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Glniimiizde modern tipta kullanilan birgok ilacin temelini sifal1 bitkiler olusturmaktadir. Bu
nedenle daha 6nce ¢alisilmamis endemik bitki tiirlerinin biyolojik aktivitelerinin arastirilmasi
ve literatiire kazandirilmasi oOnemlidir. Bu tez, Phlomoides moluccelloides (Bunge)
Salmaki'nin toprak tstii ve kok boliimlerine ait metanol (MeOH) ve infiizyon ekstraktlarinin
antibakteriyel, anti-quorum sensing ve antiproliferatif aktivitelerini belirlemeyi amaglamigtir.
Antiproliferatif aktivite, MTT testi kullanilarak HeLa, MCF-7 ve MDA-MB-231 kanser hiicre
kiiltiirii hatlarinda arastirilnugtir. Ekstraktlarmm minimal inhibitér konsantrasyon (MIiK)
degerleri, s1ivi mikrodiliisyon yontemi kullanilarak bir takim referans bakteri suslarina karst
degerlendirilmistir. Ekstraktlarin anti-quorum sensing aktiviteleri, Pseudomonas aeruginosa
PAO1 ve Chromobacterium violaceum ATCC 12472 bioraportor suslarinda viyolasin ve
piyosiyanin pigment iiretiminin inhibisyonu, biyofilm formasyonunun inhibisyonu ve yayilma
hareketliliginin (swarming motilite) inhibisyonu {izerine test edilmistir. Kullanilan tiim
ekstraktlar, MCF-7 hiicre hattina karsi doza bagimli antiproliferatif aktivite gosterirken,
yalnizca toprak ustii kisminin MeOH ekstrakti HeLa ve MDA-MB-231 hiicre hatlarina karsi
doza ve zamana bagli antiproliferatif aktivite gostermis olup, toprak iistii kisminin infiizyon
ekstrakti ise HeLa hiicre hattina karsi doza ve zamana bagl antiproliferatif aktivite
sergilemistir. En etkili sonug, 48. saatte MCF-7 hiicre hattinda toprak tstii kisma ait MeOH
ekstrakti icin (ICsp = 875,7 ug/mL) belirlenmistir. Tiim ekstraktlarin test edilen bakterilere
kars1 minimal inhibitor konsantrasyon (MIK) degerleri> 2000 pg/mL olarak tespit edilmistir.
Ekstraktlarm hepsinin P. aeruginosa PAOL'in swarming hareketliligini kismen inhibe ettigi
belirlenmistir. Ayrica toprak istii kisma ait MeOH ekstrakti, bakteri tiremesini durdurmadan
piyosiyanin tretimini %81,7 oraninda engellemistir. Biyofilm olusumu ve viyolasin
pigmentlerinin {iretimi s6z konusu oldugunda ise ekstraktlar 6nemli bir inhibe edici etki
gostermemistir. Bulgular, P. moluccelloides'in kanser hiicreleri {izerinde antiproliferatif bir
etkiye ve iyi bir anti-quorum sensing ajan1 olma potansiyeline sahip oldugunu géstermektedir.
Bu biyolojik aktivitelere sebep olan mekanizmalarin aydinlatilmasi igin ileri analizlerin
gergeklestirilmesi 6nerilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: 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: DOC. DR. YASEMIN CELiK ALTUNOGLU

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
MCEF-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 (ICso = 875.7 pg/mL). The
minimal inhibitory concentration (MIC) ratios of all extracts against the tested bacteria were
> 2000 pg/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-
guorum 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.
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1. GIRIS

Sifali bitkiler, dogadan insanlara bir armagandir ve daha iyi saglik arayislarinda
onlara yardimci olmustur. Tarih Oncesi zamanlardan beri, dogal iiriinler insanlik
tarafindan iyilestirici ilaglarin baslica kaynagi olarak kabul edilmis ve kullanilmistir
(Wright, 2019). Tibbi bitkilerin ilag yapiminda kullanildig: ile ilgili en eski yazili
belgeye, yaklasik 5000 yillik Nagpur'dan bir Stimer kil levhasinda rastlanmistir.
Bazilar1 hashas, henbane ve mandrake gibi alkaloidler olan 250'den fazla cesitli
bitkiye atifta bulunan 12 ilag hazirlama tarifinden olusmustur (Petrovska, 2012).
Onlarin bilgileri, etnobotanik arastirmay1 baslatan yerel halk tarafindan nesilden
nesile yayilmistir. Kiiresel kullanimlari, geleneksel tedavi edici ve endiistriyel
degerleri géz Oniine alindiginda, yeni ilaglarin tiretimine onciiliilk etmek i¢in birgok
dogal iiriin arastirilmaktadir (Salehi vd., 2018; Sharifi-Rad vd., 2018). Kirsal
toplumlarda, ilk tip pratisyenleri birinci basamak saglik hizmeti saglayicilart olarak
belirlenmistir (Malami vd., 2020). Diinya niifusundaki artis trendi, 21. ylizyilin ilk
yarisinda diinya niifusunun 10 milyar1 asacagini diisindiirmektedir. Bu nedenle gida
giivenliginin yan1 sira saglik hizmeti sunma ¢abalar1 da uluslararas: toplumun en

onemli sorun ve kaygilarindan biri olacaktir (Hadipour vd., 2016).

Bitkiler dogrudan ilag olarak kullanilabilen miikemmel ve giiclii biyoaktif bilesiklerin
kaynagidir (Siddiqui vd., 2020). Genel olarak, tibbi bitkilerin kullanimi, gelismekte
olan iilkeler i¢in daha uygun fiyatli ve erisilebilir oldugundan pek c¢ok firsat
saglamistir (Nigussie vd., 2021). Bu nedenle, tibbi bitkilerin saglik kosullarimizi
iyilestirmek i¢in zararsiz fakat anlasilmasi zor araglar sundugu diisiiniilmektedir (da
Silva vd, 2021). Cesitli bitkilerin yara, cilt hastaliklar1, adet bozukluklari, dogum
sonrast ates, bas agrisi, solunum yolu enfeksiyonu, tiretral enfeksiyon, romatizma ve
kanser tedavisi gibi ¢esitli biyolojik aktivitelerinin oldugu gozlenmistir (Ohue, 2019;
Talib vd., 2020). Ayrica, tiim sifali bitkiler, antidiyabetik, anti-osteoporotik,
antimikrobiyal, hepatoprotektif, anti-inflamatuar, antimalaryal, immun-modiilator,
antioksidan, anti-hipertansif, antikanser ve digerleri ile birlikte ¢esitli farmakolojik

ozelliklere sahip metabolitler olarak sayisiz biyoaktif bilesik verme konusunda



zengindir (Gezici ve Sekeroglu, 2019; Majolo vd., 2019). Dogal biyoaktif bilesikler,
gidanin normal besleyici degerinin 6tesinde saglik iizerine olumlu etkileri olan bir
grup fitokimyasaldir (Li vd., 2019; Nadar vd., 2020; Zhang vd., 2021). Bitkilerde
biyoaktif bilesikler, birincil ve ikincil metabolitler olarak ayrilabilmektedir.
Proteinler, yaglar ve polisakkaritler gibi birincil metabolitler, bitki gelisimini ve
biiyiimesini destekler. Polifenoller, flavonoidler, alkaloidler, terpenoidler, tanenler,
fenolik bilesikler, steroidler ise ikincil metabolitlerdir (Qin ve Xi, 2021). Bitkiler
tarafindan kullanilmayan ve g¢esitli kisimlarinda depolanan ikincil metabolitler,
bitkileri mikroorganizma saldirilarindan korur, tozlayicilar igin ¢ekicidir, bunun
yaninda insanlara terapotik etkiler saglar (Sekil 1.1) (Das ve Gezici, 2018). Biyolojik
olarak aktif olan bu bilesikler, parazitler ve patojenler lizerinde 6nemli etkiye sahiptir.
Bazi arastirmalarda, yaygin, kullanic1 dostu ve ekonomik olarak mevcut bitkilerin,
antimikrobiyal aktivitenin yani sira antioksidan aktivite gdsterdigi sonucuna

varilmistir (Kiselova vd., 2006).

Ikincil Metabolitler
i Fenolik
Terpenler Az.ot igeren =
Bilesikler Bilesikler
Asetil CAO’dan - - Fenilalanin den Sikimik
. . Aminoasitlerden . .

Mevalonik Asit Yoluyla Sentezleni ya da Malonik Asit

Sentezlenir entezienir Yoluyla Sentezlenir

Sekil 1.1 Bitki ikincil metabolitlerinin siniflandirilmasi (Vuran ve Tiirker, 2021).

Farkli biyoaktif bilesikler, farkli biyolojik 6zellikler sergilediklerinden, yasamin
bircok alaninda potansiyel uygulama alanina sahiptir. Ornegin polifenoller, gii¢lii
antioksidan kapasiteleri nedeniyle fonksiyonel gidalarda genellikle dogal katki
maddeleri olarak kullanilmigtir (Osorio-Tobon, 2020).



Tipta kullanilan ilaglarin %40'mmin dogal bilesiklerden elde edildigi tahmin
edilmektedir (Xiao vd., 2018). Bitkilerin kimyasal bilesimi hakkinda kapsamli bilgi,
olasi tibbi degerlerinin daha iyi anlasilmasina yol agmaktadir. Modern kimya, birincil
ve ikincil bitki metabolitlerinin roliinii tanimlamistir (Hussein ve El-Anssary, 2018).
Yeni veya yeniden ortaya ¢ikan tiim bulasici hastaliklar, insanlik i¢in devam eden bir
tehdidi temsil etmektedir. Baz1 patojenler, bir siire sessiz kaldiktan sonra, genellikle
giderek artan oranlarda, orijinal veya yeni konakgilarinda yeniden ortaya ¢ikmalarini
saglayan ozellikler kazanabilmektedirler (Sarma, 2017). Bu direngli bakterilerle
enfeksiyon, yasami tehdit eden ciddi hastaliklara yol agabilirken, etkili
antibiyotiklerin olmamasi her yil daha yiiksek 6liim oranlarina sebep olmaktadir

(Wang vd., 2020).

Tibbi bitkilerin dogal kaynaklarina ek olarak, kanser tedavisi i¢in siklikla kullanilan
degerli fitokimyasallar da bulunmaktadir (Al-Ansari vd., 2019). Daha 0once
kullanilan antikanser ilaclar1 nedeniyle, sadece tiimor hiicrelerine degil, ayni
zamanda kanserin gelistigi viicut boliimiindeki normal hiicrelerde de nispeten yiiksek
toksisite gozlenmektedir. Su anda, karasal bitkiler arasinda oldugu kadar deniz
ortamlarinda da yeni antikanser ilaglarin arayisi siirmektedir (Lichota ve
Gwozdzinski, 2018). Tiirkiye bitki ¢esitliligi ve endemizmi agisindan diinyanin en
zengin iilkelerinden biridir ve farmakolojik etkileri nedeniyle yiizyillardir hastaliklara
kars1 kullanilan gesitli bitki tiirlerine ev sahipligi yapmaktadir (Erugar vd., 2022). Ilag
olarak ve gidalarda kullanimlart ile yeni dogal iiriinler gelistirmek igin yerli tibbi
bitkilerin dikkate deger fitokimyasal kaynaklar1 dogal bir stok olabilmektedir. Tibbi
bitkilerin bazilar1 alerjik veya hassas popiilasyonlar i¢in zararli olabilirken, diger
durumlarda bitkinin belirli kisimlar1 yenilebilir ve diger kisimlar1 zehirli olabilir. Bu
nedenle, herhangi bir tibbi bitkinin toksikolojik degerlendirmesi, olumsuz etkilerini
ortaya ¢ikarmak ve bu tiir etkilerin meydana geldigi maruziyet seviyesinin sinirlarin

belirlemek i¢in zorunlu olarak gereklidir (Siddiqui vd., 2022).

Bu alanda ¢ok ve yeni ¢alismalar yapmak 6nem arz etmektedir. Bu nedenle endemik
bitkilerin antikanser Ozelliklerinin arastirilmasi  ve sonuglarinin literatiire
kazandirilmas:  gereklidir.  Bildigimiz  kadartyla, literatiirde =~ Phlomoides
moluccelloides (Bunge) Salmaki’ nin biyolojik etkileri hakkinda daha dnce yapilmis

kapsamli bir rapor bulunmamaktadir.



1.2 Phlomoides moluccelloides Tiiriiniin Botanik Bilgileri

Phlomoides moluccelloides (Bunge) Salmaki, Lamiaceae ailesinin bir tiirii olup
Eremostachys moluccelloides (Bunge) Salmaki olarak da adlandirilmaktadir. Bu aile,
fitokimyasallar1 ve biyoaktivitesi yiiksek biyolojik ve farmakolojik etkilere sahip bir
bitki tiiridiir (Fidan vd., 2019; Ghalkhani vd., 2021; Kozlowska vd., 2015; Ydyrys
vd., 2021).

1.2.1 Lamiaceae Ailesi Hakkinda Genel Bilgiler

Lamiaceae ailesi, Tiirk¢e adiyla Ballibabagiller olarak da bilinir ve tiim diinyada
yayilis gostermektedir. Bu familya, 245 cins ve yaklasik olarak 7886 tiirden
olusmaktadir. Soguk kutup bélgeleri disinda diinyanin hemen her yerinde yayilist
vardir (Abdelhalim ve Hanrahan, 2021). Lamiaceae familyasina ait tyeler,
cogunlukla ot, seyrek aga¢ ve ¢ali formu goriiniimiindedirler. En bariz 6zellikleri,
vertisillat (halkasal) dizilim gdsteren ve ucucu yag iceren yapraklaridir (Ipek, 2018).
Lamiaceae, geleneksel tipta kullanilan ¢ok ¢esitli bitkileri igeren en 6nemli bitki
ailelerinden biri olarak kabul edilmektedir (Ayaz vd., 2020). Lamiaceae bitkileri,
ornegin sindirim sistemi bozukluklarinin tedavisinde oldugu gibi ¢esitli farmakolojik
aktivitelere sahiptir. Etnofarmakolojik ¢aligsmalar, bazi Lamiaceae iiyelerinin ugucu
yaglarinin anti-insektisit, anti-inflamatuar, antioksidan, antimikrobiyal ve antikanser
aktiviteleri oldugunu gostermistir ( Filho vd., 2022; Govindarajan vd., 2016; Sun vd.,
2022). Tirkiye’de de yetisen, tibbi 6neme sahip olan bu familyanin gida olarak da
tilketilen tiirleri vardir. Bunlar Mentha (nane), Salvia (adagayi), Thymus (kekik),
Rosmarinus (biberiye), Ocimum (feslegen) olarak sayilabilir. Yiyecek olarak Stachys
affinis (Cin enginar1), ayrica giizel kokulu bitkiler olarak Lavandula (lavanta),
Pogostemon ve birgok bitki iiyesinin de siis bitkisi olarak kullaniminin olmasi,
familyanm tibbi ve ekonomik kiymetini gostermektedir (ipek, 2018). Tiirkiye,
Lamiaceae (Labiatae) familyas: i¢in Onemli bir gen merkezi olup, Tirkiye'de
endemik olarak 256 tiirii bulunmaktadir ve familyanin endemizm orani ise %44'tiir
(Keskin, 2018).



1.2.2 Lamiaceae Ailesi Uyelerinin Tipta Kullanimi

Lamiaceae ailesi, ekonomik a¢idan Onemli aromatik bitki tiirleri ile karakterize
edilmektedir (Prakash vd., 2016). Ugucu yaglari, farkli toprak istii kisimlarindan
(tohumlar, yapraklar, c¢igekler, siirgiinler ve meyveler) veya koklerden elde
edilmektedir. Bu yaglar; aldehitler, esterler, fenoller, ketonlar, alkoller, organik
asitler, hidrokarbonlar gibi karakteristik fonksiyonel gruplari icermektedir (Ramos da
Silva vd., 2021; Nazar vd., 2022). Kan dolasimi ve sindirimi uyarici, merkezi sinir
sistemini  giiclendirici, balgam soktiiriicii, spazm giderici, antiseptik olarak
kullanilmaktadirlar (Popovi¢-Djordjevi¢ vd., 2019). Lamiaceae ailesi iiyelerinin tarih
boyunca uzun bir kullanim ge¢misine sahip oldugu bilinmektedir. Eski zamanlarda,
hatirlamanin otu olarak bilinen Rosmarinus officinalis hafizay1 gii¢lendirmek icin
kullanilmigtir. Buna ek olarak, depresyonu azaltmak ve uyku kalitesini iyilestirmek
amach kullanilmistir. Ayrica, yatistirici olarak ve bas agrilarinin tedavisi igin farkli

Salvia (adagay1) tiirleri de degerlendirilmistir (Abdelhalim ve Hanrahan, 2021).

Lamiaceae ailesinin biyolojik uygulamalar1 temel olarak, antioksidan, antitimor,
antienflamatuvar, antiviral, analjezik, antitussif, antiastmatik, antipiretik gibi ¢esitli
aktivitelere sahip olan ugucu yaglan ile ilgilidir (Celik vd., 2021). Antimikrobiyal,
antiemetik, antifungal (Ouakouak vd., 2019), antianjiyogenik, antihepatotoksik
(Cocan vd., 2018), yatistirici, antiseptik, antiparaziter, antihelmintik, bagisiklik
diizenleyici (Bekut vd., 2018) ve antialerjik etkilere de sahiptirler (Santos vd., 2018).
Ayrica birgok Lamiaceae iiyesinin farkli kanser hiicre hatlaria karsi antiproliferatif
etki gosterdigi ve yeni antikanser ajanlarinin gelistirilmesi i¢in yiiksek potansiyele
sahip oldugu rapor edilmistir (Mesquita vd., 2019). Bunlar arasinda, Salvia
verticillata subsp. amasiaca Freyn & Bornm (PC-3 ve U-87 MG hiicre hatlarina kars1
etkili) (Karakaya vd., 2020), Origanum acutidens Hand.-Mazz (A-431 hiicre
hatlarina kars1 etkili) (Gokhan, 2022), Satureja nabateorum Danin ve Hedge (Hela,
HepG2, and COLO-205 hiicre hatlarina kars: etkili) (Al-Maharik ve Jaradat, 2021),
Betonica bulgarica Degen et Nei¢ (Hela hiicre hatlarina karsi etkili) (Mladenova vd.,
2022) ornek olarak verilebilir.



1.2.3 Phlomoides moluccelloides

Phlomoides moluccelloides (Bunge) Salmaki, Lamiaceae ailesinin bir tiyesi olup
Eremostachys moluccelloides (Bunge) olarak da adlandirilmaktadir. Cok yillik otsu
bir bitkidir. Kiregtasi tepeleri, sist ve volkanik yamaclar dogal yasam alanlaridir
(Babag, 2004). Tiirkiye'de 3 tiir ile (E. moluccelloides, E. laciniata ve E. glabra)
Eremostachys cinsi temsil edilmektedir (Edmondson ve Davis, 1982). Yumrulu
anagl ¢ok yillik bir bitkidir, yaklasik olarak 20-2000 m yiikseklikteki kalkerli tagh
yamaglarda ve bozkirlarda yetisir ve dogal yasam alan1 Bati Asya'dan Mogolistan'a
kadar uzanmaktadir (Karaveliogullar1 vd., 2008). Basta Azerbaycan, Ozbekistan,
Tiirkiye ve Iran'da yetisen 100'den fazla farkl: tiir ile cins yiiksek biyolojik cesitlilige
sahiptir (Usmanov vd., 2022), (Sekil 1.2) (URL-1, 2022).

Sekil 1.2 P. moluccelloides bitkisinin yayilis haritas1 (URL-1, 2022)

Phlomoides cinsi iiyelerinin 6nemli biyolojik etkileri bulunmaktadir. Bu tiirler,
geleneksel olarak gastrointestinal problemler, kemik kirigi ve yara iyilesmesi dahil
olmak iizere cesitli rahatsizliklari tedavi etmek i¢in kullanmilmistir (Singh ve Lal,
2008; Mikemre vd. 2015; Lee vd. 2016). Bu otsu bitkiler, bol ortiicti tiiyler,
vertisillat, pargali iist ve alt korolla dudaklar1 ve tiip bigimli koklerle karakterize
edilmistir (Kadereit, 2004), (Sekil 1.3) (URL-1, 2022). P. moluccelloides’in
taksonomik basamaklar1 su sekildedir (Salmaki vd., 2012; Calis ve Baser, 2021):

Ust Alem: Eukaryota (Okaryotlar)



Alem: Plantae

Bolim: Tracheophyta

Sinif: Magnoliopsida

Takim: Lamiales

Familya: Lamiaceae

Alt family: Lamioideae

Takim: Phlomideae

Cins: Phlomoides Moench

Tiir: Phlomoides moluccelloides (Bunge) Salmaki

Synonym Eremostachys molucelloides Bunge
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Sekil 1.3 Phlomoides moluccelloides bitkisinin gorseli (URL-1, 2022)



1.2.3.1 Phlomoides moluccelloides’in fitokimyasal bilesikleri

Cinsin cesitli tiirleri iizerinde yapilan fitokimyasal c¢alismalar, Phlomoides’in
etnofarmakolojik aktivitelere sahip oldugunu ve ugucu yaglar, flavonoidler, yaglar,
karboksilik asitler, monoterpenler, triterpenler, diterpenler, iridoidler, steroidler,
phenylproponoidlerve krizoeriol glikozitler gibi ikincil metabolitleri igerdigini
gostermistir  (Behlil vd., 2019; Doustimotlagh vd., 2020; Geng vd, 2020;
Mohammadhosseini vd., 2019; Olennikov ve Chirikova, 2017). Flavonoidler bu
cinsin en baskin fitokimyasallar1 arasindadir (Kadereit, 2004). Bu ikincil
metabolitlerin antibakteriyel, radikal siipiiriicii, antikanser ve antienflamatuvar
aktivitelere sahip oldugu belirlenmistir (Lehbili vd., 2018). E. moluccelloides ve E.
laciniata tizerinde yapilan ¢alismalar, 6 tanesi her iki tiir i¢in ortak olan 14 iridoid
glukozitin izolasyonu ile sonuglanmistir. Bunlar lamalbide 5-deoksipulchelloside,
shanzhizid metil ester, sesamoside, 5-deoxysesamoside (phlorogigoside C) ve
klorotuberosiddir (Mathiesen, 2006; Calis vd., 2008). Ek olarak iridoitler 6 -
hidroksi-7-epi-loganin, lamalbidik asit kolin tuzu, 5-deoksi-sesamosidik asit,
floyosidler I, 1l ve shanzhizid icermektedir (Sekil 1.4) (Calis ve Baser, 2021).

Ho  COOCH, Ho G007 oy Ho COOH
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Sekil 1.4 Eremostachys tiiriinden iridoidler (Calis ve Baser, 2021).



Ayrica, Phlomoides tiirleri diger Labiatae iiyelerinden farkli olarak fitokimyasal
Ozellikler a¢isindan diisiik ugucu yag verimine sahiptir (Kadereit, 2004). Buna
karsilik, tohumlari ise yiiksek yag asidi igerigine sahiptir. Ana bilesen linoleik asit
iceren yaglara kiyasla yenilebilir bitkisel yaglar olarak daha az uzun vadeli yan
etkilere neden oldugu varsayilan P. lehmanniana tohum yagi gibi bu cinste yiiksek
oranda oleik asit igeren yaglar rapor edilmistir (Bagci, 2007; Jones vd., 2008).
Phlomoides tiiriiniin dagilim alanlarinin da analizi ile baglantili biyolojik etkinlik
caligmalariin yapilmasi, bu tiirlerin etkili potansiyel terapotik degerlerinin
bulunmasina yardimci olabilecegi gibi sonugcta ilag endiistrisinin gelisimine de katki
saglayabileceginden fitokimya bilimi i¢in kiymetlidir (Delazar vd., 2004; H. Li vd.,
2021; Naghibi vd., 2022).

1.3 Antibakteriyel Aktivite

Klinik ortamda antibiyotiklerin uygunsuz ve yanlis kullanimi sebebiyle giiniimiizde
¢oklu ilaca direncgli bakterilