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Günümüzde modern tıpta kullanılan birçok ilacın temelini şifalı bitkiler oluşturmaktadır. Bu 

nedenle daha önce çalışılmamış endemik bitki türlerinin biyolojik aktivitelerinin araştırılması 

ve literatüre kazandırılması önemlidir. Bu tez, Phlomoides moluccelloides (Bunge) 

Salmaki'nin toprak üstü ve kök bölümlerine ait metanol (MeOH) ve infüzyon ekstraktlarının 

antibakteriyel, anti-quorum sensing ve antiproliferatif aktivitelerini belirlemeyi amaçlamıştır. 

Antiproliferatif aktivite, MTT testi kullanılarak HeLa, MCF-7 ve MDA-MB-231 kanser hücre 

kültürü hatlarında araştırılmıştır. Ekstraktların minimal inhibitör konsantrasyon (MİK) 

değerleri, sıvı mikrodilüsyon yöntemi kullanılarak bir takım referans bakteri suşlarına karşı 

değerlendirilmiştir. Ekstraktların anti-quorum sensing aktiviteleri, Pseudomonas aeruginosa 

PAO1 ve Chromobacterium violaceum ATCC 12472 bioraportör suşlarında viyolasin ve 

piyosiyanin pigment üretiminin inhibisyonu, biyofilm formasyonunun inhibisyonu ve yayılma 

hareketliliğinin (swarming motilite) inhibisyonu üzerine test edilmiştir. Kullanılan tüm 

ekstraktlar, MCF-7 hücre hattına karşı doza bağımlı antiproliferatif aktivite gösterirken, 

yalnızca toprak üstü kısmının MeOH ekstraktı HeLa ve MDA-MB-231 hücre hatlarına karşı 

doza ve zamana bağlı antiproliferatif aktivite göstermiş olup, toprak üstü kısmının infüzyon 

ekstraktı ise HeLa hücre hattına karşı doza ve zamana bağlı antiproliferatif aktivite 

sergilemiştir. En etkili sonuç, 48. saatte MCF-7 hücre hattında toprak üstü kısma ait MeOH 

ekstraktı için (IC50 = 875,7 µg/mL) belirlenmiştir. Tüm ekstraktların test edilen bakterilere 

karşı minimal inhibitör konsantrasyon (MİK) değerleri> 2000 µg/mL olarak tespit edilmiştir. 

Ekstraktların hepsinin P. aeruginosa PAO1'in swarming hareketliliğini kısmen inhibe ettiği 

belirlenmiştir. Ayrıca toprak üstü kısma ait MeOH ekstraktı, bakteri üremesini durdurmadan 

piyosiyanin üretimini %81,7 oranında engellemiştir. Biyofilm oluşumu ve viyolasin 

pigmentlerinin üretimi söz konusu olduğunda ise ekstraktlar önemli bir inhibe edici etki 

göstermemiştir. Bulgular, P. moluccelloides'in kanser hücreleri üzerinde antiproliferatif bir 

etkiye ve iyi bir anti-quorum sensing ajanı olma potansiyeline sahip olduğunu göstermektedir. 

Bu biyolojik aktivitelere sebep olan mekanizmaların aydınlatılması için ileri analizlerin 

gerçekleştirilmesi önerilmektedir. 

 

ANAHTAR KELİMELER: Antiproliferatif, Anti-Quorum Sensing, Antibiyofilm, Ekstrakt, 

Phlomoides moluccelloides (Bunge) Salmaki. 
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ABSTRACT 

PH.D THESIS 

INVESTIGATION OF in vitro THERAPEUTIC POTENTIAL OF Phlomoides 

moluccelloides (Bunge) Salmaki PLANT EXTRACTS 

ANFAL IZALDEEN MUTAR AL KATEEB 

KASTAMONU UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE 

DEPARTMENT OF GENETICS AND BIOENGINEERING 

 

SUPERVISOR: DOÇ. DR. YASEMİN ÇELİK ALTUNOĞLU 

 

 

Medicinal plants form the basis of many drugs used in modern medicine today. Therefore, it 

is important to examine the biological activities of endemic plant species that have not been 

studied before and bring them to the literature. This thesis focused to define the antibacterial, 

anti-quorum sensing, and antiproliferative features of methanol (MeOH) and infusion extracts 

of the aerial and root fragments of Phlomoides moluccelloides (Bunge) Salmaki. The 

antiproliferative activity was investigated on HeLa, MCF-7, and MDA-MB-231 cancer cell 

lines using the MTT test. The minimal inhibitory concentration (MIC) ratios of the extracts 

were analysed against reference bacterial strains using the broth microdilution assay. Anti-

quorum sensing effects of the extracts were examined on inhibition of violacein and pyocyanin 

pigments production, suppression of biofilm formation, and inhibition of swarming motility 

in Pseudomonas aeruginosa PAO1 and Chromobacterium violaceum ATCC 12472 

bioreporter strains.  All extracts had dose-dependent antiproliferative activity against the 

MCF-7 cells, whereas only the MeOH extract of the aerial part had dose- and time-dependent 

antiproliferative activity against HeLa and MDA-MB-231 cancer cells. In addition, the 

infusion extract of the aerial part had dose- and time-dependent antiproliferative activity 

against the HeLa cell line. The most potent result was determined for the MeOH extract of 

aerial part on the MCF-7 cells at the 48th hour of the application (IC50 = 875.7 µg/mL). The 

minimal inhibitory concentration (MIC) ratios of all extracts against the tested bacteria were 

> 2000 µg/mL. Every extract partially suppressed the swarming motility of P. aeruginosa. 

Besides, MeOH extract of the aerial part restricted pyocyanin production by 81.7% without 

affecting bacterial growth. As far as biofilm formation and production of violacein pigments 

were concerned, the extracts exhibited no significant inhibitory effects. The findings displayed 

that P. moluccelloides have an antiproliferative effect on cancer cells and may be a good anti-

quorum sensing agent. Further analyzes are recommended to solve the mechanisms that cause 

these biological activities. 

KEYWORDS: Antiproliferative, Anti-Quorum Sensing, Antibiofilm, Extract, Phlomoides 

moluccellides (Bunge) Salmaki. 

March 2023, 106 Page 
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DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

DMSO : Dimetil Sülfoksit 

DNA : Deoksiribonükleik Asit 

DSÖ : Dünya Sağlık Örgütü 

EACC : Avrupa Kimliği Doğrulanmış Hücre Kültürleri Koleksiyonu 

ER-α : Östrojen Reseptörü Alfa 

FBS : Fetal Bovin Serum 

HER2 : İnsan Epidermal Büyüme Faktörü Reseptörü 2 

HGT : Horizontal Gen Transferi 

IC50 : Yarı Maksimum İnhibitör Konsantrasyonu 

Kob : Koloni Oluşturan Birim 

MeOH : Metanol 

MİK : Minimal İnhibitör Konsantrasyon 

MTT : Metiltiazol Difeniltetrazolyum Bromür 

NEA : Esansiyal Olmayan Amino Asit 

PBS : Fosfat Tamponlu Tuz Çözeltisi 

PR : Progesteron Reseptörü 

QS : Quorum Sensing 

QSSM : Quorum Sensing Sinyal Molekülleri 

TNBC : Üçlü Negatif Meme Kanseri 
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1. GİRİŞ 

 

Şifalı bitkiler, doğadan insanlara bir armağandır ve daha iyi sağlık arayışlarında 

onlara yardımcı olmuştur. Tarih öncesi zamanlardan beri, doğal ürünler insanlık 

tarafından iyileştirici ilaçların başlıca kaynağı olarak kabul edilmiş ve kullanılmıştır 

(Wright, 2019). Tıbbi bitkilerin ilaç yapımında kullanıldığı ile ilgili en eski yazılı 

belgeye, yaklaşık 5000 yıllık Nagpur'dan bir Sümer kil levhasında rastlanmıştır. 

Bazıları haşhaş, henbane ve mandrake gibi alkaloidler olan 250'den fazla çeşitli 

bitkiye atıfta bulunan 12 ilaç hazırlama tarifinden oluşmuştur (Petrovska, 2012). 

Onların bilgileri, etnobotanik araştırmayı başlatan yerel halk tarafından nesilden 

nesile yayılmıştır. Küresel kullanımları, geleneksel tedavi edici ve endüstriyel 

değerleri göz önüne alındığında, yeni ilaçların üretimine öncülük etmek için birçok 

doğal ürün araştırılmaktadır (Salehi vd., 2018; Sharifi-Rad vd., 2018). Kırsal 

toplumlarda, ilk tıp pratisyenleri birinci basamak sağlık hizmeti sağlayıcıları olarak 

belirlenmiştir (Malami vd., 2020). Dünya nüfusundaki artış trendi, 21. yüzyılın ilk 

yarısında dünya nüfusunun 10 milyarı aşacağını düşündürmektedir. Bu nedenle gıda 

güvenliğinin yanı sıra sağlık hizmeti sunma çabaları da uluslararası toplumun en 

önemli sorun ve kaygılarından biri olacaktır (Hadipour vd., 2016).  

Bitkiler doğrudan ilaç olarak kullanılabilen mükemmel ve güçlü biyoaktif bileşiklerin 

kaynağıdır (Siddiqui vd., 2020). Genel olarak, tıbbi bitkilerin kullanımı, gelişmekte 

olan ülkeler için daha uygun fiyatlı ve erişilebilir olduğundan pek çok fırsat 

sağlamıştır (Nigussie vd., 2021). Bu nedenle, tıbbi bitkilerin sağlık koşullarımızı 

iyileştirmek için zararsız fakat anlaşılması zor araçlar sunduğu düşünülmektedir (da 

Silva vd, 2021). Çeşitli bitkilerin yara, cilt hastalıkları, adet bozuklukları, doğum 

sonrası ateş, baş ağrısı, solunum yolu enfeksiyonu, üretral enfeksiyon, romatizma ve 

kanser tedavisi gibi çeşitli biyolojik aktivitelerinin olduğu gözlenmiştir (Ohue, 2019; 

Talib vd., 2020). Ayrıca, tüm şifalı bitkiler, antidiyabetik, anti-osteoporotik, 

antimikrobiyal, hepatoprotektif, anti-inflamatuar, antimalaryal, immun-modülatör, 

antioksidan, anti-hipertansif, antikanser ve diğerleri ile birlikte çeşitli farmakolojik 

özelliklere sahip metabolitler olarak sayısız biyoaktif bileşik verme konusunda 
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zengindir (Gezici ve Şekeroğlu, 2019; Majolo vd., 2019). Doğal biyoaktif bileşikler, 

gıdanın normal besleyici değerinin ötesinde sağlık üzerine olumlu etkileri olan bir 

grup fitokimyasaldır (Li vd., 2019; Nadar vd., 2020; Zhang vd., 2021). Bitkilerde 

biyoaktif bileşikler, birincil ve ikincil metabolitler olarak ayrılabilmektedir. 

Proteinler, yağlar ve polisakkaritler gibi birincil metabolitler, bitki gelişimini ve 

büyümesini destekler. Polifenoller, flavonoidler, alkaloidler, terpenoidler, tanenler, 

fenolik bileşikler, steroidler ise ikincil metabolitlerdir (Qin ve Xi, 2021). Bitkiler 

tarafından kullanılmayan ve çeşitli kısımlarında depolanan ikincil metabolitler, 

bitkileri mikroorganizma saldırılarından korur, tozlayıcılar için çekicidir, bunun 

yanında insanlara terapötik etkiler sağlar (Şekil 1.1) (Das ve Gezici, 2018). Biyolojik 

olarak aktif olan bu bileşikler, parazitler ve patojenler üzerinde önemli etkiye sahiptir. 

Bazı araştırmalarda, yaygın, kullanıcı dostu ve ekonomik olarak mevcut bitkilerin, 

antimikrobiyal aktivitenin yanı sıra antioksidan aktivite gösterdiği sonucuna 

varılmıştır (Kiselova vd., 2006).  

 

Şekil 1.1 Bitki ikincil metabolitlerinin sınıflandırılması (Vuran ve Türker, 2021). 

Farklı biyoaktif bileşikler, farklı biyolojik özellikler sergilediklerinden, yaşamın 

birçok alanında potansiyel uygulama alanına sahiptir. Örneğin polifenoller, güçlü 

antioksidan kapasiteleri nedeniyle fonksiyonel gıdalarda genellikle doğal katkı 

maddeleri olarak kullanılmıştır (Osorio-Tobón, 2020).  
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Tıpta kullanılan ilaçların %40'ının doğal bileşiklerden elde edildiği tahmin 

edilmektedir (Xiao vd., 2018). Bitkilerin kimyasal bileşimi hakkında kapsamlı bilgi, 

olası tıbbi değerlerinin daha iyi anlaşılmasına yol açmaktadır. Modern kimya, birincil 

ve ikincil bitki metabolitlerinin rolünü tanımlamıştır (Hussein ve El-Anssary, 2018). 

Yeni veya yeniden ortaya çıkan tüm bulaşıcı hastalıklar, insanlık için devam eden bir 

tehdidi temsil etmektedir. Bazı patojenler, bir süre sessiz kaldıktan sonra, genellikle 

giderek artan oranlarda, orijinal veya yeni konakçılarında yeniden ortaya çıkmalarını 

sağlayan özellikler kazanabilmektedirler (Sarma, 2017). Bu dirençli bakterilerle 

enfeksiyon, yaşamı tehdit eden ciddi hastalıklara yol açabilirken, etkili 

antibiyotiklerin olmaması her yıl daha yüksek ölüm oranlarına sebep olmaktadır 

(Wang vd., 2020).  

Tıbbi bitkilerin doğal kaynaklarına ek olarak, kanser tedavisi için sıklıkla kullanılan 

değerli fitokimyasallar da bulunmaktadır (Al-Ansari vd., 2019).  Daha önce 

kullanılan antikanser ilaçları nedeniyle, sadece tümör hücrelerine değil, aynı 

zamanda kanserin geliştiği vücut bölümündeki normal hücrelerde de nispeten yüksek 

toksisite gözlenmektedir. Şu anda, karasal bitkiler arasında olduğu kadar deniz 

ortamlarında da yeni antikanser ilaçların arayışı sürmektedir (Lichota ve 

Gwozdzinski, 2018).  Türkiye bitki çeşitliliği ve endemizmi açısından dünyanın en 

zengin ülkelerinden biridir ve farmakolojik etkileri nedeniyle yüzyıllardır hastalıklara 

karşı kullanılan çeşitli bitki türlerine ev sahipliği yapmaktadır (Eruçar vd., 2022). İlaç 

olarak ve gıdalarda kullanımları ile yeni doğal ürünler geliştirmek için yerli tıbbi 

bitkilerin dikkate değer fitokimyasal kaynakları doğal bir stok olabilmektedir. Tıbbi 

bitkilerin bazıları alerjik veya hassas popülasyonlar için zararlı olabilirken, diğer 

durumlarda bitkinin belirli kısımları yenilebilir ve diğer kısımları zehirli olabilir. Bu 

nedenle, herhangi bir tıbbi bitkinin toksikolojik değerlendirmesi, olumsuz etkilerini 

ortaya çıkarmak ve bu tür etkilerin meydana geldiği maruziyet seviyesinin sınırlarını 

belirlemek için zorunlu olarak gereklidir (Siddiqui vd., 2022).  

Bu alanda çok ve yeni çalışmalar yapmak önem arz etmektedir. Bu nedenle endemik 

bitkilerin antikanser özelliklerinin araştırılması ve sonuçlarının literatüre 

kazandırılması gereklidir. Bildiğimiz kadarıyla, literatürde Phlomoides 

moluccelloides (Bunge) Salmaki’ nin biyolojik etkileri hakkında daha önce yapılmış 

kapsamlı bir rapor bulunmamaktadır. 
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1.2 Phlomoides moluccelloides Türünün Botanik Bilgileri 

Phlomoides moluccelloides (Bunge) Salmaki, Lamiaceae ailesinin bir türü olup 

Eremostachys moluccelloides (Bunge) Salmaki olarak da adlandırılmaktadır. Bu aile, 

fitokimyasalları ve biyoaktivitesi yüksek biyolojik ve farmakolojik etkilere sahip bir 

bitki türüdür (Fidan vd., 2019; Ghalkhani vd., 2021; Kozlowska vd., 2015; Ydyrys 

vd., 2021).  

1.2.1 Lamiaceae Ailesi Hakkında Genel Bilgiler 

Lamiaceae ailesi, Türkçe adıyla Ballıbabagiller olarak da bilinir ve tüm dünyada 

yayılış göstermektedir. Bu familya, 245 cins ve yaklaşık olarak 7886 türden 

oluşmaktadır. Soğuk kutup bölgeleri dışında dünyanın hemen her yerinde yayılışı 

vardır (Abdelhalim ve Hanrahan, 2021). Lamiaceae familyasına ait üyeler, 

çoğunlukla ot, seyrek ağaç ve çalı formu görünümündedirler. En bariz özellikleri, 

vertisillat (halkasal) dizilim gösteren ve uçucu yağ içeren yapraklarıdır (İpek, 2018). 

Lamiaceae, geleneksel tıpta kullanılan çok çeşitli bitkileri içeren en önemli bitki 

ailelerinden biri olarak kabul edilmektedir (Ayaz vd., 2020). Lamiaceae bitkileri, 

örneğin sindirim sistemi bozukluklarının tedavisinde olduğu gibi çeşitli farmakolojik 

aktivitelere sahiptir. Etnofarmakolojik çalışmalar, bazı Lamiaceae üyelerinin uçucu 

yağlarının anti-insektisit, anti-inflamatuar, antioksidan, antimikrobiyal ve antikanser 

aktiviteleri olduğunu göstermiştir ( Filho vd., 2022; Govindarajan vd., 2016; Sun vd., 

2022). Türkiye’de de yetişen, tıbbi öneme sahip olan bu familyanın gıda olarak da 

tüketilen türleri vardır. Bunlar Mentha (nane), Salvia (adaçayı), Thymus (kekik), 

Rosmarinus (biberiye), Ocimum (fesleğen) olarak sayılabilir. Yiyecek olarak Stachys 

affinis (Çin enginarı), ayrıca güzel kokulu bitkiler olarak Lavandula (lavanta), 

Pogostemon ve birçok bitki üyesinin de süs bitkisi olarak kullanımının olması, 

familyanın tıbbi ve ekonomik kıymetini göstermektedir (İpek, 2018). Türkiye, 

Lamiaceae (Labiatae) familyası için önemli bir gen merkezi olup, Türkiye'de 

endemik olarak 256 türü bulunmaktadır ve familyanın endemizm oranı ise %44'tür 

(Keskin, 2018).  
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1.2.2 Lamiaceae Ailesi Üyelerinin Tıpta Kullanımı  

Lamiaceae ailesi, ekonomik açıdan önemli aromatik bitki türleri ile karakterize 

edilmektedir (Prakash vd., 2016). Uçucu yağları, farklı toprak üstü kısımlarından 

(tohumlar, yapraklar, çiçekler, sürgünler ve meyveler) veya köklerden elde 

edilmektedir. Bu yağlar; aldehitler, esterler, fenoller, ketonlar, alkoller, organik 

asitler, hidrokarbonlar gibi karakteristik fonksiyonel grupları içermektedir (Ramos da 

Silva vd., 2021; Nazar vd., 2022). Kan dolaşımı ve sindirimi uyarıcı, merkezi sinir 

sistemini güçlendirici, balgam söktürücü, spazm giderici, antiseptik olarak 

kullanılmaktadırlar (Popović-Djordjević vd., 2019). Lamiaceae ailesi üyelerinin tarih 

boyunca uzun bir kullanım geçmişine sahip olduğu bilinmektedir. Eski zamanlarda, 

hatırlamanın otu olarak bilinen Rosmarinus officinalis hafızayı güçlendirmek için 

kullanılmıştır. Buna ek olarak, depresyonu azaltmak ve uyku kalitesini iyileştirmek 

amaçlı kullanılmıştır. Ayrıca, yatıştırıcı olarak ve baş ağrılarının tedavisi için farklı 

Salvia (adaçayı) türleri de değerlendirilmiştir (Abdelhalim ve Hanrahan, 2021).  

Lamiaceae ailesinin biyolojik uygulamaları temel olarak, antioksidan, antitümör, 

antienflamatuvar, antiviral, analjezik, antitussif, antiastmatik, antipiretik gibi çeşitli 

aktivitelere sahip olan uçucu yağları ile ilgilidir (Çelik vd., 2021). Antimikrobiyal, 

antiemetik, antifungal (Ouakouak vd., 2019), antianjiyogenik, antihepatotoksik 

(Cocan vd., 2018), yatıştırıcı, antiseptik, antiparaziter, antihelmintik, bağışıklık 

düzenleyici (Bekut vd., 2018) ve antialerjik etkilere de sahiptirler (Santos vd., 2018). 

Ayrıca birçok Lamiaceae üyesinin farklı kanser hücre hatlarına karşı antiproliferatif 

etki gösterdiği ve yeni antikanser ajanlarının geliştirilmesi için yüksek potansiyele 

sahip olduğu rapor edilmiştir (Mesquita vd., 2019). Bunlar arasında, Salvia 

verticillata subsp. amasiaca Freyn & Bornm (PC-3 ve U-87 MG hücre hatlarına karşı 

etkili) (Karakaya vd., 2020), Origanum acutidens Hand.-Mazz (A-431 hücre 

hatlarına karşı etkili) (Gokhan, 2022), Satureja nabateorum Danin ve Hedge (Hela, 

HepG2, and COLO-205 hücre hatlarına karşı etkili) (Al-Maharik ve Jaradat, 2021), 

Betonica bulgarica Degen et Neič (Hela hücre hatlarına karşı etkili) (Mladenova vd., 

2022) örnek olarak verilebilir. 
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1.2.3 Phlomoides moluccelloides 

Phlomoides moluccelloides (Bunge) Salmaki, Lamiaceae ailesinin bir üyesi olup 

Eremostachys moluccelloides (Bunge) olarak da adlandırılmaktadır. Çok yıllık otsu 

bir bitkidir. Kireçtaşı tepeleri, şist ve volkanik yamaçlar doğal yaşam alanlarıdır 

(Babaç, 2004). Türkiye'de 3 tür ile (E. moluccelloides, E. laciniata ve E. glabra) 

Eremostachys cinsi temsil edilmektedir (Edmondson ve Davis, 1982). Yumrulu 

anaçlı çok yıllık bir bitkidir, yaklaşık olarak 20-2000 m yükseklikteki kalkerli taşlı 

yamaçlarda ve bozkırlarda yetişir ve doğal yaşam alanı Batı Asya'dan Moğolistan'a 

kadar uzanmaktadır (Karavelioğulları vd., 2008). Başta Azerbaycan, Özbekistan, 

Türkiye ve İran'da yetişen 100'den fazla farklı tür ile cins yüksek biyolojik çeşitliliğe 

sahiptir (Usmanov vd., 2022), (Şekil 1.2) (URL-1, 2022).  

