin lipit peroksidasyonu yolu ile sebep olduklari lipit membran hasari iyi
bilinen bir ornektir (Sekil 1.1.). Burada hidroksil radikalleri, hiicresel membranin ¢oklu
doymamis yag asitleri ile reaksiyona girerek hiicresel membran hasarina neden olabilir
(Mylonas ve Kouretas, 1999).

Oksidatif stres, oksidanlarin (ROS olarak adlandirilan iyonlar) ve bu ROS’u
uzaklastirmak icin endojen antioksidanlarin iiretilmesi arasindaki dengesizlik durumunu
ifade etmek icin kullanilan bir terimdir (Gutowski ve Kowalczyk, 2013; Neuman, 2013).
Biyolojik sistemlerde iiretilen ROS ve lipitler, proteinler ve DNA (deoksiribo niikleik asit)
ile kolayca reaksiyona girebildiginden asir1 ROS {iretimi zararli olabilmektedir. Yapilan
calismalar, ROS’un zararli etkisinin, biyomolekiillere dogrudan zarar vermesi veya
proteinler ve genlerdeki modifikasyonlar yoluyla oldugunu gostermistir (Nita ve
Grzybowski, 2016; Cadet vd., 2010). Bu, ¢ok sayida patolojinin baslangicina neden
olmakta ve sonugta, hiicre hasar1 ve 6liimiine yol acan sinyal kaskadlarinin tetiklenmesinde

onemli rol oynamaktadir (Halliwell, 1999; Droge, 2002).
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Sekil 1.1. Reaktif  oksijen tiirlerinin  neden  oldugu lipit
peroksidasyonuyla olusan iiriinler (Ozcan vd., 2015).

ROS ve ara serbest radikallerin baglica oksidatif hasar kaynagi oldugu iyi
bilinmektedir. Buna karsilik ROS’un hiicre bilylimesi, proliferasyonu ve sagkalimi gibi
fizyolojik islevlerin siirdiiriilmesinde kritik sinyal molekiilleri olarak hizmet ettigini 6ne
siiren kapsamli kanitlar da mevcuttur (Trachootham vd., 2008; Babior, 2004). Endotel,
enflamatuvar ve bagisiklik hiicreleri gibi hiicreler tarafindan tiretilen ROS, iki tiir etkinlige
sahiptir; bu etkinliklerden biri redoks sinyaline katilimidir, digeri ise oksidatif stres veya
yaralanmadaki roliidiir. Redoks sinyali, diisik ROS seviyelerinin biyolojik siirecleri
baslatmak i¢in sinyal yolaklarinin aktivasyonunu tetiklerken ortaya ¢ikar, oksidatif stres ise
biyomolekiillere zarar veren yiiksek seviyede ROS iiretimini tanimlamaktadir. Son yillarda
yapilan ¢aligmalar, ROS’un bir¢ok hastaligin patofizyolojisinde oksidatif stresi etkilese de
ROS’un etkin rol oynadigi hem redoks sinyallemenin hem de oksidatif stresin
kardiyovaskiiler hastaliklardan norodejeneratif hastaliklara kadar degisen kosullar altinda
gittikge daha belirgin etkisinin oldugunu ortaya ¢ikarmaktadir (Jacobs vd., 1998). ROS
kaynakli oksidatif hasar iiriinii olan protein ve DNA modifikasyonlari, enflamatuvar
bozukluklarm merkezindeki sinyalin baslangicina yol agabilmektedir. Inflamasyon, aktif
enflamatuvar ve immiin hiicreleri tarafindan gelismis veya yiiksek seviyede ROS iiretimini
igeren, patojenlere karsi olusturulan bir konak savunma mekanizmasidir. Enflamatuvar
yanitin bir pargas1 olarak tretilen ROS, doku istilaci bakterilerinin temizlenmesini
kolaylastirir fakat uzun siireli olarak iiretildiginde oksidatif stres ve kronik iltihapla iligkili
bozukluklar gelisebilmektedir (Gupta vd., 2016).



1.4. Antioksidan Sistem

Reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonu aerobik yasamin 6n kosullarindan biridir
ve bu ama¢ dogrultusunda evrimlesen ¢ok sayida savunma hatti, Tablo 1.2°de listelenen
antioksidan savunma sistemlerini olusturur. Oksijen metabolitleri tarafindan baslatilan
potansiyel olarak tehlikeli reaksiyonlar1 6nlemek amaciyla evrimsel siire¢ boyunca gelisen
bu savunma sistemleri tim koruma seviyelerini icerir. Bu koruma seviyeleri onleme,
miidahale ve onarimdir (Sies, 1985).

Antioksidan terimi daha dar anlamiyla nonenzimatik siipiiriiciileri, sondiiriiciileri ve
ayrica enzimatik sistemleri ifade eder. Bu enzimler, elbette siiperoksit dismutazlar,
glutatyon peroksidazlar, katalazlar ve diger hemoprotein peroksidazlar gibi cesitli
hidroperoksidazlardir (Ighodaroab ve Akinloye, 2018). Genel olarak yiiksek bir hiicresel
aktivite kapasitesi, spesifik organ ve hiicre i¢i lokalizasyonlariyla ve siklikla tamamlayici
bir sekilde ortiisen ve bakir, ¢inko, manganez, demir ve selenyum dahil olmak iizere
katalizde spesifik bir metal tutulumu formuyla karakterize edilir (Gill ve Tuteja, 2010;
Karuppanapandian vd., 2011). Bu antioksidan sistemler dogada genis bir dagilima sahip
olmakla birlikte canlilarin biyolojik sistemlerdeki reaktif oksijen metabolitlerin zararh
etkileriyle basa ¢ikmadaki esaslaridir. Bununla birlikte bazi ek veya yardimci sistemlerin
de ¢ok dnemli oldugu belirtilmektedir. Ornegin, hiicrelerdeki radikal veya radikal olmayan
reaksiyonlarin ¢ogu disiilfid tiyol oksidasyonuna, yani GSSG (okside olmus glutatyon)

olusturmak icin glutatyonun oksidasyonuna yol agabilir.



Tablo 1.2. Biyolojik sistemlerde antioksidan savunma (Sies, 1985).

Sistem

Enzimatik olmayan

E vitamini

C vitamini
Flavonoidler
Kimyasal

Beta karoten, A vitamini
Urat

Plazma proteinleri

Enzimatik

Zara bagli; reseptorler

Kromanoksi radikalinden rejenerasyon
Suda ¢oziiniir.

Bitki antioksidanlari (rutin, Kuersetin, vb.)
Gida katki maddeleri, 6r. BHA (biitillenmis
hidroksianizol),

BHT (biitillenmis hidroksitoliien)

Singlet oksijen sondiiriicii

Singlet oksijen sondiiriicii, radikal siiptirticii
or., Seruplasmin

Stiperoksit dismutazlar
GSH peroksidaz

Katalaz

Yardimei enzimler

CuZn enzim, Mn enzim

Selenoenzim;  non-Se  enzimi:  baz
Stransferazlari,

or., izoenzimler B ve AA

Sitosol ve mitokondriyal matris

Heme enzimi

Agirlikli olarak peroksizomal matriks

GSH

NADPH-kinon oksidorediiktaz

(DT diaforaz)

Epoksit hidrolaz
Konjugasyon enzimleri
GSSG rediiktaz

NADPH

Tasima sistemleri

iki elektron indirgenme, dikumarol duyarl

UDP-glusuroniltransferaz
Sulfotransferaz

GSH S-transferaz
Glikoz-6-fosfat dehidrojenaz
6-Fosfoglukonat dehidrojenaz
Izositrat dehidrojenazlar

Malik enzim

Enerji baglantili transhidrojenaz
GSSG eksport

Konjugat eksport

Bu nedenle GSSG rediiktaz tarafindan katalize edilen GSH’nin (glutatyon) tekrar
indirgenmesi rejeneratif reaksiyonu, antioksidan savunmada odak hale gelebilmektedir
(Sarangarajan vd., 2017). Benzer sekilde bu enzime esdeger indirgenme reaksiyonlarinin
saglanmasi sarttir. Boylece NADPH (nikotinamid adenin diniikleotit fosfat) rejenerasyon
sistemleri de (Tablo 1.2.) ilgi ¢ekicidir. Reaktif oksijen tiirlerini iiretebilen bilesiklerin
reaktiflik diizeylerinin azaltilmasi da ayrica azalan oksidatif stres ifadesi ile sonuglanir. Bu

baglamda kinonlarin, NADPH-kinon oksidorediiktaz (DT diaforaz) ve hidrokinon



tarafindan kataliz edilen sonraki konjugasyon reaksiyonlar: ile iki elektron azaltilmasi
antioksidan savunmanin bir parcasidir. Acikgasi, reaktif tiirlerin serbest veya konjuge
formda ihract da bir detoksifikasyon fonksiyonuna hizmet etmektedir ve boylece
hiicrelerden GSSG’nin yani sira konjugatlarin tasinmasi da burada ilgi ¢ekicidir (Sies,

1985).

1.5. Bitki Sekonder Metabolitleri

Bitkiler alemindeki etkileyici ve biiyiik olarak ifade edilen kimyasal ¢esitlilik, bitki
genomlarmin sahip oldugu yiiksek kapasiteye, yani bir¢ok metabolik enzimi kodlayabilen
genlerin yiiksek cesitliligine baglidir. Bu durum, bitkilerin memeliler ve bakteriler gibi
diger canli organizmalardan daha fazla gene sahip olduklarini gosteren farkl: bitki tiirleri
tizerinde gergeklestirilen genom dizileme ¢alismalariyla da teyit edilmistir. Bitki
tirlerinden bugiine kadar izole edilmis 200.000’den fazla sekonder metabolit, bu biiyiik
biyolojik ¢esitliligin bir sonucudur. Ayrica diinya ¢apinda 400.000’den fazla bitki tiiriiniin
sadece kiiglik bir kisminin fitokimyasal agidan incelendigi géz Oniine alinirsa, sekonder
metabolitlerin sayisinin hi¢ siiphesiz ¢ok daha fazla oldugu asikardir (Yonekura-
Sakakibara ve Saito, 2009; Macel vd., 2010). Aslinda son yillarda yapilan binlerce
fitokimyasal ¢alismanin ¢ogu, dogrudan veya dolayli olarak, bitki kimyasmin (sekonder
metabolit profilleri) organizma ve ¢evresi ile siki sikiya bagli oldugunu gostermistir
(Ivanisevi¢ vd., 2011).

Daha oOnce bahsedildigi gibi 200.000°den fazla bilinen bitki metaboliti vardir.
Bunlarin; 25.000°i terpenoid, 12,000’i alkaloid ve 8000’ fenoliktir (Croteau vd., 2000).
Diger metabolitler ile birlikte bitkilerde her yerde bulundugu kabul edilen fenolikler, farkli
kimyasal smiflar1 yani flavonoidleri, hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik asitleri,
gallotanninleri, proantosiyanidinleri, stilbenoidleri ve lignanlar1 igerir. 4000’den fazla
madde igeren flavonoidler; ¢ogunlukla antosiyaninler, flavonlar, izoflavonlar, flavanonlar,
flavonoller ve flavanoller olarak siniflandirilan ve en gok temsil edilen fenolik bilesiklerdir
(Harborne vd., 1999; Ignat vd., 2011; Tsao ve Yang, 2003).

Kimyasal olarak polifenoller, yapisal fenolik o6zelliklere sahip dogal bir grup
bilesiktir. Polifenoller terimi birkag alt grup bilesik i¢in kolektif olarak kullanilir. Bununla
birlikte “polifenoller” teriminin kullanimi biraz kafa karistirici olmustur ve bu terimle,

onlarin kastedilmek istenilen kimyasal yapilar1 arastirmacilar i¢in bile belirsizdir (Tsao,

10



2010). Bugiin bile bilimsel topluluk bitki polifenollerini ifade eden terimin evrensel
kullanim1 ile tutarli degildir. Ciinkii bazilar1 bu bilesikleri “bitki fenolleri” olarak
adlandirirken bazilar1 ise, “polifenoller” terimini kullanirlar. “Polifenoller” teriminin
kullanim1 esas olarak ticari iletisim igin tercih edilmektedir. Kesinlikle, Kimyasal olarak
ifade edilen “fenoller” terimi, aren halkasini ve onun hidroksi ikame edicilerini ig¢erir ve bu
konsepte gore “polifenol” terimi, onlarmn tasidigi hidroksi gruplarin sayisindan bagimsiz
olarak en az iki fenolik pargay1 tasiyan yapilarla sinirlandirilmahidir (Quideau vd., 2011).

Bitki polifenolleri tanimi gelencksel olarak yapisal karakteristiklere ve protein
cokelmesine dayanmaktadir (Haslam ve Cai, 1994). Ancak bu tanim son yillarda onlarin
yapisal Ozellikleri ve biyosentetik yollar1 dikkate alinarak belirgin bir sekilde gbzden
gegirilmistir (Quideau vd., 2011).

Polifenollerin tarihgesi ve tanimlariyla alakali olarak bu bitkisel tiirevli dogal
tirtinlerin polifenoller olarak adlandirilmadan o6nce, hayvan derilerinin tabaklanmasi
isleminde cesitli bitki ekstrelerinin kullanimlarimin bir sonucu olarak kiiresel olarak
"bitkisel tanenler" olarak adlandirildigini ortaya koymaktadir. Bilimsel literatiirdeki bitki
polifenollerinin ilk tanimi, bitki ekstrelerinin bu ilk kullanimi ile ilgilidir. Bu bilesiklere
deri endiistrisinde oldukg¢a ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle, 20. yiizyilin basindan itibaren
tabaklamada  kullanilan  bitki  6zlerinin  polifenolik  bilesenlerinin  yapisal
karakterizasyonunu igin biiyiik ¢aba sarf edilmistir (Quideau vd., 2011). Bitki polifenolleri
tizerine 1945°ten sonra yapilan arastirmalar, kagit kromatografisinin kesfi ve giderek daha
ileri diizeydeki diger analitik tekniklerin gelistirilmesiyle birlikte sayisiz bilesenin
kesfedilmesini miimkiin kilmistir (Cheynier vd., 2015). Bir endiistriyel kimyaci olan
Theodore White, 1957 yilinda tarif ettigi “tanen” terimine goére bu metabolitlerin, 500 ile
3000 Da (Dalton) arasinda molekiiler kiitlelere ve kollajen molekiilleri ile ¢apraz hidrojen
bagi olusturabilecek ¢ok sayida fenolik gruba sahip bitki polifenolik maddelerini belirtmesi
gerektigini belirtmistir (Bels¢ak-Cvitanovi¢ vd., 2018).

Polifenol arastirmalari {izerinde yasanan faaliyet patlamasi, bu alanda iki 6ncii olan
E. C. Bate-Smith ve Tony Swain tarafindan Bitki Fenolik Grubunun 1957 yilinda
kurulmasina yol agmistir (Cheynier vd., 2015). 1962’de, Bate-Smith ve Swain bitki
polifenollerinin tanimin1 “500 ila 3000 Da arasinda molekiiler agirliklara sahip suda
¢ozlinebilir fenolik bilesikler ve her zamanki fenolik reaksiyonlar1 vermenin yani sira
alkaloitleri, jelatin ve diger proteinleri ¢ozeltide ¢okeltme yetenegi olan metabolitlerdir”

olarak yapmislardir (Swain ve Bate-Smith, 1962). Bate-Smith, Swain ve White tarafindan
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yapilan bu tanimlama, Edwin Haslam tarafindan molekiiler diizeyde rafine edilerek
genigletilmistir. Boylece “polifenoller” terimi, suda ¢oziinebilen 500 ila 3000-4000 Da
arasinda degisen molekiiler kiitlelere sahip ve her 1000 Da’luk nispi molekiiler kiitle i¢in 5
ila 7 aromatik halka tizerinde 12 ila 16 fenolik hidroksi grubuna sahip olan bitki fenolik
bilesikleri igin bir tanimlayici olarak kullanilmaya baslanmistir. (Haslam ve Cai, 1994).
White, Bate Smith, Swain ve Haslam’m (WBSSH) baslangigta bitki fenoliklerinin
“polifenoller” olarak kabul ettikleri siiflandirmalarinda, ilk ve oncelikli olarak diger
biyomolekiillerle komplekse girme kapasitesine sahip olmalar1 odak Kriterleriydi. Bununla
birlikte bu tanim hala tam olarak yeterli degildir. Ciinkii polifenolik maddeler, bu
metabolitlerin baglangic taniminin ima ettigi kistaslara uyan sadece ii¢ polihidroksifenil
smifina ayrilabilir. Tim kKimyasal hususlari goz oniinde bulundurarak asagidaki gibi yeni
bir polifenol tanimi yapilabilir. Polifenoller, tek bir fenolik halkadan daha fazlasina sahip
olan ve en temel yapisal ifadelerinde nitrojen bazli fonksiyonel grup bulundurmayan
ozellikle sikimat yolagindan tiiretilmis fenilpropanoid ve/veya poliketid yolag: (lar1) ndan
tiretilen bitki sekonder metabolitleridir (Quideau vd., 2011).

1.5.1. Polifenollerin Yapisal Cesitliligi ve Simiflandirilmasi

Polifenoller, bitkilerdeki en biiyiik ve yaygin olan sekonder metabolit gruplarindan
birini olusturmaktadir (Scalbert ve Williamson, 2000). Daha once bahsedildigi gibi
polifenoller sadece bir polifenol yapisina (yani aromatik halkalar tizerinde birkag¢ hidroksil
grubu) sahip ¢ok ¢esitli molekiilleri degil, ayn1 zamanda fenolik asitler ve fenolik alkoller
gibi bir fenol halkali molekiilleri de igerir. Polifenoller, fenolik yapisal 6zelliklere sahip
kimyasal bilesikler olarak karakterize edilmesine ragmen bu dogal iiriinler grubu g¢ok
cesitlidir ve birkag alt grup fenolik bilesik igerir.

Biyogenetik olarak fenolik bilesikler iki metabolik yoldan ilerler; bunlar, baslica
fenilpropanoidlerin olustugu sikimik asit yolu ve ana iiriinlerin basit fenoller oldugu asetik
asit yoludur (Sanchez-Moreno, 2002). 100.000 ila 200.000 sekonder metabolitin var
oldugu ve fotosentez ile tutulan karbonun yaklasik %20’sinin fenilpropanoid yolagina
yonlendirildigi tahmin edilmektedir (Pereira vd., 2009). Cogu bitkinin fenolik bilesikleri
fenilpropanoid yolagi iizerinden sentezlenir (Hollman, 2001). Her iki yolagmn
kombinasyonu, dogada en fazla bulunan fenolik bilesik grubu olan flavonoidlerin

olusumuna yol agar (Sanchez-Moreno, 2002). Flavonoid sentezine yonelik biyosentetik
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yolaklar vasitasiyla iyi aydinlatilmayan yogunlagma ve polimerizasyon fazlari arasinda,
yogunlastirilmis tanenler veya hidrolize olmayan tanenler olusur. Hidrolize edilebilir
tanenler, gallik asit veya hekzahidroksidifenik asit tiirevleridir (Stafford, 1983). Kimyasal
cesitlilige ek olarak polifenoller, c¢esitli karbonhidratlarla, organik asitlerle veya
birbirleriyle birlesmis olabilir (Manach vd., 2004).

Cok cesitli yapilarda binlerce farkli polifenolik bilesik (bunlar arasinda 8150°nin
tizerinde flavonoid wvardir.) tespit edilmistir (Lattanzio vd., 2008). Bitkilerdeki
polifenollerin gesitliligi ve genis dagilimi, bu dogal olarak olusan bilesiklerin farkli yollarla
kategorize etmenin yolunu agmistir. Sekil 1.2°de goriildiigii gibi polifenoller; kokenleri,
dogal dagilimlar, biyolojik islevleri ve kimyasal yapilari agisindan siniflandirilabilir.

Dogada yayilimlar ile ilgili olarak fenolik bilesikler ti¢ sinifa ayrilabilir. Bunlar, az
miktarda yayilim gosterenler (basit fenoller, pirokatekol, hidrokinon, resorsinol, benzoik
asitlerden tiiretilen aldehitler), genis yayilim gosterenler (flavonoidler ve bunlarin tiirevleri;
kumarinler, benzoik ve sinnamik asit gibi fenolik asitler ve bunlarin tiirevlerine ayrilmistir)
ve polimerler (tanenler ve ligninler) olarak siniflandirilabilirler (Bravo, 1998).

Polifenollerde en sik gorillen smiflandirma, bu bilesiklerin sahip olduklar
aglikonlarin kimyasal yapilarina gore yapilan siiflandirmadir. Bununla birlikte,
polifenolik bilesikler birkag farkli sekilde de siniflandirilabilirler. Harborne (1989), fenolik
bilesikleri karbon zincirlerine gére 16 ana sinifa ayirmistir. Bu ana siniflar, basit fenoller
(Cs karbon iskelete sahip olanlar), benzokinonlar (Cs karbon iskelete sahip olanlar), fenolik
asitler (C¢—C; karbon iskelete sahip olanlar), asetofenonlar (Cs—C; karbon iskelete sahip
olanlar), fenilasetik asitler (Ce—C; karbon iskelete sahip olanlar) , hidroksisinnamik asitler
(Ce—C3 karbon iskelete sahip olanlar), fenilpropenler (Ce—C3 karbon iskelete sahip
olanlar), kumarinler ve izoartimarinler (Ce—Cj; karbon iskelete sahip olanlar), kromonlar
(Ce—C3 karbon iskelete sahip olanlar), naftokinonlar (Ce—C,4 karbon iskelete sahip
olanlar), ksantanlar (Ce—C;—Cs karbon iskelete sahip olanlar), stilbenler (Ce—C,—Cs
karbon iskelete sahip olanlar), antrakinonlar (Ce—C,—Cs karbon iskelete sahip olanlar),
flavonoidler (Ce—C3—Cs karbon iskelete sahip olanlar), ligninler [(Ce—C3), karbon
iskelete sahip olanlar], lignanlar ve neoliganlardir [(Cs—Cs3), karbon iskelete sahip

olanlar].
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Sekil 1.2. Fenol halkalarinin sayisina ve yapi elemanlarina dayali olarak farkli bitki
polifenolleri ve polifenolik siiflari (Bels¢ak-Cvitanovi¢ vd., 2018).

