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Yeni Nesil Dizileme Kullanilarak NLRC4 Gen
Varyantlarinin Dagiliminin Degerlendirilmesi

Yiiksel Gezgin'?, Berkay Kirnaz', Derin Kumcuoglu', Afig Berdeli'-**

'Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi, Cocuk Saghgi ve Hastaliklar: Ana Bilim Dali, Molekiiler Tip
Laboratuvari, Izmir, Ti tirkiye
’Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi, Cocuk Saghg: ve Hastaliklart Ana Bilim Dali, Izmir, Tiirkiye
SEge Universitesi, Tip Fakiiltesi, Cocuk Saghgi ve Hastaliklart Ana Bilim Dali, Romatoloji
Boliimii Izmir. T tirkiye

Ozet

Otoinflamatuar hastaliklar, dogustan gelen bagisiklik sisteminin disregiilasyonu ile karakterize
edilen kalitsal bozukluklarin heterojen bir grubudur. inflamazom proteinlerini kodlayan genlerde-
ki mutasyon, otoinflamatuvar hastaliklarin en biiyiik alt grubunu temsil etmektedir. Bu ¢alismada,
Yeni Nesil Dizileme kullanilarak NLR ailesi CARD alani igeren protein 4 (NLRC4) gen varyant-

lariin belirlenmesi amaglanmustir.

Ege Universitesi Molekiiler Tip Laboratuvarinda Yeni Nesil Dizileme yontemi kullanilarak 2017-
2021 yillar1 arasinda oto-inflamatuvar hastalik stiphesi ile gelen 3230 hastanin 76 (%2,35)’s1n da
NLRC4 gen varyanti saptanmistir.

Bu ¢alismada 9 tanesi novel varyant olmak tizere toplam 24 farkli NLRC4 gen varyanti tespit edil-
mistir. Tespit edilen 24 NLRC4 gen varyantlarindan, 21’1 yanlis anlamli (missense) varyant, 1’1
anlamsiz (nonsense) varyant ve 2’°si ¢er¢eve kaymasi (frameshift) mutasyon’dur. Calismamizda
en sik rastlanan DNA varyanti p.Alal60Thr (n:19) olup ACMG siniflandirilmasina gore 8’si iy1
huylu varyant (benign), 1’si muhtemel iyi huylu varyant (likely benign), 3°si muhtemel patojenik
(Likely Pathogenic) varyant, 12’si Klinik Onemi Bilinmeyen Varyant (VUS; Uncertain Significan-

ce) saptanmistir.

Sonug olarak, bu ¢alismada saptanmis olan NLRC4 geni DNA varyantlarinin hastalik fenotipi hak-
kinda 6nemli bilgi sagladigi ve NLRC4 geni DNA varyantlarinin dagilimlarinin belirlenmesiyle
bu varyantlarin sebep oldugu farkli fenotiplerin ileriye yonelik tedavi siirecine katki saglayacagi
diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Nadir Otoinflamatuar Hastalik. NLRC4 geni, Inflamazomlar, AIFEC, NLR-
C4-MAS, FCAS4, NOMID
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Evaluation of the Distribution of the NLRC4 Gene Variants Using Next
Generation Sequencing

Abstract

Autoinflammatory diseases are a heterogeneous group of hereditary disorders characterized by
dysregulation of the innate immune system. Mutations in genes encoding inflammasome proteins
represent the largest subgroup of autoinflammatory diseases.In this study, it is aimed to determine
NLR family CARD domain-containing protein 4 (NLRC4) gene variants using Next Generation
Sequencing.

NLRC4 gene variant was detected in 76 (2.35%) of 3230 patients who were suspected of auto-in-
flammatory disease between 2017-2021 using the Next Generation Sequencing method in Ege
University Molecular Medicine Laboratory.

A total of 24 different NLRC4 gene variants, 9 of which were novel variants, were identified in
this study. Of the 24 detected NLRC4 gene DNA variants, 21 are missense variants, 1 is nonsense
variants, and 2 are frameshift mutations. The most common DNA variant in our study was p.Al-
al60Thr (n:19) and 8 benign, 1 likely benign, 3 likely pathogenic, and 12 variant of uncertain
significance (VUS) were determined according to ACMG classification.

In conclusions, it is thought that the NLRC4 gene DNA variants identified in this study provide
important information about the disease phenotype and by determining the distribution of NLRC4
gene DNA variants, it is thought that different phenotypes caused by these variants will contribute
to the future treatment process.

Keywords: Rare Autoinflammatory Disease. NLRC4 gene, Inflammasomes, AIFEC, NL-
RC4-MAS, FCAS4, NOMID
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Telomeraz ile iliskili bazi genlerdeki yiiksek riskli zararh
SNP’lerin biyoinformatik yontemlerle belirlenmesi
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Ozet

Telomer sentezinden ‘telomeraz’ enzimi sorumludur. Telomeraz, cogu Okaryotta dogrusal kro-
mozom bakimi i¢in gereken temel ters transkriptazdir. Telomeraz iki temel bilesenden olusur:
islevsel RNA bileseni (hTR), telomerik DNA sentezi i¢in bir sablon gorevi goriir, digeri ters
transkriptaz aktivitesine sahip bir katalitik protein olan hTERT tir. Telomeraz ile iligkili 3 gen
secilmigtir; TERT, DKCI1, hSTAU1. SNP’leri (Tek Niikleotid Polimorfizmi) sessiz veya protein
fonksiyonunu etkileyen tiplerde olabilir. Yanlis anlamli SNP’ler insanlarda proteinlerin fonk-
siyonel degisikliklerine neden olan amino asit ikamelerine yol agtiklar1 i¢in dikkat ¢ekicidir.
Zararli SNP’Ieri almak icin NCBI dbSNP veritabani; bu veri tabanindan elde edilen telome-
raz iligkili genlerdeki nsSNP’lerin fonksiyonel etkilerini tahmin etmek i¢in SIFT, Meta-SNP,
InterPro, PolyPhen-2, SNPs&GO ve PhD-SNP, Mutpred2, ConSurf, NETSURF, HOPE isimli
cevrimigi araglar kullanilmistir.

Anahtar Kelimeler: Telomeraz, SNP, TERT, DKC1, hSATU1

-11-

01-03 Kasim 2024



13. ULUSAL MOLEKULER BiYOLOJi VE
BIYOTEKNOLOJi KONGRESI

Identification of high-risk harmful SNPs in telomerase-related some genes
by bioinformatics methods

Abstract

The enzyme ‘telomerase’ is responsible for telomere synthesis. Telomerase is the essential reverse
transcriptase required for linear chromosome maintenance in most eukaryotes. Telomerase con-
sists of two essential components: the functional RNA component (hTR), which serves as a tem-
plate for telomeric DNA synthesis, and hTERT, a catalytic protein with reverse transcriptase ac-
tivity. Three genes associated with telomerase have been selected; TERT, DKC1, hSTAU1. SNPs
(Single Nucleotide Polymorphisms) can be silent or affect protein function. Missense SNPs are
notable because they lead to amino acid substitutions that cause functional alterations of proteins
in humans. The NCBI dbSNP database was used to retrieve deleterious SNPs; online tools SIFT,
Meta-SNP, InterPro, PolyPhen-2, PolyPhen-2, SNPs&GO and PhD-SNP, Mutpred2, ConSurf,
NETSURF, HOPE were used to predict the functional effects of nsSNPs in telomerase-related
genes obtained from this database.

Key Words: Telomerase, SNP, TERT, DKC1, hSATU1
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QF-PCR Sonuclari ile Prenatal Trizomi Riskinin Tahmin
Edilmesinde Demografik, Klinik ve Genetik Verilerin
Roliine Makine Ogrenmesi Tabanh Bir Yaklasim
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Ozet

Prenatal trizomi (13, 18 ve 21) gibi kromozomal anomalilerin erken teshisi, gebelik yonetimi ve fetal
saglik acisindan bilylik 6nem tasimaktadir. Bu calismada, ultrason bulgulari, tarama testleri ve QF-PC-
R(Kantitatif Floresan Polimeraz Zincir Reaksiyonu) sonuglari gibi demografik, klinik ve genetik veri-
ler, yapay zeka ve makine 6grenmesi algoritmalart ile entegre edilerek trizomi riskinin erken ve dogru
tahmin edilmesi amaglanmistir. Veriler, 354 hastadan toplanmis ve Logistic Regression, Random Fo-
rest, Decision Tree ve K-Nearest Neighbors (KNN) algoritmalari kullanilarak analiz edilmistir.

Modellerin performanst AUC (Egri Altindaki Alan), F1 skoru ve dogruluk gibi metriklerle degerlendi-
rilmistir. Random Forest algoritmasi, en yiiksek performansi gostererek (AUC: 0.99, F1: 0.95) trizomi
riskini dogru tahmin etmede diger algoritmalar1 geride birakmustir. Logistic Regression da iy1 bir dog-
ruluk oran1 sunarken (AUC: 0.92), KNN algoritmasi1 daha diisiik performans sergilemistir (AUC: 0.51).

Sonuglar, yapay zeka tabanli yaklagimlarm trizomi riskinin erken teshisi ve gebelik yonetiminde 6nemli
bir ara¢ oldugunu gostermektedir. Random Forest algoritmasinin yiiksek dogrulugu, klinik karar sii-
reclerinde potansiyel olarak giivenilir bir arag olarak kullanilabilecegini ve erken miidahalelere olanak
saglayabilecegini ortaya koymaktadir. Bu modellerin kullanilmasi, yalnizca erken miidahaleleri kolay-
lastirmakla kalmay1p, ayn1 zamanda gereksiz miidahalelerin 6niine gecerek anne ve fetiis sagligini opti-
mize etme potansiyeli tasimaktadir. Bu modellerin gelistirilmesi, prenatal tanida daha kesin ve giivenilir
sonuglar elde edilmesine katki saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: Makine Ogrenmesi, Random Forest, QF-PCR, Prenatal Trizomi
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Genetik Hastaliklar1 Degerlendirme Merkezi verileri kullanilarak gergeklestirilmistir.
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A Machine Learning-Based Approach to Predicting Prenatal Trisomy Risk Using QF-PCR
Results and the Role of Demographic, Clinical, and Genetic Data

Abstract

The early detection of chromosomal anomalies such as trisomy (13, 18, and 21) is of great im-
portance for pregnancy management and fetal health. In this study, demographic, clinical, and
genetic data, including ultrasonography findings, screening test results, and QF-PCR (Quantitative
Fluorescent Polymerase Chain Reaction) results, were integrated with artificial intelligence and
machine learning algorithms to predict trisomy risk early and accurately. Data were collected from
354 patients and analyzed using Logistic Regression, Random Forest, Decision Tree, and K-Near-
est Neighbors (KNN) algorithms.

The performance of the models was evaluated using metrics such as AUC (Area Under the Curve),
F1 score, and accuracy. The Random Forest algorithm demonstrated the highest performance
(AUC: 0.99, F1:0.95), outperforming other algorithms in accurately predicting trisomy risk. While
Logistic Regression also offered a good accuracy rate (AUC: 0.92), the KNN algorithm showed
lower performance (AUC: 0.51).

The results indicate that Al-based approaches are important tools in the early diagnosis of trisomy
risk and pregnancy management. The high accuracy of the Random Forest algorithm suggests it
could potentially be used as a reliable tool in clinical decision-making and enable early interven-
tions. The use of these models not only facilitates early interventions but also has the potential to
prevent unnecessary procedures, thereby optimizing maternal and fetal health. The development
of these models can contribute to more precise and reliable outcomes in prenatal diagnosis.

Keywords: Machine Learning, Random Forest, QF-PCR, Prenatal Trisomy
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Alzheimer hastahiginda kreatin kinaz BB enzimine ait
roliin molekiiler kenetlenme yontemi kullanilarak in silico
yontemle belirlenmesi
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OZET

Alzheimer hastalig1 giiniimiizde yasli bireylerde sik¢a goriilen norodejeneratif bir hastaliktir. AD,
demansin baglica nedenlerinden biri olarak goriilmektedir. Temel yasamsal aktivitelerini gergek-
lestirmede sorun yaratan, hafiza, kisilik ve davranis dahil olmak iizere birgok beyin bolgesini et-
kileyerek bireylerin yasam kalitesini diistirmekle kalmayip sonucu 6liime gidebilen bir hastaliktir.
AD hastalig1 i¢in kullanilan mevcut tedavi yontemleri hastaligin temel sorununu ortadan kaldirmak
yerine daha ¢ok hastalifin engellenmesi ya da semptomlarinin etkisinin azaltilmasi yoniindedir.
Beyin tipi kreatin kinaz (CK-BB) ve Alzheimer hastaliginin arasindaki iliskiden bir¢ok kaynakta
bahsedilmistir. Bu tez ¢aligmasinda beyin tipi kreatin kinazin (CK-BB) Alzheimer hastaligi tizerin-
deki etkisi arastirilip bu konu ile alakali in silico bir ¢alisma yapilmigtir. CK-BB’ nin kristal yapisi-
na protein data bank (pdb) veri tabanindan ulagilmistir. Alzheimer hastaligina etki eden bitkilerin,
3200 etken molekiiliine Dr. Duke veri tabani iizerinden erisim saglanmistir. Lipinski kurallarina
uyan ve kan beyin bariyerini (BBB) gegen molekiiller secilerek ¢alismaya 720 molekiil ile devam
edilmistir. Calismaya dahil edilen 720 molekiiliin 6nce SPARTAN yazilimi ile konformer tarama-
lar1 yapilarak, ayni programda geometri optimizasyonlar1 gergeklestirilmistir. Kantitatif yapi- akti-
vite iliskisi (QSAR) parametre degerleri Spartan programi iizerinden hesaplanmigtir. Molekiillerin
kenetlenme calismalar1t AutodockVina yazilimi ile gergeklestirilmistir. Goriintiileme islemleri ve
etkilesim haritalar1 icin BIOVIA Discovery Studio yazilimi kullanilmistir. Lineer regresyon (LR)
analizi ile en iyi korelasyon gosteren molekiiller belirlenmistir. Sonug olarak se¢ilen aday bitki
etken molekiilleri ile referans gdsterilen ilaglar karsilastirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastaligi, CK-BB, Molekiiler Kenetlenme, QSAR
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Determination of the role of creatine kinase BB enzyme on Alzheimer’s disease
by using in silico molecular docking method.

Abstract

Alzheimer’s disease is a neurodegenerative disease frequently seen in elderly people today. Alz-
heimer’s disease is considered a major cause of dementia. It is a disease that causes problems with
basic activities of daily living, affects many areas of the brain, including memory, personality
and behavior, and not only reduces the quality of life of those affected, but can also lead to death.
Current treatments for Alzheimer’s disease focus on preventing the disease or reducing the impact
of its symptoms, rather than addressing the underlying problem of the disease. The relationship
between brain-type creatine kinase (CK-BB) and Alzheimer’s disease has been mentioned in many
sources. In this thesis, the effect of brain-type creatine kinase (CK-BB) on Alzheimer’s disease was
investigated and an in silico study was carried out. The crystal structure of CK-BB was obtained
from the protein data bank (pdb) database. Access to 3200 active molecules of plants that affect
Alzheimer’s disease has been provided through the Dr Duke database. The study was continued
with 720 molecules by selecting molecules that met the Lipinski rules and crossed the blood-brain
barrier (BBB). Conformer scans of 720 molecules included in the study were the first performed
with SPARTAN software and geometry optimization was also performed in the same program.
The Quantitative structure-activity relationship (QSAR) parameter values were calculated using
Spartan program. Molecular docking studies were performed using AutodockVina software. BIO-
VIA Discovery Studio software was used for the imaging and interaction maps. The best correlated
molecules were identified by Linear regression (LR) analysis. The selected candidate Phyto-active
molecules were then compared with the reference drugs.

Keywords: Alzheimer’s disease, CK-BB, Molecular Docking, QSAR
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Sa¢ kiran tedavisi icin bitki kaynakh yeni aday etken
molekiillerin in-siliko metotlar ile belirlenmesi
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Ozet

Alopesi Areata, sa¢ folikiillerini etkileyen kronik inflamatuar bir hastalik olup genetik ve ¢evresel
faktorlerin katkisiyla otoimmiin bir patoloji olarak tanimlandi. Alopesi Areata, genellikle kafa de-
risi ve viicut killarinda ani, iz birakmayan sa¢ dokiilmesi seklinde ortaya ¢ikar ve bazi vakalarda
Alopesi totalis veya Alopesi iiniversalis olarak tanimlandi. Hastaligin kesin nedeni bilinmemekle
birlikte, stres, genetik yatkinlik ve otoimmiinite gibi faktorlerle iliskisi arastirilmaktadir. Ayrica,
Alopesi Areata’nin psikolojik bozukluklarla gii¢lii bir baglantis1 oldugu ve hastalarin depresyon,
kaygi ve diisiik 6zgiiven gibi psiko-sosyal problemler yasayabildigi belirtildi.

Bu tez calismasinda; bitki molekiillerinin YKL40 proteini ile gerceklestirdigi kenetlenme sonu-
cunda elde edilen verilerin, referans ilag olan minoksidil ile karsilastirilmas: amaglanmistir. Calis-
mada; ardig¢ katrani, sedir katrani, karanfil ve ¢am terebentin bitkilerinden elde edilen 870 molekiil
analiz edilerek, SwissADME programi ile test edilmis ve sayisi 69’a indirildi. Bu molekiillerin
baglanma afiniteleri ve kimyasal parametreleri hesaplanmis, yapilan regresyon analizi sonucunda
31 molekiil secildi. Secilen 31 molekiilden 17°sinin referans ila¢ olan minoksidilden daha yiiksek
aktiviteye sahip oldugu bulunmus ve bu sonug tez hipotezini destekledi.

Calismanin sonuglari, molekiillerin YKL-40 proteininin aktif bolgesine uygun sekilde baglandi-
gin1 ve segilen alanin dogru tayin edildigini gosterdi. Aminoasitler ile yapilan etkilesim analizle-
rinde, Triptofan ve Asparajin gibi aminoasitlerle sik¢a bag kuruldugu, referans ila¢ minoksidilin
ise Prolin284 ile zayif bir etkilesimde oldugu ve Aspertik asit ile en iyi etkilesimde oldugu tespit
edildi. Calisilan molekiillerin tamaminin lipofilisite degerlerinin pozitif olmasi, proteinin aktif
bolge karakteristigi ile uyumlu oldugunu desteklendi. Bu veriler 15181nda, belirli molekiiller sag
kiran tedavisi i¢in aday olarak degerlendirildi.

Anahtar Kelimeler: Alopesi Areata, YKL40, Molekiiler Kenetlenme.
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Galleria mellonella L.’ nmin hemolenfinde mebendazolun
oksidatif etkisi
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Ozet

Son yillarda bazi antimikrobiyal etkiye sahip maddelerin zararli boceklerin miicadelesinde alter-
natif kimyasallar olarak onerildigi gorilmektedir. Calismamizda ar1 kovanlarinda meydana ge-
tirdigi biiyiik tahribat nedeniyle 6nemli bir tarim zararlis1 olan Galleria mellonella hemolenfin-
de antihelmintik madde mebendazol’un oksidatif etkisinin incelenmesi amaglandi. G. mellonella
larvalart 100g besinde 0.005, 0.05, 0.5, 1g mebendazol iceren besi yerlerinde 7. evreye kadar
beslendi. Bocegin 7. evrelerinden hemolenf toplanarak oksidatif stres belirteglerinden olan lipit
peroksidasyonu son tirlinii malondialdehit (MDA) ve protein oksidasyonu {irlinii protein karbonil
(PCO) miktarlar1 ile sitokrom P450 aktivitesi 6l¢iildii. MDA miktar1 kontrol grubunda 0,2320 +
0,0409 nmol/mg protein protein iken son konsantrasyonda 0,2946 + 0,0345 nmol/mg protein ola-
rak tespit edildi. Sitokrom P450 aktivitesinde ise kontrol grubunda 73,524 + 5,7606 U/mg protein/
min protein iken en yiiksek mebendazol miktarinda 88,794 + 12,368 U/mg protein/min protein
olarak o6l¢iildii ve sayisal deger olarak artisin gézlenmesine karsin bu yiikselmenin istatistiki ola-
rak anlaml1 olmadig1 bulundu. Kontrol grubunda 147,095 + 20,7461 nmol/mg protein olarak tespit
edilen PCO miktar1 en yiiksek konsantrasyonda 203,659 + 10,21 nmol/mg protein’e yiikselmis
olup, istatistiki olarak da 6nemli bir artis gozlendi. Mebendazoliin diger konsantrasyonlarinda da
PCO miktarinda anlamli yiikselmenin oldugu gozlemlendi. Elde edilen sonuglardan mebendazo-
lun G. mellonella’nin hemolenf dokusunda proteinler iizerine oksidatif bir etki gosterdigi ancak
detoksifikasyondan sorumlu enzim iizerinde anlamli bir degisiklik yapmadigi tespit edildi.

Anahtar Kelime: Galleria mellonella; mebendazol; sitokrom P450; oksidatif stres; hemolenf
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Oxidative effect of mebendazole on Galleria mellonella L. hemolymph

Abstract

In recent years, it has been observed that some antimicrobial substances have been suggested
as alternative chemicals in the control of pest insects. In our study, we aimed to investigate the
oxidative effect of the anthelmintic substance mebendazole on the hemolymph of Galleria mel-
lonella, which is an important agricultural pest due to the great destruction it causes in beehives.
G. mellonella larvae were fed in diet containing 0.005, 0.05, 0.5, 1 g mebendazole in 100 g of diet
until the 7th stage. Hemolymph was collected from the 7th stages of the insect and the amounts
of malondialdehyde (MDA), the end product of lipid peroxidation, protein carbonyl (PCO), the
product of protein oxidation, and cytochrome P450 activity were measured, which are indicators
of oxidative stress. The amount of MDA was determined as 0.2320 + 0.0409 nmol/mg protein in
the control group and 0.2946 + 0.0345 nmol/mg protein at the final concentration. Cytochrome
P450 activity was measured as 73.524 + 5.7606 U/mg protein/min protein in the control group and
88.794 £ 12.368 U/mg protein/min protein at the highest mebendazole amount and although an in-
crease was observed in numerical value, this increase was not found to be statistically significant.
The amount of PCO which was determined as 147.095 + 20.7461 nmol/mg protein in the control
group increased to 203.659 + 10.21 nmol/mg protein at the highest concentration and a statistically
significant increase was also observed. A significant increase in the amount of PCO was also ob-
served at other concentrations of mebendazole. From the results obtained, it was determined that
mebendazole had an oxidative effect on proteins in the hemolymph tissue of G. mellonella, but did
not cause a significant change on the enzyme responsible for detoxification.

Key Words: Galleria mellonella; mebendazole; cytochrome P450; oxidative stress; hemolymph
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BCR-ABL Analizlerinde RNA Konsantrasyonunun
Standardizasyonu: Dogruluk ve Tekrarlanabilirlik
Acisindan Bir Degerlendirme
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Ozet

Kronik Myeloid Losemi (KML) gibi hematolojik malignitelerin tedavisinde BCR-ABL kopya sa-
yisinin kantitatif belirlenmesi tani ve tedavi yanitin1 degerlendirmedeki en 6nemli kriterlerden
biridir. Bu testte standardizasyon; testlerin daha tutarli, kiyaslanabilir ve giivenilir olmasin1 saglar-
ken, yanlis pozitif veya negatif sonuglarin azalmasina katki saglamaktadir.

Bu ¢alismada, BCR-ABL fiizyon transkript dl¢iimlerinin standardizasyonu i¢in 6rnekler arasi
RNA konsantrasyon degiskenliginin, testin dogrulugu, hassasiyeti ve tekrarlanabilirligi acisindan
degerlendirilmesi amaglanmaistir.

Calismamizda, farkli BCR-ABL flizyon transkript diizeylerine sahip 20 6rnekte es zamanl kan-
titatif PCR yontemi (Real-Time PCR: RT-PCR) ile baslangic RNA miktarinin sonuglara etkisi
arastirilmistir. RNA miktarina bakilmaksizin 5 pL 6rnek ve 1000 ng RNA kullanilarak tek reaksi-
yonlu RT-PCR’lar1 (cDNA sentezi + amplifikasyon) gerceklestirilmistir. BCR-ABL miktarlarini
belirlemek igin standart egri olusturulmus ve BCR-ABL igin 6 farkli standart (10°, 105, 10%, 10°,
10%, 10") ve ABL igin 4 farkli standart (10°, 10°, 104, 10%) kullanilarak mutlak kantitatif analiz
yapilmistir. BCR-ABL uluslararasi skala standartlarina gore, en az 10.000 ABL kopya sayisina
ulagilmasi gerekliliginden, 10.000 ABL kopya sayisi altinda kalan veya hi¢ ¢alismayan 6rnekler
degerlendirilmeye alinmamaistir.

Ayni RT-PCR kosullarinda iki farkli RNA miktar1 karsilagtirildiginda, 1000 ng RNA ile baglanan
RT-PCR sonuglarinda 6rneklerin %98’inde BCR-ABL kantitasyonu saglanmistir. 5 ul RNA ile ya-
pilan RT-PCR calismasinda degerlendirilemeyen 6rneklerin ¢ogunlukla ABL kopya degerlerinin
diisiik oldugu ya da reaksiyonun hi¢ ¢alismadigi goriilmiistiir. Bu 6rnekler, 1000 ng RNA miktar1
ile tekrarlandiginda %80’ininde sonu¢ alinmustir.

BCR-ABL fiizyon transkript dl¢imlerinin RT-PCR yonteminde standart RNA miktari ile baglan-
masi degiskenligi azaltirken, yiiksek RNA konsantrasyonunun cDNA sentezini ve RT-PCR reak-
siyonunu inhibe ederek olumsuz yonde etkilemistir. RN A konsantrasyonunun standardizasyonunu
sonuglarin dogruluk ve tekrarlanabilirligini artirken, potansiyel inhibitor etkilerini minimize et-
mek agisindan 6nemli oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: BCR-ABL, RNA konsantrasyonu, Real-Time PCR, standardizasyon

-20 -

01-03 Kasim 2024



13. ULUSAL MOLEKULER BiYOLOJi VE
BIYOTEKNOLOJi KONGRESI

Standardization of RNA Concentration in BCR-ABL Analyses:
An Evaluation of Accuracy and Repeatability

Abstract

The quantitative determination of BCR-ABL copy numbers is one of the most critical criteria for
diagnosing and assessing treatment response in hematological malignancies such as Chronic My-
eloid Leukemia (CML). In this test, standardization contributes to making the tests more consis-
tent, comparable, and reliable while reducing the occurrence of false positive or negative results.

This study aims to evaluate the variability of RNA concentrations between samples for the stan-
dardization of BCR-ABL fusion transcript measurements concerning the accuracy, sensitivity, and
repeatability of the tests.

In our study, the effect of initial RNA quantity on results was investigated using a simultaneous
quantitative PCR method (Real-Time PCR: RT-PCR) in 20 samples with varying BCR-ABL fu-
sion transcript levels. Single-reaction RT-PCRs (¢cDNA synthesis + amplification) were performed
using 5 puL of sample and 1000 ng of RNA, regardless of the RNA quantity. A standard curve was
generated to determine BCR-ABL quantities, utilizing 6 different standards for BCR-ABL (10°,
10°, 104, 103, 10%, 10") and 4 different standards for ABL (10¢, 10°, 104, 10°) for absolute quantita-
tive analysis. According to the international scale standards for BCR-ABL, a minimum of 10,000
ABL copies must be reached; therefore, samples with fewer than 10,000 ABL copies or those that
did not yield results were excluded from evaluation.

When comparing two different RNA amounts under the same RT-PCR conditions, 98% of the
samples yielded BCR-ABL quantitation when starting with 1000 ng of RNA. In RT-PCR experi-
ments using 5 uL of RNA, it was observed that the majority of unassessable samples had low ABL
copy values or did not work at all. When these samples were repeated with an RNA amount of
1000 ng, results were obtained in 80% of cases.

Starting with a standardized RNA amount in BCR-ABL fusion transcript measurements using the
RT-PCR method reduced variability, while high RNA concentrations negatively affected cDNA
synthesis and RT-PCR reactions by inhibiting them. The standardization of RNA concentration
was found to be crucial for enhancing the accuracy and repeatability of results while minimizing
potential inhibitory effects.

Keywords: BCR-ABL, RNA concentration, Real-Time PCR, standardization
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Ogul otu (Melissa officinalis) adventif kok siispansiyon
kiiltiiriine uygulanan tiamin, pridoksin ve nikotinik asitin
biyomas, biyoaktif bilesik ve antioksidan aktiveye etkileri
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"Tokat Gaziosmanpasa Universitesi, Almus Meslek Yiiksekokulu, Ormancilik Boliimii,
Tokat, Tiirkiye
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Ozet

Bitki adventif kok kiiltiirleri tip ve eczacilik basta olmak iizere ¢ok cesitli sektorlerde kullanilan
biyoaktif bilesiklerinin {liretimi i¢in alternatif biyoteknolojik yontemlerdir. Bu metotla verimli bir
iiretimin saglanmasinda besin ortam bilesenlerinin optimizasyonu biiyiik 6nem tasimaktadir. Ad-
ventif kok kiiltiiriinde kullanilan temel besin ortami 6gelerinden vitaminlerin biyomas, biyoaktif
bilesik ve antioksidan aktiveye etkileri lizerine ¢alismalar oldukga yetersizdir. Bu ¢alismada, ogul
otu (Melissa officinalis) adventif kok siispansiyon kiiltiiriine uygulanan tiamin, pridoksin ve niko-
tinik asitin kok agirligi, rosmarinik asit, fenolik bilesik, flavonoid ve antioksidan aktiviteye etki-
lerinin belirlenmesi amaglanmistir. Koklerin antioksidan aktiviteleri serbest radikal giderme akti-
vitesi (DPPH"), katyon radikali giderme aktivitesi (ABTS™) ve indirgeme giicii aktivitesi (FRAP)
metotlariyla analiz edilmistir. Adventif kok indiiksiyonu hipokotil eksplantarinin 2 mg/L IBA, 30
g/L sukroz ve 2 g/L phytagel iceren temel MS besi ortaminda (Murashige ve Skoog) kiiltiire alin-
mastyla saglanmistir. Elde edilen adventif kokler ayn1 besin icerikli 40 mL s1vi besi ortami igeren
erlenmeyerlerde ¢alkayici lizerinde inkiibe edilmistir. Kiiltiiriin 30 giliniinde besin ortamina tiamin,
pridoksin ve nikotinik asit (50 mg/L) ilave edilerek 37. giinde hasat edilmistir. Tiamin adventif kok
agirhigini kontrol grubuna gore yaklasik 1.5 kat artirirken piridoksin ve nikotinik asit kontrole gore
onemli oranda azaltmistir. Uygulanan tiim vitaminler toplam fenolik bilesik icerigini dnemli 6l¢ii-
de artirmistir. En yiiksek toplam fenolik icerigi pridoksin uygulanan adventif koklerde 16,13 mg
GAE/g olarak belirlenmistir. Benzer sekilde en yliksek rosmarinik asit icerigi ve DPPH', ABTS™*
ve FRAP aktivitesi pridoksin uygulana adventif koklerde belirlenmistir. Ogul otu adventif kok kiil-
tiirleri degerli metabolitlerin tiretilmesi i¢in 6dnemli bir alternatif oldugu ve bu koklerin metabolit
igerigi, biyomas1 ve antioksidan aktivitesi vitaminlerden 6nemli 6l¢iide etkilenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Adventif kok; Antioksidan aktivite; Fenolik bilesik; Melissa officinalis;
Vitamin
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Effects of thiamine, pyridoxine, and nicotinic acid applied to lemon balm
(Melissa officinalis) adventitious root suspension culture on biomass,
bioactive compounds, and antioxidant activity

Abstract

Plant adventitious root cultures are alternative biotechnological methods for producing bioactive
compounds used in a wide variety of sectors, especially medicine and pharmacy. The optimization
of nutrient medium components is of great importance in ensuring efficient production using this
method. Research on the effects of vitamins, which are the essential nutrient medium components
used in adventitious root culture, on biomass, bioactive compounds, and antioxidant activation is
quite insufficient. This study aimed to determine the effects of thiamine, pyridoxine, and nicotinic
acid applied to the adventitious root suspension culture of lemon balm (Melissa officinalis) on
root weight, rosmarinic acid, phenolic compounds, flavonoids, and antioxidant activities. Antiox-
idant activities of the roots were analyzed using free radical scavenging activity (DPPHe), cation
radical scavenging activity (ABTSe+), and ferric reducing antioxidant power (FRAP) methods.
Adventitious root induction was achieved by culturing hypocotyl explants in a basic MS medium
(Murashige and Skoog) containing 2 mg/L IBA, 30 g/L sucrose, and 2 g/L phytagel. The obtained
adventitious roots were incubated on a shaker in Erlenmeyers containing 40 mL of liquid medium
with the same nutrient content. Thiamine, pyridoxine, and nicotinic acid (50 mg/L) were added to
the nutrient medium on the 30th day of culture and harvested on the 37th day. Thiamine increased
adventitious root weight approximately 1.5 times compared to the control group, while pyridox-
ine and nicotinic acid significantly decreased it compared to the control. All applied vitamins
significantly increased the total phenolic compound content. The highest total phenolic content
was determined as 16.13 mg GAE/g in adventitious roots applied with pyridoxine. Similarly, the
highest rosmarinic acid content and DPPHe, ABTS++, and FRAP activities were determined in
pyridoxine-treated adventitious roots. Lemon balm adventitious root cultures are an important
alternative for the production of valuable metabolites, and metabolite content, biomass, and anti-
oxidant activity are significantly affected by vitamins.