 

Şekil 1.2 P. moluccelloides bitkisinin yayılış haritası (URL-1, 2022) 

Phlomoides cinsi üyelerinin önemli biyolojik etkileri bulunmaktadır. Bu türler, 

geleneksel olarak gastrointestinal problemler, kemik kırığı ve yara iyileşmesi dahil 

olmak üzere çeşitli rahatsızlıkları tedavi etmek için kullanılmıştır (Singh ve Lal, 

2008; Mükemre vd. 2015; Lee vd. 2016). Bu otsu bitkiler, bol örtücü tüyler, 

vertisillat, parçalı üst ve alt korolla dudakları ve tüp biçimli köklerle karakterize 

edilmiştir (Kadereit, 2004), (Şekil 1.3) (URL-1, 2022). P. moluccelloides’in 

taksonomik basamakları şu şekildedir (Salmaki vd., 2012; Çalış ve Başer, 2021): 

Üst Alem: Eukaryota (Ökaryotlar) 
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Alem: Plantae 

Bölüm: Tracheophyta 

Sınıf: Magnoliopsida 

Takım: Lamiales 

Familya: Lamiaceae 

Alt family: Lamioideae 

Takım: Phlomideae 

Cins: Phlomoides Moench 

Tür: Phlomoides moluccelloides (Bunge) Salmaki 

Synonym Eremostachys molucelloides Bunge 

 

Şekil 1.3 Phlomoides moluccelloides bitkisinin görseli (URL-1, 2022) 
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1.2.3.1 Phlomoides moluccelloides՚in fitokimyasal bileşikleri 

Cinsin çeşitli türleri üzerinde yapılan fitokimyasal çalışmalar, Phlomoides’in 

etnofarmakolojik aktivitelere sahip olduğunu ve uçucu yağlar, flavonoidler, yağlar, 

karboksilik asitler, monoterpenler, triterpenler, diterpenler, iridoidler, steroidler, 

phenylproponoidlerve krizoeriol glikozitler gibi ikincil metabolitleri içerdiğini 

göstermiştir (Behlil vd., 2019; Doustimotlagh vd., 2020; Geng vd, 2020; 

Mohammadhosseini vd., 2019; Olennikov ve Chirikova, 2017). Flavonoidler bu 

cinsin en baskın fitokimyasalları arasındadır (Kadereit, 2004). Bu ikincil 

metabolitlerin antibakteriyel, radikal süpürücü, antikanser ve antienflamatuvar 

aktivitelere sahip olduğu belirlenmiştir (Lehbili vd., 2018). E. moluccelloides ve E. 

laciniata üzerinde yapılan çalışmalar, 6 tanesi her iki tür için ortak olan 14 iridoid 

glukozitin izolasyonu ile sonuçlanmıştır. Bunlar lamalbide 5-deoksipulchelloside, 

shanzhizid metil ester, sesamoside, 5-deoxysesamoside (phlorogigoside C) ve 

klorotuberosiddir  (Mathiesen, 2006; Caliş vd., 2008). Ek olarak iridoitler 6 β-

hidroksi-7-epi-loganin, lamalbidik asit kolin tuzu, 5-deoksi-sesamosidik asit, 

floyosidler I, II ve shanzhizid içermektedir  (Şekil 1.4) (Çalış ve Başer, 2021). 

 

Şekil 1.4 Eremostachys türünden iridoidler (Çalış ve Başer, 2021). 
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Ayrıca, Phlomoides türleri diğer Labiatae üyelerinden farklı olarak fitokimyasal 

özellikler açısından düşük uçucu yağ verimine sahiptir (Kadereit, 2004). Buna 

karşılık, tohumları ise yüksek yağ asidi içeriğine sahiptir. Ana bileşen linoleik asit 

içeren yağlara kıyasla yenilebilir bitkisel yağlar olarak daha az uzun vadeli yan 

etkilere neden olduğu varsayılan P. lehmanniana tohum yağı gibi bu cinste yüksek 

oranda oleik asit içeren yağlar rapor edilmiştir (Bagci, 2007; Jones vd., 2008). 

Phlomoides türünün dağılım alanlarının da analizi ile bağlantılı biyolojik etkinlik 

çalışmalarının yapılması, bu türlerin etkili potansiyel terapötik değerlerinin 

bulunmasına yardımcı olabileceği gibi sonuçta ilaç endüstrisinin gelişimine de katkı 

sağlayabileceğinden fitokimya bilimi için kıymetlidir (Delazar vd., 2004; H. Li vd., 

2021; Naghibi vd., 2022). 

1.3 Antibakteriyel Aktivite 

Klinik ortamda antibiyotiklerin uygunsuz ve yanlış kullanımı sebebiyle günümüzde 

çoklu ilaca dirençli bakterilerin yaygınlığı artmış ve enfeksiyon hastalıklarının 

tedavisinde büyük zorluklar yaşanmaya başlanmıştır (Yoon vd., 2021) (Şekil 1.5). 

Bakterilerde antibiyotik direnci doğal veya kazanılmış direnç mekanizmaları ile 

ortaya çıkabilir. Doğal direnç, bakterinin yapısı ve biyokimyasal özelliklerine 

bağlıdır. Örneğin bakteri hücresi, antibiyotiğin hedef noktasına sahip olmayabilir. 

Kazanılmış direnç mekanizması ise bakteri kromozomunda spontan mutasyonlar 

veya direnç genlerini barındıran ekstrakromozomal genetik elementlerin horizontal 

transferi sonucunda ortaya çıkabilir (Reygaert, 2018) Antibiyotik direnç sorunu 

günümüzde global bir kriz haline gelmiştir. Mevcut antibiyotiklerin yetersiz kalması 

etkili ve yeni antibiyotiklerin bulunmasını elzem kılmıştır (WHO, 2022). Bundan 

dolayı son zamanlarda bilim dünyasında etkili ve yeni antimikrobiyallerin 

keşfedilmesine yönelik çalışmaların yoğunlaştığı görülmektedir. 
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Şekil 1.5 Antibiyotik direncinin temel oluşum mekanizması (URL-2, 2022) 

1.4 Quorum Sensing Sistemi  

İlk olarak Fuqua ve diğerleri tarafından önerilen Quorum Sensing (QS) kavramı, 

yalnızca bakteri sayısı belirli bir yoğunluğa ulaştığında meydana gelen algılama 

olgusunu ifade etmektedir (Fuqua vd., 1994). Bakteriler bir takım sinyal molekülleri 

üreterek popülasyon yoğunluğunu kontrol ederler (Miller ve Bassler, 2001; 

Moghaddam vd., 2014). Başka bir ifadeyle QS, aynı türün suşları arasında veya farklı 

türler arasındaki çeşitli fenotipik ve fizyolojik davranışlardan sorumlu genlerin 

transkripsiyonel düzenlenmesini koordine eden hücreler arası bir iletişim sistemidir 

(Chamkhi vd., 2020). Bakterinin türüne ve doğasına bağlı olarak, bu sistemin 

düzenleme modu belirli sinyal moleküllerini içerir (Wang vd., 2020). QS'in hem 

Gram-negatif hem de Gram-pozitif bakterilerde mevcut olduğu ve bakteriyel 

enfeksiyonlarda sıklıkla QS sinyal moleküllerinin (QSSM'ler) önemli rol oynadığı 

bilinmektedir (Whiteley vd., 2017). QSSM'leri, çevreye yayılır ve ortamda belirli bir 

eşik konsantrasyona ulaştığında, bakterilerde spesifik genlerin ekspresyonu 

düzenlenir. Bunun sonucunda bakterilerde pigment üretimi, çeşitli virülans 
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faktörlerinin sentezi,  endospor oluşumu, biyofilm formasyonu ve motilite gibi çeşitli 

davranışsal özelliklerin sentezi düzenlenir (Smith vd., 2006). 

1.4.1 Quorum Sensing Sinyal Molekülleri  

QSSM'ler, hücresel işlevleri etkilemek için hücrelere kolayca nüfuz edebilen, yağda 

çözünen küçük moleküllerdir (Kendall ve Sperandio, 2016). Sentezlenip salındıktan 

sonra bakteri hücrelerine pasif difüzyon veya aktif taşıma mekanizması ile girerler. 

Kullanılan QSSM’ler türler arasında farklılık gösterebilmektedir. Ancak genel olarak 

Gram-negatif bakteriler N-açil-homoserin lakton (AHL) moleküllerini, Gram-pozitif 

bakteriler oligopeptit zincirlerini (AIP) kullanırlar. Ayrıca türe özgü olmayan başka 

bir otoindükleyici 2 (AI-2) sinyal molekülü daha vardır. Bu sinyal molekülü hem 

Gram-negatif hem de Gram-pozitif bakteriler tarafından kullanılabilir (Wang vd., 

2020).  

AHL molekülleri, açil yan zincirinin uzunluğuna göre kısa (4-6 adet karbon sayısına 

sahip AHL molekülleri) veya uzun (10-18 adet karbon sayısına sahip AHL 

molekülleri) AHL molekülleri olarak sınıflandırılırlar. Bunun yanı sıra AHL 

molekülleri üçüncü karbon atomuna bağlı hidroksil ve okzo yapılarının varlığına göre 

çeşitlilik gösterir (Williams, 2007). 

Tablo 1.1 Bakterilerin kullandıkları bazı sinyal molekülleri ve fonksiyonları 

Mikroorganizma Sinyal Molekülü Etkisi Kaynak 

Chromobacterium 

violaceum ATCC 12472 

C12-HSL Viyolasin pigment 

üretimi 

(Morohoshi 

vd.,2008) 

Pseudomonas aeruginosa  3OC12-HSL Proteaz, 

ekzotoksin 

üretimi 

(Kalia vd., 2015) 

Pseudomonas aeruginosa C4-HSL Piyosiyanin 

pigmenti, elastaz, 

siderefor, 

rhamnlipit sentezi, 

swarming hareketi 

 

 

(Kalia vd., 2015) 

Helicobacter pylori AI-2 Hareket (Rader vd., 2007) 

Vibrio cholerae AI-2 ve CAI-1 Biyofilm 

formasyonu ve 

hareket 

(Ng ve Bassler, 

2009) 

AI: Otoindükleyici; CAI: called cholera autoinducer-1 (kolera otoindükleyici-1 olarak 

adlandırılır) 
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Gram pozitif bakteriler ve Gram negatif bakteriler farklı QSSM'lere sahiptir. Gram-

negatif bakterilerde genel sinyal molekülleri, N-açil-homoserin laktonları (AHL), 

kinolonları, difüzyon sinyal faktörünü (DSF) ve (S)-3-hidroksi tetradekanoik-4-

ketonları (CAI-1) içerir (Wang vd., 2020) (Şekil 1.6). Gram pozitif bakterilerin QS 

sinyal faktörleri esas olarak modifiye edilmiş oligopeptittir (otoindükleyici peptit 

AIP). Oligopeptidler, AHL'ler gibi hücre dışına salgılanabilir ve birikebilir, ancak 

ABC taşıyıcıları veya diğer kanal proteinlerinin yardımıyla gerçekleşir (Wang vd., 

2020). Ayrıca türe özgü olmayan başka bir otomatik indükleyici 2 (AI-2) türü daha 

vardır. Hem Gram-negatif hem de Gram-pozitif bakterilerde tür içi ve türler arası 

iletişim için kullanılır (Wang vd., 2020). Bacillus cereus'ta virülans faktörü üretimi, 

Bacillus subtilis'te biyofilm oluşumu ve Enterococcus faecalis'te plazmid transferi 

gibi Gram pozitif bakteriyel QS sistemlerinin çeşitli işlevleri bildirilmiştir (Duanis-

Assaf vd., 2016).  

 

Şekil 1.6 Pseudomonas aeruginosa'da quorum sensing; AHL: asil homoserin lakton; 1: N-

3-okso-dodekanoil homoserin lakton (3OC12-HSL); 2: N-bütanoil-L-homoserin 

lakton (C4-HSL) (Shah vd., 2019). 

1.4.2 Quorum Sensing Mekanizması 

Gram negatif bakteriler QS sisteminde LuxI/LuxR benzeri bir sistemi 

kullanmaktadır. Bu sistem ilk olarak Vibrio fischeri’de keşfedilmiş olup 

biyolüminesan üretiminde rol oynamaktadır. AHL molekülü luxI gen ürünü olan 
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LuxI enzimi tarafından sentezlenir, hücre dışına salınır ve ortamda birikmeye başlar. 

Artan bakteri yoğunluğu ile birlikte ortamda bir eşik değerine ulaşan sinyal 

molekülleri çevredeki bakterilerce algılanmaya başlar. Bakteri hücrelerine pasif 

difüzyon ile giren sinyal molekülleri LuxR reseptörüne bağlanır. Oluşan sinyal-

reseptör kompleksi ilgili genlerin operonlarının promotoruna bağlanarak gen 

ekspresyonunu regüle eder (Gonzalez ve Keshavan, 2006). 

Gram-pozitif bakteriler QS sisteminde oligopeptid sistemini kullanır. 

Sentezlendikten sonra aktif taşıma sistemi ile hücre dışına salgılanan oligopeptid 

sinyal molekülleri, belli bir yoğunluğa ulaştıktan sonra bakterilerin sitoplazma 

membranında bulunan özgül reseptörlerce algılanır. Sinyal-reseptör kompleksi, hücre 

içi fosforilasyon zincirini başlatır ve bunun sonucunda transkripsiyon faktörlerinin 

fosforilasyonu ile ilgili genin ekspresyonu gerçekleşir (Monnet ve Gardan, 2015). 

Hem Gram-negatif hem de Gram-pozitif bakteri tarafından kullanılabilen AI-2 

sinyalleri ise LuxP/Q benzeri bir sistem kullanmaktadır.  Ortamda eşik değere ulaşan 

AI-2 sinyal molekülleri bakterilerin periplazmik aralığında bulunan LuxP 

reseptörüne bağlanır. Bu bağlanma sitoplazma membranında bulunan LuxQ 

proteinini aktive eder. Bunun sonucunda yukarıda anlatıldığı gibi hücre içi 

fosforilasyon zinciri başlar ve sonuç olarak ilgili genin ekspresyonu regüle edilir 

(Guo vd., 2013). 

QS, bakterilerde sporulasyon, konjugasyon, biyofilm oluşumu ve patojenik tepkiler 

gibi çeşitli süreçlerin düzenlenmesinde önemli bir rol oynar (Prazdnova vd., 2022). 

Birçok bakteride QS sistemi virülans faktörlerinin sentezini ve popülasyon 

yoğunluğunu konağın savunma mekanizmalarının üstesinden gelmek için yeterli hale 

gelene kadar geciktirerek konakçı bağışık yanıtından kaçar. Bakteri genomunun (%4-

10) ve proteomunun (≥%20) önemli bir bölümünün QS sinyalleşme süreçlerinden 

etkilendiği bilinmektedir (Deep vd., 2011).  

1.4.3 Quorum Sensing Sisteminin İnhibisyonu 

Bakterilerde QS sistemi aşağıda açıklanan yollar ile inhibe olabilir:  (Moradi ve Hadi, 

2021; Weiland-Bräuer, 2021).  
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➢ Sinyal moleküllerinin sentezinin önlenmesi veya durdurulması, 

➢ Sinyal moleküllerinin inaktivasyonu veya enzimatik yıkımı, bir eşik değerde 

birikiminin önlenmesi, enzimatik bozunma [Quorum Quenching (QQ) olarak da 

anılır],   

➢ Sinyal moleküllerinin bakteri hücresindeki reseptörlerine bağlanmasının 

engellenmesi veya sinyal moleküllerinin reseptör analogları ile rekabet etmesi, 

➢ QS sinyali tarafından etkilenmesi gereken hedef genlerin bloke edilmesi. 

  

QS inhibitörlerine yanıt, QS moleküllerinin yoğunluğuna bağlı olabilmektedir. Örnek 

verilecek olursa naringenin (bir tür flavonoid), 3OC12-HSL ile zamana bağlı bir 

rekabet modeliyle LasR regülatörüne bağlanarak P. aeruginosa’nın QS yanıtını 

baskılar. Buna göre, P. aeruginosa popülasyonları düşük miktarlarda (buna bağlı 

olarak düşük 3OC12-HSL konsantrasyonu) olduğunda, naringenin yeni oluşan 

LasR'ye bağlanarak 3OC12-HSL'ye bağlı aktivasyonu engelleyebilir. Bununla 

birlikte, yüksek bir 3OC12-HSL birikimi sergileyen yoğun P. aeruginosa 

popülasyonunda, naringenin tarafından QS yanıtının inhibisyonu gerçekleştirilemez. 

Zamana bağlı olan bu inhibisyon modeline göre, bu flavonoidin bir QS inhibitörü 

olarak etkinliğinin değişken olduğu söylenebilir (Costerton, 2001; Winstanley vd., 

2016). 

Çoğunlukla, bakteriler, AHL laktonaz gibi QS sinyallerine karşı aktif enzimler 

üretirler (Tong vd., 2015). Bakterilerin quorum quenching (QQ) mekanizmaları doğal 

bir mekanizma olarak kabul edilmiştir ve bu mekanizmaları geliştirmelerinin 

nedenleri arasında rakiplerine karşı düşmanlık mekanizmasının olması, kaynakların 

verimli kullanılması ve QS sinyallerinin kontrol ettiği süreçlerin düzenlenmesi 

sayılabilir (Weiland-Bräuer, 2021). Patojenite faktörlerinin, antibiyotik direncinin ve 

bakterilerin diğer temel özelliklerinin ortaya çıkması, QS sistemlerinin çalışmasına 

bağlı olduğundan, onları tedavinin hedefi haline getirmek umut verici bir yaklaşım 

gibi görünmektedir (Deep vd., 2011). Yapılan bir çalışma, QS'in patojenik bakteriler 
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tarafından yalnızca virülans faktörlerinin üretimini kontrol etmek için değil, aynı 

zamanda toplulukta yaşam için metabolik ihtiyaçlara uyum sağlamak amacıyla 

kullanılan bir mekanizma olduğunu da göstermiştir (Deep vd., 2011). QS'e müdahale 

ile virülans faktörü üretiminin inhibisyonu, P. aeruginosa gibi patojenik bakterilerin 

patojenitesini ve virülansını düzenlemek için büyümeyi durdurmaktan daha iyi bir 

yaklaşım olabilir (Husain vd., 2017; Ghosh vd., 2019). QS inhibitörleri, sinerjistik 

aktivite uygulayarak kombine halinde kullanıldığında antibiyotiklerin etkinliğini de 

artırabilir (Vipin vd., 2020). Literatürde QS inhibitörü olduğu bilinen birçok bileşik 

bulunmaktadır. Ancak çoğu toksik etkisinden dolayı insan kullanımına uygun 

değildir (Nain vd., 2020). Hem P. aeruginosa PAO1 hem de Chromobacterium 

violaceum ATCC 12472, bir maddenin QS inhibitör etkinliğini araştırmak için yaygın 

olarak kullanılan biyoindikatör bakterilerdir. 

1.4.4 Pseudomonas aeruginosa PAO1  

Çubuk şeklinde bir bakteri olan P. aeruginosa, insanlarda, hayvanlarda ve bitkilerde 

enfeksiyonlara neden olabilen Gram negatif bir bakteri türüdür (Anju vd., 2021). Bu 

bakteri ile ilgili en büyük zorluk, antimikrobiyal direnç (AMR) geliştirme ve biyofilm 

oluşturma konusundaki yüksek yeteneğinden kaynaklanır ve kistik fibrözlü hastaların 

morbidite ve mortalitesinden sorumludur. Böylece ciddi sağlık hizmetleriyle ilişkili 

enfeksiyonların (HAI) ana nedenlerinden biri haline gelir ve tüm dünyada hastane 

enfeksiyonlarına neden olur (O’Loughlin vd., 2013;  Hao vd., 2021; Shaker vd Al-

Hadrawi, 2021). Bu bakteri hem doğal hem de kazanılmış mekanizmalar yoluyla 

antimikrobiyal direnç (AMR) geliştirme yeteneğine sahiptir (Maraolo vd., 2020). 

Pseudomonas aeruginosa, COVID-19'un neden oldukları da içinde olmak üzere 

kronik obstrüktif akciğer hastalığı (COPD), kistik fibroz, kanser, travmalar, yanıklar, 

sepsis ve ventilatörle ilişkili pnömoni (VAP) olan bağışıklığı baskılanmış kişilerde 

akut veya kronik enfeksiyona neden olur (Gascón ve Serra, 2021; Rossi vd., 2021). 

Bu bakteri, enfeksiyona katkıda bulunan ve hastalığa neden olan çeşitli virülans 

faktörlerini salgılayarak konakçılardaki olumsuz çevreye uyum sağlayabilir 

(Vidaillac ve Chotirmall, 2021). Bu bakterilerin virülans faktörleri proteazlar, elastaz, 

eksotoksinler, ramnolipidler, piyosiyanin, hidrojen siyanür, oksidatif stres, 

antibiyotik direnci, hareketlilik ve biyofilm oluşumudur. Ayrıca QS sistemleri, 

insanlarda ve hayvanlarda bağışıklık yanıtı kaçışını düzenler (Kostylev vd., 2019). 
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P. aeruginosa'daki QS, dört fonksiyonel QS sistemi ile temsil edilir, bunlardan ikisine 

Las ve Rhl olarak bilinen N-asilhomoserin laktonlar (HSL) aracılık eder. Diğer 

ikisine sırasıyla Pqs ve Iqs sistemleri adı verilen kinolonlar ve karbaldehit aracılık 

eder (Ahator ve Zhang, 2019). Las sisteminde, LasI sinyal molekülü N-(3-

oksododekanoil)-1-homoserin laktonu (3-O-C12-HSL) sentezler. LasR, 3-O-C12-

HSL'ye bağlanır ve bir transkripsiyonel aktivatör olarak işlev görür. Rhl sisteminde 

RhlI, RhlR ile birlikte QS ile ilgili ikinci bir gen grubunun ekspresyonunu aktive eden 

C4-homoserin laktonu (C4-AHL) sentezler. Las sistemi, rhl sistemini pozitif olarak 

düzenler. P. aeruginosa genlerinin yaklaşık %6'sı AHL tabanlı QS sistemleri 

tarafından düzenlenir (Wagner vd., 2008; Broniewski vd., 2021). Virülans 

faktörlerinin gen transkripsiyonunu aktive eden ilk set lasI/lasR; bu bakteride virülans 

genlerinin ekspresyonunu artırabilen alkalin proteaz, eksotoksin A ve elastaz, RhlR, 

kitinaz, siyanür, piyosiyanin ve diğer genler gibi çok sayıda genin ifadesini 

düzenleyebilen bir transkripsiyonel düzenleyicidir (Nadal Jimenez vd., 2012). 

Pseudomonas kinolon sinyali (PQS), yakın zamanda keşfedilen ve P. aeruginosa için 

üçüncü QS sistemidir. Aslında QS yanıtının bozulmasının, P. aeruginosa virülansını 

azalttığı (Diggle vd., 2007; Tan vd., 1999) ve biyofilm oluşumunu bozduğu 

açıklanmıştır (Wagner vd., 2008). 