Bu kimyasal siniflandirmadan farkli olarak arastirmacilar, polifenolleri igerdikleri

fenol halkalarinin sayisina ve bu halkalar1 birbirine baglayan yapisal elemanlarin

farkliligina dayanarak da siniflandirma yaparlar. Bununla birlikte, baz1 yazarlar polifenolik

smiflar1 hakkinda yorum niianslarina sahiptirler ve bu, polifenolik simiflandirilmasinda

farkliliklara yol agar. Bu duruma bir 6rnek vermek gerekirse D’Archivio vd. (2007)

polifenolleri; flavonoidler, fenolik asitler, fenolik alkoller, stilbenler ve lignanlar olarak bes

smifta listelemektedir. Diger yandan Manach vd. (2004), fenolik asitler, flavonoidler,

stilbenler ve lignanlar olarak dort farkli polifenolik grubu belirtir. Han vd. (2007) ise,
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fenolik asitler, flavonoidler ve stilbenlerden ayr1 farkli polifenol siniflar1 olarak
diferuloilmetan ve tanenleri listelemektedir. Bununla birlikte, literatiirde en ¢ok kullanilan
polifenol smiflandirilmasi, Manach vd.nin (2004) yapmis oldugu smiflandirmanin kii¢iik
bir modifikasyonudur. Bu, “digerleri” olarak adlandirilan bir grup polifenoliin daha
katilmasiyla sekillenmistir. Buna gore polifenol smiflari; fenolik asitler, flavonoidler,

stilbenler, lignanlar ve digerleri olmak iizere bes ana siif icermektedir (Grosso vd., 2014).

1.5.1.1. Flavonoidler

Bitkilerde en yaygin olarak metabolize edilen ve aym zamanda en ¢ok calisilan
fenolik bilesiklerdir (Bravo, 1998). Flavonoidler hidroksilasyon derecesine ve heterosiklik
piron halkasindaki C,—Cj3 ¢ift bagmmin varligina goére 13 smifa ayrilabilir (Sanchez-
Moreno, 2002). Flavonoid siniflarinin en 6nemlileri flavonoller, flavanoller, flavonlar,
izoflavonlar, antosiyanidinler veya antosiyaninler ve flavanonlardir (Scalbert ve
Williamson, 2000). Bu smiflar igindeki bilesiklerin {ig-halkali sistemlerinin hidrojenlenme
ve hidroksilasyon derecesine gore bir¢ok yapisal varyasyonu vardir. Flavonoidler ayrica
oligosakkaritler, lipitler, aminler, karboksilik asitler ve organik asitler ile kompleksler
olusturan monosakkaritler ve disakkaritler ile birlesmis, siilfatlanmis ve metillenmis
tirevler olarak da meydana gelirler. Yaklasik 8000 farkli flavonoid bilinmektedir (Duthie
vd., 2003).

1.5.1.2. Fenolik Asitler

Bir benzen halkasi, bir karboksilik grup ve icinde bir veya daha fazla hidroksil
ve/veya metoksil grubu olan molekiile sahip bilesiklere fenolik asitler denir (Yang vd.,
2001). Fenolik asitler; benzoik asitler, sinnamik asitler ve tiirevleri olmak ftizere iki gruba
ayrilabilirler. Benzoik asitler yedi karbon atomuna (Cs—C;) sahiptir ve dogada bulunan en
basit fenolik asitlerdir. Sinnamik asitler dokuz karbon atomuna (Cg—C3) sahiptir ve
bitkilerde serbest formlarinda nadiren bulunurlar. Sinnamik asitler genellikle siklik alkol-
asit ile birlikte ester formundadirlar. Izoklorojenik asidi, neoklorojenik asidi,
kriptoklorojenik asidi ve klorojenik asidi meydana getiren kuinik asit en énemlilerinden
biridir (Bravo, 1998). Fenolik asitler, insan diyetindeki fenolik bilesiklerin yaklasik tigte
birini olusturur ve dikkate deger bir antioksidan aktiviteye sahiptir (Yang vd., 2001). Diger
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ozellikleri fenolik asitlerin ve esterlerinin antioksidan aktivitesine katkida bulunsa da
antioksidan aktivite genellikle molekiillerinde bulunan hidroksil gruplarinin sayisi ile
belirlenir. Genel olarak hidroksillenmis sinnamik asitler, benzoik asitlerden daha etkilidir
(Sanchez-Moreno, 2002).

1.5.1.3. Liganlar

Iki fenilpropan biriminden olusur. En yiiksek miktarda sekoizolarisiresinol (3.7 g/kg
kuru agirlik) ve diisiik miktarlarda matairesinol igeren keten tohumunda bulunur. Diger
hububatlar, tahillar, meyveler ve bazi sebzeler de ayni liganlar1 ihtiva etse de keten tohumu
icindeki konsantrasyonlari bu diger besin kaynaklarindaki konsantrasyonlarmmin 1000

katina kadar daha yiiksektir (Adlercreutz ve Mazur, 1997).

1.5.1.4. Stilbenler

Insan diyetinde diisiik miktarlarda bulunur. Bunlardan biri olan resveratrol, tibbi
bitkilerin taranmasinda iizerinde yogun olarak ¢alisilmistir. Resveratrolun antikarsinojenik
etki gosterdigi rapor edilmistir. Sarapta diisiik miktarlarda (kirmizi sarapta 0.3-7 mg
aglikon/l ve 15 mg glikozit/l) bulunur. (Bertelli vd., 1998; Bhat ve Pezzuto, 2002; Vitrac
vd., 2002).

1.6. Antibiyotikler

Antibiyotik, mikroorganizmalar tarafindan dretilen dogal bir {rlndir.
Mikroorganizmalara karsi belirgin ve segici biyolojik aktiviteleri ve diisiik toksisiteleri,
zararli mikroorganizmalar1 yok etmek ic¢in bazi antibiyotiklerin kullanimini miimkiin
kilmaktadir. Bu ozelliklerinden dolayr birgok antibiyotik; tiiberkiiloz, frengi,
gastrointestinal enfeksiyonlar ve c¢ocukluk c¢agi bulasici hastaliklar gibi sosyal ve
epidemiyolojik agidan Onemli olan enfeksiyon hastaliklariyla miicadelede pratik bir
uygulama saglamistir. Antibiyotiklerin temel olarak mikrobiyolojik ve biyokimyasal
yontemlere dayanilarak incelenmesi, antibiyotikler ile kimyasal sentezle elde edilen benzer
bilesikler arasindaki farklar1 ortaya koymaktadir. Bununla birlikte iki bilesik grubu
arasindaki fark, dogal antibiyotiklerin kimyasal yapisinin aydinlatilmasi ve sentetik {iretim

olanaklarinin gelistirilmesi ile adim adim azalmaktadir. Bugiine kadar biyosentetik olarak
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tiretilen 800°’den fazla antibiyotige karsin kimyasal sentez ile iiretilen sadece birkag drnekte
basarili olunmustur. Antibiyotiklerin sahip olduklart kimyasal yapi ve biyolojik islev
arasindaki iligki tam anlamiyla agiklanamadigi i¢in giliniimiizde yeni antibiyotiklerin
tiretilmesine yonelik kimyasal sentezin rasyonel planlamasi imkansizdir. Organik kimya
hala kimyasal yapilarin antibiyotik aktivitesini agiklayamamakta hatta dogru bir sekilde
tanimlayamamaktadir (Zkorzybski vd., 1967).

Antibiyotikler, modern tibbin gelisinden daha 6nce kullanilmistir. Eski Misir’dan bu
yana yaralarin ve yaniklarin tedavisinde filamentéz mantarlarin gelistigi ekmegin
kullanildig1r bilinmektedir (Pecanac vd., 2013). Orta Cag’da, Cin ve Yunanistan’daki
sifacilar ¢esitli rahatsizliklart tedavi etmek i¢in kiiflii metaryaller kullanmistir. Sir John
Scott Burden-Sanderson, 19. yiizyilda, kiifle kapli sivi biiyiime kiiltiiriinde bakterilerin
tiremedigini fark etmistir. Joseph Lister ise 1871’de, Penicillium glaucum’un bakteriyel
biiyiime tizerindeki inhibitor etkilerini kesfetmis ve Penicillium glaucum ekstraktlarini
yaralarin tedavisinde kullanmistir. Ayn1 zamanda Louis Pasteur, bazi bakterilerin diger
bakterilerin biiyiimesini engelleyebilecegini fark etmistir. Pasteur ve meslektasi Jules
Frangois Joubert 1877°de idrar 6rneklerinde Bacillus anthracis’in gelisimini incelerken
yaygin aerobik bakterilerle birlikte kiiltiire alindiginda Bacillus anthracis’in inhibe
edildigini kesfetmislerdir. Bu gelismeler 1s18inda, 1889°da Jean Paul Vuillemin
“antibiyozis” kelimesini “bir canli organizma kendi varligin1 saglamak i¢in bir digerini
oldiriir.” seklinde, biyolojik bir iliski olarak tanimlamistir. 1897°de Ernest Duchesne
yaptig1 calismada mikroorganizmalar, ozellikle kiifler arasindaki c¢esitli antagonizmleri
yayinlamistir. Ernest Duchesne, Fleming’den otuz yil 6nce Escherichia coli’nin
biiyiimesinin ~ Penicillium  glaucum  tarafindan  engellendigini  kesfetmistir.
Mikroorganizmalar arasindaki cesitli antagonizm go6zlemlerine ragmen 0 tarihe kadar
hicbir antimikrobiyal molekiil saflastirilmamistir. Bulunan ilk antimikrobiyal molekiiller
kimyasal bilesiklerdir. Paul Ehrlich, 1909’da frengiye neden olan Treponema pallidum’a
kars1 aktif bir arsenik tiirevi olan arsfenamini kesfetmistir. Bu antibiyotik 1911°de
Salvarsan daha sonra Mapharsen adiyla ticarilestirilmistir. Gerhard Domagk, 1930°da 22
yil dnce Paul Gelmo tarafindan sentezlenen bir molekiil olan siilfanilamidin antibiyotik
etkilerini kesfetmistir. Bu antibiyotik 1935°te Protonsil adiyla pazarlanmis ve II. Diinya
Savasi sirasinda askerler tarafindan kullanilmistir (Lewis, 2013).

Alexander Fleming, 1928’de tesadiifen bir mantarin Staphylococcus’un biiyiimesini

onledigini, imha etmeyi unuttugu kiiflenmis Staphylococcus aureus kolonilerinin oldugu
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petrileri bulunca kesfetmistir. Bu kesifle birlikte Penicillium notatum’dan antimikrobiyal
Ozellik gosteren bu molekiil saflastirilmis ve penisilin olarak adlandirilmigtir. Ancak bu
antibiyotigin endiistriyel tretimi 1940 yilindan itibaren Penicillium chrysogenum tiirii
kullanilarak Howard Florey ve Ernst Chain tarafindan gergeklestirilmistir (Fleming, 1945).
Fleming ayrica bir antibakteriyel enzim olan lizozimi de kesfetmistir (Fleming, 1945).
Ayrica 1930°da René Dubos, Streptococcus pneumoniae’nin sentezledigi tip III kapsiiler
polisakkaridi spesifik olarak parcalayabilen toprak kaynakli Bacillus’un tirettigi bir enzimi
kesfetmistir. Bu enzimle pnomokokal peritonit hastasi fareler tedavi edilebilmistir (Avery
ve Dubos, 1930). On yil sonra René Dubos, Bacillus brevis’ten, gram-pozitif bakteri
tirlerini yaygin olarak inhibe edebilen bir oligopeptit olan gramisidini izole etmistir
(Dubos ve Hotchkiss, 1941). Ne yazik ki gramisidin lokal tedavi haricinde insanlar i¢in
cok fazla toksisite gostermistir (Herrell ve Heilman, 1941). ABD’de Selman Waksman,
Ozellikle Streptomyces {iyelerinden veya Streptomycetes’ten toprak bakterilerinin
antimikrobiyal aktivitesini sistematik bir sekilde arastiran ilk kisi olmustur. Bakteriyel
tirler arasindaki antagonizmalar1 vurgulamak i¢in cesitli kiiltlir teknikleri ve stratejileri
gelistirmistir ~ (Lewis, 2012). Waksman kendi platformunu (“Waksman platformu”)
kullanarak 1940’11 yillarda aktinomisin (Streptomyces spp.’ten) (Avery ve Dubos, 1930),
streptomisin  (Streptomyces griseus’tan) (Dubos ve Hotchkiss, 1941), neomisin
(Streptomyces fradiae’den) (Herrell ve Heilman, 1941), fumigasin (Aspergillus
fumigatus’tan) ve klavasin (Aspergillus clavatus’tan) (Lewis, 2012) gibi farkli ana
antibiyotikleri ve antifungalleri kesfetmistir. Aktinomisin, neomisin ve streptomisin
giiniimiizde hala kullanilmaktadir. Ustelik Streptomisin tiiberkiiloz tedavisinde devrim
yapmustir ve halen birden fazla ilaca direngli tiiberkiiloza kars1 aktiftir (Waksman vd.,
1942). Tlag endiistrisi, 1940’lar ve 1970’ler arasinda mevcut tiim antibiyotiklerin kesfine
yol acan Waksman platformundan esinlenmistir. Bu altin ¢agda 19 bakteri tiiriinden ve 7

mantardan 23 antibiyotik sinifi kesfedilmistir (Tablo 1.3.).
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Tablo 1.3. Dogal antibiyotiklerin kesfi ve kaynagi (Finch vd., 2010).

Isim Kesif Tarihi Mikroorganizma
Penisilin 1929-40 Penicillium notatum
Tirotrisin (Gramisin, Trosidin) 1939 Bacillus bravis
Griseofulvin 1939 Penicillium griseofulvum
Dierckx
1945 Penicillium janczewski
Streptomisin 1944 Streptomyces griseus
Basitrasin 1945 Bacillus licheniformis
Kloroamfenikol 1947 Streptomyces venezuelae
Polimiksin 1947 Bacillus polymyxa
Framisetin 1947-53 Streptomyces lavendulae
Klorotetresiklin 1948 Streptomyces aureofaciens
Sefalosporin C, N ve P 1948 Cephalosporium sp.
Neomisin 1949 Streptomyces fradiae
Oksitetrasiklin 1950 Streptomyces rimosus
Nistatin 1950 Streptomyces noursei
Eritromisin 1952 Streptomyces erythreus
Oleandomisin 1954 Streptomyces antibioticus
Spiramisin 1954 Streptomyces ambofaciens
Novobiosin 1955 Streptomyces spheroides
Streptomyces niveus
Sikloserin 1955 Streptomyces orchidaceus
Streptomyces gaeryphalus
Vankomisin 1956 Streptomyces orientalis
Rifamisin 1957 Streptomyces mediterranei
Kanamisin 1957 Streptomyces kanamyceticus
Nebramisin 1958 Streptomyces tenebraeus
Promomisin 1959 Streptomyces rimosus
Fusidik asit 1960 Fusidium coccineum
Spektinomisin 1961-62 Streptomyces flavopersicus
Linkomisin 1962 Streptomyces lincolnensis
Gentamisin 1963 Micromonospora purpurea
Jozamisin 1964 Streptomyces narvonensis
var. josamyceticus
Tobramisin 1968 Streptomyces tenebraeus
Ribostamisin 1970 Streptomyces ribosidificus
Butirosin 1970 Bacillus circulans
Sisomisin 1970 Micromonospora myosensis
Rozaromisin 1972 Micromonospora rosaria

1.6.1. Antibiyotiklerin Simiflandirilmasi

Antimikrobiyal molekiiller cok cesitli kimyasal bilesiklerle temsil edilir. Cogu zaman
bunlar, dogal iiriinler ve sekonder metabolitlerdir (Macielag, 2012). Insan tibbinda
kullanilan antimikrobiyal maddelerin sahip olduklar1 farkli bes grup kimyasal molekiil
yapisina dayanilarak smiflandirilmast miimkiindiir.  Birincisi, ribozomal olarak

sentezlenmemis (ribozomal olarak sentezlenmemis peptitler, NRP) tiiretilmis amino
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asitlerdir. Ikincisi, tiiretilen asetil koenzim A veya malonil koenzim A’dir (poliketidler,
PK). ilk iki grubu olusturan NRP ve PK mevcut tiim antibiyotiklerin yaklasik %50’sini
temsil etmektedir (Tablo 1.4.). Ugiinciisii, NRP ve PK arasindaki melezlerdir ve dordiincii,
amin gruplar1 (aminoglikozitler) ile ikame edilmis birka¢ karbonhidrat biriminden olusur.
Son olarak terpenoidler, fusidik asit veya metronidazol tiirii alkaloidler gibi cesitli
molekiillerden olusur. Antibiyotik olarak kullanilan bu molekiillere ek olarak kaynag:
bocekler, memeliler, bitkiler veya amfibiler olan binlerce antimikrobiyal peptit
bilinmektedir (Brown vd., 2014). Bu peptitler genellikle dogal tiriinlerden olusan bir alt
grup olan RiPP (ribozomal olarak sentezlenmis ve translasyon sonrasi modifiye edilmis
peptitler) olarak siniflandirilirlar (East ve Silver, 2013).

Antibiyotiklerin dogru sistematiginin yapilabilmesi ¢abasi, penisilinin tesadiifi
kesfinden sonra 1940 ve 1962 yillar1 arasinda mikrobiyal ekstrelerin taranmasiyla bir dizi
dogal antibiyotigin kesfiyle ortaya ¢ikmistir (Singh ve Barrett, 2006). Bu, 2000 yilindan
sonra onaylanan iki yeni antibiyotik sinif disinda, antibiyotik haline gelen veya gliniimiiziin
antibiyotik boru hattin1 destekleyen sonraki nesil antibiyotiklerin kesfi ve gelisimi i¢in
kimyasal iskeleler olarak gorev yapan kimyasal yapilarin ¢ogunun belirlenmesine yol
acmistir. (Silver, 2011). Klinik antibiyotiklerin ana yapisal siniflar1 ve ana smiflarin genel
etkisi Tablo 1.4’te kisaca 6zetlenmistir.
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Tablo 1.4. Sistemik tedavide kullanilan baslica antibakteriyeller (Singh vd., 2017).

fla¢ simfi Onek Hedef Engelledigi Spektrum
yolak
B-Laktamlar Meropenem, amoksilin ~ Bir¢ok PBP Hiicre duvari sentezi ~ Genis
spektrum
Glikopeptitler Vankomisin Lipit Il Hiicre duvari sentezi ~ Gram-pozitif
Makrolitler Eritromisin, Ribozomun 50S Protein sentezi Gram-pozitif
azitromisin RNA’s1
Oksazolidonlar Linezolid Ribozomun 50S Protein sentezi Gram-pozitif
RNA’s1
Amfenikoller Kloroamfenikol Ribozomun 50S Protein sentezi Genis
RNA’s1 spektrum
Linkozamidler Klindamisin Ribozomun 50S Protein sentezi Gram-pozitif
RNA’s1
Tetrasiklinler Doksisiklin, tigesiklin Ribozomun 30S Protein sentezi Genis
RNA’s1 spektrum
Aminoglikozitler ~ Gentamisin, amikasin Ribozomun 30S Protein sentezi Genis
RNA’s1 spektrum
Florokinolonlar Levofloksasin, Giraz, DNA sentezi Genis
moksifloksasin topoizomeraz IV spektrum
Nitroimidazoller Metronidazol DNA DNA sentezi Genis
spektrum
Lipopeptitler Daptomisin Zarlar Zar biitiinligi Gram-pozitif
Polimiksinler Kolistin Zarlar Zar biittinligi Gram-negatif

1.6.1.1. p-Laktam Antibiyotikler

Baglica B-laktam antibiyotikler;  penisilin, sefalosporin, karbapenem ve
monobaktamlar olmak tizere dort sinif ile temsil edilmektedir (Sekil 1.3.). Monobaktamlar
haricinde bu antibiyotikler, bir B-laktam halkasina yapisik ikinci halkaya sahip bir bisiklik
kaynagmis halka sisteminden olusmaktadir. Penisilinler bes iiyeli ikinci halkada siilfiir,
sefalosporinler alt1 liyeli ikinci halkada siilfiir ve karbapenemler bes tiyeli ikinci halkada
bir karbon igerirmektedirler. Monobaktamlar ikinci bir halka igermez. pB-Laktam
antibiyotikler, peptidoglikan1 sentezleyen ve yeniden sekillendiren bir dizi enzimi,

penisilin baglayict proteinlere (PBP’ler) baglanarak inhibe edip hiicre duvari sentezini
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dolayisiyla bakteriyel biiylimeyi engellemektedir. Bunlar, genis spektrumlu ve oldukca
etkili antibiyotiklerdir (Page, 2012).
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Sekil 1.3. B-laktam antibiyotiklerin kimyasal yapilar1 (Singh vd., 2017).

Penisilin sinifindaki antibiyotiklerin radikal grubunun ardisik ve sistematik yapisal
cesitliligi metisilin, amoksisilin ve piperasilin dahil olmak iizere klinik olarak yararl

20’den fazla antibiyotigin gelismesine yol agmistir (Sekil 1.3.) (Page, 2012).