Keywords: Adventitious root ; Antioxidant activity; Melissa officinalis; Phenolic compound; Vi-
tamin
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Leiurus abdullahbayrami tiru akrep venomu bilesenlerinin
fosfolipaz A2 enzim aktivitesinin arastirilmasi
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Ozet

Leiurus abdullahbayrami Glineydogu Anadolu bolgesinde yayilim gosteren ve halk saglig agisin-
dan 6nemli olan bir akrep tiiriidiir. Akrep venomlar1 enzim ve norotoksik peptidler igeren biyoaktif
molekiillerin kompleks karigimlaridir. Bu ¢alismada Leiurus abdullahbayrami ham venomunun ve
bilesenlerinin fosfolipaz A2 aktiviteleri arastirilmistir. Bu kapsamda, elektrostimiilasyon yontemi
kullanilarak akreplerden ham venom elde edilmis ve Ters Faz Yiiksek Performans Sivi Kroma-
tografisi ile kromatografik profil belirlenerek saflastirilmistir. Egg yolk agaroz yontemi kullanila-
rak ham venom ve bilesenlerin fosfolipaz A2 aktiviteleri arastirilmistir. Ham venomun egg yolk
agaroz ile 24 saat inkiibasyon sonucundaki fosfolipaz A2 aktivitesi 1 cm’lik seffaf zonlar olarak
belirlenmistir. S1v1 kromatografisinde 3’er dakikalik fraksiyonlar olmak tizere toplam 41 major
fraksiyon elde edilmis ve fraksiyonlarin fosfolipaz A2 aktiviteleri en fazla 30-33, 33-36 ve 36-39.
dakikalari i¢in belirlenmis ve sirasiyla 1,4 cm, 2,4 cm ve 2 cm olarak zon ¢aplar 6l¢lilmiistiir. Ay-
rica 39-42, 42-45, 45-48, 48-51 ve 51-54. dakikalarda da sirastyla 1,4 cm, 1,6 cm, 1 cm, 1,4 cm,
1,2 cm olarak zon ¢aplar1 dl¢lilmiistiir. Ardindan en fazla aktivitenin gézlendigi 30-39. dakikalar
ileri saflagtirilmaya alinarak 17 farkli alikonma siirelerinde fraksiyonlanmigtir. Her fraksiyon 20
ul olacak sekilde yeniden fosfolipaz A2 aktivitesi i¢in arastirilmistir. Toplam 12 fraksiyon 0,8- 2,0
cm araliginda olmak iizere seffaf zon gozlenmistir. Pozitif kontrol olarak ham bal aris1 venomu
ve negatif kontrol olarak %0,9’lik NaCl ¢6zeltisi kullanilmistir. Sonug olarak, bu caligsma ile sivi
kromatografisi fraksiyonlama tekniklerinin kullanimiyla Leiurus abdullahbayrami tiri akrep ve-
nomunda bulunan peptidlerin kromatografik profili belirlenmis ve ileri saflastirma asamalar1 ile
fosfolipaz A2 aktiviteli fraksiyonlarin eldesi ve aktivitesi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Leiurus abdullahbayrami, akrep; fosfolipaz A2; kromatografi
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Investigation of phospholipase A2 enzyme activity of Leiurus abdullahbayrami
species scorpion venom components

Abstract

Leiurus abdullahbayrami is a scorpion species distributed in the Southeastern Anatolia region
and is important in terms of public health. Scorpion venoms are complex mixtures of bioactive
molecules, including enzymes and neurotoxic peptides. In this study, the phospholipase A2 ac-
tivities of the crude venom and its components of Leiurus abdullahbayrami were investigated. In
this context, crude venom was obtained from scorpions using the electrostimulation method, and
its chromatographic profile was determined and purified using Reverse Phase High Performance
Liquid Chromatography. The phospholipase A2 activities of the crude venom and its components
were investigated using the egg yolk agarose method. After 24 hours of incubation with egg yolk
agarose, the phospholipase A2 activity of the crude venom was determined as 1 cm clear zone.
In the liquid chromatography, a total of 41 major fractions were obtained in 3-minute intervals,
and the phospholipase A2 activities were highest in the 30-33, 33-36, and 36-39 minute fractions,
with zone diameters of 1,4 cm, 2,4 cm, and 2 cm, respectively. Additionally, zone diameters were
measured as 1,4 cm, 1,6 cm, 1 cm, 1,4 cm, and 1,2 cm for the 39-42, 42-45, 45-48, 48-51, and
51-54-minute fractions, respectively. Subsequently, the fractions with the highest activity, between
30-39 minutes, were further purified and fractionated at 17 different retention times. Each fraction,
in 20 ul samples, was re-investigated for phospholipase A2 activity. A total of 12 fractions showed
clear zones ranging from 0,8 to 2,0 cm. Crude honey bee venom was used as a positive control,
and a 0.9% NaCl solution was used as a negative control. In conclusion, this study demonstrated
the chromatographic profile of peptides in the venom of Leiurus abdullahbayrami using liquid
chromatography fractionation techniques, and through further purification steps, fractions with
phospholipase A2 activity were identified and their activity was shown.

Keywords: Leiurus abdullahbayrami, scorpion; phospholipase; chromatography
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Memeli hiicre kiiltiriinde salgilanabilir Bovine Viral Diyare
Virusu E2 proteini iiretimi icin genetik bir sistemin tasarimi
ve gelistirilmesi
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Ozet

Bu calismada, memeli hiicre kiiltiiriinde salgilanabilir bir antijen iiretim sistemi kurulmas1 amac-
lanmistir. Bu amagla, pcDNA3.1 ekspresyon vektorii temel alinarak yeni bir ekspresyon sistemi
tasarlanmistir. ilk olarak, hedef proteinin hiicre disina verimli bir sekilde salgilanabilmesi igin
N-terminal kismina IgK lider dizisi NEBuilder HiFi kiti ile klonlanmistir. Ayrica, proteinin ¢ozii-
niirliigiinii arttirmak i¢in proteinin C-terminal ucuna 14 aminoasitlik katlanmamis (unfolded) bir
kisim eklenmistir. Proteinin saflastirilmasi ve tespitinin kolaylastirilmasi amaciyla yine C-termi-
nusuna HisTag epitopu eklenerek pcDNA3IgK, .14aa.HisTag plazmidi olusturulmustur. Bu ge-
netik yapimnin etkinligini degerlendirmek i¢in ilk olarak yesil floresan protein (GFP) geni model
olarak kullanilmistir. GFP geninin bu yeni vektére klonlanmasi ve transfekte edilen hiicrelerde
GFP ekspresyonu sonucunda sistemin islevsel oldugunun gosterilmesi amaglanmistir. Ilerleyen
calismalarda sigir viral diyare viriisiiniin (BVDV) E2 glikoproteininin bu sisteme klonlanmast
hedeflenmektedir. Oncelikle bir transmembran (TM) domain iceren BVDV E2 geninin in silico
yontemlerle TM domaini belirlenmis ve IgK lider dizisi ve HisTag varliginda protein katlanmasi
incelenmistir. Serum icermeyen besiyerinde biiyliyebilen ve yiiksek miktarda rekombinant antijen
tiretebilen BHK21 ve HEK293FT hiicrelerinde gerek adherent gerek suspansiyon hiicre kiiltiirle-
rinde yiiksek verimlilikte ve saflikta antijen elde edilmesi i¢in bir deneysel dizayn gelistirilmesi
hedeflenmektedir. Elde edilen sonugclar, tasarlanan sistemin farkli proteinlerin memeli hiicrelerde
salgilanabilir olarak iiretilmesi i¢in potansiyel bir arag oldugunu gostermektedir. Bu sistem, BVDV
gibi 6nemli hayvan hastaliklarina kars1 yeni tan1 kitleri ve asilarin gelistirilmesinde kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: ekspresyon vektorii; salgilanabilir antijen; sigir viral diyare viriisii E2 anti-
jeni
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Design and development of a genetic system for the production of secreted Bovine Viral Di-
arrhea Virus E2 protein in mammalian cells

Abstract

In this study, a novel genetic system was established for the production of a secreted antigen in
mammalian cell culture. The pcDNA3.1 expression vector was used as a backbone, and IgK lead-
er sequence was inserted to the N-terminus of the target protein to facilitate its efficient secretion
from the cell. Additionally, a 14-amino acid unstructured region was added to the C-terminus to
enhance protein solubility, and His-tag epitope was added for protein purification. To demonstrate
the efficiency of this genetic construct, green fluorescent protein (GFP) was used. We aimed to
demonstrate the functionality of the system by cloning the GFP gene into this new vector and
expressing GFP in transfected cells. In subsequent studies, we intend to clone the E2 protein into
this system. The TM domain of the BVDV E2 gene containing a transmembrane (TM) domain
was determined in silico, and protein folding was investigated in the presence of the IgK leader
sequence and His-tag. To achieve high-yield and high-purity production of recombinant antigen
in both adherent and suspension cell cultures of BHK21 and HEK293FT cells that can grow in
serum-free media, an experimental design is aimed to be developed. The designed system has the
potential to be used for the production of various proteins as secreted antigens in mammalian cells.
This can be used in the development of diagnostic kits and vaccines against important animal dis-
eases such as BVDV.

Keywords: expression vector; secreted antigen; bovine viral diarrhea virus E2 glycoprotein
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Hedera helix’in Dogal Rejenerasyon Uriinii Olarak
Kullanilma Potansiyelinin Arastirilmasi
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Ozet

Bu projede etanol ve dH,O ¢ozeltisi ile elde edilen Hedera helix bitki ekstraktinin, mikroorga-
nizmalar tizerindeki kapsamli antimikrobiyal aktivitesi gdzlemlenmesi hedeflenmistir. Literatiirde
antimikrobiyal aktivitesi kanitlanmis olan Hedera helix ekstrakti ile MIC, agar kuyu difiizyon ve
disk difiizyon testleri uygulandi. Onceden belirlenmis yerlerden alinan 6rnekler EMB ve SDA’ya
ekimi yapildi. Izole edilen 6rneklerden segilen mikroorganizmalar kullanilarak bitki ekstraktlari-
nin antimikrobiyal aktivite diizeyleri belirlendi. Deneyler sonucunda Hedera helix ekstraktinin,
kullanilan mikroorganizmalar iizerinde antimikrobiyal aktivite gozle goriiliir bir etki gostermedigi
gozlemledi. Bunun sebebi deneylerde kullanilan Hedera helix ekstrakt miktarinin az oldugu diisii-
niilityordu. Kullanilan mikroorganizmalarin identifikasyonlar1 sonrasi literatiirde yapilan arastir-
malar sonucu Hedera helix ekstraktinin kullanilan Klebsiella oxytoca ve Bacillus megaterium’un
iizerinde etki etmedigi sonucuna ulasildi.

Anahtar Kelimeler: Dogal rejenerasyon; Biyolojik temizlik; Mikrobiyolojik korozyon; Anti-
mikrobiyal aktivite; Hedera helix
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Investigation of the Potential of Hedera helix as a Natural Regeneration Product

Abstract

In this project, it was aimed to observe the comprehensive antimicrobial activity of Hedera he-
lix plant extract obtained with ethanol and dH,O solution on microorganisms. MIC, agar well
diffusion and disk diffusion tests were performed with Hedera helix extract, which has proven
antimicrobial activity in the literature. Samples taken from predetermined locations were cultured
on EMB and SDA. The antimicrobial activity levels of the plant extracts were determined using
microorganisms selected from the isolated samples. As a result of the experiments, it was observed
that Hedera helix extract did not show a visible antimicrobial activity on the microorganisms used.
The reason for this was thought to be the small amount of Hedera helix extract used in the exper-
iments. After the identification of the microorganisms used, it was concluded that Hedera helix
extract had no effect on Klebsiella oxytoca and Bacillus megaterium.

Keywords: Natural regeneration; Biological cleaning; Microbiological corrosion; Antimicrobial

activity; Hedera helix
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Human papillomavirus (HPV) varhg ile klinige basvurma
nedenleri arasindaki iliskinin degerlendirilmesi
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Ozet

Human papillomavirus (HPV), en yaygin cinsel yolla bulasan enfeksiyondur ve HPV 16 ile 18,
servikal kanser vakalarinin yaklasik %70’inden sorumludur. Tarama ve as1 programlari sayesinde
HPV’nin siklig1 azalmakla birlikte, tarama programlarinin tam olarak uygulanamadig: gelismekte
olan iilkelerde hala 6nemli bir sorun olusturmaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda kadinlarin klinige
basvurma nedenleri ve HPV ile olan iligkisinin incelenmesi amaglanmistir (Etik no: GO18/908-
09). Bu amagla Hybrid Capture®2 teknolojisiyle HPV taramasi yapilmis 171 kadin ¢caligmaya dahil
edilmistir. HPV pozitif 74 kadin (%43,3) calisma grubu, HPV negatif olan 97 (%56,7) kadin ise
kontrol grubu olarak degerlendirilmistir. HPV pozitif kadinlarin %33,9’u yiiksek riskli, %9,4’1 ise
diistik riskli HPV tipi agisindan pozitif bulunmustur. HPV pozitif kadinlarin %26,3’{inde tek tip
HPV bulunurken, %17,0’sinde birden fazla HPV tipi bir arada bulunmaktadir. Birden fazla HPV
pozitifligi gosteren kadinlarin %55.2’sinde HPV tip 16 bulunmasi dikkati ¢ekmistir. Bagvurma
nedenleri agisindan, 171 kadiin 60’1 (%35,1) rutin kontrol, 44’1 (%25,7) jinekolojik sikayet ve
67’s1 (%39,2) jinekolojik 6ykii nedeniyle klinige basvurmustur. HPV varligi ile bagvuru nedenleri
arasindaki iligki incelendiginde, HPV pozitif kadinlarin %45,9’unun rutin kontrol amaciyla klinige
basvurdugu saptanmustir. Yapilan istatistiksel analizlerde, rutin kontrol nedeniyle bagvuran kadin-
lar ile jinekolojik sikayet veya Oykii nedeniyle bagvuranlar arasinda HPV varligi agisindan anlaml
bir fark oldugu goriilmiistiir (p=0.004). Bununla birlikte, HPV risk tipi ve birden fazla HPV tipi
ile enfekte olma durumunun basvurma nedenleriyle arasinda anlamli bir iliski bulunamamaistir
(p>0.05). Sonug olarak, rutin kontrol amaciyla hastanelere bagsvuran kadinlarda HPV pozitiflik
oraninin jinekolojik sikayetler ve jinekolojik dykiiler ile bagvuranlara kiyasla daha yiiksek goz-
lemlenmesi diizenli gerceklestirilen taramanin kadin sagligi icin 6nemini vurgulamaktadir.

Anahtar Kelimeler: HPV; diisiik risk; jinekolojik 6ykii; rutin kontrol; jinekolojik sikayet; servi-
kovajinal simir
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Evaluation of the relationship between the presence of human papillomavirus (HPV) and
reasons for clinic attendance

Abstract

Human papillomavirus (HPV) is the most common sexually transmitted infection and HPV 16 and
18 are responsible for about 70% of cervical cancer cases. Although the prevalence of HPV has
decreased due to screening and vaccination programs, it remains a significant issue in developing
countries where screening programs are not fully implemented. Therefore, our study aims to in-
vestigate the reasons for women’s attendance at the clinic and their relationship with HPV (Ethic
no: GO18/908-09). For this purpose, 171 women who were screened for HPV with Hybrid Cap-
ture®2 technology were included in the study. HPV-positive 74 women (43.3%) were considered
the study group, and HPV-negative 97 women (56.7%) were considered the control group. Among
HPV positive women, 33.9% were positive for high-risk and 9.4% for low-risk HPV types. While
26.3% of HPV-positive women had a single type of HPV, 17.0% had multiple types of HPV infec-
tion at the same time. It was notable that HPV type 16 was found in 55.2% of women who tested
positive for multiple HPV types. In terms of reasons for attendance, 60 out of 171 women (35.1%)
visited the clinic for a routine control, 44 (25.7%) for gynecological complaints, and 67 (39.2%)
due to a gynecological history. When examining the relationship between HPV presence and rea-
sons for attendance, it was found that 45.9% of HPV-positive women visited the clinic for a routine
control. Statistical analyses showed a significant difference in HPV presence between women who
attended for routine control and those who attended for gynecological complaints or history (p =
0.004). However, no significant relationship was found between HPV risk type and the presence
of multiple HPV infections and the reasons for attendance (p>0.05). In conclusion, the observation
of a higher HPV positivity rate among women attending hospitals for routine control compared
to those attending for gynecological complaints and histories highlights the importance of regular
screening for women’s health.

Keywords: HPV; low risk; gynecological history; routine screening; gynecologic complaints; cer-
vicovaginal smear.
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Ozet

Serbest radikallerin zararh etkilerinden korunmada rol alan antioksidanlar, giiclii antikanser te-
rapotikleri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Giiniimiizde tedavide kullanilan kemoterapi ilaglarinin
insan viicudu lizerindeki zararh yan etkileri dikkate alindiginda dogal antioksidanlar umut vade-
den antikanser bilesikleri arasindadir. Endojen kaynakli antioksidanlardan katalaz enzimi hiicre
omriinii etkileyen antioksidan enzimlerden biridir. Bu 6zellikleri, oksidatif stres varliginda olusan
reaktif oksijen tiirleri ile hiicrenin bas edebilmesi esnasindaki katkilarindan kaynaklanmaktadir.
Son zamanlarda antikanser ¢aligmalarinda hedef molekiillerin belirlenmesi, kanser tedavilerinde
destek tedavi icin ilag kesiflerinde kullanilmalarin1 kolaylastirmaktadir. Hedef molekiil olarak E.
coli’de laboratuvarimizda yillardir saf olarak iiretilen S. thermophilum kaynakli rekombinant kata-
laz fenol oksidazin (rKATFO) kesfi ve etkili bircok 6zelligi (¢ift aktivite yetenegi, fenolik madde-
lerin antioksidan 6zelliklerini arttirici etkisi, yiiksek stabilite, vb); ancak kanser tedavisindeki rolii
hala belirsizdir. Bu kapsamda S. thermophilum 'un ¢ift aktiviteli rKATFO enziminin MCF-7 hiicre
hatt1 {izerindeki sitotoksik (WST-1 analizi) etkisi incelendi. MCF-7 hiicreleri dncelikle 96 kuyulu
hiicre kiiltiirii plakalarina her kuyucuguna 2x10* hiicre/mL de olacak sekilde ekildi. Belirlenen
konsantrasyonlarda rKATFO (25, 50, 100, 200, 500 ve 1000 U/mL) uygulanarak hiicreler 24 ve 48
saat inkiibe edildikten sonra her bir kuyuya 10 pL WST-1 boyasi eklenip 1-4 saat 37°C’de inkiibe
edilecek ve 460-620 nm dalga aralifinda Elisa Reader’da dl¢timleri yapildi. Canlilik analizi ile
elde edilen veriler degerlendirilerek MCF-7 hiicrelerinde rKATFO i¢in 24 saat uygulama sonra-
sinda 206 U/mL etkin konsantrasyon (IC, ) olarak belirlendi. Sonugta, rKATFO’nun meme kanser
hiicre hattina kars1 sitotoksik etki gosterdigi gozlenmis olup kanser hiicrelerine karsi antiprolifera-
tif bir ajan olarak kullanilma potansiyeline sahip oldugu 6ngoriilmektedir.
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In vitro Examination of Recombinant KATFO Enzyme in MCF-7 Cell Line

Abstract

Antioxidants, which play a role in protecting against the harmful effects of free radicals, appear to
be effective therapeutic agents against cancer. Considering the harmful side effects on the human
body of chemotherapeutic drugs used for treatment today, natural antioxidants are among the most
promising cancer-fighting agents. The enzyme catalase, one of the body’s own antioxidants, is
one of the antioxidant enzymes that influence cell life. These properties are due to its contribution
to the cell’s ability to deal with reactive oxygen species produced during oxidative stress. More
recently, the identification of target molecules in anticancer studies has facilitated their use in
drug discovery for adjuvant therapy in cancer treatments. The discovery of recombinant catalase
phenol oxidase (rKATFO) derived from S. thermophilum, which has been produced in E. coli in
our laboratory for years, and its numerous effective properties (dual activity capacity, increase in
antioxidant properties of phenolic substances, high stability, etc.) should be mentioned as a target
molecule; however, its role in cancer treatment is still unclear. In this context, the cytotoxic effect
(WST-1 assay) of the double active rKATFO enzyme of S. thermophilum on the MCF-7 cell line
was investigated. MCF-7 cells were first seeded in 96-well culture plates at 2x10* cells/mL each.
After incubating the cells with rKATFO (25, 50, 100, 200, 500 and 1000 U/mL) at the specified
concentrations for 24 and 48 hours, 10 uL of WST-1 dye was added to each well, incubated at
37 °C for 1-4 hours and measured in the Elisa Reader at 460-620 nm. The data obtained by
viability analysis were evaluated, and 206 U/mL was determined as the effective concentra-
tion (IC,)) for rKATFO in MCF-7 cells after 24 hours of application. In conclusion, rKATFO was
found to exhibit a cytotoxic effect against breast cancer cell lines, and it is predicted to have the
potential to be used as an antiproliferative agent against cancer cells.

Keywords: Scytalidium thermophilum; catalase; phenol oxidase; cancer; recombinant
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Ozet

Pea3 / ETV4, Erm / ETVS ve Er81 / ETV1, ETS alani transkripsiyon faktorii siiper ailesi igin-
deki PEA3 alt ailesine ait transkripsiyon faktorleridir. Sinir sisteminde motor ndron devreleri-
nin olusumu, retinal farklilagsma, akson uzamasi vb. gibi bircok siiregte yer alirlar. Bu gorevlerle,
Pea3 proteinlerinin 6zellikle Norovaskiiler sistemde gelisim sirasinda hiicre-hiicre etkilesiminde
rol oynadig1 varsayilmaktadir. Pea3 fosfomutantlarinin néronal ve vaskiiler hiicreler arasindaki
iletisim tizerinde herhangi bir etkisi olup olmadigini kontrol etmek i¢cin model COPASI programi
ile olusturulmustur. Belirlenen adimlarda kullanilan kcat ve k degerleri degistirilerek nPea3 fosfo-
mutantlarinin olusumu, nPea3 mutantlarinin DNA baglama yetenekleri ve nPea3P fosfomutantla-
rinin transaktivasyon aktivitesi incelenmistir. ilerleyen deneyler i¢in ise HUVEC ve Retinal 6nciil
hiicreler i¢in hangi transfeksiyon ajaninin ve hangi konsantrasyonlarda kullanilacagini segmek
icin kontrol deneyleri yapildi. GraphPad’de ¢izilen grafiklerde goriilmiistiir ki fosfomutantlar1 si-
miile etmek i¢in kcat degerlerinin degistirilmesi, fosforilasyon seviyelerinin azalmasi nedeniyle
mutantlarin DNA baglanma yeteneginin azalmasina neden olmustur. Transaktivite tizerindeki etki,
hem kcat hem de k degerleri birlikte degistirilerek arastirilmis ve degerlerdeki degisimin negatif
etkiyi daha da artirdig1 ve transaktivitede bir azalmaya neden olabilecegi gosterilmistir. COPASI
sonuglarinin test edilmesi amaciyla kurulan kontrol deneyleri sonucunda, kullanilan hiicrelerde en
iyi sonuclari veren transfeksiyon reaktifinin PEIpro® oldugu goriilmiistiir. Kullanilan her iki hiicre
hattt i¢in 1ug DNA:1ul PEIpro® ajani oraninin uygun oldugu bulunmustur.

Ilerleyen donemde yapilacak deneylerde PEIpro® ile deneylere devam edilecek olup 1002 ve
BAP projelerimizin sonuglart COPASI sonuglariyla ayrintili olarak karsilastirilacaktir.

Anahtar Kelimeler: ETS domain transkripsiyon faktorii ailesi, Pea3 transkripsiyon faktorii, CO-
PASI
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Role Of Pea3 Proteins In Cell-To-Cell Interactions In Retinal Neurons

Abstract

Pea3 / ETV4, Erm / ETVS, and Er81 / ETV1 are transcription factors belonging to the PEA3
subfamily within the ETS domain transcription factor superfamily. They are involved in many
processes such as formation of motor neuron circuits in the nervous system, retinal differentiation,
and axon elongation etc. With these tasks, Pea3 proteins are hypothesized to play a role in cell-cell
interaction during development, especially in Neurovascular system. To check are there any effect
of Pea3 phosphomutants on communication between neuronal and vascular cells, the model was
created with the COPASI program. By changing the values of kcat and k used in the determined
steps the creation of nPea3 phosphomutants, the DNA binding abilities of nPea3 mutants, and
the transactivation activity of nPea3P phosphomutants were examined. Control experiments were
performed to select which transfection agent and at what concentrations to use for HUVEC and
Retinal precursor cells. Changing the kcat values to simulate phosphomutants resulted in reduced
DNA binding ability of the mutants because phosphorylation levels decreased in the graphs plot-
ted in GraphPad. The effect on transactivity was investigated by changing both kcat and k values
together, and it has been shown that change of values further increased the negative effect and may
cause a reduction in transactivity. As a result of control experiments, it was observed that the trans-
fection reagent that gave the best results in the cells used was PEIpro®. A ratio of 1ug DNA:1pl
reagent was found appropriate for both cell lines used. In the experiments to be carried out in the
following period, experiments with PEIpro® will be continued and the results of our 1002 and
BAP projects will be compared with the COPASI results in detail.

Keywords: ETS domain transcription factor family, Pea3 transcription factor, COPASI
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Ozet

Kahve bitkisinden ekstrakte edilmis eksozom benzeri nanopartikiillerin (EPDEN) igerigindeki
miRNA’larin kahve tiiketimiyle dolasima gecerek alemler arasi gen regiilasyonunu etkileme po-
tansiyeli vardir. Fakat, demlenmis kahvedeki miRNA miktar1 ve demleme yontemlerinin miRNA
miktaria etkisi heniiz arastirilmamistir. Bu kapsamda ¢alismamizda Tiirk kahvesi, filtre kahve ve
French press demleme yontemlerinin basing, filtrasyon ve sicaklik gibi parametrelerinin etkisiyle
kahve igeriginde yer alan total RNA ve miRNA miktarina etkileri incelenmistir. Arabica kahve
bitkisinden elde edilmis kahve c¢ekirdekleri ile yapilan kahve igeceklerinden iki farkli RNA izo-
lasyon kiti (miRNeasy Seum/Plazma Advance, Qiagen ve EURXx GeneMATRIX Universal RNA/
miRNA Purification Kit, EURx) kullanilarak RNA izole edilmistir. izole edilen RNA &rneklerinin
RNA ve miRNA igerikleri spektrofotometrik ve florometrik yontemler kullanilarak 6l¢iilmiistiir.
Calismamiz sonucunda {i¢ kahve demleme yontemiyle hazirlanan kahve 6rneklerinden 6lciilebilir
miktarlarda miRNA (>0.025 ng/ul) elde edilmistir. Bununla beraber, kahve demleme yontemleri-
nin i¢eceklerin miRNA igeriklerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkisi olmadig1 ve kahve miR-
NA’larinin uygulanan yontemlere direnc¢li oldugu saptanmistir. Bulgularimiz kahve icerigindeki
miRNA’larin memeli dolasimina gecisi ve hedef mRNA’larin1 regiile etme potansiyelinin daha
kapsamli caligmalarla incelenmesi iizerine 6n veriler sunarak bu alanda daha fazla aragtirma yapil-
masi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: miRNA, arabica kahve, EPDENs, Alemler aras1 gen regiilasyonu
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Influence of Coffee Brewing Methods on Coffee Total RNA and miRNA Content

Abstract

The presence of miRNA in exosome-like nanoparticles (EPDEN) extracted from the coffee plant
has the potential to enter the bloodstream through coffee consumption and influence cross-king-
dom gene regulation. Recent studies have indicated that EPDENs derived from plants can enter
the circulation of animals and transfer various proteins, lipids, and nucleic acids to animal cells.
However, the quantity of miRNA in commonly consumed coffee beverages post-brewing and the
impact of brewing methods on miRNA levels have not yet been explored. In this study, we inves-
tigated how Turkish coffee, filter coffee, and French press brewing methods affect the levels of
total RNA and miRNA in coffee. We examined the impact of parameters such as pressure, filtra-
tion, and temperature. RNA was extracted from coffee made with Arabica coffee beans using two
different RNA isolation kits (miRNeasy Serum/Plasma Advance from Qiagen and EURx Gene-
MATRIX Universal RNA/miRNA Purification Kit from EURx). The RNA and miRNA levels in
the isolated RNA samples were measured using spectrophotometric and fluorometric methods.
Our study found measurable amounts of miRNA (>0.025 ng/ul) in coffee samples prepared using
three different brewing methods. However, we also found that the brewing methods did not have
a statistically significant effect on the miRNA content of the beverages and that coffee miRNAs
were resistant to the applied methods. These findings provide preliminary data on the presence of
miRNAs in coffee and their potential to regulate target mRNAs in mammalian circulation. This
suggests the need for further research in this area.