Kinolon sinyal sisteminin bu sinyal molekülü, suda çözünmez ve antibakteriyel 

aktiviteye sahiptir (Farrow III ve Pesci, 2007). PQS, bakteri yoğunluğunun 

düzenlenmesinde ve virülans faktörlerinin salınmasında rol oynar. Yukarıdaki üç QS 

sistemine ek olarak, başka bir P. aeruginosa QS yardımcı sistemi olan GacS/GacA 

sisteminin yakın zamanda keşfedildiği ve bakterilerin bulaşma kabiliyetini 

geliştirmede, teobromin sodyum asetatı serbest bırakmada ve biyofilm oluşumunu 

teşvik etmede önemli roller oynadığı da rapor edilmiştir ( Kaler vd., 2021; Ventre 

vd., 2006; Xuan vd., 2022). P. aeruginosa PAO1, sırasıyla kısa zincirli C4-AHL 

molekülleri aracılığıyla rhI sistemi ve çeşitli sinyal molekülleri aracılığıyla las, rhI, 

pqs ve entegre QS sistemleri kullanarak piyosiyanin pigment sentezini, yayılma 

harektliliğini ve biyofilm oluşumunu düzenler (Tapia-Rodriguez vd, 2019; Vetrivel 

vd., 2021). 
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1.4.4.1 Biyofilm oluşumu 

Biyofilmler, hücre dışı polimerik maddeler (EPS) ile biyotik veya abiyotik yüzeylere 

geri dönüşümsüz olarak yapışan karmaşık yapılı bakteri topluluklarıdır (Vetrivel vd., 

2021). Bu biyofilmler, birçok doğal ve antropojenik sistemde temel bir kolonizasyon 

mekanizmasını temsil eden, bakterilere yapısal stabilite veya koruma ve besinlere 

daha fazla erişim sağlar (Huang vd., 2019). Ek olarak, bakteri hücrelerinin konağın 

bağışıklık tepkisinden kaçmasına izin verir, kollateral hasarı arttırır ve geleneksel 

antimikrobiyal ajanlara (antibiyotikler) karşı kazanılmış direnç yaygınlığını arttırır 

(Vestby vd., 2020). Biyofilm oluşumu beş aşamada görülür; 1) Yapıştırma aşaması; 

ilk aşamada, serbest yaşayan bakteriler (planktonik hücreler olarak da adlandırılır), 

asit-baz ve hidrofobik gibi zayıf etkileşimler yoluyla biyotik veya abiyotik yüzeylere 

geri dönüşümlü olarak bağlanır, 2) Kolonizasyon aşaması; bakteriler, kollajen 

bağlayıcı yapışkan proteinler, lipopolisakkaritler, flagella ve pili gibi daha güçlü 

etkileşimler yoluyla yüzeye geri dönüşümsüz olarak bağlanır, 3) Çoğalma aşaması; 

çok katmanlı bakteri hücreleri derin bir şekilde birikerek muazzam miktarda EPS 

(Ekzopolisakkarit veya ekstraselüler polimerik madde) üretir, 4) Olgunlaşma 

aşaması; tipik 3D biyofilm yapısı ile olgunlaşmış biyofilm içinde çoğalan çok 

katmanlı bakteri hücreleri vardır, 5) Dispersiyon aşaması; biyofilmin tamamen 

gelişmesinden sonra, mekanik ve aktif işlemler kullanılarak demonte edilir veya 

dağıtılır (Yin vd., 2019) (Şekil 1.7). 

 

Şekil 1.7 Yüzeylerde biyofilm oluşumunu gösteren şematik diyagram 
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P. aeruginosa’ da biyofilmler sıklıkla kronik enfeksiyonlarla ilişkilidir. QS sistemi 

tarafından düzenlenen siyanür, ramnolipidler, elastaz, piyosiyanin ve sideroforlar 

gibi hücre dışı moleküller içerir (Ghosh vd., 2019; Brindhadevi vd., 2020; Das ve 

Gezici, 2018). Yukarıda sayılan tüm nedenlerden dolayı günümüzde P. 

aeruginosa’nın QS sistemini bloke ederek mücadele etmek gerekli hale gelmiştir.  

1.4.4.2 Piyosiyanin üretimi 

P. aeruginosa ikincil metabolit olarak fenazin grubundan türetilen hücre dışı bir 

pigment olan piyosiyanin ile konakçı hücrelerde ROS stresi üreterek doğrudan 

DNA'ya zarar verir (Gonçalves ve Vasconcelos, 2021). Nitrojen (C13H10N2O) 

içerdiğinden, suda çözünebilen bir pigmenttir (Alatraktchi vd., 2020; Rani vd., 2018) 

(Şekil 1.8).  

 

 

Şekil 1.8 Pseudomonus aeruginosa PAO1'de piyosiyanin biyosentezi (Sheet vd., 2019). 

1.4.4.3 Swarming hareketi (yayılma hareketi) 

Swarming hareketi (yayılma), P. aeruginosa'nın yüzeylere yapışmasında, biyofilm 

oluşumunda ve enfeksiyon başlangıcında önemli bir rol oynamaktadır (Khan vd., 
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2020). Bu hareket, bakterileri yarı katı bir yüzey boyunca koordine eden spesifik bir 

bakteri popülasyon hareketi türüdür. Yüzme hareketliliği (swimming) ise tek hücreli 

bir harekettir ve bir bakteri hücresinin bir kutbunda kamçı gerektirir (Sun vd., 2018).  

P. aeruginosa, çevresel koşullara ve beslenme gereksinimlerine göre her iki tür 

motiliteyi de yapabilmektedir (Schniederberend vd., 2019). P. aeruginosa'da yayılma 

hareketi, Rhl ve Las quorum sensing (QS) sistemlerine dayanan yeter sayı bağımlı 

hareketliliktir (Kohler vd., 2000). Yarı katı yüzeylerde yer değiştirme, bakterilerin 

yüzey üzerinde hareketini kolaylaştırmak için bazı maddelerin salgılanmasını 

gerektirir (Patrick vd Kearns, 2012). 

P. aeruginosa'da bu maddeler sırasıyla RhlA, RhlB ve RhlC enzimleri tarafından 

üretilen 3-(3-hidroksialkanoiloksi) alkanoik asitler (HAA), mono-ramnolipidler ve 

dirhamnolipidlerdir (Deziel vd., 2003). HAA'lar ve rhamnolipidler, yalnızca yayılma 

hareketliliği sırasında yüzey boyunca yayılan bakterileri desteklemekle kalmaz, aynı 

zamanda P. aeruginosa tarafından sıklıkla görüntülenen karakteristik dendritik 

yayılma modelini de indüklemektedir (Lai vd., 2009). HAA'lar ramnoz parçalarına 

sahip değildir, bu nedenle mono ve dirhamnolipidlerden daha hidrofobiktirler. Bu 

kimyasal özelliğinden dolayı, ramnoz taşıyan muadillerine kıyasla, sürü ortamında 

daha az yayılırlar ve koloniden uzaklaştıkça artan bir gradyan oranı yaratırlar 

(Tremblay vd., 2007).  

1.4.5 Chromobacterium violaceum ATCC 12472  

C. violaceum ATCC 12472 suşu, vio-operon aracılığıyla QS düzenlemesi altında 

viyolasin üretme kabiliyeti ile bilinmektedir (Choi vd., 2020). Viyolasin, koyu mor 

renkli bir indol türevi ajandır. Viyolasin üretimi QS ve dolayısıyla biyofilm oluşumu 

için gereklidir (Kanelli vd., 2018). Viyolasin pigment üretimi, QS tarafından kontrol 

edilir. Ayrıca Gram-negatif bir fırsatçı olarak C. violaceum, QS araştırmaları için 

yaygın olarak kullanılan bir bakteri türüdür ve QS sistemi bozulduğunda virülans 

faktörlerinin salgılanmasındaki azalmayı tespit etmeye de adaydır (Rivera vd., 2019). 

C. violaceum'da QS sistemi, N-heksanoil-L-homoserin lakton (C6-AHL) oto-

indükleyiciye yanıt olarak etkinleştirilen bir LuxI/R homolog sistemi olan CviI/R'den 

oluşmaktadır (Tarighi ve Taheri, 2011; Papenfort ve Bassler, 2016). Başka bir 

ifadeyle C. violaceum'da QS sistemi, AHL sentaz ve AHL reseptörü biyomolekülleri 
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olarak CviI/CviR'ye sahiptir. Çalışmalar, QS CviI'nin, CviR ile bağlanan C6-HSL’yi 

sentezleyerek vio-operonun (vioA, vioB, vioC, VioD ve VioE) düzenlenmesine yol 

açtığını göstermiştir (Lal vd., 2021). Bu suş, CviIR adlı bir LuxIR sistemine sahiptir 

ve C9, C10, C11, 3-OH-C10, 3-OH-C11, 3O-C10 ve 3OC12 HSL gibi çok sayıda 

sinyal molekülünü kullanmaktadır (Mion vd., 2021). QS, C. violaceum'da viyolasin 

üretimi, biyofilm oluşumu, kitinolitik aktivite, siyanür ve elastaz üretimi gibi çeşitli 

fenotipleri düzenlemektedir (Kothari vd., 2017). C. violaceum ATCC 12472 suşu, 

uzun zincirli (C10-C16) HSL molekülleri aracılığıyla Cvi sistemini kullanarak 

viyolasın pigmenti üretmektedir (Morohoshi vd., 2010). Herhangi bir bakteriyel 

inhibisyon olmaksızın bu patojen tarafından viyolasin üretimini önleyen Quorum 

sensing inhibitörleri (QSI'ler), antibiyotik kullanımına kıyasla daha düşük bir direnç 

geliştirme riskiyle bakteriyel patojeniteyi azaltma yeteneğine sahiptir (Mu vd., 2020; 

Quecan vd., 2019) (Şekil 1.9). 

 

Şekil 1.9 C. violaceum'da Quorum sensing sistemi 

1.5 Kanser 

Kanser küresel bir sağlık sorunu olmaya devam etmektedir. Özellikle meme, akciğer, 

kolon, rektum ve prostat kanserleri en sık görülen kanser türleridir (WOH 2022). 

2020 yılında yaklaşık 10 milyon insanın ölümüne neden olduğu bildirilmiş olup 

dünya çapında önemli ölüm nedenlerinden biri olarak kabul edilmektedir (Ferlay vd., 

2021). Kanser gelişimi, kronik enfeksiyon, yaşlanma, nüfus artışı, çevre kirliliği, 
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alkol ve tütün kullanımı, stres ve sağlıksız beslenmeye atfedilmektedir (Taniguchi ve 

Karin, 2018). Oksidatif stres, hipoksi, genetik mutasyonlar ve apoptotik fonksiyon 

eksikliği, kanserin ana nedenleridir (Blackadar, 2016). Kanser, hücrelerin 

mutasyonlar sonucu çoğalıp farklılaşması ve anormal hücre yayılımının olmasıyla 

ortaya çıkan ölümcül bir hastalıktır. Karsinomlar, kanserlerin %85'ini oluşturmakta 

ve bezler, cilt ve ürogenital dokulardan (prostat, serviks gibi) kaynaklanmaktadır 

(Chakraborty vd., 2018). Kanser vücudun belirli bir organında veya bir bölümünde 

ortaya çıkmak zorunda değildir ve cildi, kemiği, kan damarlarını, kasları, akciğerleri, 

böbrekleri ve hatta bağışıklık sistemini etkileyebilmektedir (Seyfried ve Huysentruyt, 

2013). Ortaya çıktıkları hücre tipine göre kategorize edilebilecek birçok kanser türü 

vardır (Fathima, 2022); 

➢ Karsinom; vücudun iç ve dış kısmını ve organları kaplayan hücrelerde oluşan bir 

kanser türüdür. Bu hücrelere epitel hücreleri denir. Epidermisin epitel, bazal 

tabakasını ve skuamöz hücreleri etkilemektedir. 

➢ Sarkom; kemik hücrelerinde, kas, yağ, kan damarları gibi yumuşak dokularda, 

fibröz dokularda ve lenf düğümlerinde oluşan bir kanser türüdür. 

➢ Lösemi; kanı oluşturan hücrelerde oluşan bir kanser türüdür. Esas olarak kemik 

iliğinde ve kanda oluşur. Lösemi akut, kronik, lenfoblastik ve miyeloid olarak 

sınıflandırılabilmektedir. 

➢ Lenfoma; T ve B hücre tiplerinde ortaya çıkan bir kanser türüdür.  Kanserli 

lenfositler, lenf düğümlerinde ve lenf damarlarında gelişmektedir. 

➢ Multipl myeloma; lenfatik sistemin plazma hücrelerinde oluşan bir kanser türüdür. 

Bu hücreler kemik iliğinde ve kemiklerde gelişmektedir. 

➢ Melanom; melanositlerde ortaya çıkan bir kanser türüdür. Çoğunlukla ciltte ve 

vücudun diğer pigmentli bölgelerinde oluşmaktadır. 

➢ Germ hücre tümörü; sperm ve yumurta gibi germ hücrelerini oluşturan hücrelerde 

oluşur.  
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Anormal protein üretimi, kusurlu hücre-hücre etkileşimi sonucunda kanser hücresi 

morfolojisi değişmeye başlamaktadır. Atrofi, hücre boyutunda bir azalma anlamına 

gelmekte ve hatta apoptoza yol açmaktadır. Hipertrofi, hücresel bileşenlerin 

genişlemesi nedeniyle hücre boyutunda veya hücre hacminde bir artışa yol 

açmaktadır. Hiperplazi, artan hücre proliferasyonu nedeniyle hücre sayısının arttığı, 

bu durumda displazi hücre yapısının anormal hale geldiği ve metaplazi olduğu bir 

durumdur (Miller ve Zachary, 2017). Kanser gelişimi, genetik değişiklikle başlayan 

ve anormal hücre proliferasyonu ile devam eden çok aşamalı bir süreçtir. 

Karsinogenez, onkogenlerin aktivasyonu (hücre büyümesinin indüksiyonu) ile sıkı 

bir şekilde ilişkilidir ve tümör baskılayıcı genlerin inaktivasyonu (hücre büyümesinin 

baskılanması), hücre döngüsü ilerlemesinin kontrolünün kaybıyla sonuçlanmaktadır 

(Cooper vd., 2013; Sarkar vd., 2013).  

Kanser, tümörün boyutuna, kanserin başladığı bölgeye ve ilerlemesine bağlı olarak 

dört evrede sınıflandırılmaktadır; a) Evre 0, kanser öncesi bir aşamadır, yani kanserin 

başladığı evredir.  b) Evre 1, başladığı organın dışında büyüyen ancak bu aşamada 

derinden büyüyen küçük kanser veya tümördür.  c) Evre 2 ve 3'te kanserler yakındaki 

dokulara büyümüş ve hatta lenf düğümlerine yayılmış olabilmektedir, d) 4. evrede 

kanser lenfatik sistem veya kan yoluyla vücudun diğer bölgelerine yayılmıştır. Bu 

aşama, kanser metastazı olarak adlandırılmaktadır (Patel ve West, 2020). Başlama 

aşamasını, hücrelerdeki aditif mutasyonla ilgili ilerleme takip eder. Bazıları daha da 

hızlı büyüme ve kanser hücresi ölümünün baskılanması ile ilgilidir. Bu değişikliklerin 

bir sonucu olarak, olgun epitelyal kanser hücreleri epitelyal-mezenkimal geçişe 

(EMT) uğrayabilmektedir. Bu, hücreler arasındaki yapışmanın azalması ve hücre 

hareketliliğinin artması ile karakterize edilmektedir. Son olarak, tümör invazyonu ve 

metastaz meydana gelmekte ve bunlar sıkı bir şekilde anjiyogenez, yani yeni kan 

damarı oluşum süreci ile ilgilidir (Cooper vd., 2013; Sarkar vd., 2013). 

1.5.1 Kanser Tedavisi 

Kanseri önlemek için çok hücreli organizmaların doku ve organlarındaki normal 

hücre sayısı korunmalıdır. Hücre sayısının dengesi, yeni hücrelerin gelişimi ve sabit 

bir ölüm oranı ile sağlanmaktadır  (Dinç vd., 2022). Kanser hayatı tehdit eden bir 

hastalıktır ve dikkatli olunması gerekmektedir. Ciddi komplikasyonlardan kaçınmak 
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için mümkün olan en kısa sürede çıkarılmalıdır. Hastanın hayatta kalması için kanser 

tedavisi yapılması gerekmektedir. Ayrıca normal hücrelere benzer oldukları için 

kanser hücrelerini ilk aşamada teşhis etmek zordur (Fathima, 2022). Kanser 

tedavisinde kemoterapi, cerrahi, hedefe yönelik tedavi, hormonal tedavi ve immün 

terapi gibi çeşitli yöntemler bulunmaktadır (DeSantis vd., 2019). Bilim dünyasında 

etkili ve yeni antikanser bileşiklerinin geliştirilmesi ile ilgili çalışmalar tüm hızıyla 

devam etse de ne yazık ki günümüzde hala kanserin kesin bir tedavisi 

bulunmamaktadır (Nature 2022). Bunun yanı sıra kemoterapötikler başta olmak üzere 

bazı tedavi yöntemlerinin çeşitli yan etkileri ve komplikasyonları ile 

karşılaşılabilmektedir (National Cancer Institute). 

Günümüzde kanser tedavisinde en sık kullanılan kimyasal tedavi, hızla büyüyen 

hücreleri öldürmeyi hedefleyen ilaçları içermektedir. Çoğunlukla farklı hücre 

döngüsü aşamalarındaki hücreleri hedeflemektedirler (Åvall Lundqvist vd., 2015). 

Bu ilaçların kanser hücresi üzerinde toksik etkiye sahipken güçlü bir antiproliferatif 

etkiye de sahip oldukları belirtilmektedir. Hem normal hücrelere hem de kanser 

hücrelerine saldırmaktadırlar. Sağlıklı hücreler üzerinde toksik etkiye sahiptirler ve 

etkilenen sağlıklı hücrelerle birlikte organların yıkımına sebep olmaktadırlar. 

Antikanser ilaçların bu istenmeyen yan etkileri ölümle sonuçlanabilmektedir 

(Dickens ve Ahmed, 2018). Kanser tedavisinin başarısız olmasının ana nedenleri 

metastaz, nüks, heterojenite, kemoterapi ve radyoterapiye direnç ve immünolojik 

sürveyanstan kaçınmadır (Batlle ve Clevers, 2017). Normal hücrelerin kötü huylu 

hücrelere dönüşmesi, her adımda sayısız faktör tarafından düzenlenen karmaşık bir 

süreçtir ve her biri antikanser ajanlar için çok önemli bir hedef olabilmektedir (Sarkar 

vd., 2013). Tıbbi bitkiler, kimyasal içerikleri sayesinde etkili antikanser bileşiklerinin 

geliştirilmesi için muazzam kaynaklar olabilir. Bu nedenle endemik bitkilerin 

antikanser özelliklerinin araştırılması ve sonuçlarının literatüre kazandırılması önem 

arz etmektedir. 

1.5.2 Kanser Çoklu İlaç Direnci 

Birçok hasta, çoklu ilaç direncinin (MDR) gelişmesi nedeniyle kemoterapiden sonra 

sıklıkla kanser nüksü yaşamaktadır. Bu kanser tedavisinin en önemli engellerinden 

biridir (Bugde vd., 2017). MDR, farklı kimyasal yapılar ve farklı etki mekanizmaları 
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ile karakterize edilen, mikroorganizmaların ve kanser hücrelerinin kemoterapi 

ilaçlarına karşı bir tür kazanılmış direncidir (Thomas ve Tampé, 2020). Kanser 

kemoterapisi uygulanan hastalarda tedavide kullanılan antikanser ilaçlarına direnç 

belirlenmiştir. İlerlemiş kanserli hastaların %90'ından fazlasında ölüm nedeninin 

kemorezistans olduğu düşünülmektedir (Mansoori vd., 2017). Çoklu ilaç direnci 

(MDR), hastalığın kontrolü ve tümörlerin inhibisyonu için bir engel olarak kabul 

edilebilir (Mehrgou vd., 2021). MDR, kanser mortalitesinin baskın bir nedeni olarak 

kabul edilir. Artan ilaç akışı, genetik faktörler, büyüme faktörleri, ksenobiyotiklerin 

artan metabolizması ve artan DNA onarımı gibi çeşitli faktörler MDR'ye yol açabilir 

(Bukowski vd., 2020). Kemoterapötik ilaçların, kanser hücrelerinin yanı sıra normal 

hücrelere de sitotoksik etki göstermesi ve bununla birlikte etkilenen sağlıklı 

organların yıkımına neden olması ciddi bir sorundur. Bu nedenle kanserle 

mücadelede daha güvenilir ve etkili materyallerin bulunması veya geliştirilmesi 

elzemdir (Can vd., 2020; Celik Altunoglu vd., 2022; Sharif vd., 2021). Doğal 

bileşiklerin meme kanserinde kemoterapötik olarak kullanılabilecek potansiyelde 

antikanser etkileri olabilir (Noel vd., 2020).   

1.5.3 Meme Kanseri 

Meme ve servikal kanserleri, dünya genelinde insanlar arasında en sık görülen kanser 

türleri arasındadır (Rawat ve Reddy, 2022). Kadın meme kanseri (BC), dünya 

genelinde en sık tanısı konulan malignitedir ve kanser sebebiyle ölümlerin başta gelen 

nedenlerinden biridir; sadece 2020'de tahmini 2.26 milyon yeni vaka ve 680.000 

ölüm kaydedilmiştir (Sung vd., 2021).  Meme kanserinin tanımlanan fenotipleri alt 

türleri; alüminalı ER pozitif, HER2 ile zenginleştirilmiş ve bazal benzeri olarak 

ayrılmıştır. Gen ekspresyon analizine dayalı olarak farklı fenotiplere sahip heterojen 

bir hastalıktır (Al-Thoubaity, 2020). Meme kanseri, meme kaynaklı hücrelerin 

genetik ve epigenetik faktörlere bağlı olarak kontrolsüz büyümesi ve çoğalması 

sonucu ortaya çıkar (Byler vd., 2014). Memenin çeşitli bölümleri meme kanserine 

yakalanabilir. Meme kanserlerinin çoğu areolaya yayılmadan önce süt kanallarında 

başlar (Lewis vd., 2017).  

Meme kanserinde standart müdahale yaklaşımı, cerrahi, adjuvan tedaviler, 

kemoterapi, hormon tedavisi ve radyoterapiyi içerir (Serletti vd., 2011). Oldukça iyi 
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bir prognoza rağmen, kanser teşhisi ve tedavileri, hastaların ve hayatta kalanların 

yaşam kalitesini etkileyen hem fiziksel hem de psikolojik uzun vadeli olumsuz yan 

etkilere sebep olmaktadır (Ahmad vd., 2015; Williams ve Jeanetta, 2016). Meme 

kanseri, hormon reseptörü pozitif, insan epidermal büyüme faktörü 2 reseptörü 

(HER2/neu) pozitif ve üçlü negatif meme kanseri (TNBC) olarak sınıflandırılır 

(Wang vd., 2018). 

1.5.3.1 MDA-MB-231 hücre hattı 

MDA-MB-231 hücreleri, aynı zamanda üçlü negatif meme kanseri (TNBC) olarak 

da isimlendirilir ve meme kanserinin agresif bir alt tipidir. Östrojen (östrojen 

reseptörü (ER-negatif) ve progesteron reseptörlerinin (progesteron reseptörü (PR-

negatif) ekspresyonunun olmaması ve HER2-negatif aşırı ekspresyonunun ve/veya 

amplifikasyonunun olmaması ile tanımlanır (Godone vd., 2018). İlave olarak, son 

derece invaziv bir hücre kanseri tipi kabul edilir (ECACC 92020424). TNBC, tüm 

meme kanseri alt tiplerinin %10-15'ini oluşturur ve erken nüks, uzak metastaz ve 

daha kötü prognoz oranı ile daha genç premenopozal kadınlarda daha yüksek bir 

sıklığa sahiptir (Vagia vd., 2020). MDA-MB-231 hücre kanseri, oldukça agresif ve 

geleneksel endokrin tedavisine dirençli yetenekleri nedeniyle önemli bir klinik 

zorluğu temsil eder (Liu vd., 2016). MDA-MB-231 hücreleri, kanser ilerlemesi ile 

ilişkili temsili EMT'yi gösterir (Huang vd., 2020). Bu hücre hattı, zaten EMT'den 

geçmiş olan ve sıklıkla hücre göçü ve metastaz oluşumunu incelemek için kullanılan 

mezenkimal benzeri bir fenotipe sahip epitelyaldir (Ayama-Canden vd., 2022). EMT, 

epitelyal (E) hücrelerin mezenkimal (M) fenotipe geçişiyle sonuçlanır (Brabletz vd., 

2018). Kanser progresyonunun başlangıç, primer tümör büyümesi, invazyon, yayılım 

ve metastazdan kolonizasyona kadar olan tüm aşamalarında ve tedaviye dirençte 

önemli rollere sahiptir (Nieto vd., 2016). Karsinom hücreleri, EMT sırasında 

embriyonik mezenkimal hücrelere benzer özellikler kazanarak daha hareketli, 

invaziv ve apoptoza dirençli hale gelir (Guarino vd., 2007). 