1.6.1.2. Glikopeptitler

Glikopeptit antibiyotikler, bir peptit iskeleye sahip olduklari ve glikozile olduklar
icin gevsek bir sekilde birlesmis forma sahip biiylik bir antibakteriyel madde sinifimi
olusturmaktadir (Nicolaou vd., 1999).

Vankomisin, glikopeptit antibiyotik smifina ait (Sekil 1.4.), bakteriyel hiicre
duvariin peptidoglikan zincirinin bir 6nciisii olan Lipit II’nin d-alanin-d-alanin terminal
dipeptitine baglanarak hiicre duvari sentezini dnleyen dogal bir antibiyotiktir (Arhin vd.,

2012). Metisiline duyarli ve ayrica metisiline direngli S. aureus ve diger gram-pozitif
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enfeksiyonlarin hastanede tedavi edilmesinde kullanilan etkili genis spektrumlu bir gram-

pozitif ajandir (Arhin vd., 2012).
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Sekil 1.4. Baz1 glikopeptitlerin ve lipopeptit antibiyotiklerin kimyasal yapilar1 (Singha, 2017).

1.6.1.3. Lipopeptitler

Daptomisin (Sekil 1.4.) dogal bir lipopeptittir. Bu, yeni bir etki sekli nedeniyle klinik
olarak kullanilan diger antibakteriyel ajanlardan herhangi birine ¢apraz direng gostermeyen
giiclii, genis spektrumlu ve hizli bakterisit olan gram-pozitif bir maddedir. Mekanik olarak
daptomisin hiicre zarina sokulmakta, bu da depolarizasyona ve hiicre zarinda deliklerin
olusmasimna neden olmaktadir. Sonucta hiicre zarindan iyon sizintisina, hiicre zarmin
bozulmasina / kopmasina ve bakteriyel 6liime neden olmaktadir. Daptomisin, MRSA ve
VRE (Vankomisin direngli Enterokoklar) suslar1 dahil olmak iizere nozokomiyal gram-
pozitif enfeksiyonlarin tedavisi ig¢in oldukga basarili bir intravendz antibiyotiktir (Vilhena

ve Bettencourt, 2012).
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1.6.1.4. Aminoglikozitler

Aminoglikozitler bakteriyel ribozoma baglanarak ve normal protein sentezini inhibe
ederek bakterileri 6ldiirmektedir. Spesifik olarak bakteriyel 30S ribozomal alt birimin 16S
ribozomal RNA’smin (ribo niikleik asit) yiiksek olgiide korunmus A bolgesine (transfer
RNA alict alani) siki bir sekilde baglanmaktadir (Brown ve Wright, 2016). Streptomisin,
antibiyotik kesfinin altin ¢aginda kesfedilmis ilk aminoglikozit iiyesidir (Sekil 1.5.).
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Sekil 1.5. Bazi aminoglikozit antibiyotiklerin kimyasal yapist (Singha vd., 2017).

Genis spektrumlu aktiviteleri nedeniyle hem gram-pozitif hem de gram-negatif bakterilerin
tedavisi ic¢in klinik pratikte bu antibiyotik ailesinin 8’den fazla iiyesi kullanilmistir
(Armstrong vd., 2012). Gegmiste klinikte aminoglikozitler kullanilmistir ancak sadece
direng gelismesiyle degil tersinir nefrotoksisite ve geri doniisiimsiiz ototoksisite nedeniyle

de kullanimlar terkedilmistir (Pucci ve Bush, 2013).

1.6.1.5. Tetrasiklinler

Tetrasiklinler (Sekil 1.6.) genis spektrumlu antibiyotiklerin bir baska eski sinifidir.
Bu smifa tiye antibiyotiklerin on tanesi 60 yildan uzun siiredir klinik uygulamalarda
kullanilmaktadir (Bradford ve Jones, 2012). Yarim yiizyildan uzun bir siiredir tetrasiklin
antibiyotikler enfeksiyoz hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir. Penisilin ve streptomisini
takiben en erken piyasaya siiriilebilecek olan antibiyotiklerden biri olarak ve uygun oral

dozlar1 nedeniyle tetrasiklinler, klinikte hizla genis bir kullanima ulagmistir.
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Sekil 1.6. Bazi tetrasiklin antibiyotiklerin kimyasal yapilar1 (Singha vd., 2017).

Ne yazik ki klinik uygulamada ve tarimdaki yaygin kullanim, en sonunda tiim tetrasiklin
antibiyotik ailesinin klinik kullanimin1  sinirlayan yaygin bakteriyel direng ile
sonuglanmistir (Shlaes, 2006). Tetrasiklinler, protein sentezini inhibe ederek bakteriyel
biliylimeyi engellemektedir. Genel olarak bakteri 30S ribozomal alt iinitesine baglanir ve
ribozomal A bolgesine aminoagil-t RNA baglanmasini engellemekte ve boylece biiyiiyen
polipeptit zincirine amino asitlerin eklenmesini 6nlemektedir (Bryskier, 2005). Tetrasikline
ozgi efluks (disa akis) pompalart ve ribozom koruma mekanizmalarinin
sentezlenmesinden kaynaklanan bu smifa 06zgii direngler tetrasiklinlerin etkinligini

azaltmistir (Bradford ve Jones, 2012).

1.6.1.6. Makrolitler

Makrolitler (Sekil 1.7.) solunum yolu enfeksiyonlarmin oral yoldan tedavisi igin elli
yildan uzun siiredir klinik olarak kullanilmaktadir (Xu vd., 2012). Bakteriyel 50S
ribozomal alt iinitenin 23S rRNA’sina (ribozomal RNA) baglanarak protein sentezini
inhibe etmektedir (Chellat vd., 2016). Makrolit sinifina ait 14’ten fazla iye klinik
kullanimdadir ve makrolit ailesinin ii¢ onemli {iyesi olan eritromisin, klaritromisin ve
azitromisin (Sekil 1.7.), solunum yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde kritik rol
oynamaktadir (Xu vd., 2012). Ancak S. pneumoniae’de makrolit direncinin gelismesi
nedeniyle kullanimlari gliglesmektedir (Pucci ve Bush, 2013).
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Sekil 1.7. Bazi tetrasiklin antibiyotiklerin kimyasal yapilari (Singha vd., 2017).

1.6.1.7. Oksazolidinonlar

Oksazolidinonlar, 2000°de FDA tarafindan onaylanan ilk oksazolidinon olan
ajan smifidir (Sekil 1.8.). 2014

linezolid ile temsil edilen en yeni sentetik antibakteriyel

yilinda onaylanan tedizolid ise ikinci oksazolidinon tiyesidir (Butler vd., 2017; Barbachyn,
2012). Linezolid, MRSA enfeksiyonlarina karsi etkinlik gosteren genis spektrumlu gram
pozitif bir antibiyotiktir. Bakteri S0S ribozomal alt Gnitenin 23S rRNA’sina baglanarak
, 2016). Tehlikeli gram-pozitif

protein sentezini durduran bir inhibitérdiir (Chellat vd.

enfeksiyonlarin tedavisinde etkilidir. Bakterilerde yaygin olmamakla birlikte linezolid
direnci olusmaktadir. Bununla birlikte linezolidin kullanimi, memeli mitokondriyal protein

sentezinin inhibisyonundan kaynaklanan tersinir miyelosiipresyona neden olmaktadir ve

bundan dolay1 kullanimi kisa siireli tedavi (2 haftadan az) ile sinirhidir (Locke, 2014).
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Sekil 1.8. Oksazolidinon antibiyotiklerin kimyasal yapilar1 (Singha vd., 2017).

1.6.1.8. Kinolonlar

Kinolon hedefleri, bakteriyel kromozomun topolojisini kontrol eden ve bdylelikle
DNA replikasyonunu, rekombinasyonunu ve transkripsiyonunu kolaylastiran temel
bakteriyel enzimler olan DNA giraz ve DNA topoizomeraz 1V tiir (Gellert, Mizuuchi vd.,
1976; Gellert, O’Dea vd., 1976; Drlica ve Zhao, 1997; Kato vd., 1990). Her iki enzim, iki
cift ayni alt birimden olusan biiylik, karmasik tetramerlerdir. Nalidiksik asit ile
orneklendirebilecegimiz kinolonlar (Sekil 1.9.), 35 yili askin bir siiredir bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan sentetik bir antibiyotik sinifidir (Jacoby ve Hooper,
2012). Klinik kullanim igin 30’dan fazla kinolon onaylanmistir. En yaygin olarak
kullanilan genis spektrumlu florokinolonlar, siprofloksasin ve levofloksasin’dir (Sekil
1.9.). Kinolonlar bakterisittir ve bakteriyel DNA’nin sentezinde gorevli olan enzimler,
DNA giraz ve topoizomeraz IV’ii inhibe ederek bakteriyel biiyiimeyi engellemektedir

(Jacoby ve Hooper, 2012).
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Sekil 1.9. Baz1 kinolon ve kinolon olmayan DNA topoizomeraz II inhibitorii
antibiyotiklerin kimyasal yapilar1 (Singha vd., 2017).

1.7. Antibiyotik Direnci

Diinya Saglik Orgiitii, son on yilda ulasilan antibiyotik direncinin, kiiresel sagliga
ciddi bir tehdit olusturdugunu diisiinmektedir (WHO, 2014). Gelisen bu antibiyotik direngli
bakteriler, diinya ¢apinda her yil 700.000’den fazla 6liime neden olmaktadir (O’Neill,
2014). Biiyiimekte olan bu yakin tehdit karsisinda devlet kurumlarina, uluslararasi
organizasyonlara, akademik c¢evrelere ve gida sanayi sektorlerine ait paydaslar,
antimikrobiyal ajanlara direngli enfeksiyonlarin giderek artan salgmlariyla miicadele
etmeyi taahhiit etmektedir (Roca vd., 2015). Bu konudaki ilerleme; hayvan ve insan
sagligi, tarim, gida ve g¢evre tizerinde kesigsen konularin farkli sektorlerden paydaslarin iyi
koordine edilmis ortak ¢alismalarina baglidir (O’Neill, 2014; O’Neill, 2015).

Antibiyotiklerin  bulasict  hastaliklara karsi  terapotik  olarak — kullanilmaya
baslanmasindan bu yana mikroorganizmalar, antibakteriyel ajanlara karsi siirekli bir

sekilde onlart koruyan savunma araclar1 gelistirmistir. Terapdtik dozlarda antibiyotik
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ajanlara kars1 gelisen bu direncin orani, antibiyotiklerin kimyasal kompleksligine ve
bakterinin genetik materyaline baglidir. Su anda kullanilan antibiyotik ne olursa olsun,
onlara kars1 direng gosteren ¢esitli bakteri tiirleri vardir. Penisilin G’ye (benzilpenisilin)
direngli Streptococcus pyogenes suslarinin eksikligi gibi birkag istisna mevcuttur. Ancak
1947°de laboratuvar sartlarinda Penisilin G’ye de direngli S. pyogenes elde edilmistir
(Gezon, 1948).

Antimikrobiyal direng, mikroorganizmalarin ilk basta duyarli olduklar1 bir
antimikrobiyal ajana karsi daha sonra direng gostermeleri olarak tanimlanmaktadir. Bu
dogal evrimsel fenomen, antimikrobiyal ilaglarin yanlis uygulanmasi ve antimikrobiyal
direncin kiiresel yayilimiyla birlikte antibiyotik direngli bakterileri dogurmustur (Zerouali
vd., 2014). Antibiyotik direnci, esas olarak antibiyotiklerin tarimda, hayvan ve insan
tibbinda asir1 ve bilingsiz kullanimindan dolay: kiiresel 6l¢ekte énemli bir sorun olarak
kabul edilmektedir. Bu sorun; insan ve hayvan saglhigini, gida giivenligini tehdit etmekte ve
onemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Caniga vd., 2018). Antimikrobiyal direng,
tim {ilkelerin halk sagligi sektorlerine yiiksek maliyetler getirmektedir ve birgok
arastirmaci antibiyotik direncini daha iyi aydinlatmak ve onu asmanin yollarin1 bulmak
igcin arastirmalara katilmaktadir. Son yillarda antibiyotiklerin biiyiik bir kismi direng
tehdidiyle karsi karsiya kalmistir ve bu direng, bircok farkli sekilde meydana gelip
aktarilmaktadir (Zerouali vd., 2014).

Gelisen bu direng olgusu yatay gen aktarimi vasitasiyla patojenlerin direng
mekanizmalarini1 paylagsmalarina izin vermektedir. Buna, transpozonlar iizerinde tasinan
mobil integronlar 6rnek olarak verilebilir. Sadece bir antibiyotige direngli herhangi bir
organizma i¢in birkag¢ antibiyotik diren¢ kaseti tasiyan bir transpozonun kazanilmasi, 0
organizmanin ¢ok sayida baska antibiyotige karsi diren¢ gostermesini saglamaktadir (Soe
vd., 2015). Sik¢a goriilen diger dogal direng olgusu ise bakteri ¢ogaldik¢a dikey olarak
yayilan kromozomal genler iginde meydana gelen dogal mutasyonlardir (Perencevich vd.,
2014; Wang vd., 2015).

Bahsedilen bu iki olgunun haricinde diger durumlarda i¢sel direng meydana gelir ki
bu, direngli bir fenotip iiretebilecek bakteriyel genomlardaki genlerin varligini ifade
etmektedir. Bakterilerdeki ek genetik materyallerin herhangi biri direngli genleri elde
edebilme ve bunlari aktarabilme yetenegine sahiptir ve bu elde edilen ek genetik
materyalin tipi patojenin cinsine gore degismektedir. Bu konuda gram pozitif ve gram

negatif bakteriler arasinda belirgin farklar oldugu zaten bilinmektedir (Jevons, 1961).
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Antibiyotiklere karsi gelisen bakteriyel direng, antibiyotik déneminin baslangici
kadar erken donemde belgelenmistir. Son 20 yil boyunca ve hali hazirda tehlikeli ve
direngli suslarin gelisimi kaygi verici bir diizenlilikle yasanmaktadir. Son 20 yilda gelisen
bu bakteriyel direng trendinin asil sebebi, son zamanlarda diinya ¢apinda yapilan daha siki
kontrol ve uyarilara ragmen, asir1 ve bilingsiz kullanimla sonug¢lanan antibiyotik kullanimi
hakkindaki toplumsal biling eksikliginin olmasidir (Das vd., 2013; Pasberg-Gauhl, 2014).

Kuskusuz kisiye 6zel tedavi, etkili bir tedavinin kalitesini etkilemektedir. Ayrica bir
tip uzmani tarafindan konulan dogru tani, son doz antimikrobiyallerin kullanilmasini 6nler.
Antibiyotiklerin insan kullanimi (ve bilingsiz kullanimi), bakteriler tizerinde hizlandirilmis
evrimsel siiregleri tercih etmelerine neden olan dogal olmayan selektif bir baski
uygulamaktadir. Ayrica ortaya ¢ikan antibakteriyel bilesikler ve kosullar ilave selektif
baskilar sunabilmektedir. Elbette antibiyotiklerin birgogu tiim ortamlarda dogal olarak
yetisen mantar ve bakteri suslarindan iiretilmektedir. Antibiyotik tireten tiirlerin ¢ogu
tirettikleri antibiyotiklere kars1 direnci sifreleyen genleri tasimaktadir ve bu genler tipik
olarak antibiyotik biyosentez yolaginda gorevli genlerle aynmi gen kiimesinde
bulunmaktadir ~ (Cordova-Guerrero  vd., 2014). 1llave olarak aym1 ¢evrede
mikroorganizmalar tarafindan iiretilen antibiyotikler komsu organizmalar iizerinde selektif
bask1 uygulayabilmektedir (Haaber vd., 2015).

Diger bir problem ise hayvan beslenmesinde kullanilan iriinlerde antibiyotik
kullanimindan kaynaklanmaktadir ve bu durum, antibiyotik tedavisi gerektiren evcil
hayvanlarda enfeksiyona neden olan patojen mikroorganizmalarda antibiyotik direncin
yayilimina neden olmaktadir (Das vd., 2013; Diekema, 2001). Ayrica antibiyotikler, ¢iftlik
hayvanlarinda profilaktik amaglarla, su triinleri yetistiriciligi ve bahgecilikte daha genis ve
daha az hedefli muameleler i¢in kullanilmaktadir (Kouegnigan Rerambiah vd., 2014).
Dolayisiyla antibiyotiklerin bu kullanimi1 antibiyotik diren¢ gelisimine sebebiyet

vermektedir.

1.7.1. Antibakteriyel Diren¢ Mekanizmalari

Bakterilerde pek c¢ok diren¢ mekanizmasi vardir. Bunlardan en sik goézlenen bes
mekanizma; enzimatik inhibisyon, PBP (penisilin baglayict protein) modifikasyonlart,

porin mutasyonlari, akis pompalar1 ve hedef degisiklikleridir ve klinik izolatlarda yiiksek
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prevalans gostermektedir (Zheng vd., 2014; Morelli vd., 2015). Bu bes direng mekanizmasi
Sekil 1.10°da sematize edilmistir.

Porin mutasyonu

tcre duvart modifik.
EOSR SCa S5

-

Hilcre membrant

Gelistirilmis akis pompalari, porin mutasyonu, PBP’deki (penisilin baglayici proteinler) mutasyon, enzimatik
inhibisyon ve ilacin hedef modifikasyonu (Bakteriyel hiicre duvarinin modifikasyonu ile gosterilen)

Sekil 1.10. Gram negatif bakterilerde en yaygin bakteriyel diren¢ mekanizmalar1 (de
Sousa Oliveira vd., 2016).

1.7.1.1. Enzimatik Inhibisyon

Bakterilerde meydana gelen en yaygin direng mekanizmasi enzimatik inhibisyondur.
Bu mekanizma, antibakteriyel bilesiklerin yapisim1 degistirmek igin cesitli stratejilere
dayanmaktadir. Esas olarak B-laktam ajanlari ile olusan bir reaksiyon tiirii olan hidrolizle;
aminoglikozit, kloramfenikol, rifamisin ve linkozamid gibi bir¢ok antibakteriyelin
fonksiyonel gruplarmin (agil, fosforil, tiyol, niikleotidil, ADP-ribozil, glikozil) transferi ve
tetrasiklin, rifamisin ve streptogramin ile meydana gelen diger kimyasal modifikasyonlar
(redoks, liyaz) yoluyla gerceklesen enzimatik inhibisyonlar 6rnek verilebilir (Zheng vd.,
2014; Levy vd., 2003).

Antibakteriyel bilesikleri degistirerek inhibe edebilen ¢ok sayida enzim arasinda f-
laktamazlar gram negatif bakterilerin tedavisinde 6nemli bir sorundur (Sasan vd., 2014;

Gorwitz vd., 2008).
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Bunlar, penisiline kars1 diren¢ kazandiran penisilinazlari ve AmpC sefalosporinazlari
icermektedir ve ayrica klinik B-laktamaz inhibitorlerini (6r., klavulanik asit, sulbaktam ve
tazobaktam) Onleyebilmekte, penisilinleri ve birgok sefalosporini hidrolize edebilmektedir.
Ayrica penisilinleri ve tiim sefalosporinleri hidrolize edebilen genisletilmis -laktamazlar
(6rnegin, SHV-1, TEM-1, TEM-2, CTX-Ms ve digerleri) da igermektedir. Bu enzim grubu;
penisilinlere, sefotaksim ve seftazidim dahil olmak iizere tiim sefalosporinlere karsi direng
saglamaktadir. Dahasi birgok TEM ve SHYV iireticisi bakteri; tetrasiklinlere, siilfonamidlere
ve aminoglikozitlere kars1 es direng sergilemektedir. CTX-M iireticilerinin ¢ogunlugu ayni
zamanda florokinolonlara karsi da direnglidir. Son olarak aztreonam harig¢ tiim p-laktam
ajanlarini etkisiz hale getirebilen enzimler olan karbapenemazlar (6rnegin IMP ailesi, VIM
ailesi, KPC’ler, OXA’lar ve digerleri); metalo-p-laktamaz (simf B) ve serin
karbapenemazlar (smif A ve D) olarak ii¢ smifa ayrilmistir (Gorwitz vd., 2008;
Zacharioudakis vd., 2014).

Gram pozitif bakterilerde p-laktamazlar gercek bir problem olusturmaz. Sadece
penisilinlere kars1 diren¢ kazandiran penisilinazlar dikkate degerdir (Arfken vd., 2015).
Sefalosporinler ve vankomisin gibi son satir antimikrobiyallere karsi direng saglamasi
nedeniyle yeni PBP’lerin (PBP2a, PBP20 mutasyonu / enterokok PBP4 veya PBP5’in asir1
ekspresyonu) edinilmesi ve hiicre duvart modifikasyonu (arttirilmis kalinlik ve modifiye
peptidoglikan hedefi (d-Ala-d-Lac veya d-Ala-d-Ser depsipeptidleri)) gibi mekanizmalar
daha fazla dikkat edilmesi gereken mekanizmalardir (Lu vd., 2013; Arfken vd., 2015; Jang
vd., 2014).

1.7.1.2. PBP Modifikasyonlari

PBP’ler, bakteri hiicre duvarlarinin ana bileseni olan peptidoglikanin yapiminda rol
oynayan Onemli proteinlerdir (Parsons vd., 2015). Bu enzimler, glikan zincirini
(transglikosilasyon) ve glikan zincirleri (transpeptidasyon) arasindaki capraz baglar
katalize emektedir (Parsons vd., 2015; Rheinwald vd., 2015). Bununla birlikte B PBP’ler
ve diisiik molekiiler kiitleli PBP’ler gibi bazi PBP smiflari transglikozilasyon aktivitesine
sahip degildir (Rheinwald vd., 2015; Moker vd., 2010).