Keywords: microRNA, Arabica coffee, EPDENS, cross-kingdom gene regulation
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Ozet

Giliniimiize kadar yapilmis caligmalarda hiicre igerisinde sentezlenen DNA, RNA ve protein gibi
biyopolimerlerin lizerinde ¢ok fazla sayida modifikasyon tespit edilmistir. DNA’daki kalitsal bilgi-
nin tasinmasindan protein sentezine kadar bir¢ok hiicre i¢i faaliyette gorevi olan RNA molekiilleri
tizerinde 150’den fazla niikleozit modifikasyonu rapor edilmis, her gegen giin bu say1 artmaktadir.
Bu modifikasyonlar mRNA ile tRNA, rRNA, ve miRNA gibi hem kodlayan hem de kodlamayan
RNA tiirlerinde tanimlanmis olup, RNA tiirlerinin yapisal biitlinliigii, stabilitesi ve fonksiyonel
kapasitesi tlizerinde etkili oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Yapilan son c¢aligmalar modifikasyonlarin
farkli RNA tiirlerindeki dagiliminin, transkripsiyon ve translasyon da dahil olmak {izere bir¢ok
hiicre i¢1 molekiiler mekanizma yoluyla protein iiretimini etkileyebilecegini gostermistir. RNA
modifikasyonlarini yiikleyen enzimler arasinda mayalardan insanlara kadar bir¢ok organizmada
korunmus olan tRNA metiltransferaz (Trm) niikleozit modifiye edici enzim ailesi 6nemli bir yere
sahiptir ¢iinkli tRNA metilasyonlarinin tRNA yapisinin stabilizasyonundan, kodon-antikodon et-
kilesiminin gii¢lendirilmesi ve Wobble baz eslesmesinin diizenlenmesine kadar protein sentezinin
farkli adimlart ile baglantili oldugu tespit edilmistir. Calismamizda, Saccharomyces cerevisiae
trm11A mutantlariin kiiciik molekiil kaynakli ilag stresine verdigi tepkiyi inceledik. Bunun i¢in
yabanil tip (YT) ve mutant maya hiicrelerini, degisen konsantrasyonlarda siklohekzimit, penisilin
g, triklosan da dahil olmak tizere 13 farkl kiiclik molekiile maruz birakarak hiicrelerin biiylime
fenotiplerindeki degisimleri arastirdik. Elde etti§imiz sonuglar ile m*G,  modifikasyonundan so-
rumlu TRM11 geni silinmig mutant susun YT maya hiicrelerine kiyasla 0,1 ng/ul siklohekzimite
kars1 direngli oldugunu gosterdik. Bu bulgular bize antifungal ajan olarak kullanilan siklohekzimit
tepkisinin yonetilmesinde TRM11 genin olasi roliinii anlamamizda yardimci olacaktir. Gelecekte-
ki aragtirmalarda RNA-sek de dahil olmak {izere omik ¢alismalarini kullanarak, siklohekzimitten
etkilenen biyolojik yolaklarin global 6l¢ekte kapsamli bir analizini yapacagiz.

Anahtar Kelimeler: RNA niikleozit modifikasyonlari, Trm11 enzimi, Kiiciik molekiil, Tlac
stresi, Siklohekzimit
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Investigating the Role of Trm11 Enzyme in the Small Molecule Induced Drug Response

Abstract

Recent investigations have revealed a wide array of modifications present in biopolymers such as
DNA, RNA, and proteins synthesized within cellular environments. Over 150 distinct nucleoside
modifications have been documented on RNA molecules, playing a crucial role in various intra-
cellular functions, from genetic information transmission via DNA to protein synthesis, with this
number steadily increasing. These modifications have been observed in both coding and non-cod-
ing RNA species, including mRNA, tRNA, rRNA, and miRNA, influencing RNA’s structural
integrity, stability, and functional capabilities. Recent research suggests that the distribution of
modifications across different RNA types can impact protein synthesis through various molecular
pathways, including transcription and translation. Among the enzymes responsible for RNA mod-
ifications, the tRNA methyltransferase (Trm) family, conserved across a wide range of organisms
from yeast to humans, plays a critical role. tRNA methylations are linked to protein synthesis stag-
es like stabilizing tRNA structure, enhancing codon-anticodon interactions, and regulating Wobble
base pairing. In our study, we analyzed the response of Saccharomyces cerevisiae trm11A mutants
to small molecule-induced drug stress by assessing the growth phenotypes of wild-type (WT) and
mutant yeast cells exposed to 13 different small molecules, including cycloheximide, penicillin g
and triclosan at various concentrations. Our findings showed that the TRM 1] gene deletion mutant,
responsible for m*G, modification, exhibited resistance to 0,1 ng/pl cycloheximide compared to
WT cells. These results enhance our understanding of the TRM11 gene’s potential role in mod-
ulating responses to cycloheximide, commonly used as an antifungal agent. Future research will
explore cycloheximide’s global effects through omics studies like RNA-Seq.

Keywords: RNA nucleoside modifications, trm11 enzyme, small molecules, drug stress, cyclo-
heximide
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Ozet

[k kayd: 1597 yilinda yapilan Retinoblastoma hastalig1, gelisme asamasinda olan retina da RB1
geninde meydana gelen ¢esitli mutasyon ve inaktivasyonlar sonucu meydana gelir ayn1 zamanda
otozomal dominant yolla da yeni jenerasyona aktarilabilir. Retinoblastoma ortalama her 18000
canlt dogumda 1 goriilebilirken hastalik irklar veya cinsiyetler arasinda farklilik gostermez ve
sag kalim orani gelismis iilkelerde %95’e yakindir ancak RB1 mutasyonu gecirmis cocuklarin
ileriki yasamlarinda baska maligniteler gosterme olasiligi da yiiksektir. GenBank erisim numarasi
(NM_000321) olan insan RB1 geni tanimlanan ilk tiimor baskilayici gendir ve gende asama asama
ilerleme kaydedilen aragtirmalar timor baskilayict genlere olan ilgiyi arttirmaktadir. Ayni1 zaman-
da genel kromatin yapisini ve 6zellikle de histon metilasyonunu stabilize ederek yapisal heterokro-
matini korur. Bunlar ise genin hiicre dongiisii, farklilasmasi ve yaslanmasi gibi olaylarda roliinii
ortaya ¢ikarmaktadir. Biz tlimoriin biyoinformatik yontemlerden olan molekiiler doking teknikleri
ile RB1 genini yeniden aktif hale getiren veya getirebilecek veya genin baskiladigi transkripsiyon
faktorlerini inhibe edebilecek ligandlar1 aragtirmak istiyoruz.

Anahtar Kelimeler: Retinoblastoma; Biyoinformatik; Molekiiler Doking; Kanser; RB1 Geni
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Abstract

Retinoblastoma disease, first recorded in 1597, occurs as a result of various functions and inactiva-
tions in the RB1 gene in the developing retina, and can also be transmitted to the next generation
via an autosomal dominant pathway. While retinoblastoma occurs on average in 1 in every 18,000
live births, the disease does not differ between races or genders and the survival rate is close to
95%, but it is also possible that children who have had RB1 may develop other malignancies later
in life. The human RB1 gene, with GenBank accession number (NM_000321), is the first tumor
suppressor gene identified, and developing the gene stepwise process is increasing the interest in
tumor suppressor genes. It also maintains structural heterochromatin by stabilizing general chro-
matin characters and histone methylation in particular. These play a role in events such as gene-
cell issues, differentiation and aging. We want to investigate ligands that can reactivate or reacti-
vate the RB1 gene with applied docking techniques, which are bioinformatic impacts of the tumor,
or that can inhibit the transcription suppressed by the gene.

Keywords: Retinoblastoma; Bioinformatics; Molecular Docking; Cancer; RB1 Gene
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Ozet

Antioksidanlar, viicudu serbest radikallerin zararl etkilerinden koruyan bilesiklerdir. Serbest radi-
kaller, normal metabolizma siiregleri veya ¢evresel faktdrler sonucu olusan, hiicrelere zarar vere-
bilen reaktif molekiillerdir. Antioksidanlar meyve, sebze, kuruyemis ve tam tahillar gibi gidalarin
tiiketilmesiyle viicuda alinmasi saglanir. Bu ¢alismada, ticari olarak satilan kegiboynuzu unu ve
matcha tozunun antioksidan aktiviteleri incelenmistir. Calismamiz ile bu iki iirliniin antioksidan
aktivitesini 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil radikali (DPPH) antioksidan kapasite tayin yontemi ile de-
gerlendirmek amaglanmistir. Yapilan ¢alismada kegiboynuzu unu ve matcha tozu belirgin bir se-
kilde ytiksek antioksidan aktivite gostermistir. Ke¢iboynuzu ununa ait IC50 degeri 128122, 73mg.
mL! ve matcha tozuna ait IC50 degeri 2783,90 mg.mL"! olarak hesaplanmistir. Degerler standart
olarak karsilastirilan troloksun IC50 es degeri olan 859,80 mg.mL"’e gore yliksek bulunmustur.
Bu durum 6rneklerin antioksidan kapasitelerinin oldukga yiiksek oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Kec¢iboynuzu Unu; Matcha Tozu; Antioksidan Aktivitesi; DPPH.

Tesekkiir: Fish Pro Jel Gida Sanayi Ticaret Anonim Sirketi’nin ar-ge laboratuvarlarinda bulunan
test cihazlar1 ve ekipmanlar kullanilarak gergeklestirildi.
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Antioxidant activities of commercially available carob (Ceratonia siliqua) flour and matcha
(green tea powder) powder

Abstract

Antioxidants are compounds that protect the body from the harmful effects of free radicals. Free
radicals are reactive molecules that are formed as a result of normal metabolic processes or envi-
ronmental factors and can damage cells. Antioxidants are taken into the body by consuming foods
such as fruits, vegetables, nuts and whole grains. In this study, the antioxidant activities of com-
mercially available carob flour and matcha powder were investigated. The aim of this study was to
evaluate the antioxidant activity of these two products by 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl radical
(DPPH) antioxidant capacity determination method. In the study, carob flour and matcha pow-
der showed significantly high antioxidant activity. The IC50 value of carob flour was 128122,73
mg.mL" and the IC50 value of matcha powder was 2783,90 mg.mL"'. The values were found to
be higher than the IC50 equivalent value of 859,80 mg.mL" of trolox compared as standard. This
showed that the antioxidant capacity of the samples was quite high.

Keywords: Carob Flour; Matcha Powder; Antioxidant Activity; DPPH.
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Gokkusagy alabahgi (Oncorhynchus mykiss) deri ve
kil¢iklarindan elde edilen jelatin ve unlarin aminoasit profil
degerlendirmesi
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Ozet

Aminoasitler, proteinlerin yap1 taslar1 olarak viicutta bir¢ok biyolojik islevi desteklemektedir.
Gokkusagi alabalig1 (Oncorhynchus mykiss), ekolojik ve ekonomik acidan 6nemli olmakla bir-
likte aminoasit, vitamin ve mineral bakimindan oldukg¢a zengin igerige sahip bir balik tiiriidiir. Bu
calismada gokkusagi alabaliginda atik olarak ortaya c¢ikan deri ve kilgiktan elde edilen jelatin ve
unun aminoasit profili degerlendirilmistir. Sivi kromatografi-kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS)
ile ol¢iilerek besin degerinin belirlenmesine katkida bulunmustur. Deriden elde edilen en yiiksek
aminoasit degeri 1088,81 ng/ml olarak alaninde gdzlenirken yalnizca homosistin aminoasiti bu-
lunmamaktadir. Diger 6rneklerde fenilalanin, 3-aminoizobiitirik asit, gama-aminobiitirik asit, nor-
valin, valin, glutamin, sitriilin, ornitin ve 1-metilhistidin aminoasitleri bulunmamaktadir. Kilgik
jelatininde en yliksek olan deger 39,01 ng/ml ile aspartik asitt, deri ununda 6,83 ng/ml ile alanin ve
kilgik ununda 35,60 ng/ml ile 3-metilhistidinde gézlenmistir. Calisma sonuglarina gore gokkusagi
alabalig1 derisinden elde edilen jelatinde aminoasit konsantrasyonlari diger 6rneklerle kiyaslandi-
ginda belirgin sekilde yiiksek ¢ikmistir.

Anahtar Kelimeler: Aminoasit Profili; Gokkusagi Alabaligt; Balik Jelatini; Balik Unu.

Tesekkiir: Fish Pro Jel Gida Sanayi Ticaret Anonim Sirketi’nin ar-ge laboratuvarlarinda bulunan
test cihazlar1 ve ekipmanlar kullanilarak gergeklestirildi.
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Amino acid profile evaluation of gelatin and flours obtained from rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) skin and bones

Abstract

Amino acids support many biological functions in the body as the building blocks of proteins.
Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) is an ecologically and economically important fish spe-
cies that is rich in amino acids, vitamins and minerals. In this study, the amino acid profile were
evaluated. Liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS/MS) was used to determine the
nutritional value. The highest amino acid value obtained from the skin was observed in alanine as
1088.81 ng/ml, while only homocystine amino acid was absent. Phenylalanine, 3-aminoisobutyric
acid, gamma-aminobutyric acid, norvaline, valine, glutamine, citrulline, ornithine and 1-methyl-
histidine amino acids were absent in other samples. The highest value was observed in aspartic acid
with 39,01 ng/ml in fishbone gelatin, alanine with 6,83 ng/ml in skin meal and 3-methylhistidine
with 35,60 ng/ml in fishbone meal. According to the results of the study, amino acid concentrations
in gelatin obtained from rainbow trout skin were significantly higher compared to other samples.

Keywords: Amino Acid Profile; Rainbow Trout; Fish Gelatin; Fish Meal.
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Siyez ve Dagdas Bugday Fidelerinde Tuz ve Su baskininin
Biiyumeye Etkisi
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Ozet

Tuzluluk (T), su baskini (SB), kuraklik vb. Streslere maruz kalan bugday fidelerinde biiyiime ve
verim olumsuz yonde etkilenmektedir. Bu calismada, atasal bugday (7riticum monococcum L.,
Siyez) ve ekmeklik modern bugday (7riticum aestivum L. cv., Dagdas) T, SB ve su baskini ile
tuzun etkilesilerine (T+SB) maruz birakilmistir. T ve T+SB streslerinin etkisinde Siyez’in biiylime
parametreleri, Dagdas’a gore daha fazla etkilenmistir.SB stresinin etkisinde klorofil miktar1 (K1)
Siyez bugdayinda azalma egilimi gosterirken Dagdas bugdayinda artmistir. Calisma sonuglarina
gore, Dagdas bugdayi streslerin tek ve ¢apraz etkisine Siyez bugdayina gore daha fazla dayanik-
lilik gostermektedir. Stres etkisindeki tarim arazilerinden maksimum verimin elde edilmesinde
modern bugdaylarin etkisi biiyiiktiir.

Anahtar Kelimeler: Triticum aestivum; Triticum monococcum; stirgtin boy; klorofil
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Effects of Salt and Waterlogging on Growth in Eincorn and Dagdas

Abstract

Growth and yield are negatively affected in wheat seedlings exposed to stresses such as salinity
(T), flooding (SB), drought, etc. In this study, ancestral wheat (7riticum monococcum L., Siyez)
and modern bread wheat (7riticum aestivum L. cv., Dagdas) was exposed to T, SB, flooding and
salt interactions (T+SB). Under the influence of T and T+SB stresses, the growth parameters of
Eincorn was affected more than those of Dagdas. Under the influence of SB stress, the ammount of
chlorophyll (KI) tended to decrease in Eincorn wheat, while it increased in Dagdas wheat. Accord-
ing to the study results, Dagdas wheat is more resistant to single and cross effects of stresses than
Eincorn wheat. Modern wheats have a great impact on obtaining maximum yield from stressed
agricultural lands.

Keywords: Triticum aestivum; Triticum monococcum; shoot lenght; chlorophyll
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NK-92 (Dogal Oldiiriicii) Hiicrelerinden izole Edilen
Ekstraselliiler Vezikiillerin Prostat Kanser Hiicrelerinin
Proliferasyon ve Apoptoz Uzerindeki EtKkisi
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Ozet

Prostat kanseri (PCa), neoplazi ile baslayarak adenokarsinoma kadar ilerleyen ¢ok adimli bir
prosese sahip hormon duyarli bir kanser tiirlidiir. Kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi yontemler
prostat kanseri ile miicadelede yararlanilan temel tedavi yontemleridir. Ilgili tedavilerin kisith
olmasi ve yan etki profillerinin ytliksek seyredebilmesi nedeniyle yeni tedavi yontemlerine ihti-
yag vardir. Immunoterapi, kanser ile savasta bagisiklik sistemini n plana koyan cazip bir tedavi
yontemidir. Ozellikle dogal dldiiriicii (NK) hiicreler gibi bagisiklik hiicrelerinin ve hiicrelerden
tiirevlenen ekstraselliiler vezikiillerin (EV) immunoterapi olarak kullanimi olduk¢a umut va-
detmektedir. EV’ler eksozomlar1 ve mikrovezikiilleri ihtiva eden nano boyutlu hiicre dis1 kese-
ciklerdir. EV’ler proteinler, niikleik asitler ve lipitler gibi biyomolekiilleri icermekte olup pek
cok fizyolojik ve patolojik olayda énemli rol oynarlar. Immunomodiilatér 6zellikleri sebebiyle
bagisiklik sisteminin kansere karsi regiile edilmesinde rol oynamaktadirlar. NK tiirevli EV’ler,
ihtiva ettigi Fas ligandi, perforinler, granzimler gibi yapilarla kanser hiicrelerine karsi apopto-
zun indiiklenmesini ve sitotoksisiteyi saglar. Ek olarak yapilari itibariyle biyo-uyumlu olmalari,
yarilanma Omiirlerinin uzun olmasi, kan-beyin bariyerinden gecebilmeleri, tiimoér miikrogev-
resine invaze olabilmeleri ve modifikasyona yatkin olmalar1 EV’leri kanser ile savasla 6nemli

birer terapdtik aday haline getirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Dogal 6ldiiriicii hiicre; ekstraselliiler vezikiil; prostat kanseri
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Effect of Extracellular Vesicles Isolated from NK-92 (Natural Killer)
Cells on Proliferation and Apoptosis of Prostate Cancer Cells

Abstract

Prostate cancer (PCa) is a hormone-sensitive cancer type with a multi-step process starting with
neoplasia and progressing to adenocarcinoma. Chemotherapy, radiotherapy and surgery are the
main treatment methods used in the fight against prostate cancer. New treatment methods are
needed because relevant treatments are limited and their side effect profiles may be high. Immu-
notherapy is an attractive treatment method that prioritizes the immune system in the fight against
cancer. In particular, the use of immune cells such as natural killer (NK) cells and extracellular
vesicles (EV) derived from cells as immunotherapy is very promising. EVs are nano-sized ex-
tracellular vesicles containing exosomes and microvesicles. EVs contain biomolecules such as
proteins, nucleic acids and lipids, and they play an important role in many physiological and
pathological events. Due to their immunomodulatory properties, they play a role in regulating
the immune system against cancer. NK-derived EVs provide apoptosis induction and cytotoxicity
against cancer cells with structures such as Fas ligand, perforins, and granzymes. In addition, their
biocompatibility due to their structure, their long half-life, their ability to pass through the blood-
brain barrier, their ability to invade the tumor microenvironment and their tendency to modifica-
tion make EVs important therapeutic candidates in the fight against cancer.

Keywords: Natural killer cell; Extracellular vesicle; Immunotherapy
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Patates (Solanum tuberosum L.) bitkisinde yiiksek 1518a
verilen cevap ile iliskili anahtar genlerin ve yolaklarin
belirlenmesi
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Ozet

Karbonhidrat, lif ve potasyum kaynagi olarak insanlarin beslenmesinde 6n plana ¢ikan Patates
(Solanum tuberosum L.), dlinya ¢apinda en yaygin olarak tiiketilen besinlerin basinda yer almak-
tadir. Hayati bir ¢cevresel faktor ve enerji kaynagi olan 1s1k, bitkinin yagam dongiisii boyunca biiyti-
mesi lizerinde etkilidir. Patates bitkisinde yliriitiilen ¢esitli ¢aligmalar 15181n bitkinin morfolojisi ve
bliylimesi iizerine etkili oldugunu gostermistir. Bu ¢alismada GEO veri tabaninda yer alan veriler
kullanilarak yine bu veri tabanina entegre GEO2R yazilimu ile patateste yiiksek 1s18a verilen cevap
gen ifade analizleri ile belirlendi. Istatistiksel olarak anlaml1 1224 gen tespit edildi. PPI ag1 ve hub
genlerinin olusturulmasinda STRING, Cytoscape ve cytoHubba kullanildi. Yolak analizleri igin
STRING veri taban1 kullanildi. Belirlenen anahtar genlerin MAPK sinyal iletim yolagi, sirkadiyen
ritim yolaklarinda yer aldig1 belirlendi. Bu ¢alisma patates bitkisinin yiiksek 1s18a verdigi tepkile-
rin molekiiler mekanizmalarina iliskin veriler sunarak, yiiksek 1s1ga toleransl patates ¢esitlerinin
geligmesi ile ilgili yapilacak ¢alismalara destek saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: Patates; gen ifadesi, yiiksek 151k; anahtar gen; yolak
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Identification of key genes and pathways associated with high light response in potato
(Solanum tuberosum L.)

Abstract

Potato (Solanum tuberosum L.), which is prominent in human nutrition as a source of carbohy-
drate, fiber and potassium, is one of the most widely consumed foods worldwide. Light, a vital
environmental factor and energy source, is effective on the growth of the plant throughout its
life cycle. Various studies conducted on the potato plant have shown that light has an effect on
the morphology and growth of the plant. In this study, the response to high light in potatoes was
determined by gene expression analyses using the data in the GEO database and the GEO2R soft-
ware integrated into this database. 1224 statistically differentially expressed genes were identified.
STRING, Cytoscape and cytoHubba were used to create the PPI network and hub genes. The
STRING database was used for pathway analyses. It was determined that the key genes identified
were involved in the MAPK signaling pathway and circadian rhythm pathways. This study may
provide data on the molecular mechanisms of the potato plant’s response to high light and support
studies on the development of high light tolerant potato varieties.

Keywords: Potato; gene expression; high light; key gene; pathway
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Meme kanseri tedavisinde TLR hedefli in vitro Fotoimmiino-
Terapi uygulamasi
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Ozet

Meme kanseri, kadinlarda en yaygin ikinci 6liim nedenidir. Meme kanserinin ¢ok sayida alt tiirii
vardir ve tedavisinde tek bir yontemin uygulanmas yeterli degildir. Glinlimiizde kemoterapi, rad-
yoterapi vb. geleneksel tedaviler yerini immiinoterapi ve fotodinamik terapi (PDT) gibi yenilik¢i
yaklasimlara birakmistir. Bu yontemlerden biri olan, PDT ile immiinoterapinin bir arada kulla-
nildig1 fotoimmiinoterapidir (PIT). Bu ¢alismada, immiinomodiilator imiquimod molekiili, etkili
bir PDT ajani1 olan ftalosiyanin molekiilii ile konjuge edilmistir. Bu ajanin, imiquimod’un kanser
hiicrelerinde bulunan TLR7/8’e 6zgilinliigli sayesinde tiimor mikrogevresinde immiin yanit1 des-
teklerken ayni1 zamanda 151k ve ftalosiyanin makromolekiiliiniin ROS olusturma kapasitesi ile de
tiimori tahrip etmesi amaglanmaktadir. Bu ¢alismada PIT ajani sentezlenerek karakterizasyonu
gerceklestirilmistir ve in vitro kosullarda ajanin meme kanseri hiicre hatlari tizerindeki anti-kanser
etkinligi aragtirilmistr.

Anahtar Kelimeler: Fotodinamik Terapi, Immiinoterapi, Imiquimod, Meme Kanseri, Ftalosiyanin
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Application of TLR targeted in vitro Photoimmuno-Therapy (PIT)
in breast cancer treatment

Abstract

Breast cancer is the second most common cause of death among women. There are numerous
subtypes of breast cancer, and a single treatment method is not sufficient for its therapy. Today,
traditional treatments such as chemotherapy and radiotherapy are being replaced by innovative
approaches like immunotherapy and photodynamic therapy (PDT). One such method is photoim-
munotherapy (PIT), which combines PDT and immunotherapy. In this study, the immunomodu-
latory imiquimod was conjugated with phthalocyanine, an effective PDT agent. This agent aims
to enhance the immune response in the tumor microenvironment through imiquimod’s specificity
for TLR7/8 receptors found in cancer cells, while simultaneously destroying the tumor through
the light-induced reactive oxygen species (ROS) generating capacity of the phthalocyanine mac-
romolecule. The PIT agent was synthesized and characterized in this study, and its anticancer
efficacy was investigated in vitro on breast cancer cell lines.

Keywords: Photodynamic Therapy, Immunotherapy, Imiquimod, Breast Cancer, Phthalocyanine
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ZNTi-02 Metal Kompozit Malzemesinin Antimikrobiyal
Aktivitesinin Tespiti ve Muhtemel Kullanim Avantajlarinin
Belirlenmesi
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Calismamiz gram negatif bakterilerin, insanlara temas yoluyla bulastig1 bolgelerdeki metal yii-
zeylerin, antimikrobiyal aktivite gosterebilen metal matrisli kompozit malzemeler ile yer degisti-
rilmesi gibi temel bir motivasyona odaklanmistir. Calismamizin kapsami metal malzemelerin an-
timikrobiyal aktivitesinin direkt lavabolardaki metal yiizeylerden elde edilen mikroorganizmalar
iizerinde test edilmesi seklindedir. Gram negatif cins tiirlerine ait bakterilerin izolasyon ve karak-
terizasyonu yapilmistir. Ek olarak bu antimikrobiyal aktivite ¢alismalar iki farkli antimikrobiyal
aktivite yontemi {izerinde (Agar Disk Difiizyon ve Koloni Sayma Metodu) test edildi. Izole edilen
gram negatif bakterilerin VITEK II cihaz1 araciligiyla identifikasyonlar1 yapilmistir. Kompozit
metal malzemelerin identifikasyonu tamamlanan gram negatif bakterilere kars: iistiin bir antimik-
robiyal etki gostermistir. Malzemelerin olasi kullanim yerleri i¢in yapilacak deneyler belirlendi.
Malzemenin iistiin antimikrobiyal etkisi literatiire 6nemli katki saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kompozit malzeme;Gram (-) bakteri izolasyonu;identifikasyon;Antimikro-
biyal etki; Inovasyon.
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Determination Of Antimicrobial Activity Of ZNTI-O2 Metal Composite Material
and Determination Of Possible Use Advantages

Abstract

Our study focuses on the basic motivation of replacing metal surfaces in areas where gram-nega-
tive bacteria are transmitted to humans through contact with metal matrix composite materials that
can show antimicrobial activity. The scope of our study is to test the antimicrobial activity of metal
materials on microorganisms obtained directly from metal surfaces in sinks. Isolation and char-
acterization of bacteria belonging to gram-negative genus species were performed. In addition,
these antimicrobial activity studies were tested on two different antimicrobial activity methods
(Agar Disk Diffusion and Colony Counting Method). The isolated gram-negative bacteria were
identified using the VITEK II device. The identification of composite metal materials has shown
a superior antimicrobial effect against gram-negative bacteria. Experiments to be carried out for
possible uses of the materials were determined. The superior antimicrobial effect of the material
makes a significant contribution to the literature.

Keywords: Composite material;Gram (-) bacteria isolation;Identification;Antimicrobial effect;In-
novation.
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Gelismis iilkelerde 6nemli bir saglik sorunu olarak goriilen kronik yaralar, iyilesme hizinin genel-
likle yavas oldugu ve iyilesme egiliminin olmadig1 yaralardir. Bunun yaninda yara iyilesmesinde
kullanilan mevcut yaklasimlar her yara tipinde etkili olmamaktadir. Kronik yaralar1 hedef alacak
ve yara lyilesme siirecini hizlandirabilecek yeni potansiyel terapdtik ajanlara ve bu ajanlarin yara
tyilesmesi tedavisinde basarili bir sekilde kullanilmasi i¢in yeni stratejilere ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bu amagla kullanilan paraprobiyotiklerin yara iyilesmesi iizerindeki olumlu etkileri ¢alismalarla
birlikte belirlenmis olsa da paraprobiyotiklerin terap6tik bir ajan olarak kronik yaralar iizerindeki
etkileri heniiz tam olarak bilinmemektedir. Bu ¢alismada, kronik yaralarin tedavisinde terapotik
ajan olarak kullanilma potansiyeli olan Lactiplantibacillus plantarum GD2 kaynakli liyofilize pa-
raprobiyotiginin (PRB-Lp, ) DPPH ve ABTS yontemi, metal selatlama aktivitesi, demir indir-
geme giicli (FRAP), fosfomolibdat aktivitesi, lipid peroksidasyon inbibisyonu ve ksantin oksidaz
inbibisyonu aktivitesi ile anti-oksidan ve anti-inflamatuar aktiviteleri aragtirilmistir. Elde edilen
sonugclar tartisilacaktir.
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Analysis of Anti-oxidant and Anti-inflammatory Activity of Lactiplantibacillus plantarum
GD2 Induced Lyophilized Paraprobiotic (PRB-Lp_, ) on Wound Healing

Abstract

Chronic wounds, seen as an important health problem in developed countries, are wounds where
the healing rate is generally slow and there is no tendency to heal. In addition, current approach-
es used in wound healing are not effective in all wound types. There is a need for new potential
therapeutic agents target chronic wounds and accelerate the wound healing process, as well as
new strategies for successful use in the treatment of wound healing. Although the positive effects
of paraprobiotics used for this purpose on wound healing have been determined by studies, the
effects of paraprobiotics on chronic wounds as a therapeutic agent are not yet fully known. In this
study, DPPH and ABTS method, metal chelating activity, iron reducing power (FRAP), phos-
phomolybdate activity, lipid peroxidation inhibition and xanthine oxidase inhibition activity and
anti-oxidant and anti-inflammatory activities of lyophilized paraprobiotic (PRB-Lp,,,,) induced
Lactiplantibacillus plantarum GD2, which has the potential to be used as a therapeutic agent in the
treatment of chronic wounds, were investigated. The results will be discussed.