1.5.3.2 MCF-7 hücre hattı 

MCF-7 hücreleri, östrojen (ER+), progesteron (PR+) ve glukokortikoid (HER2-) 

reseptörü içeren bir insan meme kanseri hücre hattı çeşitidir. Hormona duyarlı ilk 
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meme kanseri hücre hattı tipidir (Camarillo vd., 2014). MCF-7 hücreleri EMT'ye tabi 

tutulmalıdır. Antikanser ilaç denemelerini de içermek üzere, dünya çapındaki meme 

kanseri çalışmalarında elverişli bir hücre hattı modeli olduğu kanıtlanmıştır (Shirazi 

vd., 2011). MCF-7, normalde düşük metastatik etkiye sebep olduğu düşünülen, zayıf 

agresif ve invaziv olmayan bir hücre hattı çeşitidir (Shirazi vd., 2011; Gest vd., 2013). 

Meme kanseri hücrelerinin gelişimi sadece ER ve PR tarafından değil, plazma 

membranı ile bağlantılı büyüme faktörü reseptörleri (EGFR) aracılığıyla da 

düzenlenir. Bu büyüme faktörü reseptörlerinin iki önemli üyesi, her ikisi de MCF-7 

hücrelerinde yer alan epidermal büyüme faktörü (EGF) tarafından uyarılan epidermal 

büyüme faktörü reseptörü (EGFR) ve insan epidermal büyüme faktörü reseptörü-2'dir 

(HER2). MCF-7 hücrelerinin ise orta seviyede EGFR sentezi yapan hücreler olduğu 

tahmin edilmektedir (Leung vd., 2014). 

1.5.4 Servikal Kanser ve Tedavisi 

Servikal kanser (Cervical cancer CC), dünya çapında dördüncü en yaygın kadın 

malignitesidir ve büyük bir küresel sağlık sorununu temsil etmektedir (Bray vd., 

2018). CC'nin gelişimi, servikal intraepitelyal neoplazi (CIN) lezyonları I ila III'ü ve 

ardından servikal karsinomu içeren aşamalı bir şekilde gerçekleşir (Cinghu vd., 

2011). Skuamöz hücreli karsinom ve adenokarsinom, tüm serviks kanserlerinin 

sırasıyla yaklaşık %70 ve %25'ini oluşturan en yaygın histolojik alt tiplerdir (Small 

Jr vd., 2017). İnsan papilloma virüsü (HPV) enfeksiyonu ile CC gelişimi arasında 

güçlü bir ilişki vardır. HPV enfeksiyonu, bugüne kadar CC gelişimi için tek bir faktör 

olarak kabul edilmektedir (Hang Zhang vd., 2021). Yüksek riskli HPV alt tipleri 

hemen hemen tüm serviks kanserlerine neden olur. HPV taraması ve aşı programları, 

hastalık önlemede etkili stratejilerdir (Crosbie vd., 2013). Dünya sağlık örgütü 

(DSÖ), CC'yi önlemek için HPV aşısını şiddetle tavsiye etmektedir. Hindistan Tıbbi 

Araştırma Konseyi (ICMR) alt komitesinin CC yönetimi için yayınladığı konsensus 

belgesine göre, birçok ülkede aşıların kapsamı çok düşük ve tarama da sınırlıdır 

(Arbyn vd., 2021). Servikal kanserin tedavisi esas olarak çevreye ve hastanın yaşına 

bağlıdır ve cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, aşı ve diğer yöntemleri içeren kapsamlı 

tedavi yaygın olarak uygulanır (Li vd., 2016; Lim vd., 2016). Servikal kanserler için 

birinci basamak tedaviler cerrahi, immünoterapi, poliamin sentez inhibitörleri, 

bireysel mikro besin takviyesi, hormon tedavisi, kemoterapi ve radyoterapiden 



27 

oluşur; ancak, bu tedaviler aynı zamanda birçok yan etkiye sebep olmaktadır 

(Martinez-Torres vd., 2015).  

1.5.4.1  Servikal kanser hücreleri (HeLa hücreleri) 

HeLa hücreleri, bilimsel araştırmalarda ve uygulamalarda kullanılan ölümsüz, en eski 

ve en yaygın hücre hattı tipidir. 1951'de kanserden ölen bir hasta olan Henrietta 

Lacks'ten alınan rahim ağzı kanseri hücrelerinden köken almaktadır (Lyapun vd., 

2019). Bu hücre tipi, diğer kanser hücreleriyle karşılaştırıldığında bile onlara göre 

anormal seviyede bir hızla çoğalır. HeLa hücreleri, bölünme sırasında aktif bir 

telomeraz enzimi çeşiti içerir. Bu enzim, yaşlanmadan ve nihai hücre ölümünden 

sorumlu olan telomerlerin ilerleyici kısalmasını engeller. HPV'ler, rahim ağzı 

kanserlerinde sıklıkla hücresel DNA'ya entegre edilir. HeLa hücreleri hızlı bölünür 

ve kromozom sayıları, kanser gelişimi ve hücre kültürü aşamasında değişir 

(Hongbao, 2017). HeLa hücreleri içerisinde östradiol, östrojen ve östrojen 

reseptörleri de dahil olmak üzere cinsiyet steroid hormonları ve kersetin gibi östrojen 

benzeri bileşikleri ve kanser azaltıcı özellikleri içerenler de bulunmak üzere çeşitli 

kanser çalışmalarında yer almıştır (Bulzomi vd., 2012). 

1.6 Çalışma Amacı 

➢ Bu tez çalışmasında, Phlomoides moluccelloides (Bunge) Salmaki türüne ait 

toprak üstü ve kök bölümlerinin metanol (MeOH) ve su (infüzyon) ekstraktlarının 

antimikrobiyal ve anti-quorum sensing etkilerinin belirlenmesi amaçlanmıştır.  

➢ Bunun yanında, çalışma kapsamında ayrıca P. moluccelloides'in toprak üstü ve 

kök bölümlerinin metanol ve su ekstraktlarının meme kanseri hücre hatlarını 

temsil eden MDA-MB-231 ve MCF-7 hücre hatlarına ve servikal kanseri temsil 

eden HeLa hücre hattına karşı antiproliferatif aktivitesini araştırmak 

amaçlanmıştır.  
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

Tıbbi bitkilerin ilaç yapımında kullanıldığı ile ilgili en eski yazılı belgeye, yaklaşık 

5000 yıllık Nagpur'dan bir Sümer kil levhasında rastlanmıştır. Bazıları haşhaş, 

henbane ve mandrake gibi alkaloid olan 250'den fazla çeşitli bitkiye atıfta bulunan 

ilaç hazırlama için 12 tarif içerir (Kelly, 2009). 

Lamiaceae'nin biyolojik uygulamaları, esas olarak farklı aktivitelere sahip uçucu 

yağlarından kaynaklanmaktadır. Uçucu yağların antioksidan, antitümör, 

antiinflamatuar, antiviral, analjezik, öksürük önleyici, antiastmatik, antipiretik (Çelik 

vd., 2021), antimikrobiyal (Rustaiyan ve Sadat, 2021), antiemetik, antifungal 

(Ouakouak vd., 2019), böcek öldürücü (Aedes aegypti'ye karşı) (Luz vd., 2020), 

antidiyabetik, antihipertansif (Carović-StanKo vd., 2016), antipruritik, dekonjestan 

(Dhayalan vd., 2015), antinosiseptif (Uritu vd., 2018), gaz giderici, antiromatizmal, 

antidepresan, nöroprotektif, kolinerjik (Andrade vd., 2018), yatıştırıcı, antiseptik, 

antiparaziter, antihelmintik, immün düzenleyici (Bekut vd., 2018), antialerjik (dos 

Santos vd., 2018), antianjiyogenik, anti-hepatotoksik (Cocan vd., 2018) ve antikanser 

(Mesquita vd., 2019) etkinliklere sahip olduğu bilinmektedir. 

2.1 Phlomoides ve Eremostachys Cinslerine Ait Antibakteriyel Çalışmalar 

Literatür araştırmalarında, Phlomoides türlerinin birçok etnobotanik kullanımının 

bulunduğu gözlenmiştir. Pekçok çalışmada, Phlomoides cinsinin antimikrobiyal, 

antikanser, antioksidan ve antienflamatuvar etki gibi önemli biyolojik etkilere sebep 

olduğu gösterilmiştir. Flavonoidler, monoterpenler, irioid ve chrysoeriol glikozitler 

gibi esansiyel yağlar ve ikincil metabolitlere sahiptirler (Mohammadhosseini vd., 

2019a). Birkaç Eremostachys türü üzerinde yapılan fitokimyasal çalışmalar, 

alkaloitlerin, kumarinlerin, flavonoidlerin, fenil etanoid glikozitlerin (Delazar, 2005), 

iridoid glikozitlerin ve monoterpen glikozitlerin varlığını ortaya çıkarmıştır  (Delazar 

vd., 2004).  

Eremostachys molucelloides üzerinde yapılan fitokimyasal çalışmada, topraküstü 

kısmından yeni iridoid glukozit bileşiklerinin varlığını, lamalbidik asit, bilinen altı 
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iridoid glukozit, 5-deoksisesamosit, 6β-hidroksi-7 ile birlikte kolin tuzu olarak izole 

edilmiştir. İlave olarak epiloganin, lamalbide, shanzhiside metil ester, sesamoide ve 

5-deoxypulchelloside elde edilmiştir (Çalış vd., 2007).  

Son araştırmalara göre, Phlomoides cinsine ait bitkilerin antimikrobiyal, antioksidan 

ve sitotoksik etkileri de belirlenmiştir (Le vd., 2018). 

Phlomoides labiosa'nın toprak üstü kısmı ve tohuma ait etil asetat ekstraktlarının 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis ve Escherichia coli'ye karşı 

antimikrobiyal etkinliğe sahip olduğu (p <0,05) ancak n-hexane (Hex) ekstraktlarının 

herhangi bir antibakteriyel etki göstermediği bildirilmiştir. Yalnızca toprak üstü 

kısmının DCM ekstraktı, anlamlı olarak (p<0.05) etkinlik göstermiştir (Mohammadi 

vd., 2022). Aynı cins ile yapılan başka bir çalışmada, P. labiosa (Bunge) 

ekstraktından elde edilen gümüş klorür nanopartiküllerin, S. aureus, Bacillus cereus 

ve E. coli'ye karşı önemli bir antibakteriyel etkiye sahip olduğu belirlenmiştir (Arkani 

vd., 2022). 

Daha önceki bir çalışmada Anjum ve Abbasi, Phlomis bracteosa'nın gümüş 

nanopartiküllerinin sulu ekstraktlarının yüksek fenolik içeriğine atfettikleri önemli 

bir antibakteriyel etkiye sahip olduğunu bulmuşlardır (Anjum ve Abbasi, 2016). Bir 

in vitro çalışmada, Phlomoides umbrosa köklerinden elde edilen saflaştırılmış 

iridoidler, dikkate değer antioksidan ve sitotoksik aktiviteler göstermiştir (Le vd., 

2019). 

Başka bir çalışmada, P. umbrosa'dan elde edilen MeOH ve aseton ekstraktları, test 

edilen tüm mikrobiyal türlere karşı önemli antimikrobiyal özellikler sergilemiştir. 

Aseton ekstraktının antimikrobiyal aktivitesinin, metanol ekstraktından daha yüksek 

olduğu gözlenmiştir. Bacillus megaterium, aseton ve metanol özütleri tarafından test 

edilen bakteriler arasında en çok inhibe edilen tür olmuştur (Ku vd., 2010).  

Önceki çalışmalar, Eremostachys cinsinin ikincil bileşiklerinin çeşitli biyolojik 

etkilere sahip olma potansiyelini göstermiştir. Örneğin, Eremostachys laciniata (L) 

Bunge'nin iridoid glikozitlerinin antibakteriyel etkileri olduğu bildirilmiştir 

(Modaressi vd., 2009).  
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Eremostachys laevigata Bunge bitkisine ait kök, gövde ve çiçek bölümlerinden elde 

edilen uçucu yağların antibakteriyel etkilerinin yüksek olduğu başka bir çalışmada 

gösterilmiştir (Esmaeili, 2012). Yapılan bir çalışmada Eremostachys labiosa 

Bunge'nin anti-leishmania, antikanser ve anti-inflamatuar aktivite açısından yüksek 

potansiyele sahip olduğu vurgulanmıştır (Rabe vd., 2014).  

E. azerbaijanica Rech. F.'nın rizomlarının, diklorometan, n-heksan ve metanol 

ekstraktlarının sırasıyla antibakteriyel ve antioksidan aktiviteye sahip oldukları 

bildirilmiştir. Ayrıca, tüm ekstraktların A549 hücre hattına karşı sitotoksik aktivite 

sergilediği rapor edilmiştir. Ekstraktlardaki ana bileşikler olan yağ asitleri ve 

steroidlerin varlığı bu biyoaktivitelerden sorumlu tutulmuştur (Asnaashari vd., 2017).  

Önceki çalışmalarda, Eremostachys macrophylla Montbret & Aucher ex Benth'in 

toprak üstü kısımlarının n-heksan, diklorometan ve metanol ekstraktlarının ve E. 

azerbaijanica rizomlarının metanol ekstraktlarının hiçbir antibakteriyel aktiviteye 

sahip olmadığı tespit edilmiştir (Asgharian vd., 2017; Asnaashari vd., 2017). Ancak, 

E. azerbaijanica rizomlarının diklorometan ve n-heksan ekstraktlarının S. aureus ve 

S. epidermidis'e (Gram-pozitif bakteriler) karşı antibakteriyel aktivite sergilediği 

gösterilmiştir (Asnaashari vd., 2017). 

Eremostachys laevigata'nın kök, gövde ve çiçek kısımlarından elde edilen uçucu 

yağların da yüksek antibakteriyel aktivite gösterdiği belirtilmiştir (Esmaeili, 2012). 

Ayrıca başka bir çalışmada E. laciniata'dan saflaştırılan iridoid glikozitlerin özellikle 

B. cereus, S. aureus (Gram-pozitif bakteriler) ve E. coli, Proteus mirabilis (Gram-

negatif bakteriler)'e karşı dikkat çekici bir antibakteriyel aktiviteye sahip olduğu 

bildirilmiştir (Modaressi vd., 2009).  

2.2 Phlomoides ve Eremostachys Cinslerine Ait Antikanser Etki Çalışmaları 

P. umbrosa ekstraktlarının sitotoksik etkileri üzerine yapılan bir çalışmada, 

neredeyse hiçbir belirgin toksisite veya yan etki gözlenmediği kaydedilmiştir (Li vd., 

2021). Bununla birlikte, başka bir çalışmada, P. umbrosa'daki türevlerden biri olan 

Calcelarioside B'nin (10 μg/mL) HeLa tümör hücreleri üzerinde %69,63'lük bir 
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inhibisyon etkisi belirlenmiştir. P. umbrosa'daki verbascoside’in (10 μg/mL) de L929 

tümör hücrelerinde %68'lik bir inhibisyon etki oranına sahip olduğu gözlenmiştir (Liu 

vd., 2009). P. umbrosa (Turcz.) Kamelin & Makhm’ın kök kısmından izole edilen 

saf bileşikler, MCF-7 hücre hattına karşı sitotoksik özelliklere sahiptir (Le vd., 2018).  

Literatürde Phomoides macrophylla'nın diğer sinonim adı olan Eremostachys 

macrophylla Montbret & Aucher'in insan kolorektal adenokarsinomu ve insan 

akciğer kanseri hücre hatlarına karşı antiproliferatif aktivitesi araştırılmış ve umut 

verici sonuçların olduğu tespit edilmiştir. Asgharian vd. (2017a), E. macrophylla'nın 

yaprak kısmından hazırlanan MeOH ve N-hekzan ekstraktlarının, HT-29 hücre 

hattına [sırasıyla inhibisyon konsantrasyonu (IC50) = 133 ve 396 µg/mL)] karşı 

sitotoksik aktivite sergilediğini göstermiştir. N-hekzan, DCM ve MeOH ekstraktları 

ise A549 hücre hattına (sırasıyla IC50=53, 380 ve 6 µg/mL) karşı sitotoksik aktivite 

sergilemiştir. Aynı ekibin benzer bir başka çalışmasında da E. macrophylla'nın kök 

kısmından hazırlanan DCM ekstraktının HT-29 ve A549 hücre hatlarına karşı IC50 

değerleri sırasıyla 195 ve 229 µg/mL olarak saptanmıştır. N-heksan ekstraktlarının 

HT-29 ve A549 hücre hatlarına karşı IC50 değerleri ise sırasıyla 253.2 ve >1000 

µg/mL olarak bildirilmiştir. Aynı çalışmada MeOH ekstraktının her iki hücre hattına 

karşı IC50 değerleri ise >1000 µg/mL olarak belirlenmiştir (Asgharian vd., 2017b). 

Başka bir çalışmada, Phlomoides azerbaijanica Rech’in rizomlarından n-hekzan, 

DCM ve MeOH ekstraktları elde edilmiştir. Ekstraktlar A549 (insan akciğer kanseri) 

hücre hattına karşı sitotoksik aktivite (sırasıyla IC50 = 160.8, 400.2 ve 604,6 µg/mL) 

göstermiştir. Sadece DCM ekstraktı, HT-29 (insan kolorektal adenokarsinomu) hücre 

hattına karşı güçlü sitotoksik aktivite (IC50 = 116,07 µg/mL) sergilemiştir 

(Asnaashari vd., 2017). 

Rabe vd. (2014), Phlomoides labiosa Bunge 'nin kök kısmı MeOH ekstraktının MCF-

7, HeLa, AGS (mide kanseri hücreleri), LNCaP (prostat kanseri hücreleri), ACHN 

(böbrek kanseri hücreleri) ve L929'a (normal) karşı IC50 değerlerinin sırasıyla 292, 

309, 247, 27, 261 ve 450 µg/mL olduğunu bildirmiştir. P. labiosa ile yapılan başka 

bir çalışmada, toprak üstü kısmından hazırlanan DCM ekstraktı, MCF-7 hücrelerine 

(IC50 = 40,9 µg/mL) karşı etkili sitotoksik aktivite sergilemiştir (Mohammadi vd., 

2022). Aynı türle yapılan başka bir çalışmada HT-29 hücre hattına karşı toprak üstü 
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kısmından hazırlanan N-hekzan ve DCM ekstraktlarının IC50 değerleri sırasıyla 427 

ve 124 µg/mL olarak bulunmuştur. Aynı ekstraktların A549 hücre hattına karşı IC50 

değerleri ise sırasıyla 161 ve 451 µg/mL olarak belirlenmiş, her iki hücre hattına karşı 

MeOH ekstraktının IC50 değerleri ise >1000 µg/mL olarak rapor edilmiştir (Delazar 

vd., 2017). 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1 Materyal 

3.1.1 Bitki Materyali 

Bu tez çalışmasında, Lamiaceae ailesine ait Phlomoides moluccelloides (Bunge) 

Salmaki bitki türü kullanılmıştır. Bitkiler 2019 yılı Haziran ayında Konya arazisinde 

gerçekleştirilen çalışmalar ile toplanmıştır (Konya, Akbaş Köy, Bozdağ Tabiat Parkı 

civarı, 1020 m, 38° 02’ 51” K, 32° 56’ 20” D).  

Toplanan bitkilerin taksonomik açıdan tanımlaması, Selçuk Üniversitesi Fen 

Fakültesi Biyoteknoloji Bölümü öğretim üyelerinden Prof. Dr. Evren 

YILDIZTUGAY tarafından gerçekleştirilmiştir. Bitki ekstraktları analizler için 

+4°C’de saklanmıştır. 

3.1.2 Çalışmada Kullanılan Bakteri Suşları 

P. moluccelloides’in toprak üstü ve kök kısımlarının MeOH ve infüzyon 

ekstraktlarının antibakteriyel etkinliği 3 Gram-pozitif ve 9 Gram-negatif olmak üzere 

toplam 12 referans bakteri suşuna karşı araştırılmıştır. Ekstraktların anti-QS etkileri 

ise Pseudomonas aeruginosa PAO1 ve Chromobacterium vioalceum ATCC 12472 

biyoindikatör suşlarına karşı test edilmiştir. Çalışmada kullanılan bakteri suşları 

Tablo 3.1’de gösterilmiştir. Anti-QS testleri için ise P. aeruginosa PAO1 ve C. 

violaceum ATCC 12472 suşu kullanılmıştır. Suşlar, Amerikan Tipi Kültür 

Koleksiyonu (American Type Culture Collection, ATCC) ve Ulusal Tip Kültür 

Koleksiyonu (National Collection of Type Cultures, NCTC) referans suşlarıdır. 

Kullanılan bakteri suşları, Kastamonu  

Üniversitesi Genetik ve Biyomühendislik Bölümü ve Karadeniz Teknik Üniversitesi 

Tıp Fakültesi Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı kültür koleksiyonlarından temin 

edilmiştir.  
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Tablo 3.1 Çalışmada kullanılan bakteri suşları 

Suşları Gram reaksiyonu 

Escherichia coli ATCC 25922 Gram-negatif basil 

Escherichia coli NCTC 13846 Gram-negatif basil 

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 Gram-negatif basil 

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 Gram-negatif basil 

Klebsiella pneumoniae NCTC 13440 Gram-negatif basil 

Salmonella Typhimurium ATCC 14028 Gram-negatif basil 

Enterobacter aerogenes ATCC 13048 Gram-negatif basil 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Gram-negatif basil 

Pseudomonas aeruginosa PAO1 Gram-negatif basil 

Chromobacterium violaceum ATCC 12472 Gram-negatif basil 

Acinetobacter haemolyticus ATCC 19002 Gram-negatif kokobasil 

Enterococcus faecalis ATCC 29212 Gram-pozitif kok 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Gram-pozitif kok 

Bacillus subtilis ATCC 6633 Gram-pozitif basil 

 

3.1.3 Antibakteriyel Testlerde Kullanılan Cihaz, Kimyasal ve Sarf malzemeler 

Çalışma kapsamında kullanılan cihazlar, kimyasallar ve sarf malzemeler, Kastamonu 

Üniversitesi Genetik ve Biyomühendislik Bölümü’ne ait Moleküler Biyoloji ve 

Genetik Araştırma Laboratuvarı ile Kastamonu Üniversitesi Merkezi Araştırma 

Laboratuvarı Uygulama ve Araştırma Merkezi’nde bulunan Kanser Genetiği ve 

Biyoinformatik Laboratuvarı’nın alt yapısından sağlanmıştır. Bitki ekstraktları saf su 

ve metanol (MeOH) ile çözülmüştür. Bakterilerin büyütülmesi için farklı kültür 

ortamı ve kimyasallar kullanılmıştır. Kullanılan cihaz, kimyasal ve sarf malzemeler 

Tablo 3.2’de ve Tablo 3.3’de verilmiştir.  