Bakteri hiicre duvarinin transpeptidaz aktif bolgesi B-laktam ajanlarin hedefidir

(Lewis, 2005). Bu proteinler, peptidoglikan igindeki D-Ala-D-Ala dipeptidi taklit etmekte
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ve enzimin inaktivasyonuna yol ag¢an ¢ok kararli bir agil-enzim kompleksi olusturmaktadir
(Lewis, 2005; Lewis, 2008).

Farkli modifiye edilmis PBP’ler arasinda, penisilinlere diren¢ saglayan PBP4 ve
PBP5 de vardir ve bunlar yiiksek prevalansa sahiptir. Ayrica penisilinlere ve diger B-
laktamlara karsi kararsiz direng saglamaktan sorumlu olan ve her ikisi de kromozomal
kokenli olan PBP2x ve PBPla modifiye PBP’lere 6rnek verilebilir (Arfken vd., 2015).
Ancak en endise verici olani, penisilin ve sefalosporinlere diren¢ saglayan modifiye bir
protein olan PBP2a’dir (PBP2' olarak da bilinir). Bu protein, mecA geninin ve biitiin
plazmit kokenli homolog genler olan mecB ve mecC’nin iriiniidiir (Uhlemann vd., 2011).
Bu modifiye edilmis PBP’ler aktif bolgeyi degistirerek p-laktam ajanlarinin hedef proteine
olan afinitelerini kaybetmelerine veya afinitelerinin azalmasina neden olarak bakteriyel
direnci arttirmaktadir (Uhlemann vd., 2011; Fritz vd., 2014).

1.7.1.3. Porin Modifikasyonlar:

Gram-negatif bakterilerin hiicre duvarinin dis ylizeyine yerlesmis iki lipit
tabakasindan olusan bir dis zar vardir. Bu ¢ift katli lipit tabakasinin ana bileseni
lipopolisakarittir ve hidrofobikligi nedeniyle hidrofilik bilesiklerin gegisi ¢ok zordur. Bu
nedenle ¢ift katli lipit membran boyunca hidrofilik maddelerin gegisine yardimeci olan
proteinler olan porinler veya Omps (dis zar porinleri) bu gegis i¢in gerekmektedir (Posada
vd., 2014; Dibah vd., 2014). Yiik, sekil ve biiyiikliik gibi pek ¢ok faktor ilacin porinlerden
gecebilme yetenegini etkilemektedir (Dibah vd., 2014).

OmpF, OmpC ve OmpE gibi bazi tipik porin 6rnekleri vardir (Conceicao vd., 2014).
Her bakteri tiirti spesifik porinler iiretmekte ve bir veya daha fazla Omp’nin kayb1 veya
bozulmasi, antibakteriyel direng kazanmada yaygin goriilen bir faktdrdiir [Ornegin, P.
aeruginosa’daki OprD’nin kaybi, imipenem ve meropeneme direng saglar; diger tiirlerde,
OmpF kayb1 MDR (¢oklu ilaca direngli) organizmalara neden olabilir.] (Conceicao vd.,
2014; Diawara vd., 2014). Bu fenomen, hidrofilik antimikrobiyallere karsi minimum
inhibitor konsantrasyonlarinda bir artisa neden olmaktadir ve klinik uygulamada terapétik
antibakteriyel seceneklerini azaltmaktadir (Conceicao vd., 2014; Diawara vd., 2014;
Concepcion Porrero vd., 2014).

B-laktam ajanlarina diisiik duyarliik veren P. aeruginosa’daki gibi porin

tiretimindeki azalma bazi bakterilerin karakteristigidir (Concepcion Porrero vd., 2014).
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Bazi suglarda, bu proteinlere karsi antibakteriyellerin daha sonra dig zar1 agsma ve hiicreye
girme kabiliyetlerini kaybetmelerine neden olan afinite azalmasi veya kaybini tesvik eden
porin degisimini gézlemlemek miimkiindiir (Antibiyotik tedavisi goren bir hastadan izole
edilen Klebsiella pneumoniae’deki OmpK35 ila OmpK36°le drneklendirilebilir.) (Diawara
vd., 2014; Concepcion Porrero vd., 2014).

Birgok calisma, uzun siire antibiyotik kullaniminin neden oldugu selektif baskinin
MDR bakterilerinin ortaya g¢ikmasinda Onemli bir faktér oldugunu ve porin
modifikasyonunun bu siirecte 6nemli bir etken oldugunu gostermistir (Diawara vd., 2014;
Concepcion Porrero vd., 2014). En yaygin goriilen bakteriyel direng mekanizmalar,
sonradan antibiyotigin hiicreye girmesini engelleyen azalan porin ekspresyonuyla ve

mutasyonuyla iliskilidir (Concepcion Porrero vd., 2014).

1.7.1.4. Efluks Pompalari

Antibiyotiklerin hiicre i¢inden aktif tasima ile hiicre disina ¢ikarilmasini
gerceklestiren proton-bagimli bir sistem ile ¢alisan efluks pompasi yiiksek verimli bir
diren¢ mekanizmasidir (Lu vd., 2013). Baslica kolaylastiricilar (MF’ler), kii¢iik ¢oklu ilag
direnci (SMR), direng nodiilasyon hiicre boliinmesi (RND), ATP baglama kaseti (ABC) ve
coklu ilag ve toksik bilesik ekstriizyonu (MATE) dahil olmak iizere bes tane zar1 boydan
boya kateden efllux protein ailesi vardir (Seyedmonir vd., 2015). Gram pozitif bakterilerde
antibiyotiklerin hiicre digina atilimi genellikle tek bir sitoplazmik membran yerlesimli MF,
SMR veya ABC ailelerinin tastyicilar: tarafindan yapilmaktadir. Ote yandan, gram negatif
bakterilerdeki bu diren¢ mekanizmasi bir dis zarin varligi nedeniyle daha karmasiktir
(Gomez vd., 2015).

MF ailesi, birgok maddenin antiport, simport veya uniportunda gorev alan, 12-14
transmembran domainli (TMD’ler) membran tasima proteinlerinden olusmaktadir
(Luddeke vd., 2015; Scheurer vd., 2015). MF ve SMR ailesi tasiyicilarinin, ilaglarin disa
atimi igin gerekli olan itme kuvvetini H'in hiicre zari iizerindeki elektrokimyasal
potansiyeli kaynakli oldugu sanilmaktadir (Luddeke vd., 2015).

Bu aileye ait tiim iiyeler ii¢ korunmus motife sahiptir; substratin sitoplazmaya
gecisini kontrol eden sitoplazmik bir kap1 gorevi géren motif A, enerji eslesmesinde yer
alan motif B ve bos substrat baglama boélgesinin oryantasyonunu belirleyen ve bdylece

tagima yoniinii yoneten motif C (Scheurer vd., 2015).
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SMR tastyicilart 100-140 amino asit biiyiikligiine sahiptir ve diger proton bagimli
tastyicilara kiyasla SMR’ler daha kiigiiktiir. SMR’lerin yapisal analizi, esnek hidrofilik
boliimlerle birbirine baglanan dort transmembran hidrofobik domaine sahip oldugunu
gostermektedir (Williams vd., 2015; Diederen vd., 2015). Bu, bir elektrokimyasal proton
gradyani vasitasiyla ilag akisi saglayan diger lipofilik katyonlarin yani sira ¢esitli kuaterner
amonyum bilesiklerine kars1 da direng saglamaktadir (Ansari vd., 2014).

Gram negatif bakterilerde ti¢ par¢cadan olusan RND smifi, direng sistemleri iginde
muhtemelen en Onemli olan ailedir. Bu sistem, hiicre zarimi boydan boya kateden
pompadan (AcrB ve MexB), dis zar gozeneginden (TolC ve OprM) ve her ikisinin yapisina
da katilan bir periplazmik adaptor proteininden (AcrA ve MexA) olusmaktadir. Bu sinifa
ait en ¢ok caligilan iyeler, E. coli’den AcrAB-TolC ve P. aeruginosa’dan MexAB-
OprM’dir (Lu vd., 2013).

ABC tasiyicilari, her {i¢ canli alemde her yerde bulunan ATP (adenozin trifosfat)
bagimli transmembran pompalari, reseptorleri ve iyon kanallaridir (Russo vd., 2015). ilk
ABC tasiyicist 1996 yilinda Lactococcus lactis’te tanimlanmistir. Her ne kadar bu tagsima
sistemi ¢ok cesitli yapilara sahip olsa da, bu ailenin tiim {iyeleri iki TMD’den olusan ortak
bir dort pargali mimariyi paylasmaktadir (de Sousa Oliveira vd., 2016).

MATE, 12 varsayilan TMD’ye sahip olan enerjiye bagli bir akis sistemidir. Bu;
boyalarin, hidrofilik florokinolonlarin ve aminoglikozitlerin membran boyunca gradiyent
tasinimin1 bir H* veya Na® ile gergeklestirerek onlara kars1 direng gdstermesine aracilik
etmektedir ancak antibiyotik baglama mekanizmasi iyi anlagilmamstir (Seifert vd., 2015;
Connell vd., 2013). MATE ailesinin genel 6zellikleri tam olarak belirlenememistir (Obad
vd., 2015).

1.8. Amag

Yapilan caligmalar, bitkilerin tedavi edici etkilerinin onlarin sahip oldugu tek bir
biyoaktif bilesenden ziyade c¢ok sayida metabolitin  sinerjistik  etkisinden
kaynaklanabileceginin ve bu nedenle bitki metabolitlerinin herhangi bir antibiyotik ajanla
oldiiriilmesi zor olan patojen mikroorganizmalarin direng mekanizmalarina kars1 koyarak
daha etkili bir tedavi sagladigini rapor etmektedir (Shanthi Sree vd., 2010; Mohd Nazri vd.,
2011). Antibiyotiklerle (0.031-512 ug/ml) karsilastirildiginda daha yiikksek MIC (minimum
inhibitor konsantrasyonu) degerleri nedeniyle fitokimyasallar (100-5000 pg/ml) tek
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baslarina kullanilmasindan ziyade son yillarda antibiyotikler ve fitokimyasallarin
kombinasyonlarinin etkileri incelenmistir. Bu arastirmalarin sonuglari, fitokimyasallarin
bakterilerdeki direng mekanizmalarini modiile ettigini veya degistirdigini gostermektedir.
Bu durum, fitokimyasallarin antibiyotiklerle kombinasyon halinde antimikrobiyal
aktiviteyi arttrmak ve antibiyotik dozlarin1 azaltmak i¢in kullanilabilecegini
gostermektedir. Ayrica sinerjik tedavilerin antibakteriyel spektrumu ve antibakteriyel
ajanlarin bakteriyel hiicrelere kars1 olan etkinligini arttirdig1 da bilinmektedir (Zhao vd.,
2002; Tripodi vd., 2007; Chukwujekwu ve van Staden, 2016; Santiago vd., 2015; Touani
vd., 2014).

Yapilan bu tez ¢alismasinda Elazig ilinde yetismekte olan karadut meyvelerinin;
toplam fenolik ve toplam flavonoid degerinin, toplam antioksidan kapasitesinin ve
polifenol profilinin belirlenmesi amaglandi. Bu parametreler baglaminda literatiirde
calisilmis olan farkli lokasyonlarda, farkli klimatik sartlarda yetisen ayni veya farkli
genotipteki karadut meyveleriyle olas1 benzerlik veya kayda deger farklarin ortaya konarak
literatiire kazandirilmas: hedeflendi. Bununla birlikte karadut meyveleri, yore halki
tarafindan bogaz enfeksiyonlarinin tedavisinde geleneksel olarak kullanilan bir kiirdiir.
Karadut meyvelerinin bahsi gegen bu etkisinin sahip oldugu sekonder metabolit igerik
kompozisyonunun antimikrobiyal veya antimikrobiyal ajanlarlarla olan sinerjik etkisinden
kaynaklaniyor olabilecegi diisliniilmiistiir. Son yillarda ilgili litertiirde, ulusal ve
uluslararasi organizasyonlarda odak haline gelen antimikrobiyal direng sorununu agsmanin
yollarindan bir tanesi de geleneksel tibbi bitkilerin biyoteknolojik araglar kullanilarak ele
alinip bitki sekonder metabolitlerinin bu amag¢ dogrultusunda kullanimidir.

Bu amagla karadut meyve Orneklerinin genis bir bakteriyel tiir skalasinda
antimikrobiyal etkinliginin ve ticari olarak kullanilan ti¢ farkli antibiyotikle olan
sinerjisinin belirlenmesi hedeflendi. Arzu edilen sonuglarin alinmasi durumunda, yapilan
bu c¢alisgmanin karadut meyvelerinin tedavi amagli kullanimina 151k tutacagi
diisiiniilmektedir. Orneklerin, antibiyotiklerle kayda deger sinerjik aktivitesinin tespit
edilmesiyle birlikte klinik uygulamalarda antibiyotiklerin daha diisiik dozlarda kullanilmasi
saglanabilecektir. Boylelikle bu tez c¢aligmasinin ciddi bir problem olan antibakteriyel

diren¢ sorununun yonetilebilir olmasina katki saglamasi hedeflenmektedir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Tez Cahismasinda Kullanilan Cihazlar

Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar tablo 2.1°de listelendi.

Tablo 2.1. Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar

Cihazlar

Ad1

Markasi

Modeli

Analitik H. Terazi

Etiiv

GPS Cihazi

Kramometre Cihazi
LC-MS/MS (UHPLC/LCMS)
McFarland Densiometresi
Mikroplaka Okuyucu

pH Metre

Sogutmali Santrifiij

Su Banyosu

Ultrasonik Su Banyosu
Vorteks

Otoklav

Kern

Daihan Scientific
Magellan

Konica Minalto
Shimadzu

Grant Instruments
Thermo Scientific
Metler Toledo
Beckman Coulter
Memmert

Wisd Laboratory Instruments
Heidolph

HMC Hirayama

ABJ-NM/ABS-N
ThermoStable 1G-105
Explorist 610 GPS Unit
CHROMA METER CR-400
Neexera/LCMS 8040
DEN-1B

Multiskan Go
SevenCompact 5210
Allegra X-30R Centrifuge
WNE 10

WUC-D10H

Reax Top Vortex Mixer
HV-50L

2.1.2. Tez Calismasinda Kullanilan Kimyasal Sarf Malzemeler

Hidroklorik asit, etil asetat, sodyum karbonat, aliiminyum kloriir, potasyum persiilfat,

potasyum asetat, ABTS, DPPH, Kkuersetin,

troloks kloramfenikol, nalidiksik asit,

novobiosin Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Chemical Co., ABD) firmasindan; etanol,
metanol, dimetil siilfoksit, siilfiirik asit, folin ciocalteu fenol reaktifi, askorbik asit, gallik
asit, amonyum heptamolibdat tetrahidrat, monosodyum di-hidrojen fosfat monohidrat
Merck (Merck KGaA, Almanya) firmasindan temin edildi.



2.1.3. Orneklerin Toplanmasi

Morus nigra L. meyve Ornekleri (Sekil 2.1.) 01.07.2018 tarihinde, hasat zamani
Elaz1g ilinde toplandi. Ornekler toplanmadan dnce kiiresel konumlama (GPS) cihazi ile
karadut agaclarinin lokasyonu 38.77082° kuzey-38.91900° giiney olarak 5 m hassasiyetle,

rakimi ise 1242 m olarak belirlendi. Ornekler toplanirken meyvelerin ezilmemesi amaciyla

porsiyonlara ayrildi ve hava gecirmeyen kilitli posetlere konarak sonraki analizler i¢in -20

°C’de muhafaza edildi.
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Sekil 2.1. Tez ¢aligmasinda kullanilan 6rneklerin toplandigi agag

2.2. Metot
2.2.1. Orneklerin Pomolojik Ozellikleri

Meyve ornekleri toplanirken pomolojik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla rastgele
secilen 10 adet meyvenin boy ve en oOlgiimleri 0.05 mm hassasiyete sahip kumpas ile
yapild1 ve daha sonra 0.1 mg hassasiyetteki analitik hassas terazide meyvelerin agirliklar:
olgiildii.

Meyvelerin nem oraninin belirlenmesi amaciyla 101.6894 gr agirligindaki 6rnek 40

°C’ye ayarlanmis etiive yerlestirilip belirlenen zaman araliklarinda agirlik 6lgiimleri yapild:
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ve agirhigin degismedigi ardisik tartimla birlikte islem sonlandirilarak kuru agirlik
hesaplamasi yapildi.

Morus nigra L. meyve orneklerinin pH degerinin belirlenmesi maksadiyla 250 gr
meyve homojenizator cihazinda homojenize edilerek kaba filtre kagidindan gegirildi. Elde
edilen meyve suyunun pH’s1, pH metre cihazi ile 6lgildii.

Son olarak rastgele secilen 10 adet 6rnegin, renk Olgiimleri renk Slger cihazi (Sekil

2.2.) ile dlgiildii.

Sekil 2.2. Pomolojik  o6zelliklerin  belirlenmesinde
kullanilan renk 6lger cihazi

2.2.2. Orneklerin Ekstraksiyonu

Meyve oOrneklerinin ekstraksiyonu bazi modifikasyonlar uygulanarak Sanchez-
Salcedo vd.ne (2015a) gore yapildi. Ekstraksiyon ¢o6zeltisi olarak etanol [Hidroklorik
asit/Etanol/Su (1/80/19)], metanol [Hidroklorik asit/Metanol/Su (1/80/19)] ve etil asetat
[Hidroklorik asit/Etil asetat/Su (1/80/19)] ¢ozeltileri kullanildi. Ekstraksiyona baglanmadan
once -20 °C’de saklanan meyve ornekleri oda sartlarina alindi ve 6rneklerin ¢oziinmesinin
ardindan homojenizator cihazi kullanilarak homojenizasyonu yapildi. 2.5 g homojenize
edilmis meyve o&rnekleri tartilarak falkon tiiplere konuldu. Orneklerin {izerine 10 ml
hacimde ekstraksiyon ¢ozeltileri eklendi ve drnekler 1 saat boyunca 25+5 °C’de ultrasonik
su banyosunda sonikasyona tabi tutuldu. Daha sonra karisim, oda sicakliginda 5 dakika

boyunca 2500 rpm’de santrifiijlendi ve siipernatant kisim alindi. Pellet kisim iizerine 5 ml
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cozlicii ilave edildi ve iki ek ekstraksiyon daha yapildi. Son ekstraksiyon &ncesi
ekstraksiyon c¢ozeltisi eklenen pellet kistm bir gece boyunca +4 °C’de sogutucuda
bekletildi ve tekrar 1 saat siireyle sonike edilip ardindan santrifiij islemine tabii tutuldu.
Toplanan ii¢ siipernatant kisim 25 ml hacimdeki voliimetrik flaska alindi ve hacim
cizgisine kadar kendi ¢oziiclisiiyle tamamlandi. Ekstraktlar 0.45 pm por capina sahip
siringa ucu filtreden gegirildikten sonra 5 ml hacimdeki porsiyonlara ayrildi ve sonraki
analizler i¢in -20 °C’de muhafaza edildi.

Ekstraksiyon sonrasinda drnek ekstraktlari; MN1 (etanol ile yapilan Morus nigra L.
meyve ekstresi), MN2 (metanol ile yapilan Morus nigra L. meyve ekstresi), MN3 (etil

asetat ile yapilan Morus nigra L. meyve ekstresi) olmak tizere kodland (Sekil 2.3.).

Sekil 2.3. Morus nigra L. meyve 6rnekleri ekstraktlart

2.2.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi

1.  Stok ¢ozeltilerin hazirlanmasi;

o Gallik asit c¢ozeltisi: Analitik hassas terazide 10 mg gallik asit tartildi ve
volumetrik flaska alinarak etanolde ¢oziindiiriiliip 10 m1’ye tamamlanarak hazirlanan 1000
ng/ml’lik stok ¢ozelti +4 °C’de saklandi.

o Troloks ¢ozeltisi: 10 mg agirligindaki troloks tartilip 10 ml’lik volumetrik
flaska alind1 ve etanol ile ¢oziiliip hacim ¢izgisine kadar tamamlandi. Hazirlanmis olan

1000 pg/ml yogunlugundaki stok ¢ozelti +4 °C’de derin dondurucuda muhafaza edildi.
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o Kuersetin ¢Ozeltisi: Terazi vasitasiyla tartilan 10 mg’lik kuersetin, 10 mlI’lik
volumetrik flask igerisinde etanol ile ¢6ziildii ve son hacim 10 ml olacak sekilde etanol ile
tamamlandi. Hazirlanmis olan kuersetin stok ¢ozeltisi karanlikta oda sartlarinda muhafaza
edildi.

o Askorbik asit ¢ozeltisi: Analitik terazide tartilan 10 mg agirligindaki askorbik
asit 10 ml’lik volumetrik flaska alindi ve bir miktar ultra saf su ile ¢oziilerek hacim
cizgisine kadar tamamlandi.

2. Toplam Polifenol igerigin Belirlenmesi igin gerekli olan kimyasal ve
reaktiflerin hazirlanmasi;

o 1/10 (v/v) Folin-Ciocalteu fenol reaktifi: 1 ml Folin-Ciocalteu fenol reaktifi 10
ml’lik volumetrik flaska alind1 ve bir miktar ultra saf su ilave edilerek ¢oziildiikten sonra
hacim ¢izgisine kadar ultra saf su ile tamamlandi. Aliiminyum folyo ile sarilan falkon tiipe
konup oda sartlarinda saklandi.

o %7.5 (w/v) Sodyum karbonat (Na,CO3) ¢ozeltisi: Analitik hassas terazide 0.75
g sodyum karbonat tartilip volumetrik flaska alindi, ultra saf su ile ¢oziiliip 10 ml’ye
tamamlandiktan sonra falkon tiipe alinip oda sartlarinda muhafaza edildi.