Keywords: Paraprobiotic; wound healing; anti-oxidant; anti-inflammatory
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Ozet

Alzheimer Hastalig1 (AH) diinya genelinde yasa bagli gelisebilen ve demansa sebebiyet veren
norodejeneratif bir hastaliktir. Epigenetik DNA dizilerindeki degisikliklerden bagimsiz olarak gen
ifadesindeki degisimlerdir. Epigenetik regiilasyonlardan biri olan DNA metilasyonu bir¢ok biyo-
lojik stirecte rol oynamakla beraber 6grenme, hafiza ve biligsel gelisim gibi siireclerde de dnemli
rollere sahiptir ve AH ile de yakindan iliskilidir. Manyetik nanopartikiiller (MNP) kii¢iik boyutlari,
biyouyumluluklari, toksik olmamalar1 gibi 6zellikleri sayesinde ilaglarin gegemedigi kan beyin
bariyerini gecebildigi, ila¢ dagitim platformlar1 ve daha ¢esitli polimer kaplamalariyla birlikte kul-
lanildiklarinda AH tedavisinde dikkat ¢ekici bir sekilde basarili olduklari tespit edilmistir. Metilas-
yona Duyarli Cogaltilmis Polimorfizm (MSAP) yontemi genomik DNA’nin metilasyona duyarl
restriksiyon endoniikleazlari ile kesilmesi ve kesilen parcalarin amplifikasyonuna dayanan Amp-
lifiye Parca Uzunlugu Polimorfizmi (AFLP) yonteminin bir modifikasyonudur. Calismada MNP
uygulamasinin AH olusturulmus hiicre hatlarinin metilasyon profilleri iizerine etkileri (MSAP)
teknigi ile incelenmistir. Bu ¢alisma AH, epigenetik ve MNP nin bir arada analiz edildigi ilk calis-
madir. Elde edilen veriler detayli olarak sunulacaktir.
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The Effects of Magnetic Nanoparticles on Epigenetic Regulations
in Alzheimer’s Disease

Abstract

Alzheimer’s Disease (AD) is a worldwide age-related neurodegenerative disease that causes de-
mentia. Epigenetics are changes in gene expression that are independent of DNA sequences. DNA
methylation, one of the epigenetic regulations, plays a role in many biological processes and has
important roles in processes such as learning, memory and cognitive development, and is closely
associated with AD. Magnetic nanoparticles (MNPs) have been found remarkably successful in
the treatment of AD when they are used in conjunction with drug delivery platforms and vari-
ous polymer coatings, owing to their small size, biocompatibility, and non-toxic properties which
allow them to cross the blood-brain barrier that drugs cannot penetrate. Methylation-Sensitive
Amplified Polymorphism (MSAP) method is a modification of Amplified Fragment Length Poly-
morphism (AFLP) that involves digestion of genomic DNA with methylation-sensitive restriction
endonucleases followed by amplification of the digested fragments. The study investigated the
effects of (MNP) application on the methylation profiles of AD-induced cell lines using the MSAP
technique. This study is the first to analyze AD, epigenetics, and MNPs together. Detailed findings
will be presented.
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Ozet

Bu calisma, mavi kod prosediirii gerektiren ve hastane dncesi tanist atlanmis olan kritik hastalarda
kan gazi parametrelerinin prognostik 6nemini degerlendirmeyi amaglamaktadir. Caligmaya, has-
taneye kritik durumda getirilen ve tanis1 hastane dncesinde atlanan 16 hasta dahil edilmistir. Has-
talarin demografik 6zellikleri ve kan gazi parametreleri kaydedilerek analiz edilmistir. Verilerin
normal dagilima uygun olup olmadig1 Shapiro-Wilk testi ile incelenmis, degiskenler tanimlayici
istatistiklerle 6zetlenmistir. Normal dagilim gdsteren veriler i¢in Student t-testi, normal dagilma-
yan veriler i¢in Mann-Whitney U testi kullanilarak iki bagimsiz grup arasinda karsilagtirmalar
yapilmistir. Hastalarin yas ortalamasi 56.9+22.1 yil olup, %81.2’s1 erkektir. Resiisitasyon orani
%87.5, mortalite orani ise %68.8 olarak bulunmustur. Kan gazi analizinde pH, sO,, FHHb, glukoz
ve laktat degerlerinin mortalite ile anlamli iligkili oldugu saptanmigtir. Ex hastalarda pH ve sO,
ortalamalar1 yasayanlara gore daha diisiik (p<0.05), FHHb, glukoz ve laktat degerleri ise anlaml
diizeyde daha yiiksek bulunmustur (p<0.05). Sonug olarak, tanis1 atlanan mavi kod gerektiren kri-
tik hastalarda kan gazi parametrelerinin mortaliteyi 6ngérmede 6nemli oldugu bulunmustur. pH,
sO2, FHHb, glukoz ve laktat seviyeleri prognostik belirte¢ olarak kullanilabilir.
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Prognostic Importance of Blood Gas Analysis in Critically Ill Patients with
Missed Pre-hospital Diagnosis

Abstract

This study aims to evaluate the prognostic significance of blood gas parameters in critically ill
patients who require a code blue procedure and whose diagnosis was missed in the pre-hospital
setting. The study included 16 patients who were brought to the hospital in critical condition with
diagnoses overlooked prior to admission. The demographic characteristics of the patients and their
blood gas parameters were recorded and analyzed. The normality of the data distribution was
assessed using the Shapiro-Wilk test, and variables were summarized using descriptive statistics.
Comparisons between the two independent groups were made using the Student’s t-test for nor-
mally distributed data and the Mann-Whitney U test for non-normally distributed data. The mean
age of the patients was 56.9+22.1 years, with 81.2% being male. The resuscitation rate was found
to be 87.5%, and the mortality rate was 68.8%. Blood gas analysis revealed significant associa-
tions between pH, SO,, FHHD, glucose, and lactate values with mortality. The mean pH and SO,
levels were lower in deceased patients compared to survivors (p<0.05), while FHHbD, glucose, and
lactate values were significantly higher (p<0.05).In conclusion, blood gas parameters have been
found to be important in predicting mortality in critically ill patients with missed code blue diag-
nose. pH, SO,, FHHb, glucose and lactate levels can serve as prognostic markers.

Keywords: Critically ill patient, blood gas, prognostic factor, mortality

-61 -

01-03 Kasim 2024



13. ULUSAL MOLEKULER BiYOLOJi VE
BIYOTEKNOLOJi KONGRESI

Propolis ve ar1 ekmeginin yag asidi profilleri:
Gida raf omri uzerindeki etkileri

Zeynep Demirkan!, Esra Balkis', Biillent Kaya', Fatma Caf®

'Bingol Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Ar1 ve Ar1 Uriinleri Béliimii, Bingél, Tiirkiye
’Bingol Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii,
Bingol, Tiirkiye
Institute of Sciences Bingol University, Food, Agriculture and Livestock Vocational School/
Veterinary Program, Bingol, Turkey Orcid 1d:0000-0002-0363-4848, fcafwbingol.edu.tr
*E-mail: z.engez@hotmail.com
*Orcid No: 0000-0002-8101-8194

Ozet

Propolis ve ar1 ekmegi kimyasal agidan oldukca zengin igerige sahip olmakla birlikte, igerikleri
toplandiklar1 bolgeye gore degiskenlik gostermektedir. Art iiriinleri, kimyasal igerikleri ve saglik
iizerindeki olumlu etkileri nedeniyle gida endiistrisinde, 6zellikle raf dmriiniin uzatilmasi agisin-
dan biiyiik bir potansiyele sahiptir. Propolis ve ar1 ekmeginin etil alkol ekstresinin FAME analizi
sonucuna gore propoliste 10, ar1 ekmeginde 20 adet yag asidi tespit edilmistir. Yag asidi tayininde
miktar olarak yiiksek ¢ikan oleik asit, linoleik asit ve linolenik asitlerin tirozinaz enzimine baglan-
ma enerjileri hesaplandi. Yag asitlerinin gidalardaki raf 6mriinii azaltan enzimlere karsi etkinligi,
dogal ar1 Uiriinlerinin sentetik alternatifler yerine tercih edilmesine olanak taniyabilir.
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Fatty acid profiles of propolis and bee bread: effects on the shelf life of foods

Abstract

Propolis and bee bread have a very rich chemical content, but their content varies depending on
the region where they are collected. Bee products have a great potential in the food industry, espe-
cially in terms of extending shelf life, due to their chemical content and positive effects on health.
According to the FAME analysis of the ethyl alcohol extract of propolis and bee bread, 10 fatty
acids were detected in propolis and 20 in bee bread. The binding energies of oleic acid, linoleic
acid and linolenic acids, which were found to be high in fatty acid determination, to the tyrosinase
enzyme were calculated. The effectiveness of fatty acids against enzymes that reduce shelf life in
foods may allow natural bee products to be preferred over synthetic alternatives.

Keywords: Propolis; Bee Bread; Fatty Acid; Docking; Tyrosinase.
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Ozet

Hiicresel tedaviler, 6zellikle kanser hastalarinin tedavilerinde 6nemli bir gelisim gdstermistir.
CAR-T hiicre tedavileri, hastaya ait T hiicrelerinin genetik olarak modifiye edilerek, bagisiklik
sisteminin kanser hiicrelerini tantyip yok etmesini saglanmaktadir. Ancak, geleneksel olarak kul-
lanilan tek zincirli degisken parga iceren CAR-T hiicrelerinin baglica dezavantajlart norotoksi-
sitesi, immiinogenitesi ve biiyiik boyutlaridir. Boyutlar1 nedeniyle hedefleme spesifikligi sinirl
kalabilmektedir. Nanobody’ler, kiigiik boyutlar1 ve yiiksek baglanma afiniteleri sayesinde, CAR-T
hiicrelerinin daha spesifik ve etkili bir sekilde hedef hiicrelere yonlendirilmesini saglayabilir. Son
10 yilda B hiicrelerini etkileyen lenfoma gibi ¢esitli kanserleri tedavi etmek icin B hiicresi ylizey
belirteci olan CD19’a 6zel dort CAR-T hiicresi FDA onay1 almistir. Bu ¢alismanin amaci, nano-
body’lerin CAR-T hiicre tedavilerindeki potansiyelini arastirmak ve in silico yontemlerle siklikla
CD19’un diisiik/negatif fenotipiyle niikseden hastaliga karst B hiicrelerine daha spesifik ylizey
molekiilii CD20’ye kars1 anti-CD20 nanobody CAR-T tasarimini optimize etmektir.

Oncelikle, mevcut nanobody dizileri ve hedef protein yapilari analiz edilmis, kullanilmak istenen
programlar test edilmis, antijen-antikor yapisina en uygun olan lightdock secilmis ardindan had-
dock ile dogrulugu kanitlanmistir. Nanobody’lerin hedef antijenlerle etkilesimleri ve afiniteleri
incelenmistir. In silico analizler sonucunda, CAR-T hiicreleri i¢in ideal hedefleme &zelliklerine
sahip anti-CD20 nanobody tasarlanmistir.
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Anti-CD20 Nanobody Design Using In-silico Modeling Techniques

Abstract

Cellular therapies have shown significant progress, particularly in the treatment of cancer patients.
CAR-T cell therapies involve genetically modifying a patient’s T cells to enable the immune sys-
tem to recognize and eliminate cancer cells. However, traditional CAR-T cells, which utilize sin-
gle-chain variable fragments, have major disadvantages, including neurotoxicity, immunogenicity,
and large size. Due to their size, their targeting specificity can be limited. Nanobodies, with their
small size and high binding affinity, can potentially allow CAR-T cells to target cells more specif-
ically and effectively. In the last decade, four CAR-T therapies targeting the B cell surface marker
CD19 have received FDA approval for treating various cancers, including lymphomas affecting B
cells. The aim of this study is to explore the potential of nanobodies in CAR-T cell therapies and
to optimize the design of anti-CD20 nanobody CAR-T cells, which specifically target the CD20
surface molecule, in silico, for patients with relapsed disease characterized by low/negative phe-
notypes of CD19.

Initially, existing nanobody sequences and target protein structures were analyzed, and various
programs were tested to determine the most suitable one for the antigen-antibody structure; Light-
dock was selected and validated with Haddock for accuracy. The interactions and affinities of the
nanobodies with the target antigens were examined. As a result of the in silico analyses, an an-
ti-CD20 nanobody with ideal targeting properties for CAR-T cells was designed.
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CCDC43’1uin hiicre ici lokalizasyonunun ve molekiiler
partnerlerinin incelenmesi
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CCDC43, sarili sarmal domain iceren (coiled-coil domain-containing; CCDC) protein ailesinin
yeni tiyelerinden biri olup 17 kromozom {izerinde bulunan bir gen tarafindan ifade olunan 224
amino asitlik bir proteindir. Genotype-Tissue Expression (GTEx) portalina gore, CCDC43 geni
kas-iskelet dokularinda asir1 ifade olmakta; bas, boyun ve iiretral kanser tiirlerinde ise ifade artist
gostermektedir. CCDC43 proteinine bakildiginda, hidrofilik ve yiiklii amino asitlerden olustugu
ayrica yapisinda olast bir RNA-baglanma bdlgesi bulundurdugu goriilmektedir. RNA-baglayict
proteinlerin (RBP) translasyon faktorleri ile birlikte hiicrede farkli stres kosullarina yanit olarak
membransiz organelleri olusturdugu bilinmektedir. Literatiirde, CCDC43’ilin molekiiler islevi, et-
kilesim partnerleri ve hiicre i¢i lokalizasyonu ile ilgili yapilan ¢alismalarin sayisi oldukc¢a sinir-
lidir. Bu ¢alismada, oncelikle farkl stres kosullarinda CCDC43’1in hiicre i¢i lokalizasyonu arag-
tirdik. Bu dogrultuda, CCDC43"ii yesil floresan protein (GFP) ile birlikte ifade ettirerek normal
ve stres kosullarinda hiicre i¢i yerlesimini konfokal mikroskopi kullanarak inceledik. Yani sira,
BiolID ydntemi ile CCDC43’iin hiicre i¢inde etkilestigi proteinleri belirleme ¢aligmalarini gergek-
lestirdik. Streptavidin kullanilarak yapilan ve kiitle spektrofotometri analizini igeren BiolD yon-
temi sayesinde, CCDC43 proteininin Serin/Arginine splicing faktorleri (SRSF2, SRSF3, SRSF4,
SRSFS5, SRSF7) ile etkilesimi olabilecegini belirledik. Bu protein ailesinin RNA tanima motifi
bulundurmasi, CCDC43’iin 6nciil-mRNA splicing asamasinda SRSF ailesi proteinleri ile birlikte

bu siirecin bir pargasi olabilecegini diislindiirmiistiir.
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Investigation of CCDC43 cellular localization and molecular partners

CCDC43 is a new member of the coiled-coil domain-containing (CCDC) protein family located
on chromosome 17, encoding a 224-amino-acid protein. According to the Genotype-Tissue Ex-
pression (GTEXx) portal, the CCDC43 gene is overexpressed in musculoskeletal tissues and up-reg-
ulated in head neck, and urethral cancers. The overall amino acid composition of the CCDC43
protein is hydrophilic and the charged residues and putative RNA binding domain are consistent
with the multivalent character of the protein.RNA-binding proteins (RBPs) and translation fac-
tors can form membrane-less organelles to respond to different stress conditions. To date, little
1s known about the molecular function, interactors, and cellular localization of CCDC43. In this
study, we characterized the intracellular localization of and how change response of CCDC43 to
the different stress conditions. We fused CCDCA43 to green fluorescence protein (GFP) to visual-
ize cellular localization under normal and stress conditions by using confocal microscopy. Then
we investigated protein interactors of CCDC43 with an unbiased proximity-dependent biotinyla-
tion methodBioID. We employed Bioid2 based streptavidin pull-down assay followed by mass
spectrophotometry analysis forpotential interactors. Among the highest ranked candidates, Serine/
Arginine splicing factors (SRSF2, SRSF3, SRSF4, SRSF5, SRSF7) were observed. Due to each
of these family members f containing an RNA recognition motif (RRM) for binding RNA and also
an RS domain for binding other proteins, we suggest that CCDC43 can be related to pre-mRNA
splicing and transport with the spliceosome machinery.

Keywords: CCDC43, BiolD, Splicing factors
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Ozet

Bugday (Triticum turgidum L. var. dicoccum, Gacer, Triticum aestivum L., Konya-2002) fidelerin-
de %S5 polietilen glikol (PEG-6000) ve farkli putresin (PUT) dozlarinin (0,5 mM ve 1 mM) etkile-
simleri incelenmigstir. Bugday fidelerinin siirgiin boyu, siirgiin taze ve kuru agirligi, kok boyu, kok
taze ve kuru agirhigi, klorofil a (kl a), klorofil b (kl b), toplam klorofil (kI a+b) miktarlarini belir-
lemek amacglanmistir. %5 PEG-6000 etkisiyle meydana gelen kuraklik stresi etkisinde iki bugday
cesidi olumsuz etkilenerek siirgiin boy, taze agirlik, kuru agirlik, klorofil miktarlarinda azalma
gozlenmistir. Gacer bugdayinda kok boyunda ve taze agirliginda artis gozlenirken Konya-2002
de azalma gozlenmistir. PUT etkisinde, her iki bugday ¢esidinde de siirgiin boy, taze agirlik, kok
boyu ve taze agirlik miktarinda, kI a, kl b, kl a+b, miktarlarinda artislar gézlenmistir. Uygulanan
%35 PEG-6000 bugdaylarda kuraklik stresi etkisi olusturmus ve PUT’in bu stres etkisini azalttigi
gozlenmistir. Calismamizda kullandigimiz parametreler birlikte incelendiginde Gacer bugdayinin
Konya- 2002’ ye gore kurakliga kars1 daha toleransh oldugu diisiiniilebilir.
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Physiological Effect of Putrescine on Drought Stressed Wheat Seedlings

Abstract

The interactions of % 5 polyethylene glycol (PEG-6000) and different putrescine (PUT) doses (0.5
mM and 1 mM) were examined in wheat (7riticum turgidum L. var. dicoccum, Gacer, Triticum
aestivum L., Konya-2002) seedlings. It was aimed to determine the shoot length, shoot fresh and
dry weight, root length, root fresh and dry weight, chlorophyll a (kl a), chlorophyll b (kl b), total
chlorophyll (kI a+b) amounts of wheat seedlings. Under the drought stress effect caused by PEG,
two wheat varieties were negatively affected and a decrease in shoot length, fresh weight, dry
weight and chlorophyll amounts was observed. While an increase in root length and fresh weight
was observed in Gacer wheat, a decrease was observed in Konya-2002. Under the PUT effect,
increases were observed in shoot length, fresh weight, root length and fresh weight, kl a, kl b, total
kl a, kl a/b amounts in both wheat varieties. The applied %5 PEG-6000 created a drought stress
effect in wheat and it was observed that PUT reduced this stress effect. When the parameters we
used in our study are examined together, it can be thought that Gacer wheat is more tolerant to
drought than Konya-2002.
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Ozet

Prostat kanseri (PCa), neoplazi ile baglayarak adenokarsinoma kadar ilerleyen ¢ok adimli bir prosese sahip
hormon duyarli bir kanser tiiriidiir. Metastaz, prostat kanserine bagl 6liimlerin ana sebebi olup De Nunzio
ve Lombardo tarafindan yayimlanan verilere gére 2020 yilinda diinya diinya ¢apinda 375.304 kisi yasamini
yitirmistir. Kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi yontemler prostat kanseri ile miicadelede yararlanilan temel
tedavi yontemleri olup ilgili yontemler hasta klinik durumu, yasi, hastalik evresi gibi parametrelere baglh
olarak degiskenlik gostermektedir. Ilgili tedavilerin kisitli olmasi ve yan etki profillerinin yiiksek seyrede-
bilmesi nedeniyle yeni tedavi yontemlerine ivedilikle ihtiyag vardir.

Immunoterapi, kanser ile savasta bagisiklik sistemini 6n plana koyan ve viicudun kendini savunmasini
tetikleyen cazip bir tedavi yontemidir. Son yillarda prostat kanseri de dahil olmak {izere kanser ile miica-
delede ilgili yontemle 6nemli sonuglar elde edilmistir. Ozellikle dogal 6ldiiriicii (NK) hiicreler gibi bagi-
siklik hiicrelerinin ve hiicre elemanlariin immunoterapi olarak kullanimina dayanarak yapilan ¢aligmalar
oldukca umut vadetmektedir. Bahsi gecen bagisiklik hiicre kaynakli elemanlardan olan ekstraselliiler ve-
zikiiller (EV)’ler, endosomal kokenli eksozomlar1 ve plasma zarindan kdken alan mikrovezikiilleri ihtiva
eden nano boyutlu hiicre dis1 keseciklerdir. EV’ler proteinler, niikleik asitler ve lipitler gibi biyomolekiilleri
igermekte olup pek ¢ok fizyolojik ve patolojik olayda dnemli roller oynarlar. immunomodiilator 6zellikleri
sebebiyle bagisiklik sisteminin kansere karsi regiile edilmesinde rol oynadiklari in vitro ve in vivo deneyler
ile saptanmistir. Ek olarak yapilarn itibariyle biyo-uyumlu olmalari, yarilanma &miirlerinin uzun olmasi,
kan-beyin bariyerinden gegebilmeleri, tiimdr miikrogevresine invaze olabilmeleri ve modifikasyona yatkin
olmalar1 EV’leri kanser ile savasla birer terapdtik aday haline getirmektedir.

NK hiicrelerinden tiirevlenen EV’lerin kanser ile savasta immunoterapi yontemi olarak kullanilmasi ise
yukarida bahsi gecen avantajlara ek olarak NK hiicresine 6zgii baz1 spesifik tstiinliikleri de beraberinde
getirmektedir. EV’lerin ihtiva ettigi Fas ligandi, perforinler, granzimler gibi protein temelli yapilarla hem
intrinsik hem de ekstrinsik yolaklarla kanser hiicrelerine kars1 apoptozun indiiklenmesi ve sitotoksisitenin
saglanmas1 miimkiin olmaktadir.

Ozetle, NK hiicrelerinden tiirevlenen EV’ler, kanser ile miicadelede kullanilmak iizere 6nemli bir potansi-
yele sahip olup iizerine daha ¢ok ¢alisma yapilmaya deger bir konudur.

Anahtar Kkelimeler; Dogal 6ldiiriicii hiicre, Ekstraselliiler vezikiil, Immunoterapi

Effect of Extracellular Vesicles Isolated from NK-92 (Natural Killer) Cells on Proliferation
and Apoptosis of Prostate Cancer Cells

Abstract

Prostate cancer (PCa) is a hormone-sensitive cancer type with a multi-step process starting with neopla-
sia and progressing to adenocarcinoma. Chemotherapy, radiotherapy, and surgery are the main treatment
methods used in the fight against prostate cancer. New treatment methods are urgently needed due to the
limitations of the relevant treatments and the high side effect profiles.

Immunotherapy is an attractive treatment method that prioritizes the immune system and triggers the body’s
defense mechanism in the fight against cancer. Studies based on using immune cells and cellular elements,
especially natural killer (NK) cells, as immunotherapy are quite promising. Extracellular vesicles (EVs),
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which are among the immune cell-derived elements mentioned, are nano-sized extracellular vesicles con-
taining endosomal exosomes and plasma membrane-derived microvesicles. EVs contain biomolecules such
as proteins, nucleic acids, and lipids, which play important roles in many physiological and pathological
events. It has been determined through in vitro and in vivo experiments that they play a role in regulating
the immune system against cancer due to their immunomodulatory properties. In addition, their biocompat-
ibility, long half-life, ability to pass through the blood-brain barrier, invade the tumor microenvironment,
and their tendency to modify make EVs a therapeutic candidate in the fight against cancer.

The use of EVs derived from NK cells as an immunotherapy method in the fight against cancer brings with
it some unique advantages specific to NK cells, in addition to the mentioned above. It is possible to induce
apoptosis and provide cytotoxicity aganist cancer cells through both intrinsic and extrinsic pathways with
protein-based structures such as Fas ligand, perforins, and granzymes contained in EVs.

In summary, EVs derived from NK cells have significant potential for use in combating cancer and further
research is needed.

Key Words: Natural killer cell, Extracellular vesicle, Immunotherapy
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Ozet

Serbest radikallerin zararl etkilerinden korunmada rol alan antioksidanlar, giiclii antikanser terapotikleri
olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Giiniimiizde tedavide kullanilan kemoterapi ilaglarinin insan viicudu
tizerindeki zararl yan etkileri dikkate alindiginda dogal antioksidanlar umut vadeden antikanser bilesikleri
arasindadir. Endojen kaynakli antioksidanlardan katalaz enzimi hiicre omriinii etkileyen antioksidan
enzimlerden biridir. Bu o6zellikleri, oksidatif stres varliginda olusan reaktif oksijen tiirleri ile hiicrenin
bas edebilmesi esnasindaki katkilarindan kaynaklanmaktadir. Son zamanlarda antikanser ¢alismalarinda
hedef molekiillerin belirlenmesi, kanser tedavilerinde destek tedavi igin ilag kesiflerinde kullanilmalarini
kolaylastirmaktadir. Hedef molekiil olarak E. coli’de laboratuvarimizda yillardir saf olarak iiretilen S.
thermophilum kaynakli rekombinant katalaz fenol oksidazin (rKATFO) kesfi ve etkili bircok &zelligi
(cift aktivite yetenegi, fenolik maddelerin antioksidan 6zelliklerini arttirici etkisi, yiiksek stabilite, vb);
ancak kanser tedavisindeki rolii hala belirsizdir. Bu kapsamda S. thermophilum un ¢ift aktiviteli rKATFO
enziminin MCF-7 hiicre hatt1 {izerindeki sitotoksik (WST-1 analizi) etkisi incelendi. MCF-7 hiicreleri
oncelikle 96 kuyulu hiicre kiiltiirti plakalarina her kuyucuguna 2x10* hiicre/mL de olacak sekilde ekildi.
Belirlenen konsantrasyonlarda rKATFO (25, 50, 100, 200, 500 ve 1000 U/mL) uygulanarak hiicreler 24
ve 48 saat inkiibe edildikten sonra her bir kuyuya 10 uL. WST-1 boyasi eklenip 1-4 saat 37°C’de inkiibe
edilecek ve 460-620 nm dalga araliginda Elisa Reader’da ol¢timleri yapildi. Canlilik analizi ile elde
edilen veriler degerlendirilerek MCF-7 hiicrelerinde rKATFO ig¢in 24 saat uygulama sonrasinda 206 U/
mL etkin konsantrasyon (IC, ) olarak belirlendi. Sonugta, rKATFO’nun meme kanser hiicre hattina kars
sitotoksik etki gosterdigi gézlenmis olup kanser hiicrelerine karsi antiproliferatif bir ajan olarak kullanilma
potansiyeline sahip oldugu 6ngdriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Scytalidium thermophilum; katalaz; fenol oksidaz; kanser; rekombinant

Tesekkiir: Bu calisma Kocaeli Universitesi Bilimsel Arastirma Koordinatérliigii  tarafindan
desteklenmektedir (Proje no: FYL-2024-3691).

-75 -

01-03 Kasim 2024



13. ULUSAL MOLEKULER BiYOLOJi VE
BIYOTEKNOLOJi KONGRESI

In vitro Examination of Recombinant KATFO Enzyme in MCF-7 Cell Line

Abstract

Antioxidants, which play a role in protecting against the harmful effects of free radicals, appear to be
effective therapeutic agents against cancer. Considering the harmful side effects on the human body of
chemotherapeutic drugs used for treatment today, natural antioxidants are among the most promising cancer-
fighting agents. The enzyme catalase, one of the body’s own antioxidants, is one of the antioxidant enzymes
that influence cell life. These properties are due to its contribution to the cell’s ability to deal with reactive
oxygen species produced during oxidative stress. More recently, the identification of target molecules in
anticancer studies has facilitated their use in drug discovery for adjuvant therapy in cancer treatments. The
discovery of recombinant catalase phenol oxidase (rKATFO) derived from S. thermophilum, which has
been produced in E. coli in our laboratory for years, and its numerous effective properties (dual activity
capacity, increase in antioxidant properties of phenolic substances, high stability, etc.) should be mentioned
as a target molecule; however, its role in cancer treatment is still unclear. In this context, the cytotoxic
effect (WST-1 assay) of the double active rKATFO enzyme of S. thermophilum on the MCF-7 cell line
was investigated. MCF-7 cells were first seeded in 96-well culture plates at 2x10* cells/mL each. After
incubating the cells with TKATFO (25, 50, 100, 200, 500 and 1000 U/mL) at the specified concentrations
for 24 and 48 hours, 10 pL of WST-1 dye was added to each well, incubated at 37 °C for 1-4 hours and
measured in the Elisa Reader at 460-620 nm. The data obtained by viability analysis were evaluated, and
206 U/mL was determined as the effective concentration (IC, ) for rKATFO in MCF-7 cells after 24 hours
of application. In conclusion, TKATFO was found to exhibit a cytotoxic effect against breast cancer cell
lines, and it is predicted to have the potential to be used as an antiproliferative agent against cancer cells.

Keywords: Scytalidium thermophilum; catalase; phenol oxidase; cancer; recombinant
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1. GIRIS

Oksidatif'stres, hiicresel metabolizma sirasinda olusan serbest radikallerin artisi ile onlar1 detoksifiye
eden antioksidanlarin yetersizligi sonucu oksidatif dengenin bozulmasi olarak tanimlanabilir.
Serbest radikaller (SR, ROS, reaktif oksijen tiirleri) ise bir veya daha fazla eslesmemis elektrona
sahip, kisa omiirlii, molekiil agirlig1 diisiik ve oldukca reaktif molekiillerdir. Oksidatif stresin,
Alzheimer, Parkinson, diyabet, yaglanma (aging), kanser, sizofreni, bipolar ve kardiyovaskiiler
rahatsizliklar gibi cok sayida hastalifin temel nedenlerinden biri oldugu diistiniilmektedir.
Hiicreler, kendilerini zararli miktardaki serbest radikallerden koruyabilmek amaci ile “antioksidan
sistemler” veya kisaca ‘“antioksidanlar” olarak adlandirilan savunma mekanizmalarindan
yararlanirlar (Aguirre vd., 2005; Ozcan vd., 2015). Katalazlar (EC 1.11.1.6), hidrojen peroksitin
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(H,0,) su ve molekiiler oksijene pargalanmasini katalizleyen enzimlerdir. Dogada yaygin olarak
bulunmaktadirlar (Kurakov vd., 2001).