Tablo 3.2 Antibakteriyel testlerde kullanılan kimyasallar 

Numara Kimyasal Adı Marka Kullanım Amacı 

1 Mueller Hinton agar 

(MHA) 

Merck Bakteri kültüründe 

kullanıldı 

2 Mueller Hinton broth 

(MHB) 

Merck Bakteri kültüründe 

kullanıldı 

3 Luria Bertani broth (LB) NZYTech, 

Lisbon, 

Portugal 

Bakteri kültüründe 

kullanıldı 

4 Nutrient agar (NA) Merck Bakteri kültüründe 

kullanıldı 

5 Bakteriyolojik Agar  - Katı besiyeri hazırlığında 

kullanıldı 
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Tablo 3.2 devamı 

6 Levofloksasin Tokyo 

Chemical 

Indıstry 

Referans antibiyotik 

olarak kullanıldı 

7 Kristal viyole Merck/ 

Germany 

Biyofilm kütlesinin 

boyanması için kullanıldı 

8 Metanol (MeOH) 96%, 

70% 

Isolab Sterilizasyon 

9 Pepton  Swarming motilite agar 

hazırlığında kullanıldı 

10 Serum fizyolojik çözeltisi 

(%0,9 Sodyum klorür 

çözeltisi) 

- Dilüsyon ve hücre yıkama 

işlemlerinde kullanıldı 

11 Yeast extract  Swarming motilite agar 

hazırlığında kullanıldı 

12 Glukoz  Swarming motilite agar 

hazırlığında kullanıldı 

13 HCl Tekkim Kimya Piyosiyanin 

ekstraksiyonunda 

kullanıldı 

 Kloroform   Piyosiyanin 

ekstraksiyonunda 

kullanıldı 

14 Etanol 70% Isolab  Sterilizasyonda kullanıldı 

Tablo 3.3 Antibakteriyel testlerde kullanılan cihaz ve sarf malzemeler 

Numara Ekipman Adı Marka 

1 -20/+4ºC Buzdolabı Arçelik/4552 

2 -80ºC Derin dondurucu Nuaire/Glacier-Nu 9668E 

3 Buz makinası Hoshizaki/Scotsman 

4 Hassas terazi Precise/XP220A 

5 Saf su cihazı Human Corporation Zeneer Power 

6 Ultra saf su cihazı Mpminipure/Dest-up 

7 Vorteks Wise-Mix/VM-10 

8 Çalkalamalı Kuru Blok Isıtıcı Biosan/TSH-100 

9 Çekerocak Tezsan 

10 Sınıf II Biyogüvenlik Kabini Tezsan/ClassII 

11 Test Kabini Nüve/TK-252 

12 Isı Kontrollü İnkübatör Thermo 

13 Otoklav Nüve/Steam Art 

14 Masaüstü Santrifüj Nüve/NF 800 

15 Mikrosantrifüj Starlab 

16 Soğutmalı Mikrosantrifüj Hettich/MICRO 220R 

18 Spektrofotometre Nano Drop 
Thermo Scientific/MulskanGO 

UV/Vis 

19 Mcfarland Densitometer Cihazı Biosan/DEN-1B 

20 Kimyasal Saklama Dolabı Tezsan 

21 
96 Kuyucuklu Mikropleytler Techno Plastic Products 
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Tablo 3.3 devamı 

22 
Steril Besiyeri Kapları (90mm 

çaplı) 
Isolab 

23 Falkon Tüpler Isolab, Kırgen, CAPP 

24 Eppendorf Tüpler (Cryotüp) Isolab 

25 Serolojik Pipetler Biologix 

26 
Mikropipetler (tek ve çok 

kanallı) 

Eppendorf, Thermo, CAPP, 

Topscien 

27 Tek kullanımlık plastik özeler Isolab 

28 pH gösterge stribi Isolab 

29 Thoma Lamı Marienfeld-Neubauer-improved 

30 Pamuklu eküvyon Cultiplast/LP Italiana spa 

31 0,22 μm şırınga filtreleri - 

32 10-25 cc şırıngalar - 

33 Pipet uçları Isolab Tüm deney aşamalarında 

 

3.1.4 Kullanılan Hücre Hatları 

Phlomoides moluccelloides ekstraktlarının antiproliferatif etkinlikleri üç farklı hücre 

hattına karşı araştırılmıştır. Hücre hatları ve özellikleri Tablo 3.4’de gösterilmiştir. 

Tablo 3.4 Çalışmada kullanılan hücre hatları 

Numara Hücre 

hatları 

Özelikler Temin yeri 

1 MDA-

MB-231 

Östrojen reseptörü negatif 

ve invazif özelliği yüksek 

Boğaziçi Üniversitesi 

Moleküler Biyoloji ve 

Genetik Bölümü 

2 MCF-7 Östrojen reseptörü pozitif 

ve 

Alfa (ER) özellik taşıyan 

Ankara Üniversitesi 

Biyoteknoloji Enstitüsü 

3 HeLa  İnsan servikal 

adenokarsinomu 

Boğaziçi Üniversitesi 

Moleküler Biyoloji ve 

Genetik Bölümü 

 

3.1.5 Sitotoksisite Testlerinde Kullanılan Cihaz, Kimyasal ve Sarf malzemeler  

Çalışmada kullanılan cihaz, kimyasal ve sarf malzemeler Tablo 3.5’de ve Tablo 

3.6’da listelenmiştir. 
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Tablo 3.5 Sitotoksisite testlerinde kullanılan kimyasallar 

Kimyasal adı Marka Kullanım amacı 

Dulbecco’s Modified Eagles Medium 

(DMEM) 

Gibco, Thermo 

Fisher Scientific 

Hücre besiyeri 

Penisilin/Streptomisin karışımı 

(%0,1) 

Thermo Fisher Hücre kültürü 

çalışmalarında 

İnsülin (0,01 mg/mL) Pan Biotech Besiyeri için takviye 

hormon 

Dimetilsülfoksit (DMSO) Rjedel-de Haen 

Bileşiklerin 

seyreltilmesinde, hücrelerin 

saklanmasında, MTT 

ürünlerinin 

indirgenmesinde 

Fosfat Tampolu Tuz Çözeltisi (PBS) Gibco, Thermo 

Fisher Scientific 

Hücre kültürü 

çalışmalarında 

3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolyum bromid (MTT) 

Thermo Fisher 

Scientific 

Hücrelerin dehidrojenaz 

aktivitelerine göre 

kolorometrik olarak 

absorbans ölçümü sonucu 

etkin sitotoksik aktiviteyi 

belirlemede 

Non-Esansiyel Amino Asit (NEAA) Pan Biotech Hücre kültürü 

çalışmalarında 

Tripsin-EDTA Gibco, Thermo 

Fisher Scientific 

Hücre kültürü 

çalışmalarında 

Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco, Thermo 

Fisher Scientific 

Hücre besiyeri 

Tablo 3.6 Sitotoksisite testlerinde kullanılan cihaz ve sarf malzemeler 

Numara Cihazlar adı Markalar 

1 CO2 inkübatörü Nuaire, USA 

2 Laminar kabin Bilser, Türkiye 

3 Otoklav Nüve, Türkiy 

4 Buzdolabı Samsung, Güney Kore 

5 Santrifüj Hettich Universal 320 R, USA 

6 Faz Konstrast Görüntüleme 

Sistemli Kameralı Ters 

Mikroskop 

Inverted microscope, Leica DMi1, 

Almanya 

7 Etüv Nüve, Türkiye 

8 Hemositometre Thomalam, Marienfeld, 0,1 mm, 

Neubauer-improved, Almanya 

9 96-kuyucuklu hücre petrileri - 

10 100x20 mm petri kapları Sigma 

11 10 mL serolojik pipetler Sigma 

12 0,22 μm şırınga filtreleri Sigma Aldrich, USA 

13 Hücre kazıyıcı Sigma Aldrich, USA 

14 10-25 cc şırıngalar Sigma Aldrich, USA 

15 Kryotüpler Sigma Aldrich, USA 
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3.2 Kullanılan Yöntemler 

3.2.1 Bitki Ekstraktlarının Temini 

Phlomoides moluccelloides (Bunge) Salmaki ekstraktları, Selçuk Üniversitesi 

Biyoloji bölümünden Prof. Dr. Gökhan ZENGİN tarafından elde edilmiştir. Bunun 

için bitkilerin toprak üstü ve kök kısımları gölge bir ortamda yaklaşık olarak 10 gün 

bırakılarak oda sıcaklığında kurumaları sağlanmıştır. Daha sonra numuneler 

laboratuvar değirmeni yardımıyla toz hale getirilmiştir. Metanol (MeOH) ve infüzyon 

ekstraktları, 10 gr bitki örneğinin 200 mL kendi çözücülerinde (metanol ve su) gece 

boyunca maserasyon yöntemi (ıslatarak yumuşatma; soğuk infüzyon yöntemi) ile 

bekletilerek elde edilmiştir. Bu süre sonunda ekstraktlar, süzülmüş ve döner bir 

buharlaştırıcı yardımıyla 40°C’de vakum ile konsantre hale getirilmiştir. İnfüzyon 

ekstraktları, 10 gr bitki örneğinin 200 mL kaynar suda demlenmesiyle hazır hale 

getirilmiştir. Daha sonra örnekler, filtreden geçirilmiş ve liyofilizatör ile 

kurutulmuştur. Dört ekstrakt için hazırlanan ana stoklardan seri olacak şekilde 

sulandırmalar yapılarak 5 mg/mL, 2,5 mg/mL, 1,25 mg/mL, 0,625 mg/mL ve 0,312 

mg/mL çalışma stokları hazırlanmıştır. Hazırlanan ana ve çalışma stokları, 

kullanılıncaya kadar -20 Cº’de saklanmıştır. 

3.2.2 Antibakteriyel Aktivitenin Saptanması  

Toprak üstü ve kök ekstraktlarının antibakteriyel etkinliği sıvı mikrodilüsyon 

yöntemi ile araştırılmıştır. Bu yöntemde, öncelikle bitki ekstraktları 20 mg/mL 

konsantrasyonu oluşturmak üzere steril ultra saf su içerisinde çözülmüştür. 

Ekstraktların antimikrobiyal etkinliği 61,5-2000 µg/mL konsantrasyon aralığında test 

edilmiştir. Deneyde referans antibiyotik olarak bir kinolon sınıfı olan ve geniş 

spektrumlu antibakteriyel etkinliğe sahip olduğu bilinen levofloksasin kullnılmıştır. 

Quorum Sensing inhibisyon deneyleri için ekstraktların ultra saf su içerisinde 5 

mg/mL ve 10 mg/mL konsantrasyonlarında çalışma stokları hazırlanmıştır. 
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3.2.2.1 Bakteri besiyerlerinin hazırlanması 

Ticari besiyerleri (MHA, MHB, NA, NB ve LB broth), üretici firmanın önerileri 

doğrultusunda hazırlanmıştır. MHA, MHB, NA, NB ve LB broth toz halinde temin 

edilmiştir. LB soft agar hazırlığında ise LB broth besiyerine son konsantrasyonu 

%0,5 olacak şekilde bakteriyolojik agar ilave edilmiştir. Besiyerleri distile su ile 

tamamen çözülmüş ve pH'ı ayarlandıktan sonra otoklavda (121ºC’de, 1,5 atm, 15 dk) 

sterilize edilmiştir. Ardından yaklaşık 50ºC’ye soğutulmuş ve 90 mm çaplı petri 

plaklarına ~25 mL hacminde dökülmüştür. Besiyerleri kullanılıncaya kadar 4ºC՚de 

muhafaza edilmiştir. 

3.2.2.2 Bakteri kültürlerinin hazırlanması 

Antibakteriyel testler için, -80°C'de saklanan bakteri suşları MHA besiyerinde 

canlandırılmıştır. Bunun için saf olarak stoklanmış kültürlerden steril bir öze yardımı 

ile küçük bir buz parçası alınmış ve besiyerine inoküle edilerek ekilmiştir. Kültürler 

37 C°’de 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. Tüm deneylerde taze kültürler 

kullanılmıştır. 

3.2.2.3 Minimal inhibitör konsantrasyonu tespiti 

P. moluccelloides bitkisinin toprak üstü ve kök kısımlardan elde edilen MeOH ve su 

ekstraktlarının minimal inhibitör konsantrasyon (MİK) değerleri, sıvı mikrodilüsyon 

metodu ile daha önce tarif edildiği gibi gerçekleştirilmiştir (Wiegand vd., 2008). 

Ekstraktlar 62,5-2000 μg/mL konsantrasyon aralığında test edilmiştir. Deneyde 

referans antibiyotik olarak levofloksasin kullanılmıştır. Levofloksasin 0,015-128 

µg/mL konsantrasyon aralığında test edilmiştir. Bakterilerin hazırlanan taze 

kültürlerinden 0,5 McFarland standardizasyonunda steril serum fizyolojik içerisinde 

süspansiyonları hazırlanmıştır. Mikrodilüsyon testi 96 kuyucuklu pleytte 

gerçekleştirilmiş olup, ilk olarak birinci kuyucuklara 180 μL, diğer kuyucuklara ise 

100 μL hacminde sıvı besiyeri (MHB) eklenmiştir. Daha sonra her bir ekstrakttan (20 

mg/mL) 20 µL alınarak birinci kuyucuklara konulmuştur. Birinci kuyucukta ekstrakt 

konsantrasyonu 2000 µg/mL olmuştur.  Ardından birinci kuyucuktan 100’er µL 

alınarak 61,5 µg/mL konsantrasyon oluşana kadar çift katlı seri sulandırma işlemi 
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yapılmıştır. Her ekstrakt için bir kuyucuk üreme kontrolü (ekstrakt mevcut değil), bir 

kuyucuk ise sterilite kontrolü (bakteri mevcut değil) olarak değerlendirilmiştir. Son 

olarak test bakterilerinin taze kültürlerinden hazırlanan McFarland 0,5 süspansiyonu 

SF içerisinde 10 kat sulandırılmış ve kuyucuklara 5 µL (5 x 105 µg/mL veya 5 x 104 

µg/kuyucuk olacak şekilde) hacminde inoküle edilmiştir. Pleyt, steril bir kapakla 

kapatıldıktan sonra 37°C’de 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon 

sonrasında kuyucuklarda meydana gelen üreme, siyah zemin üzerinde çıplak göz ile 

analiz edilmiştir. Kuyucuklarda bakteri üremesinin olmadığı son ekstrakt/antibiyotik 

konsantrasyonu, MİK değeri olarak kabul edilmiştir.                                         

3.2.3 QS İnhibisyonunun Biyoindikatör Suşlarda Gösterilmesi                                                           

Çalışmamızda kullanılan bitki ekstraktlarının bakterilerde QS sistemi mekanizmasını 

inhibe edip etmediği P. aeruginosa PAO1 ve C. violaceum ATCC 12472 suşlarına 

karşı test edilmiştir. Bu suşların QS mekanizmasını kullanarak sırasıyla swarming 

hareketi, piyosiyanin pigmenti, biyofilm formasyonu ve viyolasin pigmentini ürettiği 

bilinmektedir.  

3.2.3.1  Swarming (yayılma) hareketi inhibisyon testi 

P. moluccelloides toprak üstü ve kök ekstraktlarının P. aeruginosa PAO1 suşunun 

swarming (yayılma) hareketlerine karşı inhibitör etkileri Saliha vd. (2020)’nin tarif 

ettiği şekilde araştırılmıştır (Saliha vd., 2020). Özetle P. aeruginosa PAO1 taze 

kültüründen küçük bir koloni parçası alınmış ve ekstrakt içeren ve içermeyen 

swarming agar plaklarının ortasına inoküle edilmiştir. Swarming agar %1 glukoz, 

%0,5 pepton, %0,5 bakteriyolojik agar, %0,2 maya özütü ve test materyali (500 

μg/mL ekstrakt) içermektedir. Kontrol besiyerinde ekstrakt yerine çözücü olan steril 

ultra saf su kullanılmıştır. Kültürlerin 37°C'de 24 saat dik pozisyonda inkübasyonu 

sağlanmış ve sonrasında bakteri inokülasyon noktasından çevreye swarming 

hareketliliği incelenmiştir.  
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3.2.3.2  Biyofilm inhibisyon testi 

Ekstraktların biyofilm inhibisyon testi daha önce tarif edildiği gibi 96 kuyucuklu düz 

tabanlı polisistren pleytlerde gerçekleştirilmiştir (O'Toole, 2011). Bu amaçla, P. 

aeruginosa PAO1’in taze kültüründen tek koloni alınarak 5 mL LB sıvı kültürde 

37ºC’de ve 150 rpm hız ile 16 saat inkübasyon gerçekleştirilmiştir. İnkübasyon 

süresinin sonunda, kültür taze LB sıvı besiyeri ile 100 kat seyreltilmiş ve deneyde 

inokulum olarak kullanılmıştır. 96-kuyucuklu mikropleyt ile gerçekleştirilen 

çalışmada tüm kuyucuklara 180 µL inokulum eklenmiştir. Bir kuyucuk blank, üç 

kuyucuk kontrol, üçer kuyucuk da her ekstrakt için tekrar olacak şekilde 

değerlendirilmiştir. Daha sonra, kuyucuklardaki nihai konsantrasyonun 500 µg/mL 

olmasını sağlamak için 5 mg/mL konsantrasyonundaki ekstraktlardan 20’şer µL 

kuyucuklardaki inokulumlar üzerine eklenmiştir. Blank kuyucuğu için180 µl bakteri 

içermeyen LB sıvı besiyeri üzerine 20 µL ultra steril saf su eklenmiştir.  

Pleyt steril kapağı ile kapatılıp 37ºC'de sabit olarak 24 saat inkübe edilmiştir. 

İnkübasyon süresinden sonra, pleyt bir spektrofotometre (Multiskan Go, Thermo 

Scientific, ABD) yardımıyla 600 nm ışık dalga boyunda okutulmuş ve 

kuyucuklardaki bakteri üremesinin baskılanıp baskılanmadığı incelenmiştir. Ondan 

sonra, kuyuculardaki içerik tek hamlede ve dikkatli bir şekilde dökülmüştür. Sonraki 

aşamada, biyofilm üç kez steril distile su içeren bir kaba daldırılarak yıkanmıştır. 

Tüm kuyucuklarda biyofilm tabakası 200 μL %0,1 (w/v) kristal viyolet (Merck) 

boyası ile 5 dk oda sıcaklığında boyanmış ve ardından fazla boya yukarıda anlatıldığı 

gibi yıkanarak uzaklaştırılmıştır. Son yıkama işleminden  sonra pleyt 50ºC’de 30 dk 

tutularak suyun kuyucuklardan tamamen uzaklaştırılması sağlanmıştır. 

Kuyucuklarda biyofilm tabakası tarafından tutulan boya, 100 μL hacminde saf EtOH 

ile çözülmüştür.  

Absorbans, spektrofotometre kullanılarak EtOH΄e karşı 570 nm ışık dalga boyunda 

okutulmuştur. Çalışma, birbirinden bağımsız olacak şekilde üç kez tekrarlanmıştır. 

Kuyucuklardaki biyofilm oranını % olarak belirlemek için, ekstrakt ile muamele 

edilen absorbans miktarı, kontrol kuyucuğunun absorbans miktarına bölünmüş ve 

100 ile çarpılmıştır.    
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3.2.3.3 Piyosiyanin inhibisyonu testi 

P. aeruginosa PAO1'e karşı ekstraktların MİK değeri, sıvı mikrodilüsyon testi 

kullanılarak belirlenmiştir. Ekstraktların piyosiyanin pigment üretimi üzerine 

inhibitör etkinlikleri Tufekci vd. (2020)’nin açıkladığı şekilde uygulanmıştır. Özetle 

P. aeruginosa PAO1 bakterisinin MHA besiyerindeki taze kültüründen tek koloni 

alınmış ve 5 mL LB sıvı besiyerinde 37ºC՚ de, 120 rpm hızda 16 saat inkübasyona 

bırakılmıştır. Sonraki aşamada, sıvı kültür taze LB besiyerinde 100 kat sulandırılmış 

ve 5 mL hacminde ekstrakt içeren (500 µg/mL) ve içermeyen tüplere aktarılmıştır. 

Ardından kültürler 37ºC՚ de, 120 rpm՚de 24 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyonun 

ardından kültürlerden 1,5 mL alınmış ve santrifüj edilmiştir. Süpernatantlar, temiz bir 

eppendorf tüpe aktarılmış ve üzerine 0,9 mL kloroform eklenmiştir. İşlem sonrasında 

eppendorf tüpler 30 s süresince en yüksek hızda vorteks edilerek karıştırılmış ve 

piyosiyanin ekstraksiyonu gerçekleştirilmiştir. Ardından tüm tüpler oda sıcaklığında 

5 dk bekletilmiştir. Süre sonunda tüplerdeki kloroform tabakası başka bir tüpe 

aktarılmıştır. Tüplerin üzerine 0,3 mL 0,2 N HCl eklenmiş ve 30 s vorteks işleminden 

sonra santrifüj işlemi gerçekleştirilmiştir. Açık pembeden koyuya değişen üst 

tabakadan 0,2 mL düztabanlı 96 kuyucuklu mikropleytin kuyucuklarına aktarılmıştır. 

Absorbans, spektrofotometre (Multiskan Go, Thermo Fisher Scientific) kullanılarak 

0,2 N HCl'e karşı 520 nm'de okutulmuştur. Bakteri üremesinin baskılanıp 

baskılanmadığı kültürlerden canlı hücre sayımı ile tespit edilmiştir. Bu amaçla 

kültürlerden seri dilüsyonlar hazırlanmış ve MHA ortamına yayma ekim yöntemi ile 

ekilmiştir. Bir gecelik inkübasyondan sonra, besiyerinde koloniler sayılmış ve 

ekstrakt içermeyen kültürdeki üremeler ile karşılaştırılmıştır. 

3.2.3.4 Viyolasin inhibisyon testi 

Çalışmamızda ekstraktların viyolasin pigment üretimini inhibisyon yetenekleri, C. 

violaceum ATCC 12472 (McClean vd., 1997) suşuna karşı yumuşak agar yöntemiyle 

değerlendirilmiştir. Kısaca, C. violaceum suşunun MHA besiyerindeki taze 

kültüründen bir koloni alınmış ve LB (LB, NZYTech, Lizbon, Portekiz) broth 

içerisinde 30ºC ve 150 rpm hızda 16 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyonun 

sonunda kültürden 50 μL alınarak 5 mL hacminde çözülmüş ve 50ºC’ye soğutulmuş 

LB yumuşak agar (%0,5 agar) içerisine aşılanmış ve vortekslenmiştir. Agar-kültür 
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karışımı daha önce hazırlanan LB base agar üzerine dökülmüş ve donması için ~15 

dk beklenmiştir. Agar katılaştırıldıktan sonra, üzerine steril bir pens yardımı ile 6 mm 

çapında blank diskler yerleştirilmiştir. Daha sonra disk başına 400 µg ekstrakt elde 

etmek için her bir ekstraktan (20 mg/mL) 20 μL alınarak disklere aktarılmıştır. Pozitif 

kontrol olarak taze P. aeruginosa PAO1 kültür supernatantı kulanılmıştır. Kültürler 

30ºC’de 18 saat inkübe edilmiştir. Viyolasin inhibisyonu, disklerin etrafındaki 

renksiz, opak, ancak canlı bir zon çapının varlığı ile belirlenmiştir. 

3.2.4 Antiproliferatif Aktivitenin Tespiti 

Çalışma kapsamında bitkinin MeOH ve su ekstraktlarının in vitro antikanser 

aktivitesi araştırılmıştır. P. moluccelloides’nin kök ve toprak üstü ekstraktları MDA-

MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hücreleri ve HeLa serviks adenokarsinoma hücre 

hattına karşı değerlendirilmiştir. Sitotoksik aktiviteyi saptamak için Mitokondriyal 

Dehidrogenaz Enzim Aktivitesi (MTT) testi kullanılmıştır.  

3.2.4.1 Bitki ekstraktlarının hazırlanması 

Maserasyon ve infüzyon teknikleri kullanılarak elde edilen bitki ekstraktları için 

farklı konsantrasyonlarda çalışma stokları hazırlanmıştır. Bunun için ana stoktan seri 

seyreltmeler (31,25 μg/mL, 62,5 μg/mL, 125 μg/mL, 250 μg/mL, 500 μg/mL) 

gerçekleştirilmiştir. Tüm ekstraktlar çalışıncaya kadar 4°C de saklanmıştır.  