3. Flavonoid igerik analizi i¢in gerekli olan ¢ozeltilerin hazirlaniss;

o %10’luk Aliminyum kloriir (AICI3) ¢ozeltisi: Analitik hassas terazide 1 g
aliminyum klorir tartilip 10 ml’lik hacimdeki volumetrik flaska konuldu ve daha sonra
ceker ocakta lizerine ultra saf su yavas bir sekilde ilave edilip ¢oziildii. Volumetrik flask
ultra saf su ile hacim ¢izgisine kadar tamamlandi.

o 1 mol/l Potasyum asetat (CH3;COOK) ¢ozeltisi: Analitik hassas terazide 0.9815
g potasyum asetat tartilarak volumetrik flaska konup ultra saf su ile ¢oziildii ve 10 ml’ye
tamamlandi.

4.  DPPH radikali yakalama yontemi i¢in gerekli olan ¢ozeltilerin yapilisi:

o 90 pumol/l DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikal ¢ozeltisi: 8.9 mg DPPH
analitik terazide tartilarak 25 mI’lik volumetrik flaska alindi ve metanol ile ¢oziiliip hacim
cizgisine kadar tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti aliminyum folyo ile sarili olan falkon
tiiptine kondu.

5. ABTS radikali yakalama yontemi i¢in hazirlanan ¢ozeltiler;

o 7  mmol/l  ABTS [2,2"-Azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik  asit]
diamonyum tuzu) radikalinin hazirlanisi: Analitik hassas terazide 38.4 mg ABTS radikali

tartilip 10 ml ultra saf suda ¢oziildii. 6.6 mg potasyum persiilfat (K,S,0g) hassas terazide
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tartildi ve 10 ml ultra saf suda ¢6ziildii. Daha sonra hazirlanan bu iki ¢6zelti aliminyum
folyo sarili bir falkon tilipiine aktarildi, kuvvetlice calkalanarak karistirildi ve oda
sartlarinda karanlikta ABTS radikalinin olusmasi amaciyla 12 saat bekletildi.

6. Fosfomolibden yontemi i¢in gerekli olan ¢ozeltiler;

o Fosfomolibdik asit kompleksi [0.6 mol/l stlfiirik asit (H2SO4), 4 mmol/l
amonyum heptamolibdat tetrahidrat ((NH4)sM07024+4H,0) ve 28 mmol/l monosodyum
di-hidrojen fosfat monohidrat (NaH,PO4+H,0)] reaktif ¢ozeltisi: 1.6 ml siilfiirik asit 50
ml’lik volumetrik flaska kondu ve lizerine 12 ml metanol sizdirilarak karistirildi. Analitik
hassas terazide 0.2472 g amonyum heptamolibdat tetrahidrat tartildi ve volumetrik flaska
alind1 tizerine bir miktar ultra saf su eklenip ¢oziildii. Daha sonra 0.2295 g monosodyum
di-hidrojen fosfat monohidrat tartilip karisima eklendi ve ¢oziindiiriiliip hacim ¢izgisine

kadar ultra saf su ile tamamlandi.

2.2.4. Toplam Polifenol icerigin Belirlenmesi

Toplam fenolik madde analizi gerekli uyarlamalar yapildiktan sonra Folin-Ciocalteu
yonteminin 96 kuyucuklu plaka uyarlamasina goére yapildi (Beara vd., 2014). Dut
ekstraktlar1 kendi ¢oziiciileri ile 10 kat seyreltildi. 1000 pg/ml standart gallik asit stok
cozeltisi etanol ile 5, 25, 50, 100, 150, 200, 250 ug/ml olmak fiizere 7 farkli
konsantrasyonda seyreltildi. Ekstraksiyon ve standart ¢cozeltilerinden 25 pl alinarak iizerine
125 pl, 1/10 yogunluktaki Folin-Ciocalteu fenol reaktifi eklendi. 10 dakika beklendikten
sonra karigima 100 pl sodyum karbonat (%7.5) ¢ozeltisi eklendi ve oda sicakliginda
karanlikta 2 saat reaksiyonun tamamlanmasi beklendi, 760 nm dalga boyunda kore karsi
okundu. Kor olarak metodun uygulandigi ultra saf su kullanildi. Standart egri grafigi (Sekil
2.4.) 7 noktada ¢izildi. Sonuglar gallik asit esdegeri/taze meyve (GAE/TM) olarak
hesaplandi. Analizler 3 tekrarli ¢aligildi.
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Sekil 2.4. Toplam polifenol analizi askorbik asit standart egri grafigi

2.2.5. Toplam Flavonoid Icerigin Belirlenmesi

Dut ekstraktlarin toplam flavonoid igerigini belirlemek maksadiyla 96 kuyucuklu
plakaya uyarlanan aliiminyum kloriir kolorimetrik yontem kullanildi (Beara vd., 2014).
1000 pg/ml kuersetin standart stok ¢ozeltisi etanol ile seyreltilerek 5, 10, 25, 50, 75, 100,
150 pg/ml olmak fiizere 7 farkli yogunluktaki kuersetin cozeltileri hazirlandi. Dut
ekstraktlar1 ve gerekli seyreltmeler yapilan standart ¢ozeltilerden 30 pl alinarak iizerine
strastyla 80 pl metanol, 6 pl %10’luk aliiminyum kloriir, 6 pul 1 mol/l potasyum asetat ve
125 ul ultra saf su ilave edildi. Oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika reaksiyonun
gerceklesmesi igin beklendi. Mikroplaka okuyucuda, 415 nm dalga boyunda kore karsi
okuma yapildi. Kor olarak metodun uygulandigi ultra saf su kullanildi. Standart egri grafigi
(Sekil 2.5.) 7 noktada g¢izildi. Sonuglar hesaplandi ve Kuersetin esdegeri/taze meyve
(QE/TM) olarak verildi. Analizler 3 tekerriirlii olarak caligildu.
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Sekil 2.5. Toplam flavonoid analizi i¢in kuersetin standart egri grafigi

2.2.6. Antioksidan Aktivite Analizleri
2.2.6.1. DPPH Radikali Yakalama Y ontemi

Dut ekstraklarinin, DPPH radikali tizerindeki siipiiriicii etkisi, Soler-Rivas vd.nin
(2000) 96-kuyucuklu mikroplakalar i¢in uyarladigt DPPH radikali yakalama metoduna
gore test edildi. Dut ekstraktlar1 veya diliisyonlarindan ve gerekli seyreltmeler yapilan
standart ¢ozeltilerden 10 pl alinarak tizerine 100 pl DPPH c¢ozeltisi eklendi ve karisim
metanol ile 190 ul’ye tamamlandi. Oda sicakliginda karanlikta 1 saat bekleme siiresinden
sonra 515 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda koére karst okundu. Kor olarak ultra
saf su kullanildi. Sonuglar hem standart egri grafigi olusturularak hem de ICsq yontemiyle
degerlendirildi.  Standart ve pozitif kontrol olarak sentetik ve dogal antioksidan
kimyasallar kullanildi. Dogal antioksidan olarak askorbik asit, sentetik antioksidan olarak
troloks tercih edildi.

Dut ekstraktlarinin toplam antioksidan kapasitelerinin standart egri grafigi vasitasiyla
degerlendirilmesi amaciyla; 1000 pg/ml yogunluktaki askorbik asit ve troloks standart stok
¢ozeltilerinden 10, 20, 25, 40, 50, 75, 100 pg/ml’lik 7 farkli yogunluktaki ¢ozeltiler
hazirlandi. Sekil 2.6°daki gibi askorbik asit standart egri grafigi ve Sekil 2.7°deki gibi
troloks standart egri grafigi ¢izildi.
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Sekil 2.6. DPPH radikal yakalama analizi igin askorbik asit standart egri grafigi

y =-0,0157684x + 2,19494
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Sekil 2.7. DPPH radikal yakalama analizi i¢in troloks standart egri grafigi

Orneklerin antioksidan kapasitesinin 1Cso ile degerlendirilmesi amaciyla dut

ekstraklar1 Tablo 2.2’de sematize edilen bigimde kendi ¢oziiciileri ile seyreltildi.
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Tablo 2.2. Karadut ekstraktlarinin seyreltme katsayilari

Ornek Seyreltme katsayis1

MN1, MN2 0.05
0.1
0.2
0.3
0.4

MN3 0.6
0.7
0.8
0.9
1

Kontrol olarak metodun uygulandig: ultra saf su kullanild1 ve her 6rnek ekstraktinin
% inhibisyon degerleri asagidaki denklem kullanilarak hesaplandi. Her bir 6rnek igin
hesaplanan % inhibisyon degerleri kullanarak % inhibisyon grafik egrileri ¢izildi ve egri
denklemi vasitasiyla ICsg degerleri hesaplandi. Bu hesaplama her paralel i¢in ayr1 ayri
yapildi. Ornek olarak MN1’in % inhibisyon grafigi Sekil 2.8°de gosterildi. Analizler 3

tekerriirlii olarak calisildi.

% Inhlblsyon = [(AbSKontm] - AbSEkstre ) / AbSKontm] X 100] (21)
Bu esitlikte;

ADbSkontrol = Kontrol absorbans degeri

ADbSexstre = Ornek ekstrenin absorbans degeri
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kil 2.8. DPPH radikal yakal lizi MN1 (1. tekerriir) % inhibisyon grafii

2.2.6.2. ABTS Radikali Yakalama Y ontemi

Dut ekstraklarinin, 96-kuyucuklu mikroplakalar i¢in uyarlanan Silva vd.ne (2007)
gore ABTS radikali yakalama deneyi yapildi. Dut ekstraktlar1 veya dillisyonlarindan ve
gerekli seyreltmeler yapilan standart ¢ozeltilerden 8 pl alinarak, tizerine 230 pl ABTS (Saf
su ile seyreltilerek 734 nm dalga boyunda 0.7+0.02 Abs olarak ayarlandi) ¢ozeltisi ilave
edilerek reaksiyon baslatildi. Karanlikta, 30 °C’de 6 dakika reaksiyonun bitmesi beklendi.
Reaksiyonun bitisiyle birlikte ornekler ve standart c¢ozeltiler 734 nm dalga boyuna
ayarlanmig olan mikroplaka okuyucuda kore karsi okundu. Kor olarak ultra saf su
kullanildi. Sonuglar hem standart egri grafigi olusturularak hem de 1Csy yOntemiyle
degerlendirildi. Standart ve pozitif kontrol olarak sentetik ve dogal antioksidan kimyasallar
kullanild1. Dogal antioksidanlar1 temsilen askorbik asit, sentetik antioksidanlari temsilen
troloks tercih edildi.

Standart egri grafigi ile sonuglarin degerlendirilmesi i¢in; 1000 pg/ml’lik stok
¢oOzeltileri hazirlanan askorbik asit ve troloks standart ¢ozeltileri 10, 20, 25, 40, 50, 75, 100
ug/ml olarak diliie edildi. Sekil 2.9°da gosterildigi gibi askorbik asit, Sekil 2.10’da
gosterildigi gibi troloks standart egri grafigi ¢izildi.
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Sekil 2.9. ABTS radikali yakalama analizi i¢in askorbik asit standart egri grafigi
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Sekil 2.10. ABTS radikali yakalama analizi i¢in troloks standart egri grafigi

Orneklerin  antioksidan aktivitesinin ~ degerlendirilmesi amaciyla ikinci bir
degerlendirme kriteri olan dut ekstraklarinin 1Csy degerleri hesaplandi. Ekstraktlar Tablo
2.2°de sematize edildigi sekliyle seyreltildi. Kontrol olarak analiz yonteminin uygulandig:
ultra saf su kullanildi. Her 6rnek ekstraktinin, askorbik asit ve troloksun % inhibisyon
degerleri denklem kullanilarak hesaplandi. Her bir 6rnek ve standartlar i¢in hesaplanan %

inhibisyon degerleri kullanarak % inhibisyon grafik egrileri ¢izildi ve egri denkleminden
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ICso degerleri hesaplandi. Paraleller, istatistiki analiz oncesi bir birinden ayr1 olarak ICsg
hesabinda kullanildi. Ornek olarak MN1’in % inhibisyon grafigi Sekil 2.11°de gosterildi.

Analizler 3 tekerriirlii olarak calisildi.
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Sekil 2.11. ABTS radikali yakalama analizi MN1 (1. tekerriir) % inhibisyon grafigi

2.2.6.3. Toplam Antioksidan Kapasite Yontemi

Bu yontemin esasi, antioksidanlar ile muamele edildiginde Mo(VI)’nin Mo(V)’e
indirgenmesi ile asidik ortamda olusan yesil renkli fosfat-Mo(V) bilesiginin
spektrofotometrede 6lgiilmesine dayanmaktadir. Dut ekstraktlarinin toplam antioksidan
aktivitesi Zengin vd.ne (2014) gore bazi uyarlamalar ile fosfomolibden yontemiyle
degerlendirildi. Dut ekstraktlar1 analiz 6ncesinde 10 kat seyreltildi. Standart olarak 1000
pg/ml stok ¢ozeltiden 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700 pug/ml olarak yedi noktada
seyreltilen askorbik asit standart ¢ozeltileri kullanildi. Ornek ve standart ¢ozeltilerden 0.3
ml alinarak kapakli deney tiiplerine konuldu ve tizerine 3ml fosfomolibdik asit kompleksi
reaktif cozeltisi eklenerek kuvvetlice ¢alkalanip karistirildi. Reaksiyonun gergeklesmesi
i¢in deney tiipleri daha 6nceden ayarlanan 95 °C’deki su banyosunda 90 dakika bekletildi.
Reaksiyon siiresi sonunda tiiplerin sicakliginin karanlikta oda sicakligina diismesi
beklendi. Sogumus karisim otomotik pipet yartimiyla 96 kuyucuklu plakaya 250 pl
hacimde enjekte edildi ve mikroplaka okuyucuda 695 nm’de koére karsi okundu. Kor
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olarak analiz metodunun uygulandig: ultra saf su kullanildi. Sonuglar ¢izilen askorbik asit

standart egrisi (Sekil 2.12.) kullanilarak degerlendirildi. Analizler 3 tekrarl ¢alisildi.
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Sekil 2.12. Toplam antioksidan kapasite analizi igin askorbik asit standart egri grafigi

2.2.7. Polifenolik Bilesik I¢erik Analizi

Total fenolik ve total flavonoid analizlerinde en iyi sonucu veren ekstraksiyon olan
MNT1 kullanilarak fenolik bilesiklerin profilleri belirlendi. Profillerin belirlenmesi i¢in LC-
MS/MS sistemi kullanildi. Polifenolik bilesik igerik analizi, hizmet alim1 ile DUBTAM’da
(Dicle Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi) yapildi.

Polifenolik bilesik analizi i¢in kullanilan LC-MS/MS sistemi, Shimadzu marka,
Neexera model UHPLC cihaz1 ve Shimadzu marka, LCMS 8040 model ii¢lii kuadrupol
kiitle spektrometre cihazindan olusmaktadir. Sivi kromatografi sistemi LC-30 AD model
gradient pompa, DGU-20A3R model degazer, CTO-10ASvp model kolon firmm1 ve SIL-
30AC model autosampler’dan olusmaktadir. Analiz igin Inertsil marka, ODS-4 model C18
(100 mmx2.1 mm, 2 um) kolon kullanildi. Kolon firin sicakligi 35 °C’ye ayarlandi.
Hareketli faz olarak 10 mmol/l amonyum format ve %0.1 formik asit eklenen ultrasaf su
(faz A) ve metanol (faz B) kullanildi. UHPLC gradiyent profili %5-20 B (0-10 dk.), %20 B
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(10-22 dk.), %20-50 B (22-36 dk.), %95 B (36-40 dk.), %5 B (40-50 dk.) olacak sekilde,
mobil faz akis hiz1 0.25 ml/dk. ve enjeksiyon hacmi 4 ul olacak sekilde metod olusturuldu.

Uclii kuadrupol kiitle spektrometresi hem negatif hem de pozitif modda calisan bir
ESI (elektrosprey iyonlastirma) kaynagi ile donanimlidir. Analiz sonuglar1 LabSolutions
(Shimadzu, Kyoto, Japonya) yazilimi ile yorumlandi. Analitlerin miktarsal tayini i¢in cihaz
ile MRM (goklu reaksiyon goriintiilleme) modunda galisildi ve molekiiler (parent) iyonlar
bir veya iki pargalanma triinii (product ions) ile kombine edildi. Kiitle spektrometresinde
optimize edilen diger parametreler sunlardir: ara yiiz (interface) sicakligi; 350 °C, DL
sicakligi; 250 °C, heat block sicakligi; 400 °C, nebulizer gaz (N») akisi; 3 I/dk. ve kurutma
gaz1 (N») sicaklig; 15 1/dk.

Ornegin polifenolik miktar analizinin yapabilmesi amactyla LC-MS/MS cihazi 37
polifenolik bilesik standardi ile kalibre edildi. Standart polifenoller; 1. Kuinik asit, 2. Malik
asit, 3. Fumarik asit, 4. Gallik asit, 5. Protokatesik asit, 6. Pirokatesol, 7. Klorojenik asit, 8.
4-OH-benzoik asit, 9. Vanilik asit, 10. Kafeik asit, 11. Sirinjik asit, 12. Vanilin, 13.
Salisilik asit, 14. p-Kumarik asit, 15. Rutin, 16. Ferulik asit, 17. Sinapinik asit, 18.
Hesperidin, 19. izokuersitrin, 20. Rosmarinik asit, 21. Nikotiflorin, 22. o-Kumarik asit, 23.
Apigenin 7-O-neohesperidozit, 24. Kuersitrin, 25. Apigetrin, 26. Kumarin, 27. Mirisetin,
28. Fisetin, 29. Sinnamik asit, 30. 7,4'-Dihidroksiflavanon, 31. Kuersetin, 32. Luteolin, 33.
Narinjenin, 34. Apigenin, 35. Hesperetin, 36. Kamferol, 37. Krisin olarak secildi. Standart
polifenol olarak kullanilan polifenol bilesiklerin LC-MS/MS’te vermis oldugu
kromatogram Sekil 2.13’te verildi.
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Sekil 2.13. LC-MS/MS cihazi polifenolik bilesik standart kromatogrami
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2.2.8. Dut Ekstraktlarimn Antimikrobiyal Ozelliklerinin ve Antibiyotiklerle
Olan Sinerjisinin Belirlenmesi

2.2.8.1. Disk Difiizyon Yontemi

Dut ekstraktlarinin  antimikrobiyal etkinlikleri CLSI’ye (2007) gore bazi
uyarlamalarla birlikte disk difiizyon yontemiyle belirlendi. Gram pozitif bakteriler olarak
Enterococcus faecalis ATCC (Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu) 29212, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Enterococcus faecium DSMZ (Alman Mikroorganizmalar ve Hiicre
Kiiltiirleri Koleksiyonu) 13590, Metisilin direngli Staphylococcus aureus ATCC 43300,
Bacillus cereus ATCC 9634, Listeria monocytogenes ATCC 7644; gram negatif bakteriler
olarak Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Yersinia enterocolitica ATCC 27729,
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802, Escherichia
coli O157:H7 ATCC 35150, Proteus vulgaris FMC 1 ve maya- kiif olarak Candida
tropicalis ATCC 13803, Aspergillus flavus ATCC 46283 test organizmalar1 olarak
kullanildi. Mikroorganizmalar, Dr. Ogr. Uyesi Kadriye OZCAN’dan (Giresun Universitesi
Genetik ve Biyomiihendislik Boliimii) temin edildi.

Test organizmalarinin taze kiiltiirleri hazirland1 ve steril saf suda c¢oziilerek
McFarland ~ densitometresi  cihazinda 0.5 McFarland  bulanikligma  (1.5x10°
mikroorganizma/ml) seyreltildi. Daha sonra her bir tiiriin, ekiivyon yardimiyla, Miiller-
Hinton agar petriye inokiilasyonu gergeklestirildi. Test mikroorganizmasi uygulanmis
petrilerin  {izerine 6 mm c¢apinda steril bos disk yerlestirildi ve disklere 60 mg/ml
konsantrasyondaki 20 pl ekstre soliisyonu emdirildi. Petriler 2 saat 4°C’de bekletilerek
ekstrelerin agara difiizyonu saglandi. Pozitif kontrol olarak kloramfenikol, novobiosin,
nalidiksik asit; negatif kontrol olarak DMSO kullanildi. Etiivde bakteriler igin 37 °C’de 24
saat boyunca, mayalar i¢in 28 °C’de 48 saat boyunca inkiibasyon sonrasinda disklerin
cevresinde olusan zon caplar1 dijital kumpasla Ol¢iildii. Analizler 3 tekerriirlii olarak

calisildi.