Kanser her zaman tiim hastaliklar igerisinde mortalitesi yiiksek malign bir hastalik olarak karsimiza
cikmaktadir. Son yillarda, sosyal, ekonomik ve elektronik teknolojide artan kanserli hasta sayisiyla
birlikte, artig egilimi giderek daha siddetli hale gelmektedir (Li vd., 2016). Birgok ¢aligmada litoleik
asit, YF-452 ve berberin tlirevleri gibi baz1 sentetikler ve tiirevlerinin meme kanseri tizerinde anti-
tiimor etki gosterdigi ve bunlar gibi kimyasal yolla sentezlenebilen kiigiik molekiillerin meme kanseri
tedavisi i¢in yeni potansiyel terapdtik maddeler haline geldikleri belirtilmektedir (Lin vd., 2020). Su
anda piyasada temozolomid, doksorubisin ve sisplatin gibi bircok kemoterapi ilact bulunmaktadir.
Ancak bu ilaglarin insan viicudu tlizerindeki yan etkileri giderek daha belirgin hale gelmekte olup
goz ardi edilemez durumdadir. Ornegin doksorubisin ciddi kardiyak toksisite olusturabilirken,
temozolomid kan, deri, goz ve gastrointestinal reaksiyonlara neden olabilmektedir (Zhang vd.,
2016). Bu nedenle, kanser tedavisi i¢in yeni ilaglarin arastirilmasi 6nem arz etmektedir. 20. yilizyilin
ortalarindan beri, antioksidanlar yaglanma, kanser ve(ya) inflamatuar hastaliklarin profilaktik tedavisi,
hatta kanserde oksidatif stresi azaltarak kemo ve radyoterapinin olumsuz etkilerini iyilestirmek i¢in
de kullanilabilmektedir (Gulcin vd., 2020; Khurana vd., 2018). Ek olarak, antioksidanlar, kanser
hastalarinda hayatta kalma oranlarini arttirdig1 ve terapdtik etkinligi iyilestirdigi goriilen kemoterapi
kaynakli toksisiteyi azaltmadaki ana etkinlikleri nedeniyle, farkli kemoterapétik ilaglarin kullanimiyla
iliskili morbiditeyi azaltabilmektedir (Athreya ve Xavier, 2017).

Scytalidium thermophilum tarafindan Uretilen katalaz enzimi temel fonksiyonu yaninda substrati
H,O, olmadan ya da herhangi bir kofaktore ihtiyag duymadan bazi fenolik bilesikleri okside
edebilmektedir. Cift aktivite yeteneginden dolay1 enzim kisaca KATFO (Katalaz Fenol Oksidaz)
olarak isimlendirilmistir. Etki ettigi fenolik bilesikler arasinda katekol, kafeik asit, katekin,
klorojenik asit ve L-DOPA gibi o-difenolikler ile hidrokinon gibi bazi p-difenolikler bulunmaktadir.
Rekombinant ekspresyon sistemi kullanarak iiretilen formu, dogal enzime goére daha yiiksek
(yaklasik 3 kat) aktiviteye sahiptir (Koclar Avci vd., 2013; Yuzugullu vd., 2013).

Son zamanlarda antikanser ¢alismalarinda hedef molekiillerin belirlenmesi, kanser tedavilerinde
destek tedavi icin ilag kesiflerinde kullanilmalarini kolaylastirmaktadir. Hedef molekiil olarak
E. coli’de laboratuvarimizda yillardir saf olarak tiretilen S. thermophilum kaynakli rekombinant
katalaz fenol oksidazin (rKATFO) kesfi ve etkili birgok 6zelligi (¢ift aktivite yetenegi, fenolik
maddelerin antioksidan 6zelliklerini arttirict etkisi, yiiksek stabilite, vb) (Koclar Avci vd., 2013;
Sutay Kocabas vd., 2008; Yuzugullu vd., 2013); ancak kanser tedavisindeki rolii hala belirsizdir.
Bu kapsamda gerceklestirilen calismada rKATFO enziminin yaygin kanser tiirlerinden biri olan
meme kanserinde uygulanabilirligini arastirmak iizere saf halde iiretilen enzim MCF-7 hiicrelerine

uygulanarak sitotoksik (WST-1 analizi) etkisi arastirildi.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Mikroorganizma, Kiiltiir Hazirlanmasi ve rKATFO Iceren Siipernatantin
Eldesi

KATFO enziminin genini tagiyan rekombinant plazmit (pET28a-KATFO), E. coli BL21 (DE3)star
susuna ait tek koloni 50 pg/mL kanamisin iceren LB besi yerinde (10 mL) ¢ogaltildiktan sonra
yine ayni miktarda kanamisin igeren 1 litre LB besiyerine aktarildi ve 600 nm’de OD’si 0,4 ila
0,6 arasina gelene kadar biiyiimeye birakild1. Istenilen araliga ulasilinca enzim {iretimini arttirmak
amaciyla 0,1 mM IPTG (=Isopropylthio-B-galactoside) eklendi ve 120 rpm’de 24 saat inkiibe
edildi. Hiicreler daha sonra santrifiij ile ¢oktiiriilerek (10 dak, 6000 rpm) -80 °C’de saflastirmada
kullanmak tizere muhafaza edildi (Yuzugullu vd., 2013).

2.2. rKATFO Saflastirma

Afinite kromatografi yontemiyle rK ATFO saflastirilmasinda kullanilmak iizere -80 °C’de muhafaza
edilen hiicreler buzda eritildikten sonra 100 mL lizis tamponuna (50 mM Na-HEPES, %25 (w/v)
siikroz, %1 (v/v) Triton X-100, 5 mM, MgClLx6H,0 1 mg/mL lizozim, 5 pL benzonase nuclease
(5KU, Sigma), 1:4 oraninda EDTA igermeyen proteaz inhibitor tablet, pH 8,0) transfer edilerek
yaklagik 3 saat lizis islemine maruz birakildi. Hiicreler daha sonrasinda 10000xg’de ¢oktiiriilerek
slipernatant kismi1 bir gece boyunca baglama tamponuna (0,5 M NaCl igeren 20 mM Sodyum
fosfat, pH 7.4) kars1 diyaliz edilerek saflastirmada kullanilmak iizere hazir duruma getirildi.
Bunun i¢in 5 mL’lik HiTrap kolonu AKTA Prime Plus Kromatografi cihazina (GE Healthcare,
Amerika) baglandi. Daha sonra kolondan baglama tamponu (20 mM Sodyum fosfat, 0,5 M NaCl,
20 mM Imidazol, pH:7,4) gecirilerek His-etiketli proteinlerin kolona baglanmasi igin hazir hale
getirildi. Lizis islemi uygulanan, hiicrelerden arindirilan ve kolona yiiklemek i¢in hazir hale
getirilen istenilen proteini i¢eren diyaliz 6rnegi, 1,0 mL/dak akis hiz1 ile kolona yiiklendi. Kolona
baglanmamis veya zayif baglanmig proteinleri uzaklastirmak i¢in kolon yikama tamponu (20 mM
Sodyum fosfat, 0,5 M NaCl, 40 mM Imidazol, pH 7.,4) ile yikama islemine maruz birakildiktan
sonra eliisyon tamponu (20 mM Sodyum fosfat, 0,5 M NaCl, 500 mM imidazol, pH 7.,4) ile hedef
proteinin kolondan uzaklastirilmasi gerceklestirildi. Saflastirma sirasinda kullanilan tiim ¢6zeltiler
AKTA cihazina verilmeden dnce 0,22 um’lik filtrelerden gegirildi.

2.3. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE) Analizi

Afinite kromatografi sonrasi toplanan fraksiyonlarda saf haldeki hedef proteinin tespiti i¢in SDS-
PAGE uygulandi. Bu analizde, Bio-Rad Mini-Protean (Amerika) sistemi kullanildi. SDS-PAGE;
% 5 v/v yiikleme jeli (125 mM Tris-HCI (pH 6,8), % 0,1 SDS, % 5 Akrilamid ve TEMED) ve % 15
v/v ayirma jeli (375 mM Tris-HCI (pH 8,8), % 0,1 SDS, % 15 Akrilamid ve TEMED) hazirlanarak
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gerceklestirildi (Laemmli, 1970). Ornekler indirgeme ajan1 iceren yiikleme tampon ile 90 °C’de
10 dak kaynatildi. Protein markor’t olarak ProSieve™ (140-15 kDa) kullanildi. Elektroforez 250
V’da 50 dk yiiriitiillerek gergeklestirildi. Yiirtitiilen jeller Coomassie Brillant Blue (CBB) boyama
ile boyandi.

2.4. Katalaz Aktivite Analizi ve Protein Miktar Tayini

Saf haldeki protein Orneginin katalaz aktivite analizi spektrofotometrik (Cary 60 UV-Vis
Spektrofotometre, Agilent) yontemle yapildi. Katalaz aktivite 6l¢limii i¢in hazirlanacak reaksiyon
karigimi (1 mL), 10 mM H,O, soliisyonu (pH’s1 7,0 olan 100 mM Sodyum fosfat tamponu iginde
hazirlanmis) ile uygun sekilde seyreltilmis saf protein 6rneginden olugsmaktadir. H,O, nin kaybolma
hiz1240 nm’de (€,,,(H,0,)=39,4 M cm'; Merle vd., 2007) dlgiilerek hesaplandi. Bir birim katalaz
aktivite (1 U); 1 pmol H,O,’yi 1 dakikada pargalayabilen enzim miktaridir (Yuzugullu vd., 2013).
Katalaz aktivite 6l¢lim analizlerinde “kontrol” olarak reaksiyon ortamina enzim yerine tampon
¢ozelti (100 mM Sodyum fosfat tamponu, pH 7,0) eklenerek aktivite dl¢iimleri yapildi. Katalaz
aktivite 6lgiimleri en az 3 kez tekrarlandi. Protein miktar tayini ise Bradford (1976) yontemi ile
standart olarak sigir serum alblimini kullanilarak belirlendi.

2.5. Hiicre Kiiltiirii Sartlar:

Calismada hormon duyarli meme kanseri (MCF-7) hiicre hatlar1 kullanildi. MCF-7 hiicreleri
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) besiyerinde 2 mM L-glutamin, 50 IU/mL penisilin
ve 50 mg/mL streptomisin eklendikten sonra 37°C” de 5 CO, olacak sekilde kiiltiire edildi.

2.6. WST-1 Canhlik Analizi

Tiim analizlerde WST-1 analizi ile belirlenecek en etkin saat dilimi ve konsantrasyonlarda saf
rKATFO hiicrelere uygulanarak deneyler gerceklestirildi. MCF-7 hiicreleri dncelikle 96 kuyulu
hiicre kiiltiirii plakalarina her kuyucuguna 2x10* hiicre/mL de olacak sekilde ekildi. Belirlenen
konsantrasyonlarda rKATFO (25, 50, 100, 200, 500 ve 1000 U/mL, de Oliveira vd., 2016)
uygulanarak hiicreler 24 ve 48 saat inkiibe edildikten sonra her bir kuyuya 10 uL. WST-1 boyas1
eklenip 1-4 saat 37°C’de inkiibe edildi ve 460-620 nm dalga araliginda Elisa Reader’da dl¢timleri
yapildi. rKATFO ile muamele edilmeyen kontrol hiicre canliligi %100 olarak kabul edilerek, deney
hiicrelerinin canlilik oranlar1 % olarak ifade edildi.

2.7. istatistik Analizi

Veriler “Graph Pad Prism v.9” istatistik programi kullanilarak degerlendirildi. 0,05’den kiigiik
olan p degerleri istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. rKATFO Uretimi ve Saflastirma Bulgular

E. coli BL21(DE3)star hiicrelerinden rKATFO {iretimi i¢in affinite kromatografisinde kullanmak
iizere 50 mg ham ekstrakt edildi. Daha sonra rKATFO enzimini iceren silispansiyondan enzim
artan imidazol konsantrasyonunda (0.1-0.5 M) ve 1 mL igeren fraksiyonlarda topland1 ve her bir
fraksiyon SDS-PAGE ile analiz edildi (Sekil 1). Saf rKATFO proteini i¢eren fraksiyonlar bir gece
20 mM sodyum fosfat tamponuna (pH 7,4) kars1 diyaliz edilerek imidazol uzaklastirildiktan sonra

konsantre edildi.

kDa
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Sekil 1: His-Bagli Hi-Trap Chelating (GE Healthcare, Amerika) kolon kullanilarak saflastirilan
rKATFO proteininin SDS-PAGE jel goriintiisii. M, protein markdr (marker) (ProSieveTM, Lonza,
Isvigre); 1.-8. sira aras1, 150-270 mM imidazole igeren fraksiyonlar; Ft, kolona baglanmadan
gecen stiziintii; W, 0,5 M NaCl ve 25 mM imidazol igeren 20 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7,4)
ile yikanan fraksiyonu kapsamaktadir.

3.2. WST-1 Canhlik Analizi

rKAFTO i¢in canlilik analiziile elde edilen veriler MCF-7 hiicrelerinde 24 saat uygulama sonrasinda
890 U/mL, 48 saat uygulamasindan sonra 244 U/mL etkin konsantrasyon (IC,)) olarak belirlendi
(Sekil 2). Elde edilen verilerde rKATFO igin 100, 200, 500 ve 1000 konsantrasyonlarinda canlilik
strastyla %85, %75, %53 ve %50 olarak belirlendi.
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Sekil 2: rKATFO’nun MCF-7 hiicreleri iizerine 24 saat ve 48 saat boyunca olan sitotoksik etkisi
(**p<0.01)

4. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, rKATFO enzimi basarili bir sekilde saflastirildi. Tek asamali kromatografik
yontemle elde edilen saf enzim, SDS-PAGE analizinde belirgin bir bant (80 kDa) gostererek
istenen saflik seviyesine (>%95) ulastigin1 kanitladi. Saf rKATFO, MCF-7 meme kanseri hiicre
hattinda uygulandiginda, hiicre canliligin1 6nemli 6l¢iide azaltarak potansiyel antikanser 6zelligini
sergiledi.

Hiicre kiiltiirti ¢alismalarinda WST-1 canlilik analizi ile tespit edilen 24 ve 48 saatlik inkiibasyon
siireleri boyunca belirlenen IC, degerleri, IKATFO nun etkinligini kantitatif olarak gostermektedir.
Ayrica, tKATFO’nun kanser hiicreleri tizerindeki etkinliginin degerlendirilmesinde kontrol grubu
yapilan karsilagtirmalar, enzimin sitotoksik etkilerini dogrulamaktadir.

Bu calismanin sonuglari, katalaz enziminin (rK ATFO) kanser hiicreleri iizerindeki etkisini ve anti-
kanser potansiyelini ortaya koymustur. Bununla birlikte, rKATFO’nun terapétik bir ajan olarak
gelistirilmesine yonelik gelecekteki calismalarda dikkate alinmasi gereken bazi kritik hususlar
bulunmaktadir. Katalaz enziminin sadece MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda degil, aym
zamanda diger kanser tiirlerine ait hiicre hatlarinda da test edilmesi, genis spektrumlu antikanser
bir ajan olup olmadiginin belirlenmesi acisindan yararli olacaktir. Ozellikle farkli doku kdkenine
sahip kanser hiicrelerinde yapilacak testler, katalaz enziminin kanser tiirleri arasindaki seciciligini
ve etkinligini degerlendirmemize olanak tanir. Bu dneriler dogrultusunda yapilacak arastirmalar,
katalaz enziminin kanser tedavisinde etkin bir biyomolekiil olarak kullanilmasina yonelik bilimsel
literatiire Onemli katkilar saglayacaktir. Enzimin biyoteknolojik uygulamalarda kullanimina
iligkin daha ileri calismalar, rKATFO’nun klinik alanda kullanilabilirligi yolunda 6nemli bir adim
olacaktir.
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Ozet

Nigella sativa (N. sativa) tohumu gida kullanimin yani sira tedavi amaciyla da kullanilmaktadir. Calismada,
N. sativa tohumunun; metanol (ME), su (SE), sirke (SiE) kullanilarak ekstraksiyonu yapilmis, toplam fe-
nolik/flavonoid icerik, DPPH radikal siipiirme aktivitesi ile insan deri hiicre hatti (HDF) ve insan melanom
hiicre hatt1 (451-Lu) lizerine etkisi belirlenmistir. Bulgulara gore, toplam fenolik madde miktari metanol
ile hazirlanmis N. sativa ekstraktinda; (ME) 72,08 mg GAE/g; toplam flavonoid madde miktart 192,30 mg
QE/g; DPPH aktivitesi %85,17 olarak belirlenmistir. Sitotoksik analizlerde, saglikli deri (HDF) ve deri
melanom (451-Lu) hiicrelerde sitotoksik etkinin en yiiksek oldugu konstrasyon 1000 pg/mL olarak belir-
lenmistir. Metanol ¢dziicii sisteminin, N. sativa tohumunun aktif bilegenlerinin ekstraksiyonunda en yiiksek
verimi sagladig1 belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Corek otu; Antioksidan;Sitotoksisite;Ekstraksiyon;T1bbi Bitkiler

Effect of solvent selection on antioxidant capacity and cytotoxicity of black cumin extracts

Abstract

Black cumin seed is used not only for food purposes but also for therapeutic purposes. In this
study, black cumin seeds were extracted using methanol, water, and vinegar, and the total phenolic/
flavonoid content, DPPH radical scavenging activity, and their effects on human dermal fibroblast
(HDF) and human melanoma (451-Lu) cell lines were determined. According to the findings,
the total phenolic content in the methanolic black cumin extract (ME) was found to be 72.08 mg
GAE/g; the total flavonoid content in ME was 192.30 mg QE/g; and the DPPH activity in ME
was 85.17%. In cytotoxic analyses, the concentration with the highest cytotoxic effect on healthy
and melanoma cells was measured as 1000 png/mL. It was determined that methanol provided the
highest yield in extracting the active components of black cumin seeds.

Keywords: Black cumin; Antioxidant; Cytotoxicity; Extraction; Medicinal plants
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1. GIRiS

Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) verilerine gore, diinyada yaklasik 72 bin ¢icekli tibbi bitki, iilke-
mizde ise yaklasik 500 bitki tibbi ve aromatik bitki olarak degerlendirilmektedir (1,2). Ulkemizde
genellikle tibbi ve aromatik bitkiler halk hekimliginde kullanilmakla birlikte 6nemli bir ekonomik
degere sahiptir (3). N. sativa; siyah kimyon, bereket tanesi ve siyah tohum gibi farkli isimlendi-
rilmeleri olup Ranunculaceae familyasiin Nigella cinsinde yer almaktadir. Genellikle Akdeniz
iilkelerinde yayilis gostermekte, tek yillik, otsu bitkinin 20 tiirlintin 12’si ilkemizde yetismektedir
(1,4,5,6,7). N. sativa bitkisinin tohumlar1 6zel kokulu olup baharat olarak degerlendirilmesinin
yaninda ilag, parfiimeri ve kozmetik sanayinde kullanilmaktadir (8).

N. sativa bitkisinin sabit ve ugucu yaglarindan agr1 kesici, antibakteriyel, antitiimor ve kan sekeri
diistirticii etkileri sebebiyle modern tipta da kullanimi yaygindir (9). N. sativa’da bulunan timoki-
non bitkiye; antikanser, antioksidan, antihistaminik, antinflamatuar ve antimikrobiyal gibi farkli
farmakolojik 6zellikler saglamaktadir (10). Kat1 veya sivi fazda bulunan bir ya da birden fazla
bilesigin farkli ¢coziiniirliik 6zelliklerinden yararlanilarak diger bir sivi faza alinmasi iglemi eks-
traksiyon olarak adlandirilmaktadir (11). Ekstraksiyon gida analizlerinde hizli, dogru ve giivenilir
sonuclar elde etmek i¢in uygulanan ilk basamaktir (12).

Bu calismada farkli polarite seviyesine sahip olan ¢dziicli sistemlerin N. sativa lizerindeki etkinlik-
lerinin belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Farkli polaritedeki ¢oziiciilerden alinan ekstraktlardaki
N. sativa ekstraksiyonlarinin toplam fenolik igerigi, toplam flavonoid icerigi, DPPH radikal siipii-
riicli aktivitesi ve sitoksisitesi lizerinde etkinlikleri degerlendirilmistir.

2. MATERYAL VE METOT

Corek Otu Ekstraksiyonu

10 gr 6giitiilmiis N. sativa tohumlar1 100 mL metanol, su ve sirke gibi farkli ¢oziiciiler igerisinde
48 saat boyunca 40 °C de manyetik karistiricida karistirildi. Ardindan oda sicakligina gelmesi bek-
lenerek karisim filtre kagidiyla siiziildii. 24 saat stiresince +4 °C buzdolabinda bekletilerek takip
eden giin analizlere gecildi.

Antioksidan Analizler

Toplam Fenolik Madde Tayini

N. sativa nin farkli ¢oziiciilerden elde edilen ekstratklarin toplam fenolik icerikleri Mohamed Haj-
71 vd.(2010) yontemine gore belirlendi. Numuneler 500 uL olacak sekilde deney tiiplerine alindi,
iizerlerine 500 uL Folin reaktifi eklendi. Ardindan 500 uL Na-COs ve 3500 uL saf su eklenerek her
bir deney tiipii vortekslendi. Deney
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tiipleri karanlik laboratuvar ortaminda 90 dk boyunca bekletildi. Bekleme siiresi sonunda, spekt-
rofotometre (Shimadzu UV-1800) kullanilarak 760 nm’de absorbans 6l¢iimleri yapildi. Sonuglar
gallik asit esdegerligi olarak hesaplandi (13).

Toplam Flavonoid Madde Tayini

N. sativa’nin farkli ¢oziiciilerden elde edilen ekstraklarin toplam flavoid igerikleri Zhishen vd.
(1999) yonetimine gore, numunelerden 250 uL deney tiiplerine alindi, tizerlerine 150 uL NaNO-
eklendi ve 6 dk beklemenin ardindan 75 uLL AICls eklendi. 5 dk boyunca laboratuvar ortaminda
bekletilen deney tiiplerine 1000 uL. NaOH ve 2500 uL saf su eklendi. Eklemeler sonunda numu-
neler vortekslendi. Spektrofotometre (Shimadzu UV-1800) kullanilarak 510 nm’de absorbans 61-
climleri yapilarak quercetin esdegerligi olarak hesaplandi (14).

DPPH Radikal Siipiirme Aktivitesi

N. sativa nin farkli ¢oziiclilerden elde edilen ekstraklarin DPPH radikal siipiiriicii aktivitesi Hatano
vd. (1988), yontemine gore belirlendi. Numunelerden 0.3 mL alindi, iizerine 2.7 mL taze olarak ha-
zirlanan DPPH soliisyonu deney tiiplerine eklendi ve 6rnekler vortekslendi. 60 dk boyunca karanlik
laboratuvar ortaminda bekletildi. Kontrol olarak 6rnek yerine saf su kullanildi. Spektrofotometre
(Shimadzu UV-1800) ile 517 nm’de absorbans ol¢iimleri BHA ile kiyaslanarak hesaplandi (15).

DPPH scanvenging (%) = [((A.- Ap)/ AL) x 100]
* A.: Absorbance of control sample

*A,: Absorbance of the example sample

Sitotoksisite Analizleri

500 mL DMEM besiyerine %10 (50 mL) FBS ve %1 (5 mL) penisilin-streptomisin eklendi.
Kullanilincaya kadar +4 C’de tutuldu. -80 °C’den stok halde tutulan 451-Lu ve HDF hiicre
hatlar1 kullanildi. Karyotipte ¢oziinen hiicreler 15 ml’lik falcon tiiplerine alindi ve 4 ml DMEM
besiyeri eklendikten sonra 4500 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi ve iistteki s1v1 atild1. Hiicrelere
tekrar 4 mL besiyeri eklendi ve pipetleme yapildi. Bu islemden sonra hiicreler 25 falkona akta-
rildi, 37°C ve %35 CO, inkiibatoriinde gogaltildi ve 96’lik well platede kuyucuklara 10.000 hiicre
gelecek sekilde ekim yapildi. Numunelerin konsantrasyonlart 2 mg/mL olarak ayarlandi. Seri
diliisyonlarla farkli konsantrasyonlarda uygulama (1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25 pg/mL) ya-
pildi. 24 saat boyuna 37°C ve %5 CO, inkiibasyona birakildi. Her kuyucuga 50 pL XTT (sodium
3’-[1- (phenylaminocarbonyl)- 3,4- tetrazolium]-bis (4-methoxy6-nitro) benzene sulfonic acid
hydrate) eklendi, 4 saatlik beklemenin ardindan 450-630 nm’de 6l¢iim yapildi (Spectramax Plus
384 Elisa mikroplaka).
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3. BULGULAR VE TARTISMA

Antioksidan Analizler

Sentetik antioksidanlarin yerine 6zellikle bitkisel kokenli dogal antioksidan ve antimikrobi-
yal maddelerin eldesi ve kullanimi i¢in biiyiik bir ilgi mevcuttur (16). N. sativa tohumu ve
tohumundan elde edilen ekstraklarin antioksidan 6zelliklerinden dolay1 eczacilik, kozmetik
ve gida endiistrisi gibi farkli alanlarda yogun bir sekilde kullanilmakta, 6zellikle besinlerin
depolanma sartlarinda ki bozulmalarinin 6nlemesi i¢in kullanilan bitkisel u¢ucu yaglar ara-
sinda N. sativa yag1 yer almaktadir (17). Dogal antioksidanlarin en énemli gruplarini fenolik
maddeler olusturmaktadir (18). N. sativa ugucu yaginin bakteri oldiirlicli, kanser onleyici,
iltihap giderici, antidiyabetik, antiradikal gibi ¢esitli 6zellikleri Sultan, (19); Lutterodt vd.
(20); Bourgou vd. (21) tarafindan yapilan ¢alismalarda tespit edilmistir (19,20,21). ilhan (22)
ve digerleri tarafindan yapilan calismada, N. sativa yaginin farelerde antioksidan 6zellikler
gosterdigi tespit edilmistir (22). Kar vd. (2007) yaptiklar1 ¢alismada iki farkli yoreden elden
edilen N. sativa tohumlarinin Folin-Ciocalteau yontemine gore elde edilen toplam fenolik
madde icerikleri 1451 mg/GAE g ve 1588 mg/GAE g olarak bulunmustur (23). Hindistan
bolgesinden alinan N. sativa tohumlarinin metanolik ekstraktlarinin toplam fenolik i¢erigini
4,1 mg GAE/ g ekstrakt olarak bulmuslardir (24). Buran vd. (25) tarafindan tiziim ¢ekirdegi,
N. sativa ve keten tohumu tozlarinin antioksidan, fenolik ve flavonoid madde miktarlarinin
belirlendigi ¢calisma da N. sativa tohumlarinin metanol ekstraktlarinda en yiiksek fenolik mad-
de miktarina (39,18+0,87 mg/g GAE) sahip oldugunu tespit etmislerdir (25). Bu ¢alismada
ii¢ farkli ¢6ziicli kullanarak yapilan analizlerde, metanol ekstraktlarinin en yiiksek fenolik ve
flavonoid madde igeriklerine sahip oldugu tespit edilmistir. Toplam fenolik madde miktar1 SE
23,77 mg GAE/g, SiE 26,12 mg GAE/g, ME 72,08 mg GAE/g, sirke 36,99 mg GAE/g; toplam
flavonoid madde miktar1 SE 40,3 mg QE/g, SiE 64,63 mg QE/g, ME 192,30 mg QE/g, sirke
142,46 mg QE/g olarak bulunmustur. Sirkenin asidik 6zelliginden dolay1 fenolik ve flavonoid
miktar1 yiiksek ¢ikmistir.
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Kar vd. (23) tarafindan Samsun ve Misir’dan temin ettikleri N. sativa tohumlarinin antiok-
sidan aktivitesinin incelendigi ¢alismada, N. sativa ekstraktlarinin endiistride yaygin olarak
kullanilan BHA ve BHT gibi sentetik antioksidanlara kiyasla her iki N. sativa tohumunun
daha 1yi aktiviteye sahip olduklar1 saptanmistir (23). DPPH yonteminde 517 nm’de okunan
absorbans degerleri azaldik¢a serbest radikal siipiiriicii aktivitesi o kadar artmaktadir (26).
Numunelerimizin DPPH radikal siipiiriicii aktivitesi ylizde inhibisyon olarak hesaplanmis ve
SE %66,23, SiE %64,77, ME %85,17, sirke %76,87 ve sentetik antioksidanlardan olan BHA’

nin %88,37 olarak bulunmustur.
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Sekil 3. Farkh ekstraktlarin DPPH giderim aktivitesi

Sonuglar arasindaki rakamsal farkliliklar, Ashraf vd. (27)’nin belirttigi gibi bitkinin yetistirilme
zamani, iklim ve ¢evre kosullarindaki farkliliklar ile toprak yapisindaki degisikliklerden kaynak-
landig1 diistiniilmektedir (27).
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Sitotoksisite Analizleri

Bitkilerden elde edilen ekstraktlarin sitotoksisitesini degerlendirmek i¢in ¢esitli yontemler mev-
cuttur. Sitotoksisite degerlendirmeleri i¢in kullanilan standart test yontemleriyle daha diisiik ve
daha yiiksek toksisite ile sonuglanabilecek konsantrasyonlar belirlenebilir (28,29). Dogal bile-
siklerin sitotoksik etki mekanizmalariyla hiicresel morfolojik degisikliklere yol acabilir, bag-
lanmay1 Onleyebilir, hiicre dongilisiine ve DNA replikasyonunu inhibe ederek hiicre canliligini
onemli Olgiide azaltabilir (30). Farkli ¢oziiciilerle elde edilen N. sativa eksraktlariyla hazirlanan
diisiik ve yiiksek konstrasyonlarla 451-Lu ve HDF hiicre hatlarinda sitotoksisite analizleri ger-
ceklestirilmistir. SE, ME ve SiE ekstraksiyonlarinda saglikli hiicre hatti olan HDF hiicrelerinin
tiim konsantrasyonlarinda hiicre canlilik orani kontrole gore artmisken insan melanom hiicre
hatt1 olan 451-Lu hiicrelerinde hiicre canlilik orani kontrole gore azalmistir. Sitotoksik etki de-
gerlendirmesinde, ekstraktlarin sitotoksik ozelliklere sahip oldugu belirlenmis bununla beraber
ME ekstraktinda saglikli hiicrede canlilia pozitif etki yaparken kanserli hiicrelerin canliliklari-

n1 azalttig1 belirlenmistir.

N. sativa tohumunda bulunan timokinon, hiicre dongiisiinii kontrol eder ve hiicre ¢ogalmasini
diizenleyen gen proteinlerin ifadesini etkileyebilmektedir. Hiicre dongiisiinde farkli noktalara etki
eden timokinonun kanser hiicreleri lizerinde 6ldiirticii etki yaptig1 6nceki arastirmalarda bildiril-
mistir. Aragtirmalar, ¢oziicii olarak metanol kullanilarak elde edilen N. sativa tohumu ekstrakt-
larinin, saglikli hiicreler lizerine sitotoksik etki gdstermedigini buna karsin kanserli hiicrelerin

canliligini azalttigin1 gostermektedir (28,29,30).
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4. SONUC VE ONERILER

N. sativa nin tohumlarinda bulunan aktif bilesikler, 6zellikle timokinonun; antikanser, antioksidan
ve antihistaminik etkilerine dair birgok ¢alisma mevcuttur. Cesitli hiicre hatlarinda gercgeklestirilen
sitotoksik aragtirmalar, bu bilesiklerin kanser yolaklarina hiicre dongiisiiniin farkli agamalarinda

miidahale ederek kanser hiicrelerinde apoptozu indiikledigini ortaya koymustur.