3.2.4.2 Hücre kültürünün sürdürülmesi 

A. Hücre kültürü besiyerinin hazırlanması 

MDA-MB-231, MCF-7 ve HeLa hücre hatlarının çoğaltılması için FBS (10%, v/v), 

penisilin/streptomisin (0.1%, v/v), NEAA (1%, v/v) ve insan insülini (0,01 mg/mL) 

içeren 1X DMEM besiyeri kullanılmış ve 4 Cº’de saklanmıştır.  
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B. Hücrelerin açılması 

Hücre kültürü çalışmaları, hücre kültürü odasında ve Class II laminar kabinde 

gerçekleştirilmiştir. Dondurulmuş halde -80ºC’de muhafaza edilen hücreler alınarak 

oda sıcaklığında çözdürülmüştür. Kontaminasyonun önüne geçmek için, tüpler 

%70’lik EtOH ile silinip laminar kabin içine koyulmuştur. Tüm hücrelerin, 90 mm 

çaplı hücre kültür plaklarında 37ºC ve %5 CO2 koşullarını sağlayan inkübatörde 

kültürleri yapılmıştır. 

C. Hücre pasajlanması 

Hücre pasajı genellikle 2-3 günde bir hücreler logaritmik fazdayken (%70-%80 

yoğunluğa ulaşması) gerçekleştirilmiştir. Pasajlama işlemi sırasında; laminar kabin 

içerisinde besiyeri tek kullanımlık pipet ile tabaklarından uzaklaştırıldıktan sonra, 

plaka yüzeyine yapışmamış halde bulunan ölü hücreler 1 mL fosfat tampon 

solüsyonu (PBS) ile yıkanıp uzaklaştırılmıştır. Ardından 1 mL (%0,25) Tripsin-

EDTA solüsyonu (1X PBS içerisinde hazırlanmış) tabaklara eklenmiş, tabaklar 

hafifçe çalkalanmış ve yapışan hücrelerin petri yüzeylerinden ayrılması ve enzim 

aktivitesinin başlaması için hücreler 5 dk 37°C’de %5 CO2’li inkübatörde 

bekletilmiştir. İnkübasyondan sonra tripsin-EDTA aktivitesini engellemek için petri 

üzerine 1 mL DMEM ilave edilmiştir. Hücreleri petri yüzeyinden toplamak için hücre 

sıyırıcı kullanılmış ve hücreleri tripsinden uzaklaştırmak için, toplanan hücreler 15 

mL’lik falkon tüpe aktarılmıştır. Falkon tüpler, 2000 rpm’de 5 dk santrifüj 

yapılmıştır. Santrifüj bittikten sonra süpernatant kısmı uzaklaştırılmıştır. Hücre peleti 

üzerine 3 mL taze besiyeri (DMEM) eklenmiş ve bir mikropipet kullanılarak 

süspansiyon haline getirilmiştir. Çözülmüş hücreler, 90 mm çapında 7 mL DMEM 

içeren üç petri kabına aktarılmış ve hücre hattı, pasaj numarası ve tarihi yazılarak 

37ºC ve %5 CO2 koşullarındaki inkübatöre yerleştirilmiştir. Tüm hücrelerin 

büyümesini, çoğalma hızlarını, morfolojilerini ve canlılıkları takip etmek için 

inverted mikroskop (Leica DMi1, Almanya) ile 10X objektif altında gözlem 

yapılmıştır.  
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D. Hücrelerin sayımı 

Hücreleri saymak için mL’deki hücre sayısı hemositometre ile hesaplanmıştır. Hücre 

sayımı işleminde peletin yoğunluğuna bağlı olarak PBS ile hücre süspansiyonları 

hazırlanmıştır. Thoma lamının alt ve üst taraflarında yer alan karelerdeki hücreler 

mikroskop altında (10X objektif) sayılmıştır ve aritmetik ortalaması alınmıştır (Şekil 

3.1). Toplam hücre sayısı şu formüle göre hesaplanmıştır: Toplam hücre sayısı=H x 

dilüsyon sabiti x 104 (H: hücrelerin sayılan ortalaması). Sayım sonunda hücreler, 96 

kuyucuklu pleytlere 1x105 hücre/mL olacak şekilde inoküle edilmiş ve 37ºC’de %5 

CO2 koşullarında inkübasyona bırakılmıştır.  

 

Şekil 3.1 Thoma lamı ve sayım bölgeleri 

3.2.4.3 Hücrelerin canlılık testi (MTT) 

P. moluccelloides bitki ekstraktlarının kanser hücreleri üzerindeki sitotoksik 

aktiviteleri, MTT [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromid] testi 

aracılığıyla belirlenmiştir. MTT testi Sharif vd., (2021)’e göre gerçekleştirilmiştir. 

Bu test, hücrelerin canlılığını ve büyümesini belirlemek için kullanılmıştır. MTT 

yöntemi, canlı hücrelerdeki mitokondriyal dehidrogenaz enziminin aktivitesine 

bağlıdır ve böylece hücrelerin canlılığını belirlemektedir. MTT testi, kuyucuklarda 

meydana gelen renk değişiminin ölçülmesi prensibine dayanmaktadır.  
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A. MTT çözeltisinin hazırlanması 

MTT çözeltisi, nihai hacmi 50 mL olacak biçimde 1X’lik DMEM içerisinde 2,5 mg 

MTT ve üzerine 250 mL FBS eklenmiş ve vortekslenerek hazır hale getirilmiştir. 

MTT boyasının ışığa hassas olması nedeniyle hazırlandıktan sonra kullanılıncaya 

kadar tüpler alüminyum folyoya sarılmıştır. Her çalışma öncesi taze reaktif 

hazırlanarak kullanılmıştır. 

B. Sitotoksik dozun uygulaması ve belirlenmesi 

İnkübasyon süresi sonunda, kuyucuklardaki hücrelerin üzerine 10 µL steril pipet ile 

bitkinin toprak üstü ve kök kısımlarına ait MeOH ve su ekstraktlarından, yukarıda 

bahsedilen farklı çalışma stokları (31,25 µg/mL, 62,5 µg/mL, 125 µg/mL, 250 

µg/mL, 500 µg/mL) üç tekrarlı olacak şekilde eklenmiştir. Kontrol kuyucuklarına ise 

üç tekrarlı olacak şekilde ultra saf su eklenmiş ve pleyt 24-48 saat 37ºC’de %5 CO2’li 

koşullarda inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyondan sonra hücrelerdeki morfolojik 

değişimler inverted mikroskop (Leica, DMi1) altında (100x) incelenmiş ve 

fotoğraflanmıştır. Sonraki aşamada, kuyucuklardaki besiyeri uzaklaştırılmış, 

hücrelerin üzerine taze hazırlanmış MTT çözeltisinden 100 μL ilave edilerek 4 saat 

37ºC’de %5 CO2 koşullarındaki inkübatörde tutulmuştur. Süre bitiminde, MTT 

çözeltisi uzaklaştırılmış ve ortaya çıkan formazan kristallerini çözmek amacıyla her 

kuyucuğa 100 μL saf DMSO eklenmiştir. Ek olarak, bir kuyucuğa blank olarak 100 

μL saf DMSO eklenmiştir. Sonrasında pleyt oda sıcaklığında 300 rpm’de 15 dk 

süresince çalkalamalı kuru blok ısıtıcı (BIOSAN)’da tutulmuştur.  

3.2.5 Yarı maksimum İnhibitör Konsantrasyon (IC50) değerlerinin belirlenmesi 

MTT uygulaması sonunda absorbans değerlerini ölçmek için, tüm kuyucuklar blank 

kuyucuğuna karşı 570 nm ışık dalga boyunda okutulmuştur. Ekstraktlarla muamele 

edilen kuyucuklardaki hücrelerin canlılığı, kontrol kuyucuklarındaki hücre canlılığı 

ile karşılaştırılmış ve sonuçlar yüzde (%) olarak sunulmuştur. Okunan absorbans 

değerine göre, yarı-maksimal inhibisyon konsantrasyon (IC50) değerleri, "log 

(inhibitör) ile normalleştirilmiş yanıt-değişken eğim analizi fonksiyonu" kullanılarak 

GraphPad Prism 9.4.0 (GraphPad Software, San Diego, CA) programı ile 
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hesaplanmıştır. Her bir uygulama, bağımsız olarak üç kez tekrarlanmıştır. Veriler, 

ortalama ± standart sapma olarak sunulmuştur. 

3.3 İstatistiksel Analizler 

Verilerin normal dağılıp dağılmadığı Wilks-Shapiro testi ile (Shapiro ve Wilk, 1965) 

belirlenmiştir. Parametrik olmayan verilerin ve parametrik verilerin analizi için IBM-

SPSS istatistik sürüm 23,0 (IBM Inc., Armonk, NY, ABD) kullanılarak sırasıyla 

Mann-Whitney U testi ve bağımsız örnekler t testi yapılmıştır. Analizler sonucunda 

elde edilen p < 0,05 değerleri istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir.  
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

4.1 Antibakteriyel Aktivitenin Saptanması 

4.1.1 Minimal inhibitör konsantrasyonu (MİK) değerleri 

Bu çalışmada ekstraktların antibakteriyel aktivitesi sıvı mikrodilüsyon yöntemi ile 

değerlendirilmiştir. Fakat test edilen tüm bakterilere karşı ekstraktların MİK değerleri 

tespit edilememiştir (MİK> 2000 µg/mL) (Tablo 4.1). Böylece P. moluccelloides’in 

toprak üstü, kök kısımlarının MeOH ve infüzyon ekstraktlarının 62,5-2000 μg/mL 

konsantrasyon aralığında antibakteriyel aktiviteye sahip olmadığı belirlenmiştir.  

Tablo 4.1 Ekstraktların ve levofloksasin antibiyotiğinin MİK değerleri 

Bakteri Suşları 
Toprak 

üstü 

MeOH 

Toprak 

üstü 

İnfüzyon 

Kök 

kısımı 

MeOH 

Kök 

kısımı 

İnfüzyon 

Levofloksasin 

Antibiyotiği 

Escherichia coli ATCC 

25922 

>2000 >2000 >2000 >2000 0,125 µg/mL 

Escherichia coli NCTC 

13846 

>2000 >2000 >2000 >2000 32 µg/mL 

Klebsiella pneumoniae 

ATCC 13883 

>2000 >2000 >2000 >2000 0,125 µg/mL 

Klebsiella pneumoniae 

ATCC 700603 

>2000 >2000 >2000 >2000 8 µg/mL 

Klebsiella pneumoniae 

NCTC 13440 

>2000 >2000 >2000 >2000 8 µg/mL 

Salmonella 

Typhimurium ATCC 

14028 

>2000 >2000 >2000 >2000 0,0625 µg/mL 

Enterobacter aerogenes 

ATCC 13048 

>2000 >2000 >2000 >2000 0,0625 µg/mL 

Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 

27853 

>2000 >2000 >2000 >2000 0,5 µg/mL 

Acinetobacter 

haemolyticus ATCC 

19002 

>2000 >2000 >2000 >2000 0,125 µg/mL 

Enterococcus faecalis 

ATCC 29212 
>2000 >2000 >2000 >2000 8 µg/mL 

Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 
>2000 >2000 >2000 >2000 1 µg/mL 

Bacillus subtilis ATCC 

6633 
>2000 >2000 >2000 >2000 0,156 µg/ml 
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4.2 Anti-Quorum Sensing Sonuçları 

Bu bölüm kapsamında, P. moluccelloides bitkisinden elde edilen toprak üstü ve kök 

kısımlarına ait MeOH ve infüzyon ekstraktlarının QS inhibitör etkinlikleri P. 

aeruginosa PAO1 ve C. violaceum ATCC 12472 biyoindikatör suşlarına karşı 

araştırılmıştır.  

4.2.1 Swarming İnhibisyon Testi Bulguları 

Tüm ekstraktların P. aeruginosa PAO1’da swarming (yayılma) hareketi üzerine 

inhibitör etkinliği swarming agar besiyeri üzerinde belirlenmiştir. Sonuçlara göre, 

tüm ekstraktların P. aeruginosa PAO1 suşunun sürü hareketliliğini baskıladığı 

belirlenmiştir (Şekil 4.1).  

 

Şekil 4.1 Swarming inhibisyon deneyi (K; kontrol, 1; toprak üstü kısma ait infüzyon 

ekstraktı, 2; toprak üstü kısma ait metanol ekstraktı, 3; kök kısmına ait infüzyon 

ekstraktı, 4; kök kısmına ait metanol ekstraktı). 

4.2.2 Viyolasin İnhibisyon Testi Bulguları 

P. moluccelloides bitkisinden elde edilen toprak üstü ve kök kısımlarına ait MeOH 

ve infüzyon ekstraktlarının viyolasin pigment üretimi üzerindeki engelleyici etkisi, 

C. violaceum ATCC 12472 biyoindikatör suşuna karşı yumuşak agar yöntemi 

aracılığıyla belirlenmiştir. Sonuç olarak ekstraktların test edilen konsantrasyonlarda 

viyolasin pigment üretimini engellemediği gözlenmiştir (Şekil 4.2.).  
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Şekil 4.2 Viyolasin inhibisyon test sonucu (1; pozitif kontrol (Pseudomonas aeruginosa 

PAO1 kültürünün supernatantı), 2 ve 4; toprak üstü ve kök kısımlarına ait MeOH 

ekstraktları, 3 ve 5; toprak üstü ve kök kısımlarına ait infüzyon ekstraktları. 

4.2.3 Piyosiyanin İnhibisyon Testi Bulguları 

Bu bölümde, tüm ekstraktların piyosiyanin pigment üretimini inhibe etme etkisi test 

edilmiştir. Sonuç olarak, toprak üstü kısmına ait metanol ekstraktının piyosiyanin 

pigment üretimini kısmen inhibe ettiği saptanmıştır (Şekil 4.3). Bu test, piyosiyanin 

miktarının spektrofotometrik ile ölçülmesi prensibine dayanmaktadır. Elde edilen 

sonuçlara göre, toprak üstü kısmına ait metanol ekstraktının P. aeruginosa PAO1 

üremesini baskılamadan piyosiyanin pigment üretimini kontrole (ekstrakt ile 

muamele edilmemiş) göre %81,7 ± 0,2 oranında (p <0,05) inhibe ettiği tespit 

edilmiştir. Çalışılan diğer ekstraktlar için test edilen konsantrasyonda piyosiyanin 

pigment üretiminin anlamlı bir şekilde inhibe edilemediği tespit edilmiştir (Grafik 

4.1). 
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Şekil 4.3 Piyosiyanin inhibisyon deneyinin sonucu. 24 saatlik bir inkübasyondan sonra; 

kontrol, 1,2; toprak üstü kısmına ait MeOH ekstraktı (1 ve 0,5 mg/mL), 3, 4; 

toprak üstü kısmına ait infüzyon ekstraktı (1 ve 0,5 mg/mL), 5,6; kök kısmına ait 

infüzyon ekstraktı (1 ve 0,5 mg/mL). 

 

 

Grafik 4.1 Piyosiyanin inhibisyon deneyinin sonucu. Veriler ortalama ± standart sapma 

olarak sunulmuştur (*p<0,05). 

4.3 Biyofilm İnhibisyon Testi Bulguları 

P. moluccelloides bitkisinin toprak üstü ve kök kısımlarından elde edilen MeOH ve 

infüzyon ekstraktlarının P. aeroginosa PAO1 suşunda biyofilm oluşumu üzerine 

etkileri incelenmiştir. Sonuçlara göre, tüm ekstraktların çalışılan konsantrasyonlarda 

biyofilm oluşumu üzerine anlamlı bir inhibitör aktivite sergilemediği belirlenmiştir.  



52 

 

 

Grafik 4.2 Biyofilm inhibisyon deneyinin sonucu. Veriler ortalama ± standart sapma olarak 

sunulmuştur (p>0,05). 

4.4 Antiproliferatif Aktivite Sonuçları 

Bu çalışmada, P. moluccelloides'in toprak üstü ve kök kısımlarının metanol (MeOH) 

ve infüzyon ekstraktlarının antiproliferatif aktivitesi test edilmiştir. Çalışma 

kapsamında MDA-MB-231 (Üçlü Negatif İnvazif) ve MCF-7 (Östrojen reseptör 

pozitif) meme kanseri hücreleri ile HeLa insan servikal kanser hücre hatları 

kullanılmıştır. Hücreler, 24 ve 48 saat boyunca 31.25, 62.5, 125, 250 ve 500 

µg/mL'lik nihai konsantrasyonlarda ekstraktlarla muamele edilmiş ve hücre canlılık 

oranı (%) MTT testi ile değerlendirilmiştir. İn vitro MTT analizi sonuçlarına göre 

hücre canlılık oranları (%) olarak aşağıda gösterilmiştir. 

4.4.1 Bitki Ekstraktlarının MDA-MB-231 Hücre Hattı Üzerindeki 

Antiproliferatif Aktivite Bulguları 

MDA-MB-231 hücrelerinin canlılık oranları ve morfolojik görünümleri, Şekil 4.4 ve 

Şekil 4.5’de gösterilmiştir. MDA-MB-231 hücre hatlarına karşı tüm ekstraktlar ile 

muameleden 24 saat sonra önemli bir antiproliferatif aktivite gözlenmemiştir. Ancak, 

toprak üstü kısmının MeOH ekstraktının MDA-MB-231 hücre hatlarına karşı doza 

ve zamana bağlı bir antiproliferatif etkisi saptanmıştır. Uygulamanın yapıldığı 

konsantrasyonlarda 24. saatteki hücre canlılığı Grafik 4.3’de ve canlılık oranları (%) 

Tablo 4.2’de sunulmuştur. 
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Şekil 4.4 MDA-MB-231 hücrelerinin ekstraktlar ile muamelesinin 24. saatindeki 

morfolojik görüntüleri. 
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Şekil 4.5 MDA-MB-231 hücrelerinin ekstraktlar ile muamelesinin 48. saatindeki 

morfolojik görüntüleri. 
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Grafik 4.3 Toprak üstü ve kök MeOH ve infüzyon ekstraktlarının çeşitli konsantrasyonlarda 

24 saat sonra MDA-MB-231 hücre hattı üzerindeki antiproliferatif etkisi. Veriler 

ortalama ± standart hata olarak verilmiştir. 

Tablo 4.2 MDA-MB-231 hücre hattı üzerinde toprak üstü ve kök ekstraktının 24. saatteki 

canlılık oranı (%). Veriler±standart hata şeklinde sunulmuştur. 

             Hücre Canlılığı % 

Ekstrakt 

konsantrasyonu 

(µg/mL) 

Toprak üstü 

MeOH (%) 

Toprak üstü 

İnfüzyon (%) 

Kök kısmı 

MeOH (%) 

Kök kısmı 

İnfüzyon (%) 

Kontrol 100,0±00 100,0±00 100,0±00 100,0±00 

31,25 µg/mL 100,0±2,8 93,7±3.1 99,7±1.1 96,6±2,8 

62,5 µg/mL 95,7±3,8 93,0±0.9 98,3±1,4 96,6±2,8 

125 µg/mL 94,7±2,6 94,5±1.6 92,9±6.4 96,5±3,5 

250 µg/mL 86,7±7,1 93,2±5.4 92.0±6.4 92,8±4,9 

500 µg/mL 83,5±3,1 94,4±1.5 88,8±4.0 89,0±8,1 

 

Toprak üstü kısmı MeOH ekstraktı, 48 saat sonra MDA-MB-231 hücre canlılığını 

500 µg/mL'de %70,8 ± %5,9 oranında azaltmıştır. Uygulamanın yapıldığı 

konsantrasyonlarda 48. saatteki hücre canlılığı Grafik 4.4’de ve canlılık oranları (%) 

Tablo 4.3’de sunulmuştur. 
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Grafik 4.4 Toprak üstü ve kök MeOH ve infüzyon ekstraktlarının çeşitli konsantrasyonlarda 

48 saat sonra MDA-MB-231 hücre hattı üzerindeki antiproliferatif etkisi. Veriler 

ortalama ± standart hata olarak verilmiştir. 

Tablo 4.3 MDA-MB-231 hücre hattı üzerinde toprak üstü ve kök ekstraktının 48. saatteki 

canlılık oranı (%).   Veriler±standart hata şeklinde sunulmuştur. 

Hücre canlılığı % 

Ekstrakt konsantrasyonu 

 (µg/mL) 

Toprak 

üstü MeOH 

(%) 

Toprak üstü 

infüzyon (%) 

Kök kısmı 

MeOH (%) 

Kök kısmı 

infüzyon 

(%) 

Kontrol 100,0±00 100,0±00 100,0±00 100,0± 

31,25 µg/mL 91,8±4,2 98,0±4,3 100,0±9,2 97.0±3.6 

62,5 µg/mL 88,2±9,4 94,7±2,8 100,0±12,7 97.4±9.7 

125 µg/mL 81,9±5,0 96,4±3,1 99,0±5,8 97,4±7,4 

250 µg/mL 74,3±3,0 95,9±5,9 95,1±7,8 97,2±2,7 

500 µg/mL 70,8±5,9 91,0±5,0 93,8±7,3 93,6±6,8 
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4.4.2 Bitki Ekstraktlarının MCF-7 Hücre Hattı Üzerindeki Antiproliferatif 

Aktivite Bulguları 

Tüm ekstraktlar, hem 24 hem de 48 saat sonra MCF-7 hücrelerine karşı doza bağlı 

bir antiproliferatif aktivite göstermiştir (Şekil 4.6 ve 4.7). Üstelik, MCF-7 

hücrelerinde canlılığı en fazla azaltan ekstrakt, her iki periyot için de toprak üstü 

kısmı MeOH ekstraktı olmuştur. MCF-7 hücreleri, 48 saat boyunca 500 µg/mL 

konsantrasyonda toprak üstü kısmı MeOH ekstraktı ile muamele edildiğinde, canlılık 

oranları kontrole kıyasla %55,6 ± %2,7'ye düşmüştür. 24 saat sonraki hücre canlılık 

oranları Grafik 4.5’de, hücre görselleri Tablo 4.4’de ve 48 saat sonraki hücre canlılık 

oranları Grafik 4.6’de, hücre görselleri Tablo 3.5’de verilmiştir. Ayrıca en düşük IC50 

değeri (875,7 µg/mL) 48. saatte MCF-7 hücrelerine karşı toprak üstü kısmının MeOH 

ekstraktında hesaplanmıştır (Grafik 4.7). Diğer ekstraktların IC50 değerleri >1000 

µg/mL bulunmuştur. 

 

Şekil 4.6 MCF-7 hücrelerinin ekstraktlar ile muamelesinin 24. saatindeki morfolojik 

görüntüleri. 
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Şekil 4.7 MCF-7 hücrelerinin ekstraktlar ile muamelesinin 48. saatindeki morfolojik 

görüntüleri. 

 

Grafik 4.5 A Toprak üstü ve kök MeOH ve infüzyon ekstraktlarının çeşitli 

konsantrasyonlarda 24 saat sonra MCF-7 hücre hattı üzerindeki antiproliferatif 

etkisi. Veriler ortalama ± standart hata olarak verilmiştir. 
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Tablo 4.4 MCF-7 hücre hattı üzerinde toprak üstü ve kök ekstraktının 24. saat canlılık 

oranı (%). Veriler±standart hata şeklinde sunulmuştur. 