2.2.8.2. Dut Ekstraktlarnin Antimikrobiyal MIC ve MBC Degerlerinin
Belirlenmesi

Dut ekstraktlarinin MIC ve MBC (minimal bakterisidal konsantrasyon) degerleri
CLSI’ye (2007) gore bazi uyarlamalarla birlikte broth diliisyon metodu kullanilarak
kapakli, steril, 96-kuyucuklu mikro plakalar ile belirlendi. Besiyeri olarak Miiller-Hinton

agar kullanildi. Diger kuyucuklardan farkli olarak ilk kuyucuklara iki kat konsantrasyonda
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hazirlanan besiyerinden, digerlerine ise standart konsantrasyonda hazirlanan besiyerinden
100 pl enjekte edildi. Daha sonra ise MIC degerlerinin belirlenmesi i¢in kullanilacak olan
dut ekstraktlarinin baslangi¢ konsantrasyonu 16.4 mg/ml olacak sekilde DMSO igerisinde,
¢oziindiiriildii ve 100 ul’si ilk kuyucuga pipetlendi. iki kat seri seyreltme ile 0.016-8.2
mg/ml araliginda 10 farkli Kkonsantrasyon elde edildi. Ayni sekilde baslangig
konsantrasyonlar1 256 pg/ml olacak sekilde novobiosin, ultra saf su; nalidiksik asit,
kloroform ve kloramfenikol, etanol igerisinde ¢oziildii. iki kat seri seyreltmeyle 0.25-128
png/ml araliginda 10 farkli konsantrasyon elde edildi. Standart mikroorganizmalarin 10 pl
stispansiyonlar1 (0.5 MacFarland bulaniklig1) mikroplakalara inokiile edildi. Pozitif kontrol
olarak organizmalar ve besiyeri, negatif kontrol olarak ekstraktlar ve besiyeri kullanildi.
Etiivde bakteriler igin 37 °C’de 24 saat boyunca, mayalar i¢in 28 °C’de 48 saat boyunca
inkiibasyondan sonra mikroorganizmalarin biiylimesi mikroplaka okuyucu kullanilarak
gozlendi. Dut ekstreleri ve secilen antibiyotiklerin, mikroorganizmalarin biiyiimesini
engelleyen en diisiik konsantrasyonlarit MIC degerleri olarak belirlendi. Pozitif kontrol
olarak kloramfenikol, novobiosin, nalidiksik asit; negatif kontrol olarak DMSO kullanildi.
MBC degerlerinin belirlenmesi i¢in ise her kuyudan 100 pl broth alindi, Miiller-
Hinton agara asiland1 ve etiivde 37 © C’de 24 saat boyunca bakteriler igin, 28 °C’de 48 saat
boyunca mayalar i¢in inkiibasyona birakildi. Dut ekstraktlarinin bakterilerin %99.9’unu
oldiirdiigli en diisik konsantrasyon MBC degeri olarak belirlendi. Analizler 3 tekerriirlii

olarak planlanda.

2.2.8.3. Dut Ekstraktarimin Antibiyotiklerle Olan Sinerjisinin Belirlenmesi

Checkboard yontemi; dut ekstraktlari ile segilen antibiyotikler arasindaki sinerji,
Fadli vd.ne (2012) gore bazi uyarlamalarla birlikte checkboard yontemi ile incelendi.
Ekstrakt ve antibiyotik kombinasyonlarmin sinerjilerinin  belirlenmesi amaciyla
Enterococcus faecium DSMZ 13590, MRSA ATCC 43300 ve Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 test mikroorganizmalar1 olarak segildi. Besiyeri olarak Miiller-Hinton broth
kullanild:. ik kuyucuklara iki kat konsantrasyonda hazirlanan besiyerinden, digerlerine ise
standart konsantrasyonda hazirlanan besiyerinden 100 ul pipetlendi. MIC analizi ile elde
edilen sonuglar, dut ekstraktlarmin  diisik  konsantrasyonda antibiyotiklerle
kombinasyonunu belirlemek i¢in kullanildi. Novobiosin, nalidiksik asit, kloramfenikol’un

ve dut ekstraklarinin baslangi¢ konsantrasyonu 16XMIC olarak hazirlandi. Ekstrakt ve
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antibiyotik kombinasyonlarin1 olusturmak ic¢in her seyreltik 1:1 oraninda karistirildi ve
elde edilen kombinasyon karisimlart 100 ul hacimde olacak sekilde ilk kuyucuklara
pipetlendi. Seri iki kat seyreltme ile 4xMIC’den MIC/128’e kadar 10 farkli diliisyon elde
edildi. Daha sonra ise 0.5 MacFarland bulanikligina ayarlanan suslarin 10 pl’si
kuyucuklara inokiile edildi. Pozitif kontrol olarak test mikroorganizmalari ve besiyeri,
negatif kontrol olarak sadece ckstraktlar ve besiyeri kullanildi. Son olarak plakalar 37
°C’de 24 saat boyunca inkiibe edildi. Uremenin olmadigi en diisiik konsantrasyon,
kombinasyonlarin MIC degeri olarak belirlendi. Analizler 3 tekrarli olarak caligildi.
Kombinasyon analiz sonuglari asagidaki denklemden faydalanilarak, FICI (fraksiyon
inhibitor konsantrasyon indeksi) degerleri hesaplanarak elde edildi (Didry vd., 1993).

FICI = (MICA/B / MICA) + (MICB/A / MICB) (2.2)

Bu esitlikte;

MICA; sadece dut ekstraktlarinin,

MICB; sadece antibiyotiklerin,

MICA/B; dut ekstraktlarinin kombinasyon igindeki,

MICB/A; antibiyotiklerin kombinasyon i¢indeki MIC degerlerini temsil etmektedir.

Dut ekstraktlart ve antibiyotikler arasindaki tam sinerjizm (FICI<0.5), kismi
sinerjizm (0.5<FICI< 1), sinerjistik etkilesimin olmamasi (1<FICI<4) ve antagonizma
(FICI>4) hesaplanan FICI degerleri baz alinarak yorumland: (Van Vuuren ve Viljoen,
2011).

2.2.9. istatistiksel Analizler

Yapilan analizler 3 tekerriirlii olarak calisildi ve elde edilen sonuglar IBM SPSS
Statistics 21 programinda, One-way ANOVA ile hesaplandi ve onemli farkliliklar

Duncan’in ¢oklu sira testleri ile belirlenip p<0.05 degerleri anlamli olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR
3.1. Pomolojik Ozellikler

Rastgele secilip boy-en ve agirlik Olgiimleri yapilan Morus nigra L. meyve

orneklerine ait 6l¢timler ve ortalamalar1 Tablo 3.1°de gosterildi.

Tablo 3.1. Meyve orneklerinin boy-en ve agirlik dlgtimleri

Meyve numaralari Boy odlgtimleri (cm) En 6l¢iimleri (cm) Agirlik 6l¢iimleri (g)
1 2.46 1.56 4.96

2 2.48 1.63 4,92

3 2.62 1.37 4.17

4 2.45 1.81 4.89

5 2.70 1.80 417

6 2.28 1.79 4.28

7 2.86 1.71 4.79

8 2.29 1.71 4.36

9 2.47 1.79 4.59

10 2.49 1.71 4.95
Ortalama 2.51+0.18 1.69+0.14 4.61+0.33

Sonuglar ortalama + standart sapma ile gosterildi.

Gelisi giizel secilen on adet meyvenin renk dlger cihaz ile yapilan dl¢lim degerleri

Tablo 3.2°de sematize edildi.

Tablo 3.2. Meyve 6rneklerinin renk 6lgiim degerleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Ortalama

L 15.24 15.19 15.56 17.29 14.41 17.17 15.92 16.48 14.94 15.75 15.79+0.94
14.78 11.16 10.07 10.11 13.00 18.15 14.93 12.69 14.54 15.55 13.50+2.59
-2.16 -3.40 -3.33 -1.52 -2.92 -0.83 -2.27 -2.28 -2.47 -2.05 -2.32+0.78
AL +6.99 +6.87 +7.23 +8.97 +6.08 +8.85 +7.60 +8.16 +6.62 +7.45 7.48+0.94
A +18.38 | +14.47 | +13.67 +13.72 | +16.61 | +21.76 | +18.53 | +16.28 | +18.14 | +19.16 | 17.07+2.62
Ab” -4.94 -6.19 -6.11 -4.31 -5.70 -3.62 -5.06 -5.06 -5.25 -4.84 -5.11£0.78
AE™ 20.25 17.42 16.63 16.94 18.58 23.76 20.66 18.91 20.01 21.12 19.434+2.19

Sonuglar ortalama + standart sapma ile gosterildi.
L : Rengin agiklig, a : Kirmizi-yesil renk ekseni, b : Sari-mavi renk ekseni.
L", a", b": Mutlak deger; AL, Aa", Ab", AE”: Renk fark.

Yapilan analizler sonucunda karadut meyve Orneklerinin toplam kuru agirhig

%24.17+0.71 olarak, meyvelerin pH degeri ise 3.66+0.8 olarak belirlendi.



3.2. Toplam Polifenol igerik Analiz Sonuclari

Morus nigra L. bitkisinin meyveleri {i¢ farkli ekstraksiyon ¢ozeltisiyle ekstrakte
edilip Folin-Ciocalteu yontemiyle analiz edildi. Sonuglar gallik asit standart egri
grafiginden yararlanilarak Tablo 3.3’te gosterildigi gibi gallik asit esdegeri olarak
hesaplandi. Ayrica farkli ekstraktlar siitiin grafigi (Sekil 3.1.) ile de karsilastirildi. MN1 en
yiiksek toplam polifenolik seviyesine sahip ekstrakt olarak belirlendi. MN2 ve MN3

birbirine yakin sonuglar sergilemesine ragmen MN3 en verimsiz ekstrak oldu.

Tablo 3.3. Ekstraktlarin toplam polifenol igerik analiz sonuglari

Ekstraktlar mg/g (GAE /TM)
MN1 2.54+0.11°
MN2 1.79+0.09"
MN3 1.54+0.04°

Sonuglar ortalama + standart sapma ile gosterildi. GAE: Gallik asit esdegeri, TM: Taze meyve, MN1: Morus nigra L.
etanol ekstrakti, MN2: Morus nigra L. metanol ekstrakti, MN3: Morus nigra L.etil asetat ekstrakti.

Meyve ekstraktlarinin toplam polifenol igerik sonuglari arasindaki farkliliklar Duncan’in goklu karsilagtirma testi ile
analiz edildi ve p<0.05 degerleri anlamli olarak kabul edildi.

mg/g (GAE/TM)
(= (= N
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Sonuglar ortalama + standart sapma ile gosterildi. GAE: Gallik asit esdegeri, TM: Taze meyve,
MN1: Morus nigra L. etanol ekstrakti, MN2: Morus nigra L. metanol ekstrakti, MN3: Morus nigra
L. etil asetat ekstrakti.

Meyve ekstraktlarinin toplam polifenol igerik sonuglar1 arasindaki farkliliklar Duncan’in goklu
kargilastirma testi ile analiz edildi ve p<0.05 degerleri anlamli olarak kabul edildi.

Sekil 3.1. Ekstrelerin toplam polifenol igerik analiz sonuglarinin siitun grafigi ile gosterimi
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3.3. Toplam Flavonoid I¢erik Analiz Sonuclar

Karadut meyve ekstraktlarinin flavonoid igerik seviyeleri aliiminyum kloriir
kolorimetrik yontem kullanilarak belirlendi. Sonuglar kuersetin esdegeri olarak verildi
(Tablo 3.4.). Meyve orneklerinin {i¢ farkli ekstraksiyonunun toplam flavonoid miktarlar

stitlin grafiginden (Sekil 3.2.) faydalanilarak karsilagtirildu.

Tablo 3.4. Ekstraktlarin toplam flavonoid igerik analiz sonuglari

Ekstraktlar mg/g (QE/TM)
MN1 0.35+0.002°
MN2 0.23+0.01°
MN3 0.15+0.01°

Sonuglar ortalama + standart sapma ile gosterildi. QE: Quersetin esdegeri, TM: Taze meyve, MN1: Morus nigra L. etanol
ekstrakti, MN2: Morus nigra L. metanol ekstrakti, MN3: Morus nigra L. etil asetat ekstrakti.

Meyve ekstraktlarinin toplam flavonoid igerik sonuglari arasindaki farkliliklar Duncan’in ¢oklu karsilagtirma testi ile
analiz edildi ve p<0.05 degerleri anlamli olarak kabul edildi.

mg/g (QE/TM)
o
S

MN1 MN2 MN3

Sonuglar ortalama =+ standart sapma ile gosterildi. QE: Quersetin esdegeri, TM: Taze meyve, MN1:
Morus nigra L. etanol ekstrakti, MN2: Morus nigra L. metanol ekstrakti, MN3: Morus nigra L. etil
asetat ekstrakt.

Meyve ekstraktlarmin toplam flavonoid igerik sonuglari arasindaki farkliliklar Duncan’in ¢oklu
kargilastirma testi ile analiz edildi ve p<0.05 degerleri anlamli olarak kabul edildi.

Sekil 3.2. Ekstrelerin toplam flavonoid igerik analiz sonuglarinin siitun grafigi ile gosterimi
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Istatistiki acidan MN1 en yiiksek toplam flavonoid igerige sahip ekstrakt olarak tespit
edildi. MN3 ise toplam polifenolik igerik analiz sonug¢larina benzer sekilde en verimsiz

ekstrak olarak belirlendi.

3.4. Antioksidan Aktivite Analiz Sonuclar:
3.4.1.DPPH (2,2-difenil-1 pikrilhidrazil) Radikali Yakalama Analiz Sonug¢lar:

Tez ¢alismast kapsaminda karadut meyve orneklerinin antioksidan kapasitesinin
belirlenmesi amaciyla literatiirde sik¢a kullanilan bir analiz yontemi olan DPPH radikali
yakalama analizinin sonuglart hem standart kalibrasyon egrisi hem de 1Cso kriteri ile
degerlendirilip sonuclandirildi. Standart egri grafigi denklemi ile elde edilen sonuglar hem
tablo (Tablo 3.5.) ile hem de askorbik asit igin Sekil 3.3’te, troloks i¢in Sekil 3.4’te siitun
grafigi ile sematize edilerek verildi. Istatistiki olarak askorbik asit esdegeri bakimindan
MN1 ve MN2 arasinda bir fark goriilmezken, troloks esdegeri agisindan MN2 en yiiksek
DPPH radikali siiplirme kapasatesine sahip ekstrat olarak tespit edildi. MN3 DPPH radikali

stiplirme kapasatisi ise istatistiki agidan en verimsiz ekstrak olarak belirlendi.

Tablo 3.5. Ekstraktlarin standart grafik egrilerine gére DPPH analiz sonuglari

Ekstraktlar mg/g (AAE/TM) mg/ml (TE/TM)
MN1 6.96+0.36° 6.63+0.36°
MN2 6.47+0.22° 7.25+0.49%
MN3 1.08+0.01° 1.03+0.02°

Sonuglar ortalama + standart sapma ile gosterildi. AAE: Askorbik asit esdegeri, TE: Troloks esdegeri, TM: Taze meyve,
MN1: Morus nigra L. etanol ekstrakti, MN2: Morus nigra L. metanol ekstrakti, MN3: Morus nigra L. etil asetat
ekstrakt.

Meyve ekstraktlarinin DPPH sonuglar1 arasindaki farkliliklar Duncan’m ¢oklu karsilastirma testi ile analiz edildi ve
p<0.05 degerleri anlamli olarak kabul edildi.
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mg/g (AAE/TM)
>
o
o

MN1 MN2 MN3

Sonuglar ortalama + standart sapma ile gosterildi. AAE: Askorbik asit esdegeri, TM: Taze meyve,
MN1: Morus nigra L. etanol ekstrakti, MN2: Morus nigra L. metanol ekstrakti, MN3: Morus nigra
L. etil asetat ekstrakti.

Meyve ekstraktlarinin DPPH sonuglari arasindaki farkliliklar Duncan’in ¢oklu karsilagtirma testi
ile analiz edildi ve p<0.05 degerleri anlaml olarak kabul edildi.

Sekil 3.3. Ekstraktlarin askorbik asit standart egri grafigine gére DPPH analiz sonuglari
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8,00 -
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5,00 -
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Sonuglar ortalama + standart sapma ile gosterildi. TE: Troloks esdegeri, TM: Taze meyve, MN1:
Morus nigra L. etanol ekstraktr, MN2: Morus nigra L. metanol ekstrakti, MN3: Morus nigra L. etil
asetat ekstrakt1.

Meyve ekstraktlarmin DPPH sonuglari arasindaki farkliliklar Duncan’in ¢oklu karsilastirma testi
ile analiz edildi ve p<0.05 degerleri anlamli olarak kabul edildi.

Sekil 3.4. Ekstraktlarin troloks standart egri grafigine gére DPPH analiz sonuglari
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Orneklerin ICs sonuglarmin degerlendirmesinin yapilabilmesi amaciyla standart
olarak askorbik asit ve troloks analiz edilip degerlendirildi. Sonuglar hem tablo (Tablo
3.6.) hemde siitun grafigi (Sekil 3.5.) ile verildi. MN2’in sergilemis oldugu ICsy degeri ile

en verimli ekstrakt oldu.

Tablo 3.6. Ekstraktlarin ve standartlarin DPPH analizi 1Csq sonuglari

Ornekler ICs0 (mg/ml)

MN1 0.1725+0.0002"
MN2 0.1430+0.0019°
MN3 0.7227+0.0033?
Askorbik asit 0.0642+0.0002°
Troloks 0.0527+0.0002°

Sonuglar ortalama + standart sapma ile gosterildi. MN1: Morus nigra L. etanol ekstrakti, MN2: Morus nigra L. metanol
ekstrakti, MN3: Morus nigra L. etil asetat ekstrakti.

Meyve ekstraktlarinin DPPH sonuglar1 arasindaki farkliliklar Duncan’m ¢oklu karsilagtirma testi ile analiz edildi ve
p<0.05 degerleri anlamli olarak kabul edildi.

o
w
1

IC 50 mg/ml
o
S

0,3 -
0,2 - b c
Oll T d e
Nl e . | |
A.A. Trolox MN1 MN2 MN3

Sonuglar ortalama + standart sapma ile gosterildi. A.A.: Askorbik asit, TM: Taze meyve, MN1:
Morus nigra L. etanol ekstrakti, MN2: Morus nigra L. metanol ekstrakti, MN3: Morus nigra L. etil
asetat ekstrakt1.

Meyve ekstraktlarmim DPPH sonuglari arasindaki farkliliklar Duncan’in ¢oklu karsilastirma testi
ile analiz edildi ve p<0.05 degerleri anlamli olarak kabul edildi.

Sekil 3.5. Ekstraktlarin ve standartlarin DPPH analizi 1Csy sonuglarmin
siitun grafigi ile gosterimi
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3.4.2. ABTS Radikali Yakalama Yontemi Analiz Sonuclar:

Yapilan ¢alismada Morus nigra L. meyvelerinin antioksidan kapasitelerinin
belirlenmesi amaciyla yapilan ABTS radikali yakalama analizi sonuglar1 standart egri
grafigi kullanilarak ve 1Csp Olgiitii ile degerlendirildi. Orneklerin antioksidan aktiviteleri

tablo 3.7°de sematize edildi.

Tablo 3.7. Ekstraktlarin standart grafik egrilerine gére ABTS analiz sonuglari

Eksraktlar mg/g (AAE/TM) mg/g (TE/TM)
MN1 5.22+0.01° 4.36+0.15°
MN2 3.93+0.07° 3.45+0.24
MN3 1.05+0.03° 1.09+0.08°

Sonuglar ortalama + standart sapma ile gosterildi. AAE: Askorbik asit esdegeri, TE: Troloks esdegeri, TM: Taze meyve,
MN1: Morus nigra L. etanol ekstrakti, MN2: Morus nigra L. metanol ekstrakti, MN3: Morus nigra L. etil asetat
ckstrakti.

Meyve ckstraktlarinin ABTS sonuglari arasindaki farkliliklar Duncan’m ¢oklu karsilastirma testi ile analiz edildi ve
p<0.05 degerleri anlamli olarak kabul edildi.

Ayrica sonuglar, kullanilan standartlar, askorbik asit ve troloksdan faydalanilarak askorbik
asit esdegeri (Sekil 3.6.) ve troloks esdegeri (Sekil 3.7.) bi¢iminde siitiin grafigi olarak
verildi. Hem askorbik asit esdegeri hem de troloks esdegeri agisindan bakimindan MN1 en
yiiksek ABTS radikali siipiirme kapasatesine sahip ekstrat olarak tespit edildi. MN3 ABTS

radikali siipiirme kapasatisi ise en verimsiz ekstrak olarak belirlendi.
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Sonuglar ortalama + standart sapma ile gosterildi. AAE: Askorbik asit esdegeri, TM: Taze meyve,
MN1: Morus nigra L. etanol ekstrakti, MN2: Morus nigra L. metanol ekstrakti, MN3: Morus nigra
L. etil asetat ekstrakti.

Meyve ekstraktlarinin ABTS sonuglari arasindaki farkliliklar Duncan’in ¢oklu karsilagtirma testi
ile analiz edildi ve p<0.05 degerleri anlamli1 olarak kabul edildi.

Sekil 3.6. Ekstraktlarin askorbik asit standart egri grafigine gére ABTS analiz sonuglar1
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4,00 -
3,50 -
3,00 -
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1,50 -
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Sonuglar ortalama + standart sapma ile gosterildi. TE: Troloks esdegeri, TM: Taze meyve, MN1:
Morus nigra L. etanol ekstrakti, MN2: Morus nigra L. metanol ekstrakti, MN3: Morus nigra L. etil
asetat ekstrakt.

Meyve ekstraktlarinin ABTS sonuglari arasindaki farkliliklar Duncan’in ¢oklu karsilastirma testi
ile analiz edildi ve p<0.05 degerleri anlaml1 olarak kabul edildi.

Sekil 3.7. Ekstraktlarin troloks standart egri grafigine gore ABTS analiz sonuglart
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Karadut ekstraktlarinin antioksidan kapasite sonuglari, 1Csy degerlendirmesi olarak
Tablo 3.8’de ve Sekil 3.8°de verildi. 1Csy sonuglar1 baz alinarak incelendiginde MN1 ve
MN2’nin ABTS radikali siipiirme kapasitesininn, standart olarak kullanilan troloks ve

askorbik asitin kapasitesine yakin oldugu belirlendi.

Tablo 3.8. Ekstraktlarin ve standartlarin ABTS analizi 1Csq sonuglari

Ornekler ICs0 (mg/ml)

MN1 0.2182+0.0016°
MN2 0.295140.0043°
MN3 0.6222+0.0033?
Askorbik asit 0.0728+0.0002°
Troloks 0.0641+0.0001°¢

Sonuglar ortalama + standart sapma ile gosterildi. TM: Taze meyve, MN1: Morus nigra L. etanol ekstrakti, MN2: Morus
nigra L. metanol ekstrakti, MN3: Morus nigra L. etil asetat ekstrakt.