Mevcut calisma sonucunda literatiirle tutarlilik gosteren analiz sonuglar1 farkli ¢oziiciilerle
elde edilen N. sativa tohumu ekstraklarinin antikanser ve antioksidan 6zelliklere sahip oldugu
belirlenmistir. Bundan dolay1 tibbi uygulamalarda énemli bir potansiyelinin oldugunu dogru-
lamistir.
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Ozet

Projemizde etanol ve dH,O ile elde edilen Hedera helix bitki ekstraktinin, mikrobiyolojik korozyona
ugrayan ylizeylerden izole edilen mikroorganizmalar tizerindeki kapsamli antimikrobiyal aktivitesinin
tespiti hedeflenmistir. Literatiirde antimikrobiyal aktivitesi kanitlanmis Hedera helix ekstraktinin MIC,
agar kuyu difiizyon ve disk diflizyon testleri yapildi. Korozyon oldugu belirlenen duvar yiizeylerinden
alian &rneklerin EMB ve SDA’ya ekimi yapildi. izole edilen 6rneklerden segilen gram negatif bakteriler
kullanilarak bitki ekstraktlarinin aktiviteleri belirlendi. Deneyler sonucunda Hedera helix’in, bakteriler
tizerinde gozle goriiniir bir antimikrobiyal aktivitesi gézlemlenmedi. Bunun baslica sebebi izole edilen
ve kullanilan bakterilerin identifikasyonlar1 sonrasi literatiirde yapilan arastirmalar sonucu bu bakteri-
lerin Hedera helix ekstraktina gii¢lii direng gosterdigi tespit edilmistir. Bakteriler Klebsiella oxytoca ve
Bacillus megaterium tur. Mikrobiyolojik korozyon olusturan bu bakterilerin inhibe edilmesi i¢in yiiksek
miktarda Hedera helix ile tekrar test edilecek ve giicli etkisi oldugu bilinen yeni bitki ekstraktlar lize-

rinde analiz edilecektir.

Anahtar Kelimeler: Dogal rejenerasyon; Biyolojik temizlik; Mikrobiyolojik korozyon; Antimikrobiyal
aktivite; Hedera helix

Tesekkiir: 1919B012315282 numarali projemiz 2209-A Universite Ogrencileri Arastirma Proje-
leri Destekleme Programi 2023/2 tarafindan desteklenmistir.

Investigation of the Potential of Hedera helix as a Natural Regeneration Product

Abstract

Our project aimed to determine the comprehensive antimicrobial activity of Hedera helix plant extract
obtained with ethanol and dH,O on microorganisms isolated from surfaces subjected to microbiological
corrosion. MIC, agar well diffusion and disk diffusion tests were performed for Hedera helix extract, whose
antimicrobial activity has been proven in the literature. Samples taken from wall surfaces determined to
be corroded were transplanted into EMB and SDA. The activities of plant extracts were determined using
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gram-negative bacteria selected from the isolated samples. As a result of the experiments, no visible an-
timicrobial activity of Hedera helix was observed on bacteria. The main reason for this is that, as a result
of the research conducted in the literature after the identification of the isolated and used bacteria, it was
determined that these bacteria showed strong resistance to Hedera helix extract. The bacteria are Klebsiella
oxytoca and Bacillus megaterium. It will be tested again with high amounts of hedera helix to inhibit these
bacteria that cause microbiological corrosion and will be analyzed on new plant extracts known to have a
strong effect.

Keywords: Natural regeneration; Biological cleaning; Microbiological corrosion; Antimicrobial activity;
Hedera helix

Acknowledgements: Our project number 1919B012315282 was supported by the 2209-A Uni-
versity Students Research Projects Support Program 2023/2.

1. GIRIS

Hedera helix bitkisi, ylizyillardir geleneksel tipta kullanilan 6nemli bir bitki olup, 6zellik-
le antimikrobiyal 6zellikleriyle dikkat ¢ekmektedir. Yapisindaki ¢esitli biyoaktif bilesikler,
Ozellikle saponinler ve polifenoller, bitkinin antibakteriyel ve antifungal 6zelliklerine katki-
da bulunur. Bu calismanin amaci, Hedera helix bitkisinin farkli ¢oziiciilerle hazirlanan eks-
traktlarinin mikroorganizmalar {izerindeki antimikrobiyal etkinligini kapsamli bir sekilde
degerlendirmektir. Literatiirde Hedera helix’in antimikrobiyal 6zellikleri farkli calismalarla
desteklenmis olsa da, bu etkinin ¢esitli mikroorganizmalar {izerindeki etkisini ayrintili ince-
leyen giincel ¢alismalar sinirlidir. Ozellikle, etanol ve dH,O gibi farkl ¢oziiciiler kullanilarak
hazirlanan ekstraktlarin etkinligi konusunda yeterli bilgi bulunmamaktadir. Bu arastirma, bu
boslugu doldurmay1 ve farkli ¢oziiciilerle hazirlanan Hedera helix bitki ekstraktlarinin anti-

mikrobiyal aktivitelerinin karsilastirilmasini hedeflemekted (1) ir.

Proje Onerimizin temel motivasyon kaynagi, Ozellikle kendimizin ekstrakt ettigi bitkiler-
den yiizeyinde mikrobiyolojik korozyonun olustugu bir duvar alaninin dogal olarak rejenere
edilmesi ve yesil restorasyon terimine yenilik¢i, makul sekilde tasarlanilan ve bizzat yagam
alanlarimizda da kullanilabilecek bir vizyon getirmektir. Glinlimiizde hem arkeolojik hem de
normal alanlarin bir¢ok restorasyon islemi ¢esitli kimyasallarin kullanilmasi ile gercekles-
tirilmektedir. Bu durum yer yer dogaya, uygulamay1 yapan personele ve hatta uygulanilan

malzeme alana zarar vermektedir(2,3).

Calismada, literatlirde antimikrobiyal etkisi kanitlanmis olan Hedera helix ekstrakti kullanilarak
cesitli mikroorganizmalar {izerinde minimum inhibitér konsantrasyon (MIC), agar kuyu difiizyon

ve disk difiizyon yontemleri uygulanmistir. Bu yontemler, bitki ekstraktlarinin farklt mikroorga-
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nizma tiirleri izerindeki inhibisyon etkisini degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilan testlerdir.
MIC testi, bir maddenin mikroorganizmalarin biiytimesini engelleyen en diisiik konsantrasyonunu
belirlerken; agar kuyu ve disk diflizyon yontemleri ise ekstraktin belirli bir bakteri iizerinde olus-
turdugu inhibisyon bolgesini 6lgmektedir. Bu testler, Hedera helix ekstraktinin mikroorganizmalar
tizerindeki etkisini hem kantitatif hem de kalitatif olarak degerlendirmeye olanak saglamistir. De-
neyde hazirlanan bitki ekstaktlar1 ile muamele edilen hedef ajanlar {izerinde antimikrobiyal test-
ler uyguland:r akabinde ekstraktin etkinligi spektrofotometrik analizlerle desteklendi. Projemizde
gerekli analizler i¢in 6nceden belirlenmis olan ve yiizeyinde mikrobiyolojik korozyonun olustugu
gbzlemlenen bolgelerden alinan 6rnekler VITEK II sonucuna gore, Klebsiella oxytoca ve Bacillus

megaterium oldugu belirlendi(4-6).

Bu c¢alismanin bulgulari, bitkisel ekstraktlarin klinik ve endiistriyel uygulamalarda kullanilma
potansiyeline dnemli bir katki saglamaktadir. Ozellikle dogal antimikrobiyal ajanlara olan ilgi-
nin arttig1 giiniimiizde, Hedera helix gibi bitkilerin etkinliginin detayli bir sekilde arastirilmasi,
gelecekteki tedavi yontemleri ve koruyucu uygulamalar i¢in 6nemli bir kaynak olusturabilir. Bu
caligma, bitkisel ekstrelerin antimikrobiyal aktivitelerinin ¢dziicii tipi, ekstraksiyon yontemi ve
mikroorganizma tiirline gore nasil degistigine dair kapsamli veriler sunarak literatiire 6nemli bir

katki saglamaktadir.
2. MATERYAL VE METOT

Bitki Ekstrakti Hazirlama

Hedera helix bitkisi okul ¢evresinden toplandi ve su ile yikandi. Kagit havlu ile fazla sular1 alina-
rak tepsiye dizildi ve 5-10 dakikada bir ters-diiz edilerek firinda kurutuldu.

Kurutulan bitki yapraklar1 havan yardimziyla ezilerek toz haline getirildi. Bu kisimda cimbiz yardi-

miyla iceresinde kalan ve parcalanmayan kisimlar ayirildi.

Toz halinde getiren bitki yapraklar1 hassas terazide 0,0750g tartilarak ependorf tiiplerine aktarildi.
Bu islem sonucunda elimizde igerisinde 0,0750g olan iki adet ependorf tiipii mevcut. igerisinde
bitki tozu bulunan ependroflara 1,5ml dH,O koyuldu ve tiipler etiketlendi. Ependorf tiipleri parafin
ile sarilip ultrasonik su banyosuna koyuldu. Su banyosu 40°C’de 1 saat ¢alistirildi. 15-20 dakikada
bir kontrol edildi.

Su banyosundan ¢ikan drneklerin parafinleri yenilenerek santrifiij cihazina koyuldu. Tiipler 14.000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij islemininden sonra tiiplerdeki stipernatant kisimlari
yeni ependorf tliplerine aktarildi ve etiketlendi. Tiipler parafilmlenerek +4°C buzdolabina kaldi-
rildr
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Toz halinde getiren bitki yapraklar1 hassas terazide 0,0750g tartilarak ependorf tiiplerine aktarildi.
Bu islem sonucunda elimizde icerisinde 0,0750g olan iki adet ependorf tiipii mevcut. Icerisinde
bitki tozu bulunan ependroflara 1,5ml etanol koyuldu ve tiipler etiketlendi. Ependorf tiipleri pa-
rafin ile sarilip ultrasonik su banyosuna koyuldu. Su banyosu 40°C’de 1 saat ¢alistirildi. 15-20
dakikada bir kontrol edildi.

Su banyosundan ¢ikan 6rnekler santrifiij isleminden Once tiipler kapaklar1 agik bir siire bekletil-
di ve santrifiij islemi 10.000rpm’de 15 dakika yapildi. Tiipler parafilmlenerek +4°C buzdolabina
kaldirildi.

Besiyerlerinin Hazirlanmasi ve Sterilizasyon

Deneylerde kullanilacak ve otoklavlanmasi gereken malzemeler toplandi (Cam tiipler ve kapakla-

11, farkli boylarda mikropipet uglar1). Kullanilacak besiyeri miktarlar1 hesaplandi.

TSA igin; tartim kabi1 hassas teraziye koyulduktan sonra darasi alind1 ve tartim kabina spatiille
TSA besiyeri koyularak 4g tartildi. 4g besiyeri otoklavlanabilir cam siseye koyuldu ve iizerine
mezur ile 100ml dH,O koyuldu.

TSB i¢in; tartim kabi hassas teraziye koyulduktan sonra darasi alindi ve tartim kabina spatiille
TBA besiyeri koyularak 7,5g tartildi. 7,5g besiyeri otoklavlanabilir cam siseye koyuldu ve iizerine
mezur ile 250ml dH,O koyuldu.

EMB i¢in; tartim kab1 hassas teraziye koyulduktan sonra darasi alind1 ve tartim kabina spatiille
EMB besiyeri koyularak 2,82¢ tartildi. 2,82¢g besiyeri otoklavlanabilir cam siseye koyuldu ve tize-

rine mezur ile 75ml dH,O koyuldu ve bir miktar 1siticida 1sitildi.

SDA igin; tartim kab1 hassas teraziye koyulduktan sonra darasi alindi ve tartim kabina spatiille
SDA besiyeri koyularak 4,87g tartildi. 4,87g besiyeri otoklavlanabilir cam siseye koyuldu ve iize-

rine mezur ile 75ml dH,O koyuldu ve bir miktar 1siticida 1sitildi.

Otoklavlanabilir sigelerin kapaklar1 gevsek birakildi ve iizeri aliiminyum folyo ile kapatildi. Si-
selerin lizerine otoklav band1 yapistirildi. Diger malzemelerinde iistleri aliiminyum folyo ile ka-
patild1 ve otoklav sepetine yerlestirildi. Otoklav icersindeki su kontrol edildikten sonra sepetler
otoklava yerlestirildi. Otoklav sivi modda 121°C’de 15dk ¢alistirildi.

Benchlerin iizerleri %70’lik etanolle silindi ve bek alevi acildi. TSA, EMB ve SDA besiyerileri
etiketlenmis petri kaplarina dokiildii ve sogumasi beklendi. TSB, TSA, EMB ve SDA besiyerileri
buz dolabina kaldirildi.

-95.

01-03 Kasim 2024



13. ULUSAL MOLEKULER BiYOLOJi VE
BIYOTEKNOLOJi KONGRESI

Ornek Toplama

SDA ve EMB besiyerleri dolaptan ¢ikarildi.

Fakiiltedeki biyolojik korozyona ugramis bolgelerden dH,O ile 1slatilmis steril ekiivyon gubuguy-
la 6rnek alindi. -1. kattaki boru usti, -1. kattaki merdiven alt1, -1.kattaki bodrum kat tabelasi alti,
0. kattaki yangin merdiveninden, bahcedeki su giderinin oldugu duvardan, balkon duvarindan ve
bahgedeki boru igerisinden 6rnekler alinarak laboratuvara getirildi. Her numune yerinden ikiser

ornek alindi.

Ornekler steril ortamda SDA ve EMB besiyerlerine ekildi. Sonrasinda 24 saat inkiibe edilmesi igin
37°C’deki etiive koyuldu.

Antimikrobiyal Aktivite Testi — Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu

60 adet tiip ve kapagi ayarlandi ve tiipliiklere dizildi. 40 tiipe Sml TSB, 20 tiipe 2ml TSB mikro-
pipetle koyuldu. Tiiplerin agizlar1 atesten gegirilerek tiipliiklere geri koyuldu. Igerisinde 2ml TSB
olan 20 tiip buzdolabina kaldirildi.

Icerisinde 5ml TSB olan tiiplerden 100ul ¢ikartildi ve 20 tiip etanol ve 20 tiip dH,O olarak etiket-

lendi.

Etanol 0.0 ve etanol 0.1 etiketli tiiplere 100ul etonol ile hazirlanan bitki ekstrakti koyuldu. Etanol
0.1 etiketli tiipten 100ul alinarak etanol 0.2 etiketli tiipe koyuldu. Etanol 0.2 etiketli tiipten 100ul
aliarak etanol 0.3 etiketli tiipe koyuldu. Bu isleme etanol 0.9 numarali tiipe kadar sirayla devam

edilerek seri diliisyon yapildi. 0.9 etiketli tiipten 100ul alinip atik beherine atildi.

Bu islem etanol ile hazirlanan ekstrakt ve dH,O ile hazirlanan ekstraktla iki kere yapildi. Islem

sonucunda asagidaki gorsellerdeki gibi 40 adet tiip elde edildi(7).
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Sekil 1: A; Etanol ile hazirlanan ekstraktin gram (-) bakteri tizerinde denenmesi i¢in hazirlanan
MIC, B; dH, O ile hazirlanan ekstraktin gram (-) bakteri lizerinde denenmesi igin hazirlanan
MIC, C; Etanol ile hazirlanan ekstraktin fungus iizerinde denenmesi i¢in hazirlanan MIC, D;

dH O ile hazirlanan ekstraktin fungus lizerinde denenmesi i¢in hazirlanan MIC

Etlivdeki SDA ve EMB besiyerlerinden 6rnek alinacak koloniler belirlendi ve igerisinde 500ul
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TSB besiyeri olan ependorflara, bu kolinler koyuldu. Ependorf tiipleri calkalamali etiive koyuldu.
Yaklasik iki saat sonra lireme gozlenen 3 ve 7 numarali tiipler segildi.

3 numarali tiipteki gram negatif bakteriler B etanol-0.0 ve B dH,0-0.0 olan tiipler harig seri di-
liisyon yapilan tiiplere 20ul ekildi. 7 numaral tiipteki funguslar F etanol-0.0 ve F dH,0-0.0 olan
tiipler harig seri dillisyon yapilan tiiplere 20ul ekildi.

3 ve 7 numarih tiipte kalan mikroorganizmalar ¢ogaltilmak iizere i¢erisinde 3ml TSB besiyerine
ekildi. Tim tiipler 37°C’deki calkalamali etlive kaldirildi.

Antimikrobiyal Aktivite Testi — Agar Kuyu Difiizyon ve Agar Disk Difiizyon

Fitre kagitlar1 delgec ile delinerek diskler olusturuldu. Farkli genisliklerdeki pipetler kesildi. Disk-
ler ve pipetler UV de steril edildi. 15 dakika sonra diskler ¢evrildi diger yiizeyi de steril edildi.

Agar Kuyu Difiizyon

Cogaltilan gram negatif bakterilerden Sul alinip 2 adet TSA besiyerine koyuldu ve drigalski spa-
tili ile yayildi. Kurumasi beklendi. Cogaltilan funguslardan 5ul alimip 2 adet TSA besiyerine
koyuldu ve drigalski spatiilii ile yayildi. Kurumasi beklendi.

Kuruyan besiyerlerine kiiglik, orta ve bliylik genislikte olan pipetlerle kuyular agildi. Sirasiyla
kuyulara 10ul, 20ul ve 30ul bitki ekstrakti koyuldu. Gram negatif yayilmis iki petriden bir tane-
sindeki kuyulara etanol ile hazirlanmis ekstrakt, digerine ise dH,O ile hazirlanan ekstrakt koyuldu.
Fungus yayilmis iki petriden bir tanesindeki kuyulara etanol ile hazirlanmig ekstrakt, digerine ise
dH, 0 ile hazirlanan ekstrakt koyuldu. Petriler etiive kaldirildi.

Disk Difiizyon

Diskler 10, 15 ve 20ul etanol ile hazirlanan ekstrakt ve dH,O ile hazirlan ekstrakt emdirildi.
Cogaltilan funguslardan 5ul alinip 2 adet TSA besiyerine koyuldu ve drigalski spatiilii ile yayildi.
Kurumasi beklendi. Kuruyan besiyerlerinden birine 10, 15 ve 20ul etanollii ekstrakt emdirilen

diskler ve tetrasiklin antibiyotigi yerlestirildi. Digerine ise 10, 15 ve 20ul dH,O’li ekstrakt emdi-
rilen diskler yerlestirildi.

Cogaltilan gram negatif bakterilerden Sul alinip 2 adet TSA besiyerine koyuldu ve drigalski spatii-
li ile yayildi. Kurumasi beklendi. Kuruyan besiyerlerinden birine 10, 15 ve 20ul etanollii ekstrakt
emdirilen diskler ve tetrasiklin antibiyotigi yerlestirildi. Digerine ise 10, 15 ve 20ul dH,O’li eks-
trakt emdirilen diskler yerlestirildi. Petriler etlive kaldirildi.

24 saatin sonunda hazirlanan seri diliisyonlardaki iiremeler kontrol edildi.

B etanol 0.0-0.1-0.9, B dH20 0.0-0.1-0.9, F etanol 0.0-0.1-0.6-0.9, F 0.0-0.1-0.9 etiketli tiip-

dH20
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lerden 5ul alinarak TSA besiyerine koyuldu ve drigalski spatiile ile yayildi. Petriler etiive kaldiril-
di. MIC’te kullanilan 40 tiip buzdolabina kaldirildi(8).

Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Identifikasyon
24 saat sonra agar kuyu diflizyon, agar disk difiizyon ve MIC’in yayma ekimleri kontrol edildi.
Buzdolabindaki MIC tiipleri ¢ikartilarak tiiplerdeki bakteri yogunlugu spektrofotometre ile 6l¢iildii.

3 numaradaki gram negatif bakteri ve 7 numarali fungus, Zonguldak Biilent Ecevit T1p Fakiilte-

si’ne identifikasyon i¢in gonderildi.

3. BULGULAR VE TARTISMA

Sekil 3: Toz Hedera helix’in ¢oziiciilerle birlestirilmesi, a ve b; etanol ¢ ve d; dH,O
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Sekil 5: 1A; Merdiven iistii boru, 1B; Ornegin EMB Besiyerine ekilmis hali, 1C; Ornegin SDA
Besiyerine ekilmis hali, 1D ve 1E;24 saat sonra besiyerlerindeki goriintii; 2A; Bodrum Kat, 2B;
Ornegin EMB Besiyerine ekilmis hali, 2C; Ornegin SDA Besiyerine ekilmis hali, 2D ve 2E;24 saat
sonra besiyerlerindeki goriintii; 3A; -1.Kat Merdiven Alt, 3B; Ornegin EMB Besiyerine ekilmis
hali, 3C; Ornegin SDA Besiyerine ekilmis hali, 3D ve 3E;24 saat sonra besiyerlerindeki goriintii

Sekil 6: 1A; Yangin Merdiveni, 1B; Ornegin EMB Besiyerine ekilmis hali, 1C; Ornegin SDA
Besiyerine ekilmis hali, 1D ve 1E;24 saat sonra besiyerlerindeki goriintii; 2A; Su Gideri, 2B;
Ornegin EMB Besiyerine ekilmis hali, 2C; Ornegin SDA Besiyerine ekilmis hali, 2D ve 2E;24
saat sonra besiyerlerindeki goriintii
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Sekil 7: 1A; MBG1 Balkon, 1B; Ornegin EMB Besiyerine ekilmis hali, 1C; Ornegin SDA
Besiyerine ekilmis hali, 1D ve 1E;24 saat sonra besiyerlerindeki goriintii; 2A; Su Gideri, 2B;
Omegin EMB Besiyerine ekilmis hali, 2C; Ornegin SDA Besiyerine ekilmis hali, 2D ve 2E;24
saat sonra besiyerlerindeki goriintii

Sekil 8: Secilen mikroorganizmalar, A;MBG1 Balkon, B; Balkon Su Gideri, C;Boru I¢i,
D;MBG]1 Balkon, E;Yangin Merdiveni, F; -1 Merdiven Ustii Boru, G; Balkon Su Gideri

Sekil 9: Antimikrobiyal Aktivite Testlerinde kullanilmak icin se¢ilen 3 ve 7 numarali
mikroorganizmalar
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Sekil 10: A; MIC, Etanol ekstrakti ile muamele edilmis Gram (-) Bakterilerin 24 saat sonraki
goriiniimii, B; Etanol ekstrakti ile muamele edilen gram (-) bakterilerdeki 24 saatlik MIC
sonunda soldan saga B etanol-0.0, B etanol-0.1 ve B etanol-0.9’un 24 saat sonraki yayma ekimi
sonucu

Sekil 11: A; MIC, dH,O ekstrakti ile muamele edilmis Gram (-) Bakterilerin 24 saat sonraki
gortintimi, B; dH,O ekstrakti ile muamele edilen gram (-) bakterilerdeki 24 saatlik MIC sonunda
soldan saga B dH,0-0.0, B dH,0-0.1 ve B dH,0-0.9’un 24 saat sonraki yayma ekimi sonucu
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Sekil 12: A; MIC, Etanol ekstrakti ile muamele edilmis Funguslarin 24 saat sonraki goriiniimii,
B; Etanol ekstrakti ile muamele edilen funguslardaki 24 saatlik MIC sonunda soldan saga F
etanol-0.0, F etanol-0.1, F etanol-0.6 ve F etanol-0.9’un 24 saat sonraki yayma ekimi sonucu

o

Sekil 13: A; MIC, dH, O ekstrakti ile muamele edilmis Funguslarin 24 saat sonraki gortintimii, B;
dH, O ekstrakti ile muamele edilen funguslardaki 24 saatlik MIC sonunda soldan saga F dH,O-
0.0, F dH,0-0.1 ve F dH,0-0.9’un 24 saat sonraki yayma ekimi sonucu
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Sekil 14: Agar kuyu difiizyon sonuglari. A; etanol ekstrakti ile muamele edilen gram (-) bakteri,
B; dH,O ekstrakti ile muamele edilen gram (-) bakteri, C; etanol ekstrakti ile muamele edilen
fungus, D; dH,O ekstrakti ile muamele edilen fungus

Sekil 15: Agar disk difiizyon sonuglari. A; etanol ekstrakti ile muamele edilen gram (-) bakteri,
B; dH,O ekstrakt1 ile muamele edilen gram (-) bakteri, C; etanol ekstrakti ile muamele edilen
fungus, D; dH,O ekstrakti ile muamele edilen fungus
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» [dentifikasyon sonucunda 3 numaral 6rnek Klebsiella oxytoca, 7 numaral 6rnek ise Bacil-
lus megaterium olarak belirlendi (Sekil 9).

Bu calismada, Hedera helix bitkisi ekstraktinin Klebsiella oxytoca ve Bacillus megaterium tizerin-
de antimikrobiyal etkinligi incelenmistir. Deneysel sonuglar, kullanilan Hedera helix ekstraktinin
bu mikroorganizmalar tizerinde gozle goriiliir bir antimikrobiyal aktivite gostermedigi tespit edil-
mistir. Baglangigta, ekstraktin antimikrobiyal etkinlik géstermemesinin temel nedeninin, deneyler-
de kullanilan ekstrakt miktarinin diisiik olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ancak, mikroorganizmalarin
tanimlanmasi ve bu mikroorganizmalara yonelik literatiir taramas1 sonucunda, Hedera helix’in
ozellikle Klebsiella oxytoca ve Bacillus megaterium lizerinde sinirlt bir etkiye sahip oldugu anla-
stlmistir(9,10).

Klebsiella oxytoca ve Bacillus megaterium gibi bakteriler, dogal dirence sahip olduklar1 bilinen
ve ¢esitli antimikrobiyal ajanlara kars1 zorluk ¢ikaran tiirlerdir. Klebsiella oxytoca, Gram-negatif
yapist nedeniyle dis zarindaki lipopolisakkarit katmani ile birgok bitkisel ekstreye karsi daha di-
rencli olabilirken(11), Bacillus megaterium spor yapisi sayesinde ¢evresel strese ve antimikrobiyal
ajanlara kars1 direng gelistirebilir(12). Bu direng mekanizmalarinin, Hedera helix ’in bu mikroor-
ganizmalar {izerinde etkisiz kalmasina neden olabilecegi degerlendirilmektedir.

Ayrica literatiirde yer alan bir¢cok calismada oldugu gibi bitki ekstraktlarinin eldesi islemlerinde
kullanilan ¢6ziiciiniin etanol, metanol veya distile su olmasi gibi unsurlarin yaninda konsantras-
yonlarinin yetersiz kalmasi bu ¢alismanin sonuglarina dogrudan etki ettigi gdzlemlenmistir(13,14).

Ote yandan, Hedera helix’in antimikrobiyal etkinliginin artirilmas igin daha yiiksek konsantras-
yonlarda kullanilmasi veya daha giiclii antimikrobiyal ajanlarla birlikte uygulanmasi onerilmek-
tedir. Literatiirde, bitkisel ekstrelerin sinerjistik etkiler gdsterdigi durumlar bildirilmistir. Ornegin,
bazi bitkisel ekstreler veya sentetik antimikrobiyal maddelerle kombinasyon halinde kullanildigin-
da, tek basina etkisiz olan bilesiklerin antimikrobiyal etkinligi belirgin sekilde artabilmektedir. Bu
baglamda, Hedera helix ekstraktinin daha giiclii antimikrobiyal ekstraktlar veya sentetik ajanlarla
birlikte kullanilmasi, Klebsiella oxytoca ve Bacillus megaterium tizerindeki antimikrobiyal etkisi-
ni artirma potansiyeline sahiptir(15)

4. SONUC VE ONERILER

Gelecekte yapilacak calismalar, Hedera helix’in farkli mikroorganizmalar iizerindeki etkilerini
daha kapsamli bir sekilde degerlendirmeli ve ¢esitli kombinasyon stratejilerini test etmelidir. Ayri-
ca, bu ekstraktin farkli konsantrasyonlarda ve farkli ekstraksiyon yontemleriyle hazirlanmis form-
larinin antimikrobiyal etkinliginin karsilastirilmasi, potansiyel olarak daha etkili formiilasyonlarin
gelistirilmesine yol acabilir.

Hedera helix’in geleneksel tipta ¢esitli kullanim alanlar1 bulunmakta olup, bu bitkinin antimikro-
biyal potansiyelini optimize etmek, modern tip ve farmakoloji i¢in de yeni firsatlar sunabilir.
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Bu calismada kullanilan mikroorganizmalar, 6zellikle Klebsiella oxytoca ve Bacillus megaterium
gibi, farkli mikrobiyolojik analizlerde referans veya karsilastirma materyali olarak da kullanilabi-
lir. Bu mikroorganizmalar, genis bir yelpazede ¢evresel ve saglikla ilgili etkilerle iliskilendirilmis
patojenler oldugundan, bu tiir bakteriler tizerinde antimikrobiyal etkinin incelenmesi, gelecekteki
caligmalar i¢in oldukca degerli veriler sunabilir.

Dolayisiyla, bu calismalardan elde edilen mikroorganizmalar ve Hedera helix ekstraktinin anti-
mikrobiyal etkileri, sadece korozyon kontrolii degil, ayn1 zamanda dogal antimikrobiyal maddele-
rin potansiyel kullanimlari lizerine yapilacak daha ileri ¢alismalarda da 6nemli bir referans noktasi
olabilir.

Sonug olarak, bu calisma, Hedera helix ekstraktinin Klebsiella oxytoca ve Bacillus megaterium
tizerindeki sinirl etkisini vurgulamakta, ancak bu ekstraktin daha etkili antimikrobiyal kombinas-
yonlarin bir parcasi olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Gelecekteki arastirmalar, bu kom-
binasyonlarin biyolojik etkinliklerini ve olas1 klinik uygulamalarin1 arastirarak, Hedera helix’in
antimikrobiyal ajanlar arasindaki yerini belirlemede 6nemli katkilar saglayabilir.
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Ozet

Antioksidanlar, viicudu serbest radikallerin zararl etkilerinden koruyan bilesiklerdir. Serbest radikaller,
normal metabolizma siirecleri veya ¢evresel faktorler sonucu olusan, hiicrelere zarar verebilen reaktif mo-
lekiillerdir. Antioksidanlar meyve, sebze, kuruyemis ve tam tahillar gibi gidalarin tiiketilmesiyle viicuda
almmasi saglanir. Bu galigmada, ticari olarak satilan ke¢iboynuzu unu ve matcha tozunun antioksidan ak-
tiviteleri incelenmistir. Caligmamiz ile bu iki {irlinlin antioksidan aktivitesini 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil
radikali (DPPH) antioksidan kapasite tayin yontemi ile degerlendirmek amaclanmistir. Yapilan calismada
kegiboynuzu unu ve matcha tozu belirgin bir sekilde yiliksek antioksidan aktivite gostermistir. Kegiboynuzu
ununa ait IC50 degeri 128122, 73mg.mL"' ve matcha tozuna ait IC50 degeri 2783,90 mg.mL"' olarak hesap-
lanmustir. Degerler standart olarak karsilastirilan troloksun IC50 es degeri olan 859,80 mg.mL"’e gore yiik-
sek bulunmustur. Bu durum &rneklerin antioksidan kapasitelerinin oldukea yiiksek oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Keciboynuzu Unu; Matcha Tozu; Antioksidan Aktivitesi; DPPH.