Hücre canlılığı % 

Ekstrakt konsantrasyonu 

 (µg/mL) 

Toprak 

üstü 

MeOH 

(%) 

Toprak üstü 

infüzyon 

(%) 

Kök kısmı 

MeOH 

(%) 

Kök kısmı 

infüzyon 

(%) 

Kontrol 100,0±00 100,0±00 100,0±00 100,0±00 

31,25 µg/mL 75,2±3.3 889±0.9 89,1±3,1 93,7±5,7 

62,5 µg/mL 69,5±5,0 81,8±2,1 83,8±8,3 73,2±7,9 

125 µg/mL 68,3±1,1 82,1±4,9 80,9±6,0 69,8±5,8 

250 µg/mL 59,4±7.4 84,4±6.0 71,7±9,3 64,6±2,2 

500 µg/mL 61,7±4,5 83,8±1,9 66,2±8,0 70,0±2,9 

 

 

Grafik 4.6 Toprak üstü ve kök MeOH ve infüzyon ekstraktlarının çeşitli konsantrasyonlarda 

48 saat sonra MCF-7 hücre hattı üzerindeki antiproliferatif etkisi. Veriler 

ortalama ± standart hata olarak verilmiştir. 
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Tablo 4.5 MCF-7 hücre hattı üzerinde toprak üstü ve kök ekstraktının 48. saat canlılık 

oranı (%).  Veriler±standart hata şeklinde sunulmuştur. 

Hücre canlılığı % 

Ekstrakt konsantrasyonu 

(µg/mL) 

Toprak 

üstü 

MeOH 

(%) 

Toprak üstü 

infüzyon (%) 

Kök 

kısmı 

MeOH 

(%) 

Kök kısmı 

infüzyon 

(%) 

Kontrol 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 

31,25 µg/mL 78,7±4,9 80,1±1,4 87,1±5,2 77,7±5,2 

62,5 µg/mL 71,3±6,3 80,0±4,8 82,5±3,9 71,7±3,9 

125 µg/mL 67,6±10,1 78,1±7,0 80,2±3,1 71,5±3,1 

250 µg/mL 61,1±9,8 78,6±9,5 73,5±11,4 73,7±11,4 

500 µg/mL 55,6±2,7 74,7±9,8 68,2±10,2 65,6±10,2 

 

 

Grafik 4.7  Toprak üstü MeOH ekstraktının MCF-7 hücre hattı üzerinde 48. saat sonunda 

hesaplanan IC50 değerleri. 
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4.4.3 Bitki Ekstraktlarının HeLa Hücre Hattı Üzerindeki Antiproliferatif 

Aktivite Bulguları 

HeLa hücrelerinin canlılık oranları ve morfolojik görüntüleri Şekil 4.8 ve Şekil 4.9’de 

verilmiştir. HeLa hücre hatlarına karşı tüm ekstraktları ile muameleden 24 saat sonra 

önemli bir antiproliferatif etki gözlenmemiştir. 

Ancak, toprak üstü kısmı MeOH ekstraktının HeLa hücre hatlarına karşı doza ve 

zamana bağlı bir antiproliferatif etkisi oluşmuştur. Uygulamanın yapıldığı 

konsantrasyonlarda 24. saatteki hücre canlılığı Grafik 4.8’de ve canlılık oranları (%) 

Tablo 4.6’da sırasıyla gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.8 HeLa hücrelerinin ekstraktlar ile muamelesinin 24. saatindeki morfolojik 

görüntüleri. 
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Şekil 4.9 HeLa hücrelerinin ekstraktlar ile muamelesinin 48. saatindeki morfolojik 

görüntüleri. 

 

Grafik 4.8 Toprak üstü ve kök MeOH ve infüzyon ekstraktlarının çeşitli konsantrasyonlarda 

24 saat sonra HeLa hücre hattı üzerindeki antiproliferatif etkisi. Veriler ortalama 

± standart hata olarak verilmiştir. 
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Tablo 4.6 HeLa hücre hattı üzerinde toprak üstü ve kök ekstraktının 24. saat canlılık oranı 

(%). Veriler± standart hata şeklinde sunulmuştur. 

Hücre canlılığı % 

Ekstrakt konsantrasyonu 

(µg/mL) 

Toprak üstü 

MeOH (%) 

Toprak üstü 

infüzyon 

(%) 

Kök kısmı 

MeOH (%) 

Kök kısmı 

infüzyon 

(%) 

Kontrol 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 

31,25 µg/mL 98,1±0,2 97,3±0,4 94,3±7,0 95,5±5,3 

62,5 µg/mL 93,6±8,8 100,0±4,6 100,0±6,3 100,0±7,7 

125 µg/mL 93,8±8,5 98,1±7,1 95,0±3,4 96,9±4,8 

250 µg/mL 90,4±3,1 99,1±3,8 95,6±3,9 98,2±3,2 

500 µg/mL 92,4±8,9 100,0±2,4 92,9±7,0 91,3±2,0 

 

Toprak üstü kısmı MeOH ekstraktı, 48 saat sonra HeLa hücre canlılığını 250 

µg/mL'de %67,6 ± %6,5 oranında azaltmıştır. Diğer taraftan, toprak üstü kısmı 

infüzyon ekstraktı HeLa hücrelerine karşı doza ve zamana bağımlı bir antiproliferatif 

etki sergilemiştir. Toprak üstü kısmının infüzyon ekstraktı, 48 saat sonra 250 

µg/mL’de kontrole karşı HeLa hücre canlılığını %80,7 ± %3,6'ya kadar azaltmıştır. 

Uygulamanın yapıldığı konsantrasyonlarda 48. saatteki hücre canlılığı Grafik 4.9’de 

ve canlılık oranları (%) Tablo 4.7’de sırasıyla gösterilmiştir. 
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Grafik 4.9 Toprak üstü ve kök MeOH ve infüzyon ekstraktlarının çeşitli konsantrasyonlarda 

48 saat sonra Hela hücre hattı üzerindeki antiproliferatif etkisi. Veriler ortalama 

± standart hata olarak verilmiştir. 

Tablo 4.7 HeLa hücre hattı üzerinde toprak üstü ve kök ekstraktının 48. saat canlılık oranı 

(%). Veriler standart hata şeklinde sunulmuştur. 

 

Ekstrakt 

konsantrasyonu 

 (µg/mL) 

Toprak üstü 

MeOH (%) 
Toprak üstü 

infüzyon (%) 
Kök kısmı 

MeOH (%) 
Kök kısmı 

infüzyon (%) 

Kontrol 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 

31,25 µg/mL 89,6±5,8 97,5±5,4 97,1±5,0 100,0±8,4 

62,5 µg/mL 81,4±8.3 91,9±6,2 96,5±10,3 100,0±2,3 

125 µg/mL 74,4±3,6 83,9±4,2 97,8±5,2 98,1±10,8 

250 µg/mL 67,6±6,5 80,7±3,6 92,1±4,8 100,0±4,0 

500 µg/mL 73,4±1,3 88,7±5,3 92,1±8,1 91,0±1,4 

 

Hücre canlılığı % 
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5. TARTIŞMA 

Antibiyotiklere dirençli bakteriler, insan sağlığını tehdit eden en önemli unsurlardan 

biridir (Huemer vd., 2020; Murray vd., 2022). Günümüzde antibiyotik direncinin 

ciddi bir problem olmasında kuşkusuz antibiyotiklerin aşırı ve yanlış kullanılmaları 

önemli bir faktör olmuştur (Araç vd., 2019; Uc-Cachón vd., 2019; Yoon vd., 2021). 

Günümüzde mevcut antibiyotiklerin yetersiz kalması, enfeksiyon hastalarının 

tedavisinde zorlukların yaşanmasına neden olmaktadır. Bu durum hastanede yatış 

süresinin uzaması, ekonomik kayıplar ve en önemlisi de mortalite oranlarının 

yükselmesi ile sonuçlanmaktadır. Antibiyotiklere karşı direnç doğal veya kazanılmış 

direnç mekanizmaları ile ortaya çıkabilir (Alavi vd., 2021). Antibiyotiklerin aşırı 

kullanımı nedeniyle mikroorganizmalar uyum sağlamak zorunda kaldığında 

antimikrobiyal direnç artar. Antibiyotiklere direnç geliştirmiş mikroorganizmalar 

hayatta kalır ve zamanla çoğalarak popülasyonda baskın hale gelirler. Hayatta kalan 

bu mikroorganizmaların genetik materyallerinde bulunan direnç genleri diğer 

bakterilere horizontal olarak yayılabilir. Bu da antibiyotiklere dirençli bakteri 

kökenlerinin yaygınlaşmasına neden olur. Antibiyotiklere direnç geliştirmiş 

bakterilere karşı mücadele sırasında bilinen antibiyotiklerin yetersiz kalması, yeni ve 

daha etkili antibakteriyel ilaçların keşfini zorunlu hale getirmiştir (Uddin vd., 2021). 

Bu nedenle, doğal ve güvenilir bileşiklerin keşfedilmesi önemlidir (Gorlenko vd., 

2020). Bitkiler değişik iyileştirici özelliklere sahiptir ve bu sebeple çeşitli 

hastalıkların tedavisinde kullanılmaları binlerce yıl öncesine dayanmaktadır 

(İskender vd., 2019). Bitkiler, ikincil metabolitleri ile yeni ve etkili antibakteriyel 

ajanların geliştirilmesi için yüksek potansiyele sahiptirler (Acet ve Özcan, 2018). . 

Türkiye çok zengin bir floraya sahip olup, birçok tıbbi, ekonomik ve aromatik bitkiye 

ev sahipliği yapmaktadır. Bu amaçla bitkilerin, morfolojik, taksonomik, fitokimyasal 

ve farmakolojik açılardan test edilmesi ve potansiyellerinin keşfi önemlidir (Abak, 

2018). Biyoaktif etkileri olduğu bilinen ve uçucu yağ asitleri içeriği bakımından 

zengin olmasının yanı sıra çay ve baharat olarak da ticareti yoğun olarak yapılan 

bitkiler, çoğunlukla Lamiaceae ailesi içerisinde yer almaktadır (Kocabas ve 

Karaman, 2001; Özkan, 2007). Lamiaceae ailesindeki türler sahip oldukları etken 

bileşikler nedeniyle çoklu ve yüksek biyolojik ve farmakolojik aktivitelere sahiptir 

(Abak, 2018). Lamiaceae ailesinin üyelerinde farklı biyoaktif bileşikler arasında 
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bulunan ekdisteroidler, flavonoidler, iridoidler, terpenoidler, fenoliklerin yanı sıra 

farklı antimikrobiyal (antibakteriyel, antifungal), sitotoksik ve antioksidan etkiler 

sergileyen alkaloidlerin varlığı doğrulanmıştır  (Mamadalieva vd., 2021). 

Phlomoides moluccelloides (Bunge) Salmakı bitkisi de Lamiaceae ailesi içerisinde 

yer alır. Bu tez çalışmasında ise, Phlomoides moluccelloides (Bunge) Salmaki 

bitkisinin toprak üstü ve kök kısımlarından elde edilen MeOH ve infüzyon 

ekstraktlarının biyolojik aktivitesi kapsamlı şekilde değerlendirilmiştir. 

Çalışmamız kapsamındaki biyolojik aktivite testlerinden ekstraktların referans 

bakteri suşlarına karşı minimal inhibitör konsantrasyon (MİK) değerleri, sıvı 

mikrodilüsyon yöntemi ile değerlendirilmiştir. Çalışmada dört bitki ekstraktının üç 

Gram-pozitif (E. faecalis ATCC 29212, S. aureus ATCC 25923, B. subtilis ATCC 

6633), ve dokuz Gram negatif (E. coli ATCC 25922, E. coli NCTC 13846, K. 

pneumoniae ATCC 13883, K. pneumoniae ATCC 700603, K. pneumoniae NCTC 

13440, S. typhimurium ATCC 14028, P. aeruginosa ATCC 27853, E. aerogenes 

ATCC 13048, A. haemolyticus ATCC 19002) referans bakteri suşuna karşı 

antibakteriyel etkinliği araştırılmıştır. Hiçbir ekstraktın bu bakterilere karşı çalışılan 

konsantrasyonları için MİK değeri (> 2000 µg/mL) tespit edilememiştir. Bununla 

birlikte P. moluccelloides’in de üyesi olduğu Lamiaceae ailesi, tarih boyunca 

çoğunlukla ilaç olarak kullanılmıştır. Eski kayıtlara göre, Lamiaceae familyasının 

çeşitli türleri kaygı ve depresyonu azaltmak ve baş ağrılarının tedavisi için 

kullanılmıştır (Abdelhalim ve Hanrahan, 2021). Literatürde çeşitli Eremostachys 

türlerinin antibakteriyel aktivitesini araştıran çalışmalar bulunmaktadır. Örneğin 

Eremostachys macrophylla Montbret & Aucher Benth. toprak üstü kısımlarının N-

hekzan, diklorometan ve MeOH ekstraktları ile E. azerbaijanica rizomlarının MeOH 

ekstraktlarının test edilen bakterilere karşı bizim çalışmamızda olduğu gibi 

antibakteriyel aktivite sergilemediği rapor edilmektedir (Asgharian vd., 2017 ; 

Asnaashari vd., 2017). Başka bir çalışmada ise Phlomis pungens’in yaprak ve çiçek 

kısımlarından elde edilen MeOH ekstraktlarının 9 farklı bakteri (K. pneumoniae 

ATCC 4352, P. aeruginosa ATCC 27853, Bacillus subtilis ATCC 6633, 

Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, 

Bacillus cereus ATCC 11778, Salmonella enteritidis KUEN 349, Proteus mirabilis 

CCM1944, E. coli ATCC 25922) suşuna karşı antimikrobiyal aktiviteleri test 
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edilmiştir. Buna göre ekstraktların B. cereus ATCC 11778 ve P. aeruginosa ATCC 

27853 bakterilerine karşı antibakteriyel etkileri saptanmıştır (Özkan vd., 2009). 

Başka bir çalışmada, E. azerbaijanica'nın rizomlarının diklorometan ve N-hekzan 

ekstraktlarının S. aureus ve S. epidermidis'e (Gram-pozitif bakteriler) karşı 

antibakteriyel aktivite sergilediği gösterilmiştir (Asgharian vd., 2017).  Ayrıca E. 

laevigata'nın kök, gövde ve çiçek kısımlarından elde edilen uçucu yağların da yüksek 

antibakteriyel aktivite gösterdiği belirtilmiştir (Esmaeili, 2012). Ek olarak, E. 

laciniata'dan saflaştırılan iridoid glikozitlerin özellikle B. cereus, S. aureus (Gram-

pozitif bakteriler) ve E. coli, P. mirabilis (Gram-negatif bakteriler)'e karşı dikkat 

çekici bir antibakteriyel aktiviteye sahip olduğu bildirilmiştir (Modaressi vd., 2009). 

Mevcut çalışmada, P. moluccellides'in toprak üstü ve kök kısımlarının MeOH ve 

infüzyon ekstraktlarının yüksek konsantrasyonlarda bile test edilen Gram pozitif (S. 

aureus, E. faecalis ve B. subtilis) ve Gram negatif (E. coli, K. pneumoniae, S. 

Typhimurium, P. aeruginosa, E. aerogenes, A. haemolyticus) bakterilere karşı 

herhangi bir antibakteriyel aktivite göstermediği belirlenmiştir. Çalışmamızda 

kullanılan MeOH ve infüzyon ekstraktlarının çalışılan on iki bakteri suşuna karşı 

MİK değerinin hesaplanamamasının nedeni, kimyasal içerik miktarlarının düşük 

olmasından, bitkinin yetiştiği coğrafi bölgeden, hasat zamanı veya ekstraksiyon 

yönteminden kaynaklanıyor olabilir. Çünkü bitkinin sahip olduğu kimyasal içeriği; 

geliştiği mevsime, coğrafi koşullara, toprak şartlarına, hasat zamanına, farklı kurutma 

tekniklerine ve distilasyon yöntemine göre değişim gösterebilmektedir (Baydar vd., 

2004). 

Quorum sensing, bakteriyel dirençle mücadele etmeyi amaçlayan antibakteriyel ilaç 

keşif programlarında alternatif bir terapötik strateji olarak araştırılmaktadır. 

Bakterilerde ‘Quorum Sensing’ ya da ‘çevreyi algılama’ olarak da isimlendirilen bu 

mekanizma, bakteri hücrelerinde toksin üretimi, biyofilm oluşumu ve çeşitli virülans 

faktörlerinin sentezi gibi bir takım fenotipik ve patojenik özelliklerini regüle eder. 

Son çalışmalarda, bakteri hücrelerinde yeni ve önemli terapötik hedefler saptanmıştır 

(Medarametla vd., 2021). QS sistemleri quorum sensing moleküllerinin (QSM) 

üretimini ve tespitini içermektedir. Bu bileşiklerin sentez yapısını ve stabilitesini 

anlamak, bu sistemlerin terapötik olarak hedeflenmesi için stratejiler geliştirmek 

bakımından önemlidir (Falà, vd., 2022). Nitekim son yıllarda antibiyotikler 
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etkinliğini kaybetmeye başlamıştır ve bu sebeple, bakteri direncine karşı alternatif 

tedavi ve yeni stratejilerin bulunması gerekli hale gelmiştir (Ibrahim, 2022). 

Günümüzde yapılan araştırmalar, bitkilere ait potansiyel QS sistemi inhibitörlerinin, 

bakteriyel patojeniteyi hafifletebileceğini ve bakteri hücrelerini öldürmek yerine 

bakteriyel QS sistemlerini hedefleyip, direnç geliştirmek için selektif baskıyı 

azaltacağı veya yavaşlatabileceğini göstermiştir (Önem ve Çevikbaş, 2018). Özellikle 

bitkilerden elde edilen ekstraktlardaki bazı doğal maddelerin, Gram-negatif 

bakterilerin QS sistemlerini inhibe etme konusunda büyük bir potansiyele sahip 

olduğu gösterilmiştir (Bosgelmez-Tinaz vd., 2007). Bu nedenle, QS inhibitörleri 

kullanılarak patojenik bakterilerin QS sistemine müdahale etmek, bulaşıcı 

hastalıkların yönetimi ve tedavisi için yeni bir yol oluşturmaktadır  (Ugurlu vd., 

2016). 

Bildiğimiz kadarıyla bu tez çalışması, P. moluccelloides bitki türünün anti-QS sistemi 

aktivitesinin araştırıldığı ilk çalışmadır. Çalışma kapsamında P. moluccelloides’in 

toprak üstü ve kök kısımlarından hazırlanan MeOH ve infüzyon ekstraktlarının QS 

mekanizması ile swarming hareketi, piyosiyanin ve viyolasin pigmentlerinin üretimi 

ve biyofilm oluşumu üzerine inhibitör etkileri araştırılmıştır. Piyosiyanin, P. 

aeruginosa suşları tarafından üretilen ikincil bir metabolittir ve konakçı hücrelerde 

oksidatif stresi indükleyerek, sitotoksisite sergiler (Gonçalves ve Vasconcelos, 2021).  

P. aeruginosa’nın neden olduğu hastalığın nedenlerinden biri olan piyosiyanin gibi 

pek çok virülans faktörünün ekspresyonu, QS sisteminin kontrolünde gerçekleşir  

(Kostylev vd., 2019).  P. aeruginosa’da virülans faktörlerinin üretimi, düzenlenmesi 

ve denetimi, büyük oranda QS sistemlerine, homoserin laktona (AHL) dayalı küçük 

sinyal moleküllerine ve özellikli transkripsiyonel aktivatör proteinlerine bağlıdır 

(Stein, 2005; Venturi, 2006).  QS virülans faktör sisteminin düzenleyici 

mekanizması, hücre yoğunluğu ile koordineli çalışır ve bakteri hücresini 

antibiyotiklere karşı daha dirençli hale getirir  (Stein, 2005).  

P. aeruginosa QS sistemini hedef alan yeni teknikler, MDR P. aeruginosa 

enfeksiyonlarına karşı yeni anti-enfektif ilaçların geliştirilmesine yardımcı 

olabilmektedir (Li vd., 2004). Çalışmamızın sonuçlara göre, P. moluccelloides toprak 

üstü kısmına ait metanol (MeOH) ekstraktının, bakteri üremesine müdahale etmeden 

piyosiyanin üretimini %81,7 ± 0,2 oranında (kontrole karşı p <0,05) inhibe ettiği 
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gözlenmiştir. Bununla birlikte diğer ekstraktlar, test edilen konsantrasyonda 

piyosiyanin üretimini engelleyememiştir. Bu, P. molucelloides'in toprak üstü 

kısmında piyosiyanin pigmentinin üretimini engelleyen bileşiklerin var olduğu 

anlamına gelmektedir. İnfüzyon ekstraktlarında inhibisyon tespit edilmediği için, söz 

konusu bileşiklerin muhtemelen metanol (MeOH) ile ekstrakte edildiği 

düşünülmektedir.  

Flavonoidler, P. aeruginosa QS tarafından düzenlenen virülans faktörlerinin 

üretiminin bir inhibitörüdür. LasR'ye flavonoid bağlanması, bu flavonoidin, 3OC12-

HSL'ye benzer görünen bir afinite ile tercihen 3OC12-HSL ile aynı bölgeye 

bağlandığını tahmin etmektedir. LasR, oligomerize olabilen fonksiyonel bir 

monomer yapısının oluşumu için gerekli olan tüm amino asit kalıntıları ile temas 

kuramayacaktır. Böylece flavonoid bileşiği bağlayan yeni oluşan LasR zinciri 

oligomerize edilmemektedir. 3OC12-HSL, bu flavonoidin varlığında aktif LasR 

kompleksleri oluşturamamaktadır. Ayrıca, afinitelerdeki benzerlik, iki molekülün her 

birinin, bir kez LasR'ye bağlıyken diğerinin yerini almakta neden zorluk çektiğini 

açıklayabilir ( Hernando-Amado vd., 2020; Paczkowski vd., 2017). 

Fenolik bileşikler bu cinsin aktif bileşenleridir, bu nedenle başka bir çalışmada test 

edilen fenolik bileşikler, normal kültürler ile karşılaştırıldığında büyümeyi 

etkilemeksizin piyosiyanin üretimini ve biyofilm oluşumunu azaltmıştır (Ugurlu vd., 

2016). Bu sonuç bulgularımız ile benzerlik göstermektedir. Bakteri üremesini 

engellemeyen veya mikroorganizmaları öldürmeyen QS inhibitör bileşiklerin, 

dirençli bakterilerin gelişimi için seçici bir baskı oluşturma olasılığı daha düşüktür. 

Başka bir çalışmada, Ocimum sanctum'dan (Lamiaceae) elde edilen infüzyon 

ekstraktının da, P. aeruginosa PAO1'de AHL aracılı piyosiyanin pigment üretiminde 

önemli azalmaya neden olduğu gösterilmiştir (Musthafa vd., 2010).  Diğer bir 

çalışmada, P. aeruginosa PAO1'de piyosiyanin üretimi üzerinde farklı flavonoid 

konsantrasyonları test edilmiş ve 100 ve 400 µg/mL'lik konsantrasyonların, P. 

aeruginosa PAO1 büyümesini etkilemeden piyosiyanin üretimi üzerinde önemli bir 

olumsuz etkiye sahip olduğu gösterilmiştir. 300 µg/mL uygulamada piyosiyanin 

üretiminde %75'lik bir düşüş meydana gelmiş ve 400 mg/mL'de piyosiyanin 

üretiminin neredeyse tamamen inhibisyonu gözlenmiştir (Vasavi vd., 2016). Başka 

bir çalışmada apigenin (Isoflavonoids) için %57 ve akasetin (Isoflavonoids) için 
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piyosiyanin sentezinde %53 inhibisyon oranı ile önemli bir düşüş belirlenmiştir 

(Pachaiappan vd., 2022). Hispidulin (HPD) (flavonoid bileşik), sub-MİK 

konsantrasyonunda (75 μg/mL), P. aeruginosa suşlarında piyosiyanin pigment 

üretimini %71,69 ± %3,46'ya düşürmüştür (Pachaiappan vd., 2022). 