Meyve ekstraktlarinin ABTS sonuglari arasindaki farkliliklar Duncan’in ¢oklu karsilagtirma testi ile analiz edildi ve
p<0.05 degerleri anlamli olarak kabul edildi.
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1 I

A A. Trolox MN1 MN2 MN3

Sonuglar ortalama =+ standart sapma ile gosterildi. TM: Taze meyve, MN1: Morus nigra L. etanol
ekstraktr, MN2: Morus nigra L. metanol ekstrakti, MN3: Morus nigra L. etil asetat ekstrakti.
Meyve ekstraktlarinin ABTS sonuglari arasindaki farkliliklar Duncan’in ¢oklu karsilagtirma testi
ile analiz edildi ve p<0.05 degerleri anlaml1 olarak kabul edildi.

Sekil 3.8. Ekstraktlarin ve standartlarin ABTS analizi 1Csg sonuglarinin
siitun grafigi ile gosterimi
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3.4.3. Toplam Antioksidan Kapasite Yontemi Analiz Sonuglari

Karadut meyve oOrneklerinin antioksidan kapasitesinin belirlenmesi amaciyla
kullanilan diger bir yontem olan fosfomolibden analiz sonuglar1 Tablo 3.9°da ve Sekil
3.9’da askorbik esdegeri olarak hesaplandi. MN1 ve MN2 toplam antioksidan kapasite
acisindan benzer sonuglar sergiledi ancak istatistiki agidan MNlen yiiksek sonucu

gosterirken MN3 en vermsiz ekstrak olarak belirlendi.

Tablo 3.9. Ekstraktlarin grafik egrisine gore toplam antioksidan kapasite analiz sonuglari

Ekstraktlar mg/g (AAE/TM)
MN1 21.70+0.21°
MN2 20.83+0.06°
MN3 15.41+0.10°

Sonuglar ortalama + standart sapma ile gosterildi. AAE: Askorbik asit egsdegeri, TM: Taze meyve, MN1: Morus nigra L.
etanol ekstrakti, MN2: Morus nigra L. metanol ekstrakti, MN3: Morus nigra L. etil asetat ekstrakti.

Meyve ekstraktlarinin fosfomolibden sonuglari arasindaki farkliliklar Duncan’in ¢oklu karsilagtirma testi ile analiz edildi
ve p<0.05 degerleri anlaml olarak kabul edildi.
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Sonuglar ortalama + standart sapma ile gosterildi. AAE: Askorbik asit esdegeri, TM: Taze meyve,
MN1: Morus nigra L. etanol ekstrakti, MN2: Morus nigra L. metanol ekstrakti, MN3: Morus nigra
L. etil asetat ekstrakt1.

Meyve ekstraktlarnin  fosfomolibden sonuglari arasindaki farkliliklar Duncan’in  ¢oklu
karsilastirma testi ile analiz edildi ve p<0.05 degerleri anlamli olarak kabul edildi.

Sekil 3.9. Ekstraktlarin askorbik asit standart egri grafigine gore toplam
antioksidan kapasite analiz sonuglari
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4.5. Polifenolik Bilesik Icerik Analiz Sonuclar

Total fenolik, total flavonoid ve toplam antioksidan analizleri sonucunda en verimli
ekstrakt olarak belirlenen MN1 kullanilarak polifenolik icerik analizi yapildi. LC-MS/MS
sisteminden elde edilen MN1 e ait kromotogram Sekil 3.10°da verildi.
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1: Kuinik asit, 5: Protokatesik asit, 7: Klorojenik asit, 15: Rutin, 18: Hesperetin

Sekil 3.10. LC-MS/MS sisteminden elde edilen MN1’¢ ait kromatogram
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LC-MS/MS sisteminden elde edilen veriler, mg/g taze meyve olarak hesaplandi ve

sonuclar Tablo 3.10°da sematize edildi.

Tablo 3.10. MN1 ekstresi polifenolik igerik analiz sonuglari

Polifenolik bilesik mg/g TM Polifenolik bilesik mg/g TM
Kuinik asit 8.429+0.010 Rosmarinik asit *

Malik asit * Nikotiflorin *
Fumarik asit * o-Kumarik asit *

Gallik asit * Apigenin 7-O-neohesperidozit  *
Protokatesik asit 0.007+0.001 Kuersitrin *
Pirokatesol * Apigetrin *
Klorojenik asit 0.044+0.004 Kumarin *
4-OH-benzoik asit * Mirisetin *
Vanilik asit * Fisetin *

Kafeik asit * Sinnamik asit *
Sirinjik asit * 7,4’-Dihidroksiflavanon *
Vanilin * Kuersetin *
Salisilik asit * Luteolin *
p-Kumarik asit * Narinjenin *

Rutin 0.017+0.001 Apigenin *

Ferulik asit * Hesperetin 0.013+0.001
Sinapinik asit * Kamferol *
Hesperidin * Krisin *
Izokuersitrin *

Sonuglar ortalama + standart sapma ile gosterildi. TM: Taze meyve
*: Tespit edilmedi.

4.6. Dut Ekstraktlarinin Antimikrobiyal Ozelliklerinin ve Antibiyotiklerle Olan
Sinerjisinin Belirlenmesi

4.6.1. Disk Difiizyon Yontemi Analiz Sonuclar:

Dut ekstraktlarinin ve pozitif kontrol olarak se¢ilen kloramfenikolun, novobiosinin,
nalidiksik asitin, gram pozitif bakteriler (Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecium DSMZ 13590, Metisilin
direngli Staphylococcus aureus ATCC 43300, Bacillus cereus ATCC 9634, Listeria
monocytogenes ATCC7644), gram negatif bakteriler (Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Yersinia enterocolitica ATCC 27729, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Vibrio
parahaemolyticus ATCC 17802, Escherichia coli O157:H7 ATCC 35150, Proteus
vulgaris FMC 1) ve maya-kiif (Candida tropicalis ATCC 13803, Aspergillus flavus ATCC
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46283) olarak segilen test mikroorganizmalariyla yapilan antimikrobiyal analiz sonuglari

Tablo 3.11°de sematize edildi.

Tablo 3.11. Ekstraktlarin patojen mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkisi

Inhibisyon zonu (mm)

Mikroorganizmalar
MN1 MN2 MN3 Nov. Klor. Nal.

Gram pozitif bakteriler

Enterococcus faecalis 10.84+0.09 10.24+0.12  9.59+0.04 14.66+0.22 14.88+0.12 14.21+0.17
Staphylococcus aureus 11.10+0.15 11.33+0.12 10.30+0.06 15.09+0.18 15.41+0.17 15.05+0.24
Enterococcus faecium 10.26+0.05 10.19+0.13  10.24+0.03 14.39+0.15 15.01+0.10 14.56+0.46
Bacillus cereus 9.50+0.15  9.50+0.11 9.90+0.05 14.73+0.15 14.74+0.17 14.54+0.18
Listeria monocytogenes  9.55+0.10  9.1240.07  8.90+0.04  15.05+0.19 14.52+0.28 14.44+0.21

Metisilin direngli
Staphylococcus aureus 8.91+£0.14  8.82+0.07  8.59+0.03 13.23+0.22 13.15+0.18 13.23+0.22

Gram negatif bakteriler

Pseudomonas aeruginosa  10.21+0.11  10.09+0.09 11.39+0.08 14.43+0.11 14.50+0.15 14.47+0.16
Yersinia enterocolitica 8.86+0.11  8.42+0.06  8.17+0.17 13.80+0.22 14.10+0.23 13.47+0.20
Klebsiella pneumoniae 9.20+£0.06  9.02+0.06  8.82+0.05 14.80+0.13 14.74+0.10 14.45+0.12
Vibrio parahaemolyticus ~ 9.83+0.11  10.73+0.05 10.25+0.10 14.47+0.17 14.84+0.12 14.27+0.17

Escherichia coli O157:H7 10.36+0.13  9.30+0.06  9.04+0.07 14.87+0.10 14.71+0.15 14.19+0.23

Proteus vulgaris 10.11+0.14  9.87+0.10 9.55+0.09 14.83+0.18 14.94+0.19 14.18+0.16
Maya ve Kiif

Candida tropicalis 11.97+0.12  9.79+0.03 9.91+0.04 - - -
Aspergillus flavus 10.58+0.13  9.25+0.06 9.05+0.10 - - -

Sonuglar ortalama =+ standart sapma ile gosterildi. MN1: Morus nigra L. etanol ekstrakti, MN2: Morus nigra L. metanol
ekstrakti, MN3: Morus nigra L.etil asetat ekstrakti, Nov.: Novobiosin, Klor.: Kloramfenikol, Nal.: Nalidiksik asit.
-: Calisilmadi.
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3.6.2. Dut Ekstraktlarinin Antimikrobiyal MIC ve MBC Sonuclar:

Karadut meyve ekstraktlar

secilen ticari

antimikrobiyal ajanlarin test

mikroorganizmalarima karst gostermis olduklar1 antimikrobiyal MIC degerleri Tablo

3.12°de ve ekstraktlarinit MBC degerleri Tablo 3.13’te gosterildigi bigimde tespit edildi. 3

tekerriirlii yapilan analiz sonuglar birbirini desteklemektedir.

Tablo 3.12. Ekstraktlar ve antibiyotiklerin patojen mikroorganizmalara kars1 MIC degerleri

Mikroorganizmalar

Konsantrasyon (mg/ml)

MN1  MN2 MN3 Novobiosin  Kloramfenikol Nalidiksik Asit
Gram pozitif bakteriler
Enterococcus faecalis 4.1 2.05 0.256 0.016 0.016 0.016
Staphylococcus aureus 8.2 8.2 8.2 0.128 0.128 0.064
Enterococcus faecium 4.1 2.05 1.025 0.001 0.004 0.064
Bacillus cereus 8.2 8.2 8.2 0.016 0.016 0.032
Listeria monocytogenes 8.2 8.2 0.512 0.016 0.016 0.032
Metisilin direngli
Staphylococcus aureus 1.25 2.05 4.1 0.001 0.032 0.032
Gram negatif bakteriler
Pseudomonas aeruginosa 4.1 4.1 4.1 0.001 0.004 0.032
Yersinia enterocolitica 4.1 4.1 4.1 0.032 0.032 0.064
Klebsiella pneumoniae 4.1 4.1 4.1 0.032 0.032 0.128
Vibrio parahaemolyticus 8.2 8.2 8.2 0.128 0.064 0.128
Escherichia coli O157:H7 8.2 8.2 8.2 0.064 0.016 0.064
Proteus vulgaris 2.05 2.05 2.05 0.064 0.032 0.032
Maya ve Kiif
Candida tropicalis 8.2 8.2 8.2 0.008 0.016 0.032
Aspergillus flavus 8.2 8.2 8.2 0.008 0.016 0.064

MNZ1: Morus nigra L. etanol ekstrakti, MN2: Morus nigra L. metanol ekstrakti, MN3: Morus nigra L. etil asetat

ekstrakti.
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Tablo 3.13. Ekstraktlarin patojen mikroorganizmlara karsit MBC degerleri

Konsantrasyon (mg/ml TM)

Mikroorganizmalar

MN1 MN2 MN3
Gram pozitif bakteriler
Enterococcus faecalis 4.1 4.1 0.512
Staphylococcus aureus 8.2 8.2 8.2
Enterococcus faecium 4.1 4.1 2.05
Bacillus cereus 8.2 8.2 8.2
Listeria monocytogenes 8.2 8.2 1.025
Metisilin direngli
Staphylococcus aureus 2.05 4.1 4.1
Gram negatif bakteriler
Pseudomonas aeruginosa 4.1 4.1 4.1
Yersinia enterocolitica 4.1 4.1 4.1
Klebsiella pneumoniae 4.1 4.1 4.1
Vibrio parahaemolyticus 8.2 8.2 8.2
Escherichia coli O157:H7 8.2 8.2 8.2
Proteus vulgaris 4.1 4.1 4.1
Maya ve Kiif
Candida tropicalis 8.2 8.2 8.2
Aspergillus flavus 8.2 8.2 8.2

MN1: Morus nigra L. etanol ekstrakti, MN2: Morus nigra L. metanol ekstrakti, MN3: Morus nigra L.etil asetat
ekstrakti, TM: Taze meyve.

4.6.3. Dut Ekstraktarimin Antibiyotiklerle Olan Sinerjisinin Belirlenmesi

Dut ekstraktlari ile nalidiksik asit, novobiosin ve kloramfenikol arasinda herhangi bir
sinerjinin olup olmadiginin tespiti maksadiyla, Enterococcus faecium DSMZ 13590,
Listeria monocytogenes ATCC 7644 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 suslart test

mikroorganizmalart olarak kullanildi. Checkboard yontemi ile belirlenen sinerjik aktivete
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tayini sonuglari ile belirlenen FICI degerleri Tablo 3.14’te gosterildi. 3 tekerriirlii yapilan

analiz sonuglar birbirini desteklemektedir.

Tablo 3.14. Ekstrakt ve antibiyotik kombinasyonu FICI degerleri

Mikroorganizmalar

Kombinasyonlar

Metisilin direngli
Pseudomonas aeruginosa  Staphylococcus aureus Enterococcus faecium

MNZ1/Nov. 0.25 0.25 0.5
MN2/Nov. 0.25 0.25 0.25
MN3/Nov. 0.06 0.12 1
MNZ1/Klor. 0.5 1 1
MN2/Klor. 1 1 2
MN3/Klor. 0.06 0.06 0.12
MNZ1/Nal. 0.5 2 1
MN2/Nal. 0.5 2 2
MN3/Nal. 0.03 1 2

MNZ1/Nov.: Morus nigra L. etanol ekstrakti ve novobiosin kombinasyonu, MN1/Klor.: Morus nigra L. etanol ekstrakti ve
kloramfenikol kombinasyonu, MN1/Nal.: Morus nigra L. etanol ekstrakti ve nalidiksik asit kombinasyonu, MN2/Nov.:
Morus nigra L. metanol ekstrakti ve novobiosin kombinasyonu, MN2/Klor.: Morus nigra L. metanol ekstrakti ve
kloramfenikol kombinasyonu, MN2/Nal.: Morus nigra L. metanol ekstrakti ve nalidiksik asit kombinasyonu, MN3/Nov.:
Morus nigra L.etil asetat ekstrakti ve novobiosin kombinasyonu, MN3/Klor.: Morus nigra L.etil asetat ekstrakti ve

kloramfenikol kombinasyonu, MN3/Nal.: Morus nigra L.etil asetat ekstrakti ve nalidiksik asit kombinasyon
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4. TARTISMA

Tez calismasi kapsaminda meyve orneklerinin ortalama agirligr 4.61 g olarak tespit
edildi ve Tiirkiye’de yetisen karadut 6rnekleri iizerinde daha 6nceden yapilan ¢alismalarda;
4.37 g (Ercisli ve Orhan, 2007), Tk No. 1: 4.50, Tk No. 2: 4.13, Tk No. 3: 5.72, Tk No. 4:
4,92, Tk No. 5: 3.02 (Giines ve Cekig, 2004) (Tk No. 1, 2, 3, 4, 5 farkli karadut
genotiplerini ifade etmektedir.) olarak elde edilen veriler ile mukayese edildiginde
Elaz1g’dan toplanan karadut meyvelerinin ortalama agirligin {izerinde bir agirliga sahip
oldugu goriildii.

Karadut orneklerin pH’sini; Ercisli ve Orhan (2007) 3.52, Aljane and Sdiri (2016)
5.56, Yilmaz vd. (2012) ise Erzincan karadut 16; 3.10, Kemaliye karadut 9; 2.19,
Gumishac1 karadut 8; 2.28, Hikmet 1; 3.29 olarak rapor etmislerdir. Bu c¢alisma
kapsaminda yapilan 6l¢timde meyvelerin pH degeri 3.66 olarak tespit edildi.

Tez calismasinda kullanilan meyve orneklerinin toplam kuru madde agirlig1 %24.17
olarak tespit edildi. Karadut meyve 6rneklerinin toplam kuru madde miktarini; Ercisli ve
Orhan (2007) %27.4, Giines ve Cekig (2004) Tk No. 1: %14.68, Tk No. 2: %19.18, Tk No.
3: %15.42, Tk No. 4: %16.64, Tk No. 5: %13.84 olarak rapor etmislerdir. Bu sonuglarla
karsilastirilma yapildiginda Elazig ilinde yetisen karadut meyvelerinin s6z konusu olan bu
parametre bakimindan ortalamanin tizerinde bir degere sahip oldugu sdylenebilir.

Bu tez ¢alismas1 kapsaminda Elazig’da yetisen karadut bitkisi, meyve kalitesinin bir
gostergesi olan pomolojik 0Ozellikler bakimindan incelenedi. Literatiirle mukayese
edildiginde ise drneklerin yiiksek kalitede oldugu belirlendi.

Calisma kapsaminda yapilan analiz sonucu orneklerin toplam polifenol seviyeleri
MN1 2.54+0.11%, MN2 1.79+0.09°, MN3 1.54+0.04° mg/g (GAE/TM) olarak 6lgiildii.
Fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu agisindan en iyi sonug MN1°de goriildii. Ozgen vd.nin
(2009) rapor ettigine gore, Kafkas vd.nin (2008) listelemis oldugu 14 karadut genotipinin
total polifenol seviyeleri 1.77+0.1 ile 3.49+0.13 mg/g (GAE/TM) olarak belirlenmistir.
Ayrica Ercisli vd.nin (2010) dort farkli karadut genotipi lizerinde yaptigi ¢alismada 1.83 ile
2.49 mg/g (GAE/TM) arasinda toplam polifenol degerleri rapor edilmistir. Yapilan bu
caligmalarla mukayese edilince MN1’in yiiksek bir polifenol igerige sahip oldugu ancak

MN3’iin verimsiz ekstrakt oldugu anlasildi.



Yapilan literatlir taramasi sonucu, Morus nigra L. meyve oOrneklerinin toplam
flavonoid seviyelerini Ercisli ve Orhan’in (2007) 2.76, Mahmoud vd.nin (2014) 2.56 mg/g
(QE/TM) olarak tespit ettigi goriildii. Bu ¢alisma kapsaminda, MN1; 0.35+0.002%, MN2;
0.23+0.01°, MN3; 0.15+0.01° mg/g (QE/TM) olarak tespit edilen toplam flavonoid
degerlerinin daha 6nceden rapor edilen sonuglara gore diisiik ¢iktigi goriildi.

Tez calismasi kapsaminda 6rneklerin antioksidan kapasitelerini belirlemek amaciyla
sik¢a kullanilan DPPH radikali yakalama yontemi, ABTS radikali yakalama yontemi ve
ayrica ¢ok fazla degiskene bagimli olmadan gerceklesen reaksiyona sahip olmasi nedeniyle
fosfomolibden yontemi kullanildi. Antioksidan analiz sonuglari Tablo 4.1’de sematize

edildi.

Tablo 4.1. Antioksidan aktivite analiz sonuglar

DPPH ABTS TAK
mg/g mg/g ICso (mg/mi) mg/g mg/g ICso(mg/m) mg/g
(AAE/TM)  (TE/TM) (AAE/TM) (TE/ITM) (AAE/TM)
MN1 6.96£0.36°  6.63£0.36°  0.1725+0.0002°  5.22+0.01° 4.36+0.15% 0.2182+0.0016° 21.70£0.21%
MN2 6.47£0.22%  7.25+0.49°  0.1430+0.0019° 3.93+0.07° 3.45+0.24° 0.295140.0043° 20.83+0.06°
MN3 1.08£0.01°  1.03+0.02°  0.7227+0.0033° 1.05+0.03° 1.09:£0.08° 0.6222+0.0033% 15.4140.10°
AA. 0.0642+0.0002° 0.0728+0.0002¢
Troloks 0.0527+0.0002° 0.0641:£0.0001°

Sonuglar ortalama + standart sapma ile gosterildi. TAK: Toplan antioksidan kapasite, A.A.: Askorbik asit, AAE:
Askorbik asit esdegeri, TE: Troloks esdegeri, TM: Taze meyve, MN1: Morus nigra L. etanol ekstrakti, MN2: Morus
nigra L. metanol ekstraktr, MN3: Morus nigra L. etil asetat ekstrakti.

Meyve ekstraktlarinin analiz sonuglar1 arasindaki farkliliklar Duncan’in ¢oklu karsilagtirma testi ile analiz edildi ve
p<0.05 degerleri anlamli olarak kabul edildi.

Ercisli vd. (2010) dort farkli karadut genotipi iizerinde yaptiklari ¢alismada Grneklerin
DPPH analiz sonuglarint 4.06 ile 5.30 mg/g (TE/TM) olarak rapor etmislerdir. Li vd.ne
(2018) gore ise karadut orneklerinin antioksidan kapasiteleri DPPH radikali yakalama
yontemi ile 6.43 mg/g (AAE/TM) olarak bulunmustur. Jelled vd. (2017) ise ayni klimatik
etmenler altinda fakat farkli bolgelerde yetisen dort karadut orneginin antioksidan

kapasitelerini 1Csy parametresine gore degerlendirmistir ve DPPH radikali yakalama
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analizi i¢in, 1.1+0.9 ile 6.114+0.27 mg/ml olarak rapor etmislerdir. Diger bir ¢alismada ise
Ozgen vd. (2009), Kafkas vd.nin (2008) listelemis oldugu 14 karadut genotipinin ABTS
radikali yakalama analiz sonuglarini 1.70 ile 3.60 mg/g (TE/TM) olarak rapor etmislerdir.
Li vd.ne (2018) gore ise karadut orneklerinin antioksidan kapasiteleri ABTS radikali
yakalama yontemi ile 2.51 mg/g (AAE/TM) olarak ol¢tilmistiir. Jelled vd. (2017) ise ayni
klimatik etmenler altinda fakat farkli bolgelerde yetisen dort karadut drneginin antioksidan
kapasitelerini 1Csp metoduna gore degerlendirip ABTS radikali yakalama metodu igin,
3.00+0.01 ile 6.50+0.07 mg/ml olarak rapor etmislerdir.

Daha 6nceden farkli zamanlarda, farkli veya ayn1 genotipe ait ve farkli lokasyonlarda
yetisen karadut ornekleri lizerine yapilan calismalarla bu ¢alisma kapsaminda calisilan
ornekler mukayese edildigi zaman MNI1’in en iyi antioksidan etkiye sahip oldugu
goriilmektedir. MN2’nin ise {ist limitlerde bir etkiye sahip oldugu belirlendi. MN3’{in ise
toplam fenolik ve toplam flavonoid analiz sonuglarina paralel olarak diisiik bir antioksidan
kapasite degerleri sergiledigi gorildii.

Literatiirde karadut bitkisine ait taze meyvelerin antioksidan kapasitesinin toplam
antioksidan kapasite yontemiyle belirlendigi fazla ¢alisma bulunamadig: i¢in detayl bir
mukayese yapilamadi. Ancak Ozden ve Ozden’in (2014) Morus nigra L. meyvelerinin
toplam antioksidan kapasite yontemiyle antioksidan kapasitesini 1.8 mg/g (AAE/TM)
olarak tespit ettigi calismayla bu tez calismasi kapsaminda elde edilen 21.70+0.21%,
20.83+0.06° 15.41+0.10° mg/g’lik (AAE/TM) (swrasiyla; MN1, MN2, MN3) sonuglar
karsilastirildi. Karsilastirma yapildiginda bu g¢alisma kapsaminda elde edilen 6rneklerin
antioksidan kapasite degerlerinin yiiksek oldugu gortildii.

LC-MS/MS sistemi ile MN1’de yapilan polifenolik igerik analiz sonucunda; kuinik
asit (8.429+0.010 mg/g TM), protokatesik asit (0.007+0.001 mg/g TM), klorojenik asit
(0.044+0.004 mg/g TM), rutin (0.017+0.001 mg/g TM), hesperetin (0.013+0.001 mg/g
TM), olmak iizere bes adet sekonder metabolit tanimlanip miktar analizi yapildi. Karadut
meyvelerini polifenolik i¢erik kompozisyonunun ve miktarinin belirlenmesi kapsaminda
literatiir taramas1 yapildi. MN1’de yiiksek seviyede tespit edilen kinik asit’in radyasyondan
koruyucu, antidiyabetik, antindrenflamatuvar, antioksidan etki gosterdigi bilinmektedir
(Cinkilic vd., 2013; Arya vd., 2014; Lee vd., 2013; Pero vd., 2009; Yoshimura vd., 2016).
Tez galismasi kapsaminda elde edilen yiiksek antioksidan aktivite ve kapasite sonuglarinin
kinik asitten kaynaklandigi soylenebilir. Ayrica Memon vd. (2010) taze meyvelerin
polifenolik bilesik icerigini; protokatesik asit (0.3166+0.001 mg/g), klorojenik asit
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(0.0441+0.031 mg/g) seklinde rapor etmislerdir. Bir baska calismada ise Gilindogdu vd.
(2011) taze meyvelerin polifenolik igeriklerini belirlemislerdir ve Kklorojenik asit
(0.3106+0.0004), protokatesik asit (0.0017+0.0001 mg/g), ve rutin (0.1423+0.0036 mg/g)
olarak rapor etmislerdir.

Bu ¢alisma kapsamin Morus nigra L. bitkisinin taze meyve 6rneklerinden elde edilen
ti¢ farkli ekstraktin test mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal etkileri, MIC ve MBC
degerleri belirlendi.

MN1, MN2 ve MN3 ekstraktlarinin test mikroorganizmalarina karsi olusturduklar
antibakteriyel inhibisyon zon c¢aplar1 sirasiyla; Enterococcus faecalis igin 10.84+0.09,
10.24+0.12, 9.59+0.04; Staphylococcus aureus igin 11.10+0.15, 11.33+0.12, 10.30+0.06;
Enterococcus faecium igin 10.26+0.05, 10.19+0.13, 10.24+0.03; Bacillus cereus igin
9.50+0.15, 9.50+0.11, 9.90+0.05; Listeria monocytogenes i¢in 9.55+0.10, 9.12+0.07,
8.90+0.04; MRSA igin 8.91+0.14, 8.82+0.07, 8.59+0.03; Pseudomonas aeruginosa i¢in
10.21+0.11, 10.09+0.09, 11.39+0.08; Yersinia enterocolitica i¢in 8.86+0.11, 8.42+0.06,
8.17+0.17; Klebsiella pneumoniae igin 9.20+0.06, 9.02+0.06, 8.82+0.05; Vibrio
parahaemolyticus i¢in 9.83+0.11, 10.73+0.05, 10.25+0.10; Escherichia coli O157:H7 igin
10.36+0.13, 9.30+0.06, 9.04+0.07; Proteus vulgaris i¢in 10.11+0.14, 9.87+0.10,
9.55+0.09; Candida tropicalis i¢in 11.97+0.12, 9.79+0.03, 9.91+0.04; Aspergillus flavus
igin 10.58+0.13, 9.25+0.06, 9.05+0.10 mm olarak tespit edildi. Yapilan literatiir taramasi
sonucu tez ¢aligmasi kapsaminda elde edilen sonuglarin mukayese edilebilecegi capta
calismanin olmamasina ragmen Dimitrova vd. (2014) yaptiklart ¢calismada agar difiizyon
yontemi ile karadut meyvelerinin antimikrobiyal etkinliklerini Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli’ye karsi test ettiklerini ve sirasiyla 12, 6, 11
mm’lik zon ¢aplar1 belirlediklerini rapor etmislerdir. Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan
ekstraktlarin Staphylococcus aureus’a karsi gostermis oldugu antimikrobiyal etkinin
dikkate deger oldugu goriilmektedir. Bagka bir ¢calismada ise Yigit ve Yigit (2008), karadut
meyvelerinin metanolik ekstraklarinin antimikrobiyal etkisini; Staphylococcus aureus ve
Escherichia coli i¢in 10 mm zon ¢ap1 olarak belirlemislerdir. Pseudomonas aeroginosa’ya
kars1 ise antimikrobiyal bir aktivite belirlemediklerini rapor etmislerdir. Tez ¢aligmasinda
ise Pseudomonas aeroginosa’ya karsi antibakteriyel aktivite tespit edildi.

Meyve ekstraklarinin segilen test mikroorganizmalarina karsi gostermis olduklar

MIC ve MBC degerleri Tablo 4.2°de sematize edildi.
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Tablo 4.2. Ekstraktlarin patojen mikroorganizmalara karst MIC ve MBC degerleri

Konsantrasyon (mg/ml TM)

Mikroorganizmalar

MIC MBC
Gram pozitif bakteriler MN1 MN2 MN3 MN1 MN2 MN3
Enterococcus faecalis 4.1 2.05 0.256 4.1 4.1 0.512
Staphylococcus aureus 8.2 8.2 8.2 8.2 8.2 8.2
Enterococcus faecium 4.1 2.05 1.025 4.1 4.1 2.05
Bacillus cereus 8.2 8.2 8.2 8.2 8.2 8.2
Listeria monocytogenes 8.2 8.2 0.512 8.2 8.2 1.025
Metisilin direcli
Staphylococcus aureus 1.25 2.05 4.1 2.05 4.1 4.1
Gram negatif bakteriler
Pseudomonas aeruginosa 4.1 4.1 4.1 4.1 4.1 4.1
Yersinia enterocolitica 4.1 4.1 4.1 4.1 4.1 4.1
Klebsiella pneumoniae 4.1 4.1 4.1 4.1 4.1 4.1
Vibrio parahaemolyticus 8.2 8.2 8.2 8.2 8.2 8.2
Escherichia coli O157:H7 8.2 8.2 8.2 8.2 8.2 8.2
Proteus vulgaris 2.05 2.05 2.05 4.1 4.1 4.1
Maya ve Kiif
Candida tropicalis 8.2 8.2 8.2 8.2 8.2 8.2
Aspergillus flavus 8.2 8.2 8.2 8.2 8.2 8.2

MN1: Morus nigra L. etanol ekstrakti, MN2: Morus nigra L. metanol ekstrakti, MN3: Morus nigra L.etil asetat
ekstrakti, TM: Taze meyve.

Yapilan literatiir taramas1 sonucunda; Yigit ve Yigit’in (2008), karadut meyvelerinin
metanolik ekstraktlarmin Staphylococcus aureus ve Escherichia coli’ye karsi 0.625
mg/ml’lik MIC degeri gosterdigini rapor etmislerdir. Ancak bu tez c¢alismasi kapsaminda
yapilan analizde kullanilanin yarisi kadar mikroorganizma kullandiklar1 goriildi.

Literatiirde, karadut meyvelerini konu alan caligmalar incelendiginde; kullanilan
metotlarin farkli olmasi veya farkli modifikasyonlarin uygulanmasi ve secilen test
mikroorganizmalarinin farkliligi nedeniyle saglikli bir karsilagtirma yapilamadi. Ancak tez
caligmasinda kullanilan ekstraktlarin genel olarak yiikksek MIC ve MBC degerleri yani
diisiik antimikrobiyal aktivite sergiledikleri tespit edildi. Ekstraktlar arasi karsilastirma
yapildiginda ise MN3’iin diger iki ekstrakta nazaran daha diisiik degerler sergiledigi
gortldi.

Ekstraktlarin ~ antibiyotiklerle sinerjilerinin belirlenmesi amaciyla novobiosin,
kloramfenikol ve Nalidiksik asit secildi. Test mikroorganizmalari olarak ise P. aeruginosa,
MRSA ve Enterococcus faecium tercih edildi. Estrakt ve segilen antibiyotik

kombinasyonlarinin test mikroorganizmalarina karst gostermis olduklart MIC degerleri
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kullanilarak FICI degerleri hesaplandi. FICI degerlerinin yorumlanmas: Van Vuuren ve

Viljoen’nin (2011) belirlemis oldugu limitlere gore yapildi (Tablo 4.3.).

Tablo 4.3. Ekstrakt ve antibiyotik kombinasyonlarinin gosterdigi sinerjizm

Mikroorganizmalar

Kombinasyonlar
Metisilin direngli

Pseudomonas aeruginosa  Staphylococcus aureus Enterococcus faecium
MN1/Nov. t.s. t.s. t.s.
MN2/Nov. t.s. t.s. t.s.
MN3/Nov. t.s. t.s. k.s.
MN1/Klor. t.s. k.s. k.s.
MN2/Klor. k.s. k.s. s.e.0.
MN3/Klor. t.s. t.s. t.s.
MNZ1/Nal. t.s. s.e.0. k.s.
MN2/Nal. t.s. s.e.0. s.e.0.
MN3/Nal. t.s. k.s. s.e.0.

MNZ1/Nov.: Morus nigra L. etanol ekstrakti ve novobiosin kombinasyonu, MN1/Klor.: Morus nigra L. etanol ekstrakti ve
kloramfenikol kombinasyonu, MN1/Nal.: Morus nigra L. etanol ekstrakt1 ve nalidiksik asit kombinasyonu, MN2/Nov.:
Morus nigra L. metanol ekstrakti ve novobiosin kombinasyonu, MN2/Klor.: Morus nigra L. metanol ekstrakti ve
kloramfenikol kombinasyonu, MN2/Nal.: Morus nigra L. metanol ekstrakti ve nalidiksik asit kombinasyonu, MN3/Nov.:
Morus nigra L.etil asetat ekstrakti ve novobiosin kombinasyonu, MN3/Klor.: Morus nigra L.ctil asetat ekstrakti ve
kloramfenikol kombinasyonu, MN3/Nal.: Morus nigra L.etil asetat ekstrakti ve nalidiksik asit kombinasyonu, t.s.: tam

sinerjizm, k.s.: kismi sinerjizm, s.e.o.: sinerjistik etkinin olmamasi.

Yapilan literatiir taramast sonucunda Morus nigra L. meyvelerinin antibiyotiklerle
sinerjistik etkisini irdeleyen ¢alisma bulunamadi. Tez caligsmasi ile elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde ise MN3/Nov. kombinasyonunun Enterococcus faecium’a karsi
gostermis oldugu kismi sinerjizm diginda ekstraktlar ve novobiosin arasinda tam sinerjizm
oldugu goriildii. Ayrica ekstraktlar ve antibiyotikler arasindaki en 1iyi sinerjizm P.
aeruginosa’ya kars1 kaydedildi. Diger yandan ekstraktlarla nalidiksik asit arasindaki

sinerjizmin nispeten daha diistik oldugu gortildii.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Tez calismast ile birlikte yerel halk tarafindan agiz yaralar1 ve bogaz enfeksiyonlari
gibi rahatsizliklarin tedavisi i¢in geleneksel tibb1 bitki olarak kullanilan Morus nigra L.
bitkisine ait meyveler teknolojik araclar kullanilarak ve biyoteknolojik bir bakis agisiyla
irdelendi. Meyve orneklerinin pomolojik, biyokimyasal ozellikleri ve antimikrobiyal
etkinlikleri farkli ekstraksiyonlar kullanilarak incelendi. Giiniimiizde bakterilerin ilaglara
kars1 artan bir ivmeyle diren¢ kazanmalar1 ve buna karsin yeni antibiyotik siniflarinin
kesfedilememesi, bu durumun diinya ¢apinda bir halk sagligi sorunu olma tehlikesini
arttirmaktadir. Ayrica sentetik ya da yari1 sentetik antimikrobiyal ilaglarin insanlar ve
hayvanlar igin toksisiteye sahip olmalar1 dikkate alinmasi ve asilmasi gereken bir sorundur.
Antibakteriyel diren¢ Krizinin asilmasi veya yonetilmesinde bitkilerin bir kaynak olarak
kullanilmasi tez calismasinin odak noktasini olusturmaktadir.

o Bulundugu cografik bolgeye gore daha farkli klimatik 6zelliklere sahip olan
Elazig ilinden hasat zamani toplanan meyvelerinin boy, en, agirlik, pH ve renk gibi
pomolojik oOzelliklerinin farkli oldugu goriildii. Tez caligmasi kapsaminda yapilan
pomolojik oSl¢iimler ve sonuglarin degerlendirilmesi ile birlikte Elazig’daki iklimsel
kosullarin, meyvelerin bu 6zellikleri bakimindan yani meyve kalitesi iizerine pozitif bir
etki gdsterdigi yorumu yapilabilir.

° Tez ¢aligmasi kapsaminda etanol, metanol ve etil asetat olmak iizere {i¢ farkli
¢oziicii kullanilarak ekstraksiyon yapildi. Ekstraklar, toplam polifenolik icerik ve toplam
antioksidan kapasite analiz sonuglarina goére Kkarsilastirildiginda etanol ile yapilan
ekstraksiyonun en verimli meyve ekstrakti oldugu goriildii.

. Literatiirle yapilan karsilastirma sonucunda Elazig’dan toplanan Morus nigra
L. meyvelerinin toplam polifenolik igeriginin yiiksek oldugu goriildi.

. Tez kapsaminda, DPPH radikali yakalama analizi, ABTS radikali yakalama
analizi ve fosfomolibden yontemi ile meyve Orneklerinin antioksidan kapasiteleri
belirlendi. Elde edilen sonuglar literatiirle karsilastirildiginda Elazig’dan toplanan
meyvelerin antioksidan kapasitelerinin yiiksek oldugu goriildii.

o Tez c¢alismasinda kullanilan meyveler, toplam polifenolik ve toplam
antioksidan analiz sonuglarina gore degerlendirildiginde Elazig’in ¢evresine gore daha 6zel

olan ikliminin meyvelerin kimyasal igerigini olumlu yonde etkiliyor olabilecegi sonucuna



varildi. Ayrica MNI1 ekstraktinin bu analizler kapsaminda MN2 ve MN3 ekstraktlarina
gore daha verimli oldugu belirlendi.

Bu ¢alismanin da odagi olan antibakteriyal direng tehlikesinin bertaraf edilmesi veya
bunun yonetilebilir olmasi i¢in bitkilerin iyi bir biyoaktif bilesen kaynagi oldugu
distiniilmektedir. Ancak bitkiler veya bitkilerden elde edilen ekstraklar, diisiik
antimikrobiyal aktivite ve yiiksek MIC ve MBC degerlerine sahiptir. Bu sebepten dolay1
bitkilerin tek baslarmma kullanilmalarindan ziyade mevcut antibiyotiklerle birlikte
kullanilmalarinin daha etkili olacagi diisiiniilmektedir. Dolayisiyla ¢alisma kapsaminda
meyve ekstraktlarinin  antimikrobiyal etkinliklerinin arastirilmasina ilave olarak
antibiyotiklerle herhangi bir sinerjistik etkilerinin olup olmadig: da arastirildi.

o Morus nigra L. meyvelerinden elde edilen ekstraktlar ile patojenik
mikroorganizmalara karst yapilan analiz verilerinin degerlendirilmesi sonucunda;
ekstraktlar arasinda kayda deger bir farkliligin olmadigi goriildii. Bu sonuglara gore
meyvelerden elde edilen ekstraktlarin antimikrobiyal etkinliginin sadece polifenolik bilesik
veya antioksidan maddelerden kaynaklanmiyor olabilecegi yorumu yapilabilir.

o Meyve ekstraklarinin antimikrobiyal aktiviteleri, disk diflizyon yontemi
kullanilarak gram pozitif-negatif bakteriler ve maya-kiife karsi test edildi. Elde edilen
sonuclar meyve ekstraktlarinin segilen test mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal
etkinliklerinin antibiyotikler kadar yiiksek olmadigini gosterdi.

. Bu ¢alisma kapsaminda Morus nigra L. meyve ekstraktlarinin MIC ve MBC
degerleri belirlendi. Elde edilen MIC ve MBC degerleri halihazirda ticari olarak kullanilan
antimikrobiyal ajanlarin degerleri ile mukayese edildi. Meyve ekstrelerinin MIC ve MBC
degerlerinin beklendigi gibi yiiksek oldugu goriildii.

o Meyve ekstraktlari ile novobiosin, kloramfenikol ve nalidiksik asit arasindaki
sinerjizmin belirlenmesi amaciyla yapilan analiz sonuglar1 degerlendirildiginde, ekstraktlar
ve segilen antibiyotikler arasinda yiiksek oranda tam sinerjizmin oldugu goriildii.

Patojenik mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmalar1 antibiyotik
kesfinden itibaren devam eden bir olgudur. Antibiyotik ajanlarin bilingsiz ve 6zellikle asir1
kullanimi  mikroorganizmalar {izerinde bir baski kurmaktadir ve bu baski
mikroorganizmalarin antimikrobiyal ajanlara kars1 diren¢ kazanmalarini hizlandirmaktadir.
Bu duruma paralel olarak antibiyotik kesfinin altin doneminden sonra yeni antibiyotiklerin

bulunmasinin zorlasmasi da endise verici bir durum olusturmaktadir. Antimikrobiyal
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diren¢ krizinin yonetilebilir olabilmesi i¢in antibiyotiklerin bilingli ve miimkiin oldugu
kadar diisiik dozlarda kullanim1 hayati bir 6neme sahiptir.

o Sinerjistik aktivite analizleri, meyve ekstraktlarinin antibiyotiklerin MIC
degerlerini disiirdiiginii gosterdi. Bu durum, meyve ekstraktlarinin tedavide kullanilan
antibiyotiklerin daha diisiik dozlarda kullanilmasinin saglanabilecegini gostermektedir.
Diisiik doz antimikrobiyal ajan kullanimi hem toksisite riskini azaltabilir hem de
mikroorganizmalar iizerindeki diren¢ kazanma baskisini azaltarak antimikrobiyal direng
sorununun yonetilebilir olmasina katki saglayabilir.

. Tez c¢alismasi ile elde edilen sinerjistik aktivite analiz verileri, daha fazla
sayida antibiyotik ile farkli tiirdeki patojen mikroorganizmalara kars1 daha genis kapsamli
bir ¢alisma yapilmasina onciiliik edebilecektir.

o Morus nigra L. meyve ekstraktlar1 yiiksek MIC degerleri sergilemelerine
ragmen secili antibiyotiklerle sinerji gostererek antibiyotiklerin MIC degerlerini
diisiirdiiler. Bu durum, meyve ekstraktlar1 bakteriyel direnci modifiye ederek
antibiyotiklerin  etkinliklerini ~ arttirmistir, seklinde  yorumlanabilir.  Dolayisiyla
antibakteriyel diren¢ nedeniyle klinik kullanimdan kalkan antibiyotiklerle yapilacak bir
caligma ile muhtemel kayda deger sonuglar elde edilebilir. Bu durum, antibiyotik
direncinden dolayr kullanimi olanaksiz hale gelen antbiyotiklerin tekrar kullanima
sunulmasini saglayabilecektir.

o Calisma kapsaminda Morus nigra L. meyve ekstrelerinin in vitro
analizlerinden kayda deger veriler elde edilmesine ragmen bu sonuglarin biyoteknolojik
araglarla daha detayl ve ileri analizlerle canli sistemlerde irdelenmesi gerekmektedir.

o Bu tez calismasi ile elde edilen sonuglarin Tiirkiye’de genis yayilis gosteren
ancak endiistriyel kullanimi sinirlt olan karadut meyvelerinin ilag sanayinde kullanimini

saglayarak lilkemize katma deger saglayacag: diisliniilmektedir.
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