Tesekkiir: Bu calisma, Tirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (Tubitak) tarafindan
Proje kodu ve numarasi (Tubitak 1512 - 2230205) altinda desteklenmektedir. Yazar ayrica, ar-ge
laboratuvarlariin kullanilmasina yonelik destekleri i¢in Fish Pro Jel Gida Sanayi Ticaret Anonim
Sirketi’ne tesekkiir etmek isterler.

Antioxidant activities of commercially available carob (Ceratonia siliqua) flour and matcha
(green tea powder) powder

Abstract

Antioxidants are compounds that protect the body from the harmful effects of free radicals. Free radicals
are reactive molecules that are formed as a result of normal metabolic processes or environmental factors
and can damage cells. Antioxidants are taken into the body by consuming foods such as fruits, vegetables,
nuts and whole grains. In this study, the antioxidant activities of commercially available carob flour and
matcha powder were investigated. The aim of this study was to evaluate the antioxidant activity of these
two products by 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl radical (DPPH) antioxidant capacity determination meth-
od. In the study, carob flour and matcha powder showed significantly high antioxidant activity. The IC50
value of carob flour was 128122,73 mg.mL"! and the IC50 value of matcha powder was 2783,90 mg.mL"".
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The values were found to be higher than the IC50 equivalent value of 859,80 mg.mL' of trolox compared
as standard. This showed that the antioxidant capacity of the samples was quite high.

Keywords: Carob Flour; Matcha Powder; Antioxidant Activity; DPPH.
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1. GIRIS

Antioksidanlar, serbest radikallere elektron vererek onlar1 nétralize eden ve boylece biyolojik sii-
reclerde oksidatif hasar1 en aza indiren kimyasal bilesenlerdir (2). Serbest radikallerin artan olu-
sumu, cesitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olabilen asir1 oksidatif strese neden olur (14)
Yapilan ¢aligmalarla giiclii antioksidan 6zelliklere sahip yeni bilesiklerin arayisina girilmistir (3).
Kec¢iboynuzu unu ve matcha tozu, antioksidanlar acisindan zengin dogal kaynaklar olup, saglik
faydalar1 agisindan 6nemli potansiyele sahiptir (7). Yapilan ¢calismalarla diisiik miktarda yag iceri-
gine sahip kec¢iboynuzu posasi diyet lifi, polifenoller, mineraller, siklitoller gibi bir¢ok degerli bile-
senin kaynagi olarak degerlendirmeye calisilmaktadir (11). Ayrica ke¢iboynuzu unu tiiketimi sag-
lik agisindan degerlendirildiginde yiiksek antioksidan aktivite gostermekte, kolestrol seviyelerini
diisiirmekte ve glikoz toleransini artirmaktadir. (13). Polifenol icerigi yiiksek olan yesil cayda taze
yapraklarin kuru agirliginin yaklasik %30’unu flavanol ve flavonollerin olmasi saglik acisindan
onemlidir. (11,8). Karmasik matrislerin antioksidan aktivitesini ve kapasitesini degerlendirmek
amactyla siklikla kullanilan hizli spektrofotometrik analizler, reaksiyon mekanizmalari ile matris
ve ¢oziicli etkilerinin yeterince anlagilmamasi nedeniyle genellikle sinirli ve kapsamli olmayan so-
nuclar sunmaktadir. (1). Bilesiklerin antioksidan 6zelliklerinin degerlendirilmesi amaciyla DPPH
(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) serbest radikalinin model olarak kullanilmas1 yaygin bir uygula-
madir. Mevcut yontemler arasinda, DPPH spektrofotometrik testi, basitligi ve uygulama kolayligi
nedeniyle en yaygin kullanilan serbest radikal degerlendirme yontemi olarak 6ne ¢ikmaktadir (5).
Bu test, antioksidan aktivitenin nicel olarak belirlenmesine olanak tanirken, ¢esitli biyolojik ve
kimyasal orneklerin analizinde etkin bir ara¢ olarak kullanilmaktadir. DPPH’nin, serbest radikal
scavenging kapasitesinin belirlenmesi konusundaki giivenilirligi, arastirmacilar arasinda bu yon-
temin tercih edilmesinin temel nedenlerinden biridir. Antioksidan igeriklerinin arastirilmasi ama-
ctyla bu ¢alismada ke¢iboynuzu unu ve matcha tozunun antioksidan kapasiteleri DPPH metodu ile

degerlendirilmektedir.
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2. MATERYAL VE METOT

Bu ¢alismada Hiinnap markali Ke¢iboynuzu unu ve Caykur markali Matcha tozu kullanilmistir
(Sekil 1). Orneklerden 20 gr tartilarak iizerlerine 80 ml metanol (CHsOH) eklenmistir. Ultrasonik
su banyosunda 30 dakika boyunca 25°C’de iyice ¢ozlinmeleri saglanmistir. Hazirlanan ekstraktlar
stiziilerek falkon tiiplere alinmistir, 4000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Dibe ¢oken
cokelti kismindan ayrilmistir.

Sekil 1: Ticari olarak satilan ke¢i boynuzu unu ve matcha tozundan elde edilen ekstraktlar

Bilesiklerin antioksidan aktivitesinin degerlendirilmesi icin DPPH serbest radikali kullanildi.
Brand-Williams ve digerleri (1995) tarafindan olusturulan metoda gore analizler yapilmistir. 10
mg DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) 100ml metanol ile ¢ozdiirilerek DPPH stok ¢ozeltisi
hazirlanmistir. DPPH stok ¢ozeltisinden 3,5 birim metanolden 6,5 birim alinarak DPPH calisma
sollisyonu hazirlanmistir.

Standart soliisyonu hazirlarken 1000 uM’lik ¢6zelti i¢in 0,025gr Trolox tartilarak 100 ml metanol-
le ¢oziilmiistiir. Standart soliisyonundan ve 6rnekler i¢in hazirlanan ekstraksiyondan metanol ile
100 uM, 200 uM, 400 uM, 600 uM, 800 uM ve 1000 uM konsantrasyon olacak sekilde tiiplere
tiiplere alinmis ve vortexlenerek konsantrasyonlart hazirlanmistir (4).
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Tiipler iki tekrar olacak sekilde hazirlanarak iclerine 3,9 ml DPPH ¢alisma soliisyonu koyulmus-
tur. Uzerlerine 100 pL hazirlanan standart ve 6rnek soliisyonlar: eklenerek 30 saniye vortexlen-
migstir. 60 dakika karanlik bir ortamda inkiibasyona birakilmistir. UV Spectrofotometer de 515nm
dalga boyunda absorbans degerleri dlgiilerek %Iinhibition degeri hesaplanmustir. (Sekil 2)

%Inhibition = 100 * (A,-A)/A, (A,= Blanc absorbance, A= Sample absorbance)
I

;
OO0 ;jpsp @ B @ @

Sekil 2: (a) Blank ve Troloksa ait konsantrasyonlar; (b) Matcha tozuna ait konsantrasyonlar; (c)

Kegiboynuzu ununa ait konsantrasyonlar.

IC50 degeri, yiizde inhibisyonun 50’ye esit oldugu bilesik konsantrasyonu olarak tanimlanmistir
ve en az iki bagimsiz deneyin ortalamasi alinmalidir. %inhibisyon degeri ve konsantrasyonlari
kullanilarak x (ekstrakt konsantrasyonu), y (DPPH inhibisyonu (%)) grafigi ¢izilmistir. Diiz bir
cizgiye (dogrusal regresyon) uydurulmustur. IC50 degeri daha sonra dogrusal dogru denklemi
kullanilarak tahmin edilmistir. Asagidaki formiillere gére IC50 degeri hesaplanmustir.

Y=a*X+b,
IC50 = (50 - b)/a.

3. BULGULAR VE TARTISMA

Keciboynuzu unu ve matcha tozuna ait %inhibisyon degerleri grafikte verilmistir. Farkli konsant-
rasyonlardaki ke¢iboynuzu ununa ait %inhibasyon degeri %90,58 ile %91,96 deger araligindadir.
Matcha tozuna ait % inhibasyon degeri ise %77,48 ile %91,10 arasindadir (Sekil3).
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Sekil 3: Troloks, Keciboynuzu unu ve Matcha tozuna ait %inhibisyon degerleri

Troloksa ait DPPH kalibrasyon egrisi Sekil 4 belirtilmistir.

Trolox
100.00
5 80.00
P
&2 60.00 :
S o °
5 40.00 N e
e et
2000 e .
o ® ¥ =0.0544% + 3.2267
0.00 EB2=0.9979
0 200 400 600 800 1000 1200

Konsantrasyon (uM)

Sekil 4: Troloksa ait kalibrasyon egrisi

Calismada kec¢iboynuzu unu ve matcha tozunun antioksidan aktiviteleri degerlendirilmistir. Kegi-
boynuzu unu ve matcha tozu yiiksek antioksidan aktivite gdstermistir. Ke¢iboynuzu unu ve matcha
tozu, antioksidan aktiviteleri agisindan degerli dogal kaynaklardir. Saglik yararlarini maksimize
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etmek i¢in bu trilinlerin diizenli olarak tiiketilmesi Onerilmektedir (12). Yapilan analizlerin so-
nuglarina gore keg¢iboynuzu ununun okunan absorbans degerlerinde azalma gozlenirken matcha
tozunun absorbans degerlerinde artis s6z konusudur. Bunun sebebi matcha tozunu yesil renginin
inkiibasyon sirasinda tamamen kaybolmamasindan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle IC50 degeri
hesaplanirken matcha tozuna ait degerler negatif ¢cikmaktadir. Orneklere ait IC50 degerleri troloks
ile kiyaslandiginda degerler troloksa gore yiiksek ¢ikmaktadir (IC50troloks: 859,80; IC50kec¢i-
boynuzu: 128122,73; IC50matcha: 2783,90). Bu durumda 6rneklerin antioksidan kapasitelerinin
yiiksek oldugu anlamina gelmektedir.

4. SONUC VE ONERILER

Keciboynuzu unu ve matcha tozu, yiiksek antioksidan kapasiteleriyle dikkat cekmektedir. Her iki
tiriiniin de saglik iizerinde olumlu etkiler yaratabilecegi ve beslenme rejimlerine dahil edilebilece-
g1 sonucuna vartlmistir (15,7).

Keciboynuzu unu ve matcha tozu, antioksidan aktiviteleri agisindan degerli dogal kaynaklardir.
Saglik yararlarini maksimize etmek i¢in bu {riinlerin diizenli olarak tiiketilmesi onerilmektedir.
Gelecek caligmalar, her iki iiriiniin uzun donemli saglik etkilerini ve farkli saglik kosullarindaki
etkinligini daha detayli bir sekilde arastirmalidir (12).
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Ozet

Aminoasitler, proteinlerin yapi taslari olarak viicutta bircok biyolojik islevi desteklemektedir. Gokkusagi
alabalig1 (Oncorhynchus mykiss), ekolojik ve ekonomik agidan 6nemli olmakla birlikte aminoasit, vitamin
ve mineral bakimindan oldukga zengin icerige sahip bir balik tiiriidiir. Bu ¢aligmada gokkusagi alabaliginda
atik olarak ortaya ¢ikan deri ve kilgiktan elde edilen jelatin ve unun aminoasit profili degerlendirilmistir.
S1vi kromatografi-kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS) ile 6l¢iilerek besin degerinin belirlenmesine katkida
bulunmustur. Deriden elde edilen en yiiksek aminoasit degeri 1088,81 ng/ml olarak alaninde gozlenirken
yalnizca homosistin aminoasiti bulunmamaktadir. Diger 6rneklerde fenilalanin, 3-aminoizobiitirik asit, ga-
ma-aminobiitirik asit, norvalin, valin, glutamin, sitriilin, ornitin ve 1-metilhistidin aminoasitleri bulunma-
maktadir. Kilgik jelatininde en yiiksek olan deger 39,01 ng/ml ile aspartik asitt, deri ununda 6,83 ng/ml ile
alanin ve kil¢ik ununda 35,60 ng/ml ile 3-metilhistidinde gézlenmistir. Calisma sonuglarina gore gokkusagi
alabalig1 derisinden elde edilen jelatinde aminoasit konsantrasyonlar: diger drneklerle kiyaslandiginda be-
lirgin sekilde yiiksek ¢ikmustir.

Anahtar Kelimeler: Aminoasit Profili; Gokkusagi Alabaligi, Balik Jelatini; Balik Unu.

Tesekkiir: Bu ¢alisma, Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (Tubitak) tarafindan Proje kodu
ve numarasi (Tubitak 1512 - 2230205) altinda desteklenmektedir. Yazarlar ayrica, ar-ge laboratuvarlarinin
kullanilmasina yonelik destekleri i¢in Fish Pro Jel Gida Sanayi Ticaret Anonim Sirketi’ne tesekkiir etmek
isterler.

Amino acid profile evaluation of gelatin and flours obtained from rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) skin and bones

Abstract

Amino acids support many biological functions in the body as the building blocks of proteins. Rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss) is an ecologically and economically important fish species that is rich in
amino acids, vitamins and minerals. In this study, the amino acid profile were evaluated. Liquid chroma-
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tography-mass spectrometry (LC-MS/MS) was used to determine the nutritional value. The highest amino
acid value obtained from the skin was observed in alanine as 1088.81 ng/ml, while only homocystine amino
acid was absent. Phenylalanine, 3-aminoisobutyric acid, gamma-aminobutyric acid, norvaline, valine, glu-
tamine, citrulline, ornithine and 1-methylhistidine amino acids were absent in other samples. The highest
value was observed in aspartic acid with 39,01 ng/ml in fishbone gelatin, alanine with 6,83 ng/ml in skin
meal and 3-methylhistidine with 35,60 ng/ml in fishbone meal. According to the results of the study, amino
acid concentrations in gelatin obtained from rainbow trout skin were significantly higher compared to other
samples.

Keywords: Amino Acid Profile; Rainbow Trout; Fish Gelatin; Fish Meal.
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1. GIRIS

Balik ve diger deniz liriinleri, esansiyel amino asitler, ¢oklu doymamais yag asitleri, vitaminler ve
minerallerin iyi bir kaynagi olarak kabul edilir (6,2). Gokkusagi alabaligi, hem ekonomik degeri
hem de besin igerigi agisindan 6nem tasimaktadir. Bu baligin islenmesi sonucunda deri, kil¢ik ve
i¢ organlar gibi yan {irtinler agiga ¢ikmaktadir. Protein bakimindan zengin olan bu yan iirlinler
balik tiretiminde kaynak verimliligini ve siirdiirtilebilirligi artirmak i¢in etkin bir sekilde deger-
lendirilmelidir (8). Baligin deri ve kil¢iklarindan elde edilen jelatin ve un, ¢esitli endiistrilerde
kullanilmakta ve bu tiriinlerin aminoasit profili, saglikli beslenme agisindan 6nem arz etmektedir
(10). Calismada gokkusagi alabaliginin islenmesi sonucu ortaya ¢ikan deri ve kilgiktan elde edilen
jelatin ve un 6rneklerinin aminoasit igerikleri belirtilmistir.

2. MATERYAL VE METOT

Bu calismada gokkusagi alabaligi kilgik ve derisi kullanilmistir. Kilgik unu tiretmek amaciyla kil-
ciklar cesme suyuyla kaynatildiktan sonra kalan et parcalar1 uzaklastirilmistir. Daha sonra etiivde
80 °C’de yaklasik 8 saat kurutularak kuruyan kilgik pargalar ogiitliciide un haline getirilmistir.
Deri unu iiretirken temizlenmis deriler kii¢lik pargalara ayirilip, ¢esme suyuyla yikandiktan sonra
80 °C etiivde yaklagik 8 saat kurutulup 6giitlicii yardimi ile un haline getirilmistir. Jelatin iireti-
mi i¢in deri ve kilgiklar ayr1 olarak ayni alkali-asidik yontem ile gerceklestirildi. Sirayla 0,8 M
sodyum kloriir, 0,2 M sodyum hidroksit ¢ozeltisinde, 0,05 M Asetik Asit ¢ozeltisinde yaklasik 30
dakika bekletilerek her ¢ozelti degisiminde deriler cesme suyuyla iyice yikanmistir. Daha sonra
deriler distile su ile 45 °C’de 16 saat ekstraksiyona birakildi. Siire sonunda kaba filtre kagidindan
gecirilerek sivi kisim 45 °C etiivde kurutulmustur.
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Gokkusagi alabaligi atiklarindan elde edilen jelatin ve un 6rnekleri kullanilarak amino asit yogunluklart
stvi kromatografi-kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS) yontemiyle belirlenmistir (7). LC-MS/MS cihazi,
s1v1 kromatografisinin (LC) yiiksek ¢6zliniirliik giicti ile ti¢lii kuadropol kiitle spektrometresinin hassas
Ol¢tim yeteneklerini bir araya getirir. S1vi kromatografisi, karisimdaki bilesenleri ayirirken; kiitle spekt-
rometrisi, her bir bilesenin yapisal tanimini saglamada énemli bir rol oynamaktadir (1).

Sekil 1: (a) Kurutulmus gokkusag alabaligi kil¢ig1, (b) Kurutulmus gokkusagi alabaligi kilgigi
unu, (¢) Gokkusagi alabaligi kilgigindan yapilmis jelatin, (d) Kurutulmus gokkusagi alabaligi
derisi, (e) Kurutulmus gokkusagi alabaligi derisi unu, (f) Gokkusagi alabalig1 derisinden
yapilmis jelatin.

3. BULGULAR VE TARTISMA

Jelatin ve un 6rneklerinin aminoasit profilleri, Tablo 1°de verilmistir. Sonuglar, gokkusagi alabali-
ginin farkl parcalarinin farkli aminoasit profilleri sundugunu ortaya koymaktadir (5).

Tablo 1: Orneklere Ait Aminoasit Profili (A1: Deri Jelatini, A2: Kilgik Jelatini, A3: Deri Unu,
A4: Kilgik Unu.)

Aminoasit Al A2 A3 Ad
Taurin 80.5553 5.4522 1.3258 2.9104
Triptofan 26.9436 2.2833 1.8982 2.9958
Fenilalanin 57.0268 ND ND ND
Tirozin 67.7736 3.4426 1.7555 3.9659
Losin 106.4590 2.8584 1.7837 6.8577
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[zol6sin 112.2695 4.8159 3.9407 6.3603
Metionin 78.2224 ND ND 2.8088
3-Aminoizobiitirik asit 49.4455 ND ND ND
Gama-Aminobiitirik asit 38.5879 ND ND ND
2-Aminoadipik asit 9.7177 0.9294 0.6527 0.5016
Norvalin 3.9489 ND ND ND
Valin 83.1358 ND ND ND
Glutamik asit 241.7957 10.2230 4.2124 27.4336
Etanolamin 33.7133 0.2601 ND ND
Beta-Alanin 131.3944 5.7006 0.4547 9.3995
Aspartik asit 109.5019 39.0112 4.9078 7.9842
2-Aminobiitirik asit 8.0838 2.0551 2.0141 2.3863
Treonin 269.0582 ND ND 13.0276
Serin 279.0912 10.5758 ND 6.6925
Alanin 1088.8076 9.4462 6.8280 20.0187
Glisin 330.3777 14.7880 8.1433 21.6325
Trans-4-Hidroksiprolin 72.8496 2.3229 0.8435 3.3374
Asparagin 29.5655 6.0879 1.9006 1.7469
Prolin 65.8287 5.1885 ND ND
Glutamin 3.2770 ND ND ND
Sarkozin 178.0307 11.5035 2.7655 1.6273
Homositriilin 2.0023 1.9905 1.8044 1.8082
Sitriilin 30.7755 ND ND ND
Orto-Fosforiletanolamin 3.4838 0.3506 0.6209 0.4362
Orto-Fosfoserin 1.1242 0.4838 0.4549 0.0570
Homosistin ND ND ND 0.0435
Sistin 3.5766 8.5598 1.0611 1.0541
Argininosiiksinik asit 0.6216 0.3056 0.2524 0.5377
Arginin 383.2250 4.4124 1.7239 23.7678
Histidin 288.1844 ND ND 15.9283
Sistatiyonin 3.0520 0.1652 0.0152 0.0245
5-Hidroksilizin 17.0198 1.2875 3.5473 0.3850
Ornitin 53.7226 ND ND ND
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Lizin 274.4746 ND ND 15.0859
Karnosin 10.2360 0.3271 0.4965 2.0151
1-Metilhistidin 0.3217 ND ND ND
3-Metilhistidin 342.0869 1.1398 ND 35.5951
Anserin 496.7762 0.4317 0.2418 30.0549

Deriden elde edilen en yiiksek aminoasit degeri 1088,81 ng/ml olarak alaninde gozlenirken ho-
mosistin aminoasiti bulunmamaktadir. Diger 6rneklerde fenilalanin, 3-aminoizobiitirik asit, ga-
ma-aminobiitirik asit, norvalin, valin, glutamin, sitriilin, ornitin ve 1-metilhistidin aminoasitleri
bulunmamaktadir. Kil¢ik jelatininde en yiiksek olan deger 39,01 ng/ml ile aspartik asitken treonin,
homosistin, histidin ve lizin aminoasitleri de bulunmamaktadir. Deri ununda en yiiksek deger 6,83
ng/ml ile alaninken etanolamin, treonin, serin, prolin, homosistin, histidin, lizin ve 3-metilhistidin
bulunmamaktadir. Kil¢ik ununda en yiiksek olan deger 35,60 ng/ml ile 3-metilhistidinde gozlenir-
ken Etanolamin ve Prolin aminoasitleri de bulunmamaktadir. Calisma sonuglarina gore gokkusagi
alabalig1 derisinden elde edilen jelatinde aminoasit konsantrasyonlari diger drneklerle kiyaslandi-
ginda belirgin sekilde yiiksek ¢ikmistir. Gokkusagi alabaligindan elde edilen jelatin, 6zellikle bag
dokusu saglig1 i¢in 6nemli olan glisin ve prolin agisindan zengindir. Bu aminoasitler, cilt sagligi
ve eklem fonksiyonlari iizerinde olumlu etkilere sahip olabilir (Zhao et al., 2018). Ote yandan,
alabalik unu, esansiyel aminoasitler agisindan daha zengin bir profil sunarak, besleyici bir katk1
maddesi olarak degerlendirilebilir.

4. SONUC VE ONERILER

Deniz iirlinleri esansiyel amino asitler, vitaminler ve minerallerin potansiyel bir kaynagidir (9).
Biiyiime ve bakim i¢in gerekli olan baz1 amino asitler diyete dahil edilmelidir. Aspartik asit, glisin
ve glutamik asit gibi amino asitlerin de yara iyilesmesi siirecinde 6nemli bir rol oynadig1 bilinmek-
tedir (12,3). Gokkusagi alabalifindan elde edilen jelatin ve unlar, besin degeri acisindan 6nemli
kaynaklardir. Bu iirlinlerin aminoasit profili, saglik yararlarini artirmak i¢in potansiyel bir firsat
sunmaktadir. {leri diizey arastirmalar, bu iiriinlerin saglik iizerindeki etkilerini daha iyi anlamak
icin gereklidir.
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Ozet

Tuzluluk (T), su baskin1 (SB), kuraklik vb. Streslere maruz kalan bugday fidelerinde biiylime ve verim
olumsuz yonde etkilenmektedir. Bu ¢alismada, atasal bugday (7riticum monococcum L., Siyez) ve ekmek-
lik modern bugday (7riticum aestivum L. cv., Dagdas) T, SB ve su baskini ile tuzun etkilesilerine (T+SB)
maruz birakilmistir. T ve T+SB streslerinin etkisinde Siyez’in biiyiime parametreleri, Dagdas’a gore daha
fazla etkilenmistir.SB stresinin etkisinde klorofil miktar1 (K1) Siyez bugdayinda azalma egilimi gdsterirken
Dagdas bugdayinda artmistir. Calisma sonuglarina gore, Dagdas bugday1 streslerin tek ve capraz etkisine
Siyez bugdayina gore daha fazla dayaniklilik gostermektedir. Stres etkisindeki tarim arazilerinden maksi-
mum verimin elde edilmesinde modern bugdaylarin etkisi biiytiktiir.

Anahtar Kelimeler: Triticum aestivum; Triticum monococcum, siirgiin boy, klorofil

Tesekkiir: Danisanim Prof. Dr. Nuray Ergiin’e ve laboratuvar arkadaslarima tesekkiir ediyorum.

Effects of Salt and Waterlogging on Growth in Eincorn and Dagdas

Abstract

Growth and yield are negatively affected in wheat seedlings exposed to stresses such as salinity (T), flood-
ing (SB), drought, etc. In this study, ancestral wheat (7riticum monococcum L., Siyez) and modern bread
wheat (Triticum aestivum L. cv., Dagdas) was exposed to T, SB, flooding and salt interactions (T+SB). Un-
der the influence of T and T+SB stresses, the growth parameters of Eincorn was affected more than those of
Dagdas. Under the influence of SB stress, the ammount of chlorophyll (K1) tended to decrease in Eincorn
wheat, while it increased in Dagdas wheat. According to the study results, Dagdas wheat is more resistant
to single and cross effects of stresses than Eincorn wheat. Modern wheats have a great impact on obtaining
maximum yield from stressed agricultural lands.

Keywords: Triticum aestivum; Triticum monococcum, shoot lenght; chlorophyll
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1. GIRiS

Dagdas-94 ve Siyez bugday tiirlerinin belirtilen parametreler agisindan stres tepkisi incelenmistir.
Tirlerin T, SB, T+SB uygulamalarinin etkisinde meydana gelen streslere verdikleri cevaplar karsi-
lastirilarak farkliliklarin belirlenmesi ayrica, tiirlerin olusan bu streslere toleransli olup olmadigini
belirlemek amaciyla bu ¢aligma yapilmistir.

Diploid, 2n=14 kromozom yapisina sahip Siyez bugday: 6zellikle ¢cimlenme doneminde soguk
stresine (2), diisiik kuraklik stresine (3) toleranslidir. Bu 6zellikleri yoniinden degisen iklim sart-
larina bagli olarak ortaya ¢ikabilecek gida sorununun dniine gecilmesine katki saglayacak bugday

cesitlerindendir (6).

T stresi tarimda sinirlayict etkileri olan en dnemli gevresel streslerdendir. Toprak tuzlulugu-
na maruz kalan tarim arazilerinde yetisen bitkilerin iiriin verimliligi, biiyime, gelismesi ve
vejetatif donemleri de dahil olmak iizere olumsuz yonde etkilenmektedir (5). Buna klorofil
a, klorofil b (KI a, KI b) iceriklerinde ve fotosistem II’nin verimliligindeki énemli diisiisler
neden olmaktadir (9).

SB, yagmurla sulanan bolgelerde bitkinin kalite verimini olumsuz olarak etkileyen abiyotik bir
strestir (7). Degisen iklim sartlarin etkisi sonucu araliklarla yagmasi beklenen yagmurun ani
sekilde ve uzun siireli olmasi, yanlis sulama tekniklerinin kullanilmasi, arazi yapisi, toprak icerigi
gibi nedenlerde su baskini stresi meydana gelmektedir (11). Ani yagislarin etkisiyle normalde hava
ile dolu olan toprak porlar1 oksijenin diisiik bir ¢oziiniirliige sahip olmasindan &tiirii su ile dolmak-
tadir. Toprak porlarindaki hava ile dolu gozenek sayis1 azaldik¢a oksijen eksikligi baglamaktadir
(4). Bu da bitki dokularinda oksijen eksikligi ile birlikte ROT birikimine neden olmaktadir. Bitki
de normal kosullarda Reaktif Oksijen Tirleri (ROT)’nin iiretimi ile antioksidan savunma sistemi
arasinda bir denge bulunmaktadir. Stres kosullarinin etkisi ile bu denge bozulmakta buna baglh
olarak ROT’lar niikleik asitlere, proteinlere, zar biitiinliigline ve fotosentetik mekanizmaya zarar
vermektedir (8).

2. MATERYAL VE METOT

Bu calismada iki bugday tiirii (7riticum monococcum L., Siyez ve Triticum aestivum L. cv, Dag-
das-94) tohumlar1 kullanilmigtir. Bugday materyalleri Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii

laboratuvarindaki ulusal tohumlardan temin edilmistir.

Tohumlar % 2°‘lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 20 dk bekletilerek steril edilmis tohumlar saf su
ile yikanip yaklasik bir saat saf su icine birakilarak sismesi saglanmistir. Daha sonra toprak, kum
ve torf (2v:1v:2v) karisimi hazirlanmistir. Bu karigimin belirli bir kismi tuz stresi (%0,7 NaCl) uy-

gulamasi i¢in kullanilmistir. Bu karisim viyollere doldurulup her viyole yaklasik 18 tohum olacak
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sekilde ekimi yapilmistir. Viyollere alinan tohumlar 12 saat giindiiz 24+2 °C’lik ve 12 saat gece
16£2 °C’lik ortamda yaklasik 25 giin yetistirilmistir.

Deney 8 farkli gruba ayrilmistir. Siyez ve Dagdas bugdaylar1 i¢in kontrol grubu (T ve SB uygu-
lanmamais), T grubu (%0,7 NaCl uygulanmis), SB grubu (SB uygulanmis), T+SB grubu (T ve SB

streslerinin birlikte uygulanmasi) ayr1 ayr1 olugturulmustur.

Deney asamasinda hasat yapilirken her gruptan grubu en iyi temsil eden 3 6rnek alinmistir. Hasat
sonunda fidelerin biiyiime ve klorofil dl¢timlerini yapilabilmek i¢in fidelerin taze siirgiin kisimlari

kesilmistir. Siirglinlerin uzunluk (cm) verileri 6l¢tilmiis.

Taze agirliklar1 (gr) tespit edilmis siirglinler 80°C” lik etlivde 48 saat siireyle suyu uzaklastirilmig

ve kuru agirhigr (KA) tartilmastir.

Klorofil ekstraksiyonu 6ncesi sodyum fosfat tamponu hazirlanarak, bu tampon ile %80’lik ase-
ton’un pH’s1 7,8’e ayarlanmistir. Hasat giinii taze yapraklardan alinan 6rneklerin klorofil ekstrak-
siyonu %80’lik aseton kullanilarak yapilmistir. Spektrofotometre %80 aseton (pH 7,8) ile 750 nm
dalga boyunda sifirlanmistir. Spektrofotometrede 664 ve 647 nm dalga boylarinda klorofil a ve
klorofil b miktarlarinin 6l¢timii yapilmistir. Klorofil miktarlar1 Porra & ark. (12) gore yapilmas,

Klorofil a+b hesaplanmistir.

Grup faktorii (kontrol, tuz stresi, su baskini stresi, tuz+su baskini stresi), zaman faktoriiniin (0.saat,
3.saat ve 24.saat) ve her iki faktoriin etkilesiminin, 6l¢iim degerleri lizerindeki etkisi iki yonlii
karma varyans analizi (two way mixed ANOVA) kapsaminda incelendi Grup faktoriiniin ikili kar-
stlastirmalarinda Duncan metodu tercih edildi. Degiskenlerin kendi aralarinda yapilan korelasyon
analizinde pearson korelasyon katsayisi verildi. Istatistiksel analizler ve hesaplamalar icin IBM
SPSS Statistics 21.0 (IBM Corp. Released 2012. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 21.0.
Armonk, NY: IBM Corp.) ve MS-Excel 2007 programlari kullanilmustir. Istatistiksel anlamlilik
diizeyi p<0.05 olarak kabul edilmistir.