Swarming hareketi, P. aeruginosa suşlarının biyotik veya abiyotik yüzeylere 

bağlanmasını ve biyofilm oluşturmasını sağlayan bir virülans faktörüdür. Ayrıca 

bakteriler, ortamdaki hareketlilikleri ile içinde bulundukları ortama adapte olurlar 

(Alam vd., 2020). P. aeruginosa’da yayılma hareketliliği, uygulanan çoğu 

antibiyotiğe karşı artan direnç ve lokal enfeksiyon bölgelerinden uzak organlara 

bakteriyel yayılmaya dahil olmasıyla ilişkilidir (Coleman vd., 2020). Piyosiyaninde 

olduğu gibi, P. aeruginosa PAO1 swarming hareketliliği, C4-AHL sinyal molekülleri 

kullanılarak rhI sistemi tarafından düzenlenir (Tapia-Rodriguez vd., 2019). Sunulan 

çalışma, tüm ekstraktların P. aeruginosa PAO1 suşunda swarming hareketini kısmen 

baskıladığını göstermiştir. Piyosiyanin pigment üretiminin de rhI sistemi tarafından 

düzenlendiği göz önüne alındığında, P. moluccelloides’in rhI sistemine müdahale 

ettiği söylenebilir.  

Lamiaceae ailesi, çeşitli gıda patojenleri ile mücadelede anti-QS özelliklerine sahip 

bileşenleri içeren önemli aromatik bitkiler olarak kabul edilir (Camele vd., 2019).  

Önceki bir çalışmada, 0,2 µl/mL tarçın yağı içeren swarming agarda P. aeruginosa 

PAO1'e karşı yayılma inhibisyonu gözlemlenebilmiştir (Mahmud, 2021). Önceki 

başka bir çalışmada, Lamiaceae familyasına ait Coridothymus capitatus EO (CCEO) 

varlığında, test edilen tüm suşlar için piyosiyanin üretiminde (%84 ile %100 arasında) 

ciddi bir azalma olduğu gösterilmiştir. Ayrıca hemen hemen tüm test edilen suşlar 

için P. aeruginosa yayılma ve yüzme hareketliliğini güçlü bir şekilde etkileyebilir  

(Vrenna vd., 2021). Swarming hareketinin inhibisyonu testi için, tarçın 

(Cinnamomum zeylanicum Blume) ve fesleğen (Ocimum basilicum Linn)'den elde 

edilen ekstraktlar, 100–50 µg/mL konsantrasyonlarda P. aeruginosa PAO1 

kullanılarak test edilmiş ve 50 µg/mL'lik en düşük konsantrasyonda hiçbir inhibisyon 

gözlenmemiştir. Bu nedenle, populasyon hareketliliğinin inhibisyonu, yüzeylerin ve 

ekipmanın patojenik mikroplar tarafından kolonize olmasını ve ardından biyofilmler 

oluşturmasını önleyebilir (Tamfu vd., 2021). Bakteriler, yüzeyleri kolonize etmek 

için swarming hareketlerini kullanır ve bu adım, mikrobiyal direncin ana 
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nedenlerinden biri olan yüzeylerde biyofilm formasyonlarının oluşmasını sağlar 

(Tamfu vd., 2021; Kocak vd., 2021). Daha önceki çalışmalardaki gözlemin aksine, 

bu çalışmada kullanılan bitki ekstraktlarının çoğu, daha yüksek konsantrasyonlarda 

bile herhangi bir antibakteriyel aktivite göstermemiştir. Bu, ekstraktların içerdiği 

bileşiklerin, bakterilerin QS sistemini engelleyebilen bileşiklere sahip olduğunu 

göstermiştir.  

P. aeruginosa, ekzopolisakkaritler (EPS'ler), nükleik asitler ve proteinlerden oluşan 

karmaşık bir biyofilm matrisi üretir (Jacobs vd., 2022). Biyofilm tabakası bakteri 

hücrelerini dezenfektanlar, antibiyotikler ve konakçının bağışıklık sistemi gibi çeşitli 

çevresel streslere karşı korumaktadır (Maurice vd., 2018). P. aeruginosa biyofilm 

oluşturmak için iki sistem kullanmaktadır. LasI sistemi, sinyal molekülü olarak N-(3-

oksododekanoyl) -L-homoserin (OdDHL) laktonlarını (3OC12-HSL), RhlI sistemi 

ise sinyal molekülü olarak N-bütiril-L-homoserin (BHL) laktonlarını (C4-AHL) 

kullanır (Sırıken ve Veli, 2017). Bununla, birlikte test edilen ekstraktların, çalışılan 

konsantrasyonlarda biyofilm oluşumu üzerinde herhangi bir inhibitör aktivitesi tespit 

edilmemiştir. Bunun sebebinin ise ekstraktların, P. aeruginosa’da biyofilm sentezi 

için QS yollarını inhibe edememesinden kaynaklı olabileceği düşünülmektedir. P. 

moluccelloides bitkisi için literatürde biyofilm inhibisyonunu araştıran bir çalışma 

olmadığı gözönüne alındığında, mevcut çalışmanın bu konuda fikir verici nitelikte 

olduğu düşünülmektedir. Bununla birlikte bazı çalışmalarda fenollerin ve flavonoid 

bileşiklerinin biyofilm oluşumunu engelleyebileceği gösterilmiştir. Bir çalışmada, 

flavonoidler P. aeruginosa’da tip IV pili ve flagella motilitesi üzerinde bir etki 

göstererek, bu bileşiklerin QS inhibisyonu ve biyofilm direnci özelliklerini 

bildirmiştir. Çalışmada pozitif kontrol olarak kullanılan hispidulin (HPD), P. 

aeruginosa’da virülans ve biyofilm gelişimini baskılamıştır (Anju ve., 2022). Başka 

bir çalışmada rutin, P. aeruginosa’da biyofilm oluşumunu inhibe etmiş ve bu etkinin, 

fitokimyasalın bir antibiyotik ile kombine edildiğinde daha da etkili olacağı 

düşünülerek gentamisin ile birlikte biyofilm inhibisyonu aktivitesinin 

konsantrasyona bağlı bir şekilde değiştiği bulunmuştur (Deepika vd., 2018). 

Çalışmada test edilen ekstraktların hiçbirinin viyolasin pigment üretimini 

engelleyemediği gözlenmiştir. Bu sonuçlar, P. moluccelloides ekstraktlarının, cvi 

sistemi üzerinde herhangi bir inhibitör etkisinin olmadığını göstermiştir. P. 
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moluccelloides bitkisi için literatürde viyolasin inhibisyonunu araştıran bir çalışmaya 

rastlanmamıştır. Bununla birlikte yapılan bir çalışmada, fenolik bileşiklerin C. 

violaceum 12472'de viyolasin sentezini engelleyebildiği, bakterilerde QS aracılı 

işlemlerde sinyal üretimini ve sinyal alımını önleyebildiği bulunmuştur (Tamfu vd., 

2021). Bir çalışmada, hispidulin (HPD) sub-MİK konsantrasyonunda (75 μg/mL), 

raportör bakterilerin ve test bakterilerinin viyolasin pigment üretimini sırasıyla 

%81,92 ± 1,90 ve %71,69 ± 3,46'ya düşürmüştür (Anju vd., 2022). Bir çalışmada, 

naringenin (flavoniod), etkisini QS düzenleyicisi LasR'yi doğrudan bağlayarak 

ürettiğini, dolayısıyla fizyolojik aktivatörü N-(3-oxo-dodecanoyl)-L-homoserine 

lactone (3OC12-HSL) ile rekabet ettiğini göstermektedir. Bu bulgulara göre, 3OC12-

HSL miktarının düşük olduğu erken üstel büyüme fazında naringenin, P. aeruginosa 

QS yanıtını etkin bir şekilde inhibe etmektedir. Büyümenin sonraki aşamalarında, 

3OC12-HSL konsantrasyonu LasR'yi bağlamak için yeterli bir eşiğe ulaştığında, 

naringenin QS yanıtını etkili bir şekilde inhibe etmeyecektir (Hernando-Amado vd., 

2020).  

LasR'ye flavonoid bağlanmasının modellenmesi, bu flavonoidin, 3OC12-

HSL'ninkine benzer bir afinite ile tercihen 3OC12-HSL ile aynı bölgeye bağlandığını 

tahmin eder. LasR, oligomerize olabilen fonksiyonel bir monomerin yapısının 

oluşumu için gerekli olan tüm amino asit kalıntıları ile temas kuramayacaktı, bu 

nedenle flavonoid bileşiği bağlayan yeni oluşan LasR zinciri oligomerleşemeyecek 

ve 3OC12-HSL olmayacaktı. Bu flavonoidin varlığında ise aktif LasR kompleksleri 

oluşabilir. Ayrıca, afinitelerdeki benzerlik, yalnızca daha yüksek afiniteler sunan 

ligandların, orijinal olarak bağlı ligandın yerini alabileceği belirtilmiş olduğundan, 

iki molekülden her birinin, bir kez LasR'ye bağlandığında diğerini değiştirmekte 

neden zorluk çektiğini açıklayabilir (Paczkowski vd., 2017). Ayrıca, P. aeruginosa 

ve C. violaceum suşlarının Gram negatif bakteriler olması, lipofilik ester tabakası 

olan yüksek konsantrasyondaki etil pirüvatın hücre duvarından geçişini zorlaştırdığı 

(Wang vd., 2021) ve konsantrasyona bağlı olarak anti-QS etkilerinin eksilmesine 

sebep olduğu düşünülmüştür (Kaya vd., 2021). 

Kullanılan C. violaceum ATCC 12472 bakteri suşu viyolasin pigment üretiminde, P. 

aeruginosa PAO1 bakteri suşu biyofilm oluşumunda uzun zincirli AHL 

moleküllerini kullanır. Sonuçlarımız, test edilen ekstraktların bu sinyal 



73 

moleküllerinin sentezini veya hedef reseptöre bağlanmasını durduramadığını işaret 

etmektedir. Çalışmamız P. moluccelloides türünün toprak üstü ve kök kısımlarından 

hazırlanan MeOH ve infüzyon ekstraktlarının swarming hareketi, piyosiyanin 

pigment üretimi ve viyolasin pigment üretiminin engellenmesi ve anti-biyofilm etkisi 

bakımından QS inhibitör etkinliğini değerlendiren ilk çalışma niteliğindedir. 

Çalışmada ekstraktların, viyolasin pigment üretimini ve biyofilm oluşumunu inhibe 

etmediği, ancak piyosiyanin pigment üretimi ve swarming hareketi üzerine inhibitör 

etkinliklerinin bulunduğu tespit edilmiştir. 

Meme ve servikal kanserleri, dünya genelinde insanlar arasında en sık görülen kanser 

türleri arasındadır (Rawat ve Reddy, 2022). Kanser tedavisinde kemoterapi, immün 

terapi, hormonla tedavi, radyasyon tedavisi, hedefe yönelik tedavi, cerrahi müdahale 

gibi çeşitli yöntemler kullanılmaktadır (National Cancer Institute, 2022). İnsan 

epidermal büyüme faktörü reseptörü 2 (HER2), östrojen reseptörü (ER), progesteron 

reseptörü (PR) ve Ki67 ekspresyonuna bağlı olarak meme kanseri 4 temel alt türde 

sınıflandırılmaktadır (Vignoli vd., 2020). Kemoterapötik ilaçların kanser hücrelerinin 

yanı sıra normal hücrelere de sitotoksik etki göstermesi ciddi bir problem olmaktadır. 

Bu nedenle kanserle mücadelede daha güvenilir ve etkili materyallerin bulunması 

veya geliştirilmesi gerekmektedir ( Altunoglu vd., 2022; Can vd., 2020; Sharif vd., 

2021). Kanser kök hücrelerinin mevcudiyeti, meme kanserinde hem tedavi 

direncinden hem de heterojeniteden ve ayrıca hastalık nüksetmesinden sorumlu ana 

faktörlerden biridir (Kusoglu vd., 2020).  

Mevcut tez çalışması kapsamında, P. moluccelloides bitkisinin toprak üstü ve kök 

bölümlerinden elde edilen MeOH ve infüzyon ekstraktlarının, MDA-MB-231 (ER-

/PR-/HER2-), MCF-7 (ER+/PR+) meme kanseri hücreleri ve HeLa (insan servikal 

kanseri) hücreleri üzerindeki antiproliferatif etkisi belirlenmiştir. Antiproliferatif 

aktivite, MTT testi ile çalışılmış olup, 24 ve 48 saat sonunda beş farklı 

konsantrasyonun (31.25, 62.5, 125, 250, 500 μg/mL) etkisi araştırılmıştır. 

MTT analizi sonuçlarına göre tüm ekstraktların sırasıyla 24. saatte HeLa ve MDA-

MB-231 hücrelerine yönelik önemli bir antiproliferatif aktivitesi gözlenmemiştir. 

Bununla birlikte, toprak üstü kısmının MeOH ekstraktının MDA-MB-231 ve HeLa 

hücre hatlarına karşı doza ve zamana bağlı hafif bir antiproliferatif etkisi vardır. 
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Ayrıca, toprak üstü kısmına ait infüzyon ekstraktı, HeLa hücrelerine karşı doza ve 

zamana bağlı hafif bir antiproliferatif etki sergilemiştir. Toprak üstü kısmının 

infüzyon ekstraktı, kontrole kıyasla HeLa hücre canlılığını azaltmıştır. Öte yandan, 

tüm ekstraktlar 24. ve 48. saatlerde MCF-7 hücrelerine karşı doza bağımlı bir 

antiproliferatif aktivite sergilemiştir. Ayrıca MCF-7 hücreleri üzerinde hücre 

canlılığını en fazla azaltan ekstrakt, her iki periyot için de toprak üstü kısmı MeOH 

ekstraktı olmuştur. Diğer ekstraktların IC50 değerleri >1000 µg/mL iken, en düşük 

IC50 değeri (875,7 µg/mL) 48. saatte MCF-7 hücrelerine karşı toprak üstü kısmının 

MeOH ekstraktında hesaplanmıştır. 

Önceki bir çalışmada E. macrophylla'nın kök kısmından hazırlanan DCM ve N-

heksan ekstraktlarının, HT-29 ve A549 hücre hatlarına karşı IC50 değerleri sırasıyla, 

195 ile 229 µg/mL ve 253,2 µg/mL ile >1000 olarak bildirilmiştir. MeOH 

ekstraktının her iki hücre hattına karşı IC50 değerleri ise mevcut çalışmada olduğu 

gibi >1000 µg/mL olarak belirlenmiştir (Asgharian vd., 2017b).  Bu çalışmada, P. 

molucelloides'in kök kısmından hazırlanan MeOH ekstraktlarının MCF-7 ve MDA-

MB-231 hücre hatlarına karşı IC50 değerleri >1000 µg/mL olarak bulunmuştur.  

Literatürde rosmarinik asit (RA), krizoerol, osthol ve pinocembrin'in MDA-MB-231, 

MCF-7 ve HeLa dahil olmak üzere çeşitli kanser hücre hatlarına karşı antiproliferatif 

aktivitesini bildiren birçok çalışma bulunmaktadır (Amrutha vd., 2014; Berdowska 

vd., 2013; Chou vd., 2007; Zhu vd., 2021). Krizoerol, kimyasal olarak luteolin'in 3'-

metoksi türevi olan bir flavondur. A549 hücre hattına karşı yapılan bir çalışmada, 

krizoerolün kanser hücrelerinde LC3II ve Beclin-1 ekspresyonunu artırarak otofajiyi 

indüklediği bildirilmiştir. Ayrıca krizoerolün MAPK/ERK yolunu inhibe ettiği ve 

A549 hücrelerinin göçünü ve yayılımını sınırladığı belirtilmiştir (Wei vd., 2019). 

Osthol, Apiaceaous ailesinden izole edilen doğal bir kumarindir. Farmakolojik 

çalışmalar, ostholün bazı kolon, prostat, beyin, akciğer, lösemi, serviks, yumurtalık, 

böbrek, karaciğer ve meme kanseri hücre hatlarına karşı antikanser aktivite 

sergilediğini göstermiştir. Kanser hücresinin tipine ve kullanılan doza göre 

değişmekle birlikte ostholün etki mekanizmalarının, apoptozu indükleyerek, anti-

anjiyogenez yaparak, metastazı inhibe ederek, hücre proliferasyonunu ve göçünü 

bloke ederek çalıştığı belirlenmiştir (Shokoohinia vd., 2018). Pinocembrin, birçok 

bitki türünde bulunan birincil bir flavonoiddir. Kolon ve insan lösemi hücre hatları 
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üzerinde yapılan çalışmalar, pinocembrinin kanser hücrelerinde apoptozu 

indüklediğini göstermiştir. Ayrıca, pinocembrinin, kolon kanseri hücre hatları olan 

HT-29 ve HCT-116'da süperoksit anyon radikallerini ve nitrojen dioksiti aşağı yönlü 

regüle ettiği bulunmuştur (Rasul vd., 2013). 

İn vitro ve in vivo çalışmalar, flavonoidlerin güçlü antikanser aktiviteler 

sergileyebileceğini göstermiştir (Abotaleb vd., 2018; Rodríguez-García ve Sanchez-

Quesada, 2019). Flavonoidler, antikanser etkileri sergileyen çok çeşitli bileşiklerdir. 

ROS süpürücü enzim aktivitelerini modüle ederler, hücre döngüsünün 

durdurulmasına katılırlar, apoptozu indüklerler, otofaji ve kanser hücresi çoğalmasını 

ve istilacılığını engellerler (Chirumbolo vd., 2018; Perez-Vizcaino ve Fraga, 2018). 

Hem antioksidan hem de prooksidan aktiviteler, flavonoidlerin antikanser etkilerinde 

yer almaktadır (Oliveira-Marques vd., 2009). Genistein izoflavonlar, G2/M fazında 

meme kanseri hücresi tutuklanmasını ve ardından ROS'a bağlı apoptozu 

desteklemiştir (Kaushik vd., 2019). Başka bir çalışmada Daidzein (izoflavonlar), 

ROS oluşumu nedeniyle meme kanseri MCF-7 hücrelerinde apoptozu desteklemiştir 

(Jin vd., 2010). Flavanon hesperetin, ROS üretimini artırarak mitokondriyal 

apoptotik yolu aktive edip (Kopustinskiene vd., 2020) insan meme kanseri MCF-7 

hücrelerinde apoptozu indüklemiştir (Palit vd., 2015). İzoflavonoidler, östrojen 

reseptörü-a ekspresyonunu düzenleyebilir ve MCF-7 hücre hattında proliferasyonu, 

farklılaşmayı ve aktive edici apoptozu aşağı yönlü düzenleyebilir (Choi vd., 2014). 

Gerçekte, flavonoidlerin, normal hücreler üzerinde çok az etkili veya hiç etkili 

olmayan çeşitli insan kanser hücrelerine karşı sitotoksik aktiviteyi ortaya çıkardığı 

gösterilmiştir. Bu gerçek, antikanser tedavisi için potansiyel flavonoid bazlı 

kemoterapötiklerin geliştirilmesi açısından büyük ilgi uyandırmıştır (Plochmann vd., 

2007; Sghaier vd., 2011). Önceki çalışmalar, E. moluccelloides’in toprak üstü MeOH 

ekstraktının çeşitli biyolojik etkilere sahip olduğunu göstermiştir. Ekstrakt içerisinde, 

iridoid glikozitler, 6b-hidroksi-7-epiloganin, lamalbide, lamalbidik asit, şanzhisid 

metil ester, sesamosid bileşenleri belirlenmiştir (Çalış vd., 2007). Ayrıca, 5-hidroksi-

4',7-dimetoksiflavon, klorojenik asit, ekinakozit, p-kumarik asit, vanilik asit (12), 

fliyosid II)'ye ek olarak, apigenin-7-O-(3'',6''-Ep-dikumaroil)-β-glukozit  ve 2β,14-

dihidroksi -11-formil-12-karboksi-13-des-izopropil-13- hidroksimetil-abieta-
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8,11,13-trien- 16- lakton, E. moluccelloides'in toprak üstü kısmından elde edilen 

bileşikler arasındadır (Qiu vd., 2019).  

Bu bileşenlerin kanseri önlemede veya kanserle mücadelede yüksek potansiyele 

sahip olduğu anlaşılmaktadır. Bu bilgiye dayanarak, bu çalışmada tespit edilen toprak 

üstü kısma ait MeOH ekstraktının antiproliferatif aktivitesinin, yukarıda belirtilen 

kimyasallardan kaynaklanması muhtemeldir.  

Özetlenecek olursa mevcut çalışma göstermiştir ki; 

I. P. moluccelloides'in antibakteriyel ve anti-biyofilm aktiviteleri 

bulunmamıştır. Bununla birlikte, swarming hareketliliği üzerindeki inhibitör 

etkinlikleri dikkat çekicidir. Özellikle, P. moluccelloides՚in toprak üstü 

kısmının MeOH ekstraktı, piyosiyanin üretimi üzerinde güçlü inhibitör 

aktiviteye sahiptir. 

II. P. molucelloides'in toprak üstü ve kök kısımlarının MeOH ve infüzyon 

ekstraktları, MCF-7 hücrelerine karşı doza bağlı antiproliferatif aktiviteye 

sahiptir. 

III. Toprak üstü kısmının MeOH ve infüzyon ekstraktları, HeLa hücrelerine karşı 

doza ve zamana bağlı antiproliferatif etkiye sahiptir. 

IV. Toprak üstü kısmının MeOH ekstraktı, MDA-MB-231 hücrelerine karşı doza 

ve zamana bağlı antiproliferatif etkiye sahiptir.  

V. Sonuç olarak, P. moluccelloides ekstraktları, özellikle toprak üstü kısmına ait 

MeOH ekstraktı, serviks ve meme kanserleriyle mücadelede faydalı etkilere 

sahip olma potansiyeli taşımaktadır. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Bu araştırma, P. moluccelliodes'in toprak üstü ve kök kısımlarının MeOH ve 

infüzyon ekstraktlarının in vitro antimikrobiyal aktivitesi, anti-QS aktivitesi ve 

antiproliferatif etkileri hakkında kapsamlı ön sonuçlar sağlamaktadır. Sonuçlara göre, 

P. moluccelloides'in antibakteriyel ve anti-biyofilm aktiviteleri bulunmamıştır.                  

Bu araştırma, P. moluccellides'in toprak üstü ve kök kısımlarının MeOH ve infüzyon 

ekstraktlarının in vitro antibakteriyel ve anti-QS etkilerine dayanan bir ön çalışma 

olarak rapor edilmiştir. Bulgular, MeOH ekstraktlarının anti-piyosiyanin ve anti-

swarming ajanların geliştirilmesi için yüksek potansiyele sahip olduğunu 

göstermiştir.  

Diğer yandan, bitkinin özellikle toprak üstü kısmına ait MeOH ekstraktının kanser 

hücreleri üzerinde antiproliferatif bir etkiye sahip olduğunu ve kansere karşı 

mücadelede umut verici bir terapötik yaklaşım sunabileceğini göstermektedir. P. 

molucelloides ekstraktlarının uygulanmasından sonra antiproliferatif aktivite 

sağlayan mekanizmaları göstermek için daha ileri çalışmalar yapılmalıdır. Bu bitki 

ekstraktlarının antiproliferatif etkilerinin ortaya konulmasının, dünya genelinde 

kadınlardaki görülme sıklığı yüksek olan meme kanserine karşı yeni ilaç etken madde 

oluşturma potansiyeli hakkında fikir edinilmesini sağladığı düşünülmektedir.  

Son olarak, çeşitli güçlü avantajlara rağmen, tıbbi bitkilerin güvenliği ve toksisitesi 

ile ilgili bazı endişeler vardır. Tıbbi bitkilerden elde edilen ilaçların kullanımıyla 

ilişkili toksikolojik zorlukların hafife alınması ciddi sağlık sorunlarına yol 

açabileceğinden, güvenli kullanımları için de ileri testlerin yapılmasının gerekli 

olduğu düşünülmektedir.  
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