3. BULGULAR VE TARTISMA

T stresi etkisinde Siyez ve Dagdas-94 bugday tiirlerinde siirgiin boy uzunlugu, énemli derece-
de etkilenmistir (p<<0.05) (Sekil 1). Siyez tiirlinde slirgiin boylanmasinda meydana gelen azalma,
Dagdas-94 ten daha fazla olmustur (Sekil 1). Ata bugday1 Siyez, modern bugday Dagdas-94’e
gore tuz stresine daha duyarhdir.

T+SB uygulamasinda Siyez bugday tiiriinde siirgiin boy uzunlugunda meydana gelen farkliliklar
onemlidir (p<0.05). Siyez tiirlinde T+SB uygulamasinda zamana bagli (0- 3 saat ve 3- 24) siirgiin
gelisiminin olumsuz yonde etkilendigi belirlenmis, (p<0.001) bu etkinin en fazla 24. saatte oldugu
gbzlenmistir (Sekil 1).
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T stresine maruz birakilan Siyez tiirlinde siirgiin KA miktarinda meydana gelen azalma 6nemli
olarak belirlenmistir (p<0.05), (Sekil 2).

SB uygulanmis Siyez ve Dagdas-94 tiirlerinde siirgiin KA miktar1 azalmistir (Sekil 2). Siirgiin KA
miktarindaki azalma Dagdas-94 tiiriinde, Siyez tiiriine gore daha fazla olmustur (p<0.05).

T ve SB streslerinin etkilesiminde siirgiin KA miktar1 azalmistir. Siyez’in siirgiin KA miktarinin,
Dagdas-94°ten daha fazla etkilendigi goriilmiistiir (Sekil 2), (p<0.05).

T stresi etkisinde ata bugday1 Siyez’de ve modern bugday Dagdas-94°te Kl a (Sekil 3), K1 b (Sekil
4), Kl a+b (Sekil 5) miktarlar1 azalmistir. Siyez bugdayinda Kl-a, Klb, Kla+b miktarindaki azalma
Dagdas-94’e gore daha fazla bulunmustur.

SB stresinin etkisinde Siyez’de Kl a, Kl b, Kl a+b miktar1 énemli sekilde azalirken, Dagdas’ta
onemli miktarda artma olmustur. (p<0.05).

Siyez (p<0.05) ve Dagdas-94 (p<0.05) tiirlerinde T+SB etkisinde meydana gelen degisimler
onemli bulunmustur (p<0.05). Siyez tiiriiniin K1 a (Sekil 3), KI b (Sekil 4) miktarinda meydana
gelen klorofil kaybinin, Dagdas-daha fazla oldugu gortilmistiir. KI a+b miktar1 Siyez cesidinde
azalirken, Dagdas ¢esidinde 3.saatte artmis 24.saatte azalmistir (sekil 5).

DAGDAS(.....)
SIYEZ (=)

400
SIYEZ KONTROL

SIYEZ TUZ

essSoooT

SIYEZ SU BASKINI

350

SIYEZ TUZ+5U

BASKINI
== o= e DAGDAS KONTROL

300 —om=s - = w= == DAGDAS TUZ

= e w= DAGDAS SU BASKINI

Ortalama Siirgiin Boy (mmv/bitki)

DAGDAS TUZ+SU
250 BASKINI
0.saat 3.saat 24, saat

Sekil 1: Tuz, Su Baskini ve Tuz+ Su Baskin1 Uygulamalar1 Altinda Yetisen Bugday (7riticum
aestivum L. cv., Dagdas-94) ve (Triticum monococcum L. Siyez Fidelerinin Ortalama Siirgiin
Boyunda Degismeler (mm bitki -1)
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Sekil 2. Tuz, Su Baskini1 ve Tuz+Su Baskin1 Uygulamalar1 Altinda Yetisen Bugday (7riticum aes-
tivum L. cv., Dagdas-94) ve (Triticum monococcum L. Siyez) Fidelerinin Ortalama Siirgiin Kuru
Agirligindaki Degismeler (mg bitki).
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Sekil 3: Tuz, Su baskin1 ve Tuz+Su Baskin1 Uygulamalar1 Altinda Yetisen Bugday (7riticum
aestivum L. cv., Dagdas-94) ve (Triticum monococcum L. Siyez) Fidelerinin Ortalama Siirgiin
KI- a Miktarindaki Degismeler (mg g-1T.A)
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Sekil 4: Tuz, Su Baskini ve Tuz+ Su Baskin1 Uygulamalar1 Altinda Yetisen Bugday (7riticum
aestivum L. cv., Dagdas-94) ve (Triticum monococcum L., Siyez) Fidelerinin Ortalama Siirgiin
Kl1-b Miktarindaki Degismeler (mg g-1 TA).

DAGDAS(.....)
SIYEZ (=)
3000
—
-
[:IJZSOO R R KONTROL
- -
= 2000 -——— T S -
= B =SS SU BASKINI
S 1500 s TUZ+SU BASKINI
g = = = KONTROL
2 1000 —
2 Z 7— - = = TUZ
E 500 o= == = S BASKINI
[=7
= TUZ+SU BASKINI
0
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Sekil 5: Tuz, Su Baskin1 ve Tuz+Su Baskini Uygulamalar1 Altinda Yetisen Bugday (7riticum
aestivum L. cv., Dagdas-94) ve (Triticum monococcum L. Siyez) Fidelerinin Ortalama Stirgiin K1
a+b miktarindaki degismeler (mg g-1TA).
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4. SONUC VE ONERILER

T stresi etkisinde Dagdas bugdayina gore, Siyez bugdayinda ¢imlenme oraninin daha diisiik ol-
dugu gozlenmistir. T stresi etkisi altinda  siirgiin boy her iki bugday tiirtinde de 6nemli derecede
azalmistir (p<0.001), (Sekil 1), (15). T stresinin etkisi sonucu bitki topragindaki yiiksek T konsant-
rasyonunun artmastyla topraktaki kullanilabilir su miktarinin azalmasina bagli olarak bitki gelisi-
minin yavagladigi diisiiniilmektedir. Bu azalma atasal bugday Siyezde, modern bugday Dagdas’a
gore daha fazla olmustur. Bu durum Dagdas bugdayinin T stresine toleransinin Siyez bugdayindan
daha fazla oldugunu gostermektedir. Prazak (13), yapmis oldugu calisma ¢alismamizla uyumlu

sonug¢ gostermistir.

T+SB streslerinin ¢apraz etkisi altinda Siyez bugdayinda, Dagdas bugdayina gére daha biiytik
miktarda siirgiin boy kayb1 olmustur. Siyez bugday1 bu streslerin ¢apraz etkisine daha hassastir.
Gecen zamana paralel olarak 24. saatte bu etki daha fazla hissedilmistir.

T ve T+SB streslerinin etkisi altinda Siyez bugdayinda KA miktar1 6nemli derecede azalmis ve bu
azalma 24. saatte daha fazla bulunmustur (p<0.05), (Sekil 2). KA miktarindaki azalma aerob me-
tabolizmadan anaerob metabolizmaya ge¢is nedeni ile meydana gelen enerji kaybindan ve organik
madde birikimindeki azalmadan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Sonuglarimiz Asif & ark.’nin (1)
caligmalari ile uyumludur.

Kontrol Dagdas bugday fidelerinin Kl Siyez bugdayindan (17) daha yiiksek miktarda belir-
lenmistir. Siyez tiirlinde T ve T+SB streslerinin etkisinde Kl a, K1 b, Kl a+b azalmistir (Sekil
3,4,5). Siyez Kla, Klb, K1 a+b 3. Saatte en fazla T stresinden etkilenirken, 24. Saatte streslerin
capraz etkisinden daha fazla etkilenmistir. Dagdas Kla, Klb, K1 a+b de T stresi ekisinde azalma
meydana gelirken streslerin ¢apraz etkisinde 3. saatte artmistir. 24. saatte T+SB stresinden T
stresine oranla daha fazla etkilenmistir (p<0.001), (Sekil 3,4,5). Streslerin tek basina etkisine
kiyasla capraz etkisi ve strese maruz kalma siiresinin uzunlugu bitki verimini 6nemli derecede
etkilemektedir. T stresi etkisinde, klorofil sonu¢larimiz Tiwari & ark.’nin (19) calismalari ile
paralellik gostermektedir. Siyez’in Kl icerigi SB stresi altinda azalmistir, bu durum Smethurst
&Shabala (16), Toraman &ark.’nin (20) sonuglar1 ile benzerlik gostermektedir. Bu sonucun SB
stresi etkisi altinda toprakta oksijen ile dolu porlarin su ile kaplanmasi sonucu bitkinin anaero-
bik bir ortam olusturarak enerjinin azalmasina, zar biitiinliigiintin ve fotosentetik mekanizmanin
bozulmasina, fotosentez hizinda ve bitkinin biiylime, gelismesinde, siirgiin biyokiitlesinde azal-
maya neden olmaktadir (10). Dagdas bugdayinda ise klorofil igeriginde Tiryakioglu & ark. (18),
Sairam & Saxena (14)’in sonuglari ile uyumlu olarak artis olmustur. Turfan (21), tuzluluk stresi
etkisinde klorofil igeriginin azaldigini, duyarh tiirlerde toleransh tiirlere goére daha ytiksek bir
azalma oldugunu belirtilmistir. Dagdas bugday1 T ve T+SB streslerinin etkisinde Siyez’e gore
daha toleransli oldugu belirlenmistir. Bu tiir caligmalarin sayisini arttirmak, abiyotik streslere ve

- 127 -

01-03 Kasim 2024



13. ULUSAL MOLEKULER BiYOLOJi VE
BIYOTEKNOLOJi KONGRESI

bu streslerin tek basina ve ¢apraz etkisine karsi toleransh tiirlerin belirlenmesi, artan niifus ve

besin ihtiyaci arasindaki dengenin korunmasinda énemlidir.

Kullanilan SB stres siirelerine ek olarak daha uzun siireler kullanilarak siirglin boy uzunlugunda
SB stresinin etkisi daha 1yi gézlemlenebilir.
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Ozet

Propolis ve ar1 ekmegi kimyasal agidan oldukga zengin igerige sahip olmakla birlikte, igerikleri toplandiklart
bolgeye gore degiskenlik gostermektedir. Ari iirlinleri, kimyasal igerikleri ve saglik {izerindeki olumlu
etkileri nedeniyle gida endiistrisinde, 6zellikle raf omriiniin uzatilmasi agisindan biiyilik bir potansiyele
sahiptir. Propolis ve ar1 ekmeginin etil alkol ekstresinin FAME analizi sonucuna gore propoliste 10,
ar1 ekmeginde 20 adet yag asidi tespit edilmistir. Yag asidi tayininde miktar olarak yiiksek c¢ikan oleik
asit, linoleik asit ve linolenik asitlerin tirozinaz enzimine baglanma enerjileri hesaplandi. Yag asitlerinin
gidalardaki raf 6mriinii azaltan enzimlere kars1 etkinligi, dogal ar1 iiriinlerinin sentetik alternatifler yerine
tercih edilmesine olanak taniyabilir.

Anahtar Kelimeler: Propolis; Ar1 Ekmegi, Yag Asidi; Molekiiler Docking, Tirozinaz.

Fatty acid profiles of propolis and bee bread: effects on the shelf life of foods
Abstract

Propolis and bee bread have a very rich chemical content, but their content varies depending on the region
where they are collected. Bee products have a great potential in the food industry, especially in terms of
extending shelf life, due to their chemical content and positive effects on health. According to the FAME
analysis of the ethyl alcohol extract of propolis and bee bread, 10 fatty acids were detected in propolis and
20 in bee bread. The binding energies of oleic acid, linoleic acid and linolenic acids, which were found to
be high in fatty acid determination, to the tyrosinase enzyme were calculated. The effectiveness of fatty
acids against enzymes that reduce shelf life in foods may allow natural bee products to be preferred over
synthetic alternatives.

Keywords: : Propolis; Bee Bread; Fatty Acid; Docking; Tyrosinase.
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1. GIRIS

Gidalarin bozulmalarin1 6nlemek i¢in kullanilan sentetik maddeler son derece ucuz olmasina
karsin bu maddelerin istenmeyen yan etkilerinin olmas1 sentetik maddelere alternatif olarak
dogal madde arayislar1 olduk¢ca 6nem kazanmistir (1). Dogal maddeler arasinda arilardan elde
edilen ar1 triinleri (propolis, perga, polen vb.) de yer almaktadir (2). Gidalarin raf omriinii
uzatmakta kullanilan yOntemler arasinda yenilebilir kaplama ve filmler yer almaktadir.
Kaplamalar, yenilebilir ambalaj materyali olarak gida ylizeyine uygulanan tabakadir. Yenilebilir
filmler ise onceden sekillendirilmis, olusturulduktan sonra gidanin iizerine yerlestirilen dogal
malzemelerden yapilmis materyaller olarak adlandirilmaktadir (3). Propolis Apis mellifera
tarafindan bitkilerin tomurcuklarindan, agaclarin kozalak ve dis kabuklarindan toplandiklar
polen, recine ve mumsu maddelerce zenginlestirdikleri antiviral, antimikrobiyal ve antifungal
etkilere sahip ar1 tirliniidiir (4). Propolis iceriginde %45-55 regine, %25-35 balmumu ve yag
asitleri, %10 esansiyel yaglar, %5 polen ve %5 mineral madde yer almaktadir (5). Propolisin
gida teknolojisinde, bakteriyel cogalmayi1 onleyici ve raf dmriinii uzatici etkileri, yapilan ¢esitli
calismalarla ortaya konmustur (6). Poleninin laktik asit bakterileri tarafindan fermente edilip,
bal ve arilarin tiikiiriik bezleri salgilariyla zenginlestirildikten sonra petek gozlerde depoladiklari
ar1 Uiriinli ar1 ekmegi (perga) olarak adlandirilmaktadir (7,8). Ar1 enzimleriyle fermente edilmis
polen olarak isimlendirilen perga yapisinda; protein, aminoasit, karbohidratlar, fenolik asitler,
polifenoller, omega-3 yag asitleri, esansiyel yag asitleri, vitamin, mineral ve protein agisindan
zengin fermente bir ar1 trtintidiir (9,10). Tirozinaz enzimi; hayvan, fungus, yiiksek bitkilerde
yer alan molekiiler oksijeni kullanarak monofenollerin o-difenollere hidroksilasyonunu;
odifenollerinde o-kinonlara oksidasyonunu katalizleyen bir enzimdir. Gida teknolojisinde, gida
iirtinlerinin raf 6miirlerini uzatmada, enzimatik kahverengilesmesini inhibe etme yeteneginden
dolay1 tirozinaz inhibitdrlerinden faydalanilmaktadir. Tirozinaz inhibitorleri ayni zamanda gii¢lii
antioksidan aktiviteye sahiptir (11). Tirozinazlar, bitkilerin mikrobiyal ve viral enfeksiyonlara
karst direng gostermesinde, elverigsiz iklim kosullarina karsi dayanikli olmalarinda ve gida
teknolojisi agisindan olduk¢a 6nemli role sahip bir enzimdir. Bununla beraber besin renklendirici
ve lezzet arttiric1 olarak da kullanilmaktadir (12). Arjantin propolisinin incelendigi ¢caligmada,
propolisin mahsulleri koruma ve hasat edilen meyve ile sebzelerin dmriinii uzatma potansiyeline
sahip dogal bir {iriin oldugu belirtilmistir. Bu yiizden saglik, gida muhafazasi ve ambalajlamay1
tyilestirmek i¢in yenilik¢i iirlinlerde kullanilma potansiyeli oldukga yiiksektir (13). Yapilan
calismalarda, propolisin et ve et iirlinlerinde bozulmay1 geciktirdigi, siit ve siit lriinlerinde
mikrobiyal etkiyi azaltarak bozulmay1 onledigi gdzlemlenmistir. Ozellikle sigir etinden yapilan
hamburger koftesi lizerinde yapilan denemelerde, li¢ ay boyunca dondurulmus kéftede higbir
bozulma gézlemlenmemistir. Ayrica, pastorize edilmis meyve sularinda bozulmaya neden olan

6 maya tiiriine kars1 inhibe edici etkisi tespit edilmistir (6).
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Bu calismanin amact; propolis ve ar1 ekmeginin yag asidi profillerini inceleyerek, bu iiriinlerin gida
raf omri lizerindeki potansiyel etkilerini degerlendirmektir. Ar1 tirlinlerinin kimyasal igerikleri
ve biyolojik aktiviteleri, gida endiistrisinde 6zellikle raf Omriiniin uzatilmasi agisindan 6nemli
bir rol oynamaktadir. Propolis ve ar1 ekmeginin etil alkol ekstresinin FAME analizi ile yag asidi
bilesenlerini belirleyerek, tirozinaz enzimi iizerindeki inhibisyon etkilerini molekuler docking
calismast ile teorik olarak belirlenmesi bu ari {iriinlerinin sentetik koruyucular yerine kullanilip

kullanilamacagy ile ilgili bir 6n ¢aligmadir.
2. MATERYAL VE METOT

2.1. Propolis ve Ar1 ekmegi Ekstraksiyonu

Bingdl ili yerel aricilarindan temin edilen propolis ve ar1 ekmegi numuneleri 6giitiildiikten sonra
-18 °C’ de muhafaza edilmistir. Ogiitiilen propolis ve ar1 ekmegi numuneleri 1:10 (W/V) oraninda
n-hekzan ile 48 saat boyunca 40°C sicaklik ve 150 rpm’ de manyetik ¢alkalayici da karistirildi.
Ardindan filtre kagid1 kullanilarak siiziildii ve rotary ile ¢oziicii uzaklastirilip ekstratlar elde edildi.
Kullanilincaya dek +4 °C de muhafaza edildi. (14).

2.2. GC-MS ile Yag Asidi Bilesimi

Hekzan fraksiyonu elde edilen propolis ve ar1 ekmegi numunelerinden 0,1 gr alinarak iizerine 10
mL hekzan eklenip vortekslendi. 0,5 mL 2N metanollii KOH eklendi ve vortekslendikten sonra
{ist faz berraklasana kadar (yaklasik 1-2 saat) bekletildi. Ust faz GC amber renk vialine alind
ve analize gonderilerek yag asidi igerigi tayini edildi. FAME analizinde GC-MS (7890A-Agilent
5975C) kullanildi. MS ve FID dedektorleri eszamanli kullanildi. Enjeksiyon hacmi 1 pL olarak
belirlendi ve boliinmesiz mod da ¢aligildi. Uzunlugu 100 m ve i¢ ¢ap1 0,25 mm olan BPx90 kapiler
kolon kullanildi. Kolon sicakligr 120 °C’den baslayip 3 °C/dak hizla 252 °C’ye ulasti. Enjektor
sicakligi 150 °C’de basladi ve 120 °C/dak hizinda 250 °C nihai sicakliga kadar ytikseltildi. Dedektor
sicaklign 260 °C’de sabit tutulmustur. Tasiyict gaz olarak helyum kullanildi. Orneklerin FAME
analizi, bir yag asidi metil esterleri standardi (Supelco bileseni FAME Mix) enjekte edilerek yapildi

ve her bir yag asidinin alikonma stireleri boylece belirlendi (15).

2.3. Molekiiler Doking

Yerlestirme hesaplamalarinda temel yerlestirme yazilimi olarak AutoDock-Vina 1.5.4 programi
kullanildi. Yardimc1 program olarak RCSB Protein Data Bank ve ligand se¢imleri i¢in pubchem
programlari kullanilmistir. Protein data bankasi taranarak hedef olarak segilen Tirozinaz (SM8O)
enziminin yapisi, ligandina baglh sekilde kodlar1 ile birlikte ulasildi. Mevcut ligandin yerine
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istedigimiz ligandi oturtabilmek icin, ligandin se¢ilen enzimine baglandigi yerin koordinatlari
(x,y,z) seklinde belirlendi. Tek basina enzimlerin ii¢ boyutlu yapisi i¢in bagl oldugu ligand
kodlart silindi. Boylece enzim baska bir ligandla baglanmaya acgik hale getirilmis oldu. Ligand
olarak belirlenen biyoaktif bilesiklerin iskeletleri segilerek, her biri enzimlere baglanma bdlgesine
gonderildi ve baglanma enerjileri hesaplandi (16). Hedef olarak Tirozinaz (5SM80O) ligand olarak
oleik asit, linoleik asit, eikosatrienoik asit ve linolenik asit secildi.

3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1. GC-MS ile Yag Asidi Tayini

3.1.1. Propolis’ in GC-MS ile Yag Asidi Tayini

Tablo 1: Propolis yag asitleri

Doymus Yag Asitleri (%) Doymamis Yag Asitleri (%)
n-Hexadecanoic acid 5,46 C18:1 (cis - 9) (omega 9) Oleik asit 0,27
C 16:0 (Palmitik asit) 2,56 C18:1 (trans - 9) (omega 9) Elaidik asit 1,47
C 12:0 (Laurik asit) 0,72  Erucic acid 0,02
C 14:0 (Miristik asit) 0,39  9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester 0,80

8-Octadecenoic acid, methyl ester, (E)- 0,73

Bulgaristan’in iki farkli bolgesinden topladiklar1 propolis drneklerinin GC/MS ile igerik tayinin
de 15 fenolik asit (bunlarin 7’si propolis i¢in yeni) , 2 keton, 8 fenolik asit esteri (propolis i¢in
yeni) , 6 flavonon ve 2 flavonol tanimlamislardir (18). Okaliptus, kavak ve kestane propolis
orneklerinin GC/MS ile analizinde organik asit grubundan butanedioik asit, 2-propenoik asit ve
sinnamik asit, esterlerden 3,4 bis sinnamat ve hidrokarbon ve keton grubundan ise D-froktoz, beta-
D-glukopiranoz gibi bilesikler her {i¢ propolis grubunda da tespit edilen bilesiklerdir. Ancak her
lic propolis 6rneginde tespit edilen bu bilesiklerin kantitatif miktarlar1 birbirinden farklidir (19).
Propolisin etil alkol ekstresinin FAME analizi sonucuna gore 4 tane doymus 5 tane doymamis yag
asidi olmak tizere toplamda 10 adet yag asidi tespit edilmistir. Yag asitleri ve miktarlar1 Tablo 1.

de yer almaktadir.
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3.1.2. Ar1 ekmeginin GC-MS ile Yag Asidi Tayini

Tablo 2: Ar1 ekmegi yag asitleri

Doymus Yag Asitleri (%) Doymamis Yag Asitleri (%)

C 16:0 (Palmitik asit) 25,14  C18:1 (trans - 9) (omega 9) oleik asit 9,74
Methyl tetradecanoate 1,89 C 18:3 (alpha) (all cis - 9,12,15) (omega 3) 3,21
C 12:0 (Laurik asit) 0,71 C 20:3 (cis-11,14,17) (omega 3) 3,00
C 14:0 (Miristik asit) 0,56 C 18:2 (trans,trans-9,12) (omega6) 1,24
Methyloctadecanoate(=methyl 0,54 9-Hexadecenoic acid, methyl ester, (Z)- 1,04
stearate)
C 18:0 (Stearik asit) 0,06 9-Eicosene, (E)- 0,3
Heptadecanoic  acid,  16-methyl-, 0,06 9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester 0,12
methyl ester
Heptadecanoic acid, 15-methyl- 0,06

’ ’ 1-Octadecene 0,04
methyl ester
Heptadecanoic  acid,  14-methyl-, 0,06 Octadec-9-enoic acid 0,04

methyl ester
9,12,15-Octadecatrienoic  acid, methyl
ester,
8-Octadecenoic acid, methyl ester, (E)- 0,01

0,02

Ar ekmegi insan viicudu tarafindan sentezlenemeyen ve besinlerden alinmasi gereken ¢oklu
doymamis yag asitleri acgisindan kaynak olarak gosterilmektedir (20). Kaplan ve ark. (21),
farkli botanik kokenli sekiz ar1 ekmegi 6rnegi iizerine yapmis olduklari ¢alismada 20 doymus
ve 17 doymamis olmak {izere toplamda 37 yag asidi belirlenmis ve ve miktar olarak en fazla
bulunan yag asitlerini (9Z,12Z,15Z)-oktadeka-9,12,15-trienoik, (9Z,12Z)- -oktadeka-9,12-
dienoik, heksadekanoik, (Z)-oktadek-9-enoik, (Z)-ikos-11-enoik ve oktadekanoik asit olarak
belirlemislerdir. Doymamis/doymus yag asidi orani 1,38 ile 2,39 arasinda degistigini ve ari
ekmeginin iy1 bir doymamis yag asidi kaynagi olabilecegini gostermektedir (21). Isidorov ve ark.
(22), farkl iilkelerden ar1 ekmegi 6rneklerinin kimyasal bilesimini karsilagtirdigi calismasinda ar1
ekmeginin doymamis yag asitleri (linoleik ve a-linolenik) bakimindan zengin olduklarini rapor
etmistir (22). Ar1 ekmeginin yag asidi kompozisyonunun incelendigi bir ¢calismada ar1 ekmeginden
ekstrakte edilen yagda 37 farkli yag asidi tamimlanmis olup, bu yag asitleri icerisinde (all-
cis-9,12) (9Z,127)- oktadeka-9,12-dienoik asit (319.89 pg/g), heneikosanoik asit (369.04 pg/g),
(92)- hekzadeka-9-enoik asit (656.37 pg/g) ve (all-cis9,12,15)-oktadeka-6,9,15-trienoik asidin
(954.51 pg/g) diger yag asitlerine gore daha yiliksek miktarlarda bulundugu bildirilmistir (23). Ar1
ekmeginin etil alkol ekstresinin FAME analizi sonucuna gore, 9 tane doymus 11 tane doymamais
yag asidi olmak {izere toplamda 20 adet yag asidi tespit edilmistir. Yag asitleri ve miktarlar1 Tablo
2. de yer almaktadir.
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3.1.3. Molekiiler Doking

Doking sonuclarina gore secilen yag asitlerinin tirozinaz enzimine baglanma enerjileri;
eikosatrienoik asitin -6,7 kcal/mol, oleik asitin -6.0 kcal/mol; linoleik asitin -5.9 kcal/mol ve
linolenik asitin -6.1 kcal/mol olarak tespit edilmistir. Min ve ark. (26), tirozinaz inhibitorii olan
paeonoliin tirozinaz lizerindeki mekanizmasi ve taze kesilmis elmalar lizerindeki anti-kararmaya
yonelik 6zelliklerini aragtirdiklar ¢aligmalarinda; paenoliin, orta diizeyde bir baglanma ile statik
sondiirme islemi yoluyla tirozinazin floresansini sondiirdiigiinii bildirmislerdir. Paenoliin tirozinaza
baglanmasinin, tirozinazin kromofor mikrogevresini ve konformayonunu degistirebilecegini
belirtmislerdir. Tirozinazin aktif bolgesine baglanarak inhibitor etkisiyle taze kesilmis elmalarin
kararmalarint 6nleyebilecegi bildirilmistir. Bu durum anti-esmerlesme uygulamalarinda dogal
tironizaz inhibitorlerini kullanarak gida kararmalarmni oOnleyerek raf Omriinii uzatabilecegini
gostermektedir (26). Shamsuri ve ark. (27), tarafindan enzimatik kararmaya ve tirozinaz enzimine
kars1 inhibitor etkisini arastirmak amaciyla (1E)-1-(2-pirazinil) etanon tiosemikarbazon (PT)
molekiilii sentezlenmis ve karakterizasyonu yapilmistir. PT nin tirozinaz iizerindeki inhibitor
etkisi, molekiiler doking analizleri ile desteklenmistir. Sonug olarak; PT ve benzeri olan bilesiklerin
tirozinaz enzimine kars1 umut vadeden inhibitorler olarak kullanilabilecegini ve bu tiir bilesiklerin
anti-kararma uygulamalarinda etkili olabilecegi rapor edilmistir (27).

ygulamalarinda etkili olabilecegi rapor edilmistir (27).
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Interactions
: J’ Camvenboral Hydrugen Bond ' 1 Akyl

| Carbon Hydragen Eond

o | (kcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd
\XS N 1 -67 0000 0

Sekil 2: Eikosatrienoik asitin molekiiler doking ve baglanma enerjileri
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s
A233

PRO
Al15
TYR
A226

LEU ILE
A229 A128
VAL
Ad47

PRO
A345

Interactions
BBl Corvertona Hydrogm bond Ak

|(kcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.
1 -6.2  0.000 0.000
2 -5.8  1.925 3.786
3 -5.5 2.884 4488
4 -5.5 1721 3.047
5 -53  1.645  2.825
6 -5.2 30.555  32.101
7 -5.1  6.772  10.068
8 -5.0 30.574 32.330
9 -5.0 29.561 31.740

H-Bonds

Donor

Acceptor 8

Sekil 3: Linoleik asitin molekiiler doking ve baglanma enerjileri
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ILE
A128

LEU
A229

Y5
A233

PRO
A115

Interactions

B Corentoral yrogen Bond

VAL

A126

PRO
A242

ARG
A118

o
Al19

| (kcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.

1 -5.9
2 -5.6
3 -5.3
4 -5.0
5 -5.0
6 -4.9
7 -4.9
8 -4.8
9 -4.8

Acceptar S8

0.000
2.392
3.593
53.199
27.999
52.645
11.125
53.651
3.958

Sekil 4: Linolenik asitin molekiiler doking ve baglanma enerjileri
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GLN
A236

A4as A115 )
All6

Interactions
ﬁ‘ Conventional Hydrogen Bond [: Pi-Alkyl

[ Akyi

| (kcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.
1 -5.7 0.000 0.000
2 -5.5  1.949  2.526
3 -5.2  1.642 2934
4 -5.2  25.883 28.317
5 -5.1  26.000 28.458
6 -5.1  45.065 47.173
7 -5.0 5424  8.362
8 -5.0 5925 9.128
9 -49 31.044 32.689

H-Bonds
Donor

Acceptor S50

Sekil 5: Oleik asitin molekiiler doking ve baglanma enerjileri

4. SONUC VE ONERILER

Yaglar, temel gida bilesenleri arasinda yer alir ve yalnizca yiiksek enerji kaynagi olmakla kalmaz
ayni zamanda igerdigi yag asitlerinin 6zelliklerine bagli olarak beslenme ve saglik iizerinde de
onemliroller Uistlenir. Ar1 lirlinlerinin; antimikrobiyal, antioksidan ve besin degeri artiric1 6zelliklert,
gidalarin kalitesini ve tazeligini koruma konusunda 6nemli avantajlar sunmaktadir. Propolis ve ar1
ekmeginin i¢inde bulunan; oleik, linoleik ve linolenik yag asitlerinin molekiiler doking yontemiyle
tirozinaz inhibisyonu simiile edilmistir. Calisma bulgularindan elde edilen sonug; propolis ve ar1
ekmeginin igerisinde bulunan oleik, linoleik ve linolenik yag asitlerinin tirozinaz inhibisyonunu
saglayabilecegi ve gidalardaki esmerlesmenin onlenmesine yardimci olarak gida raf omriini
uzatabilecegi belirlenmistir.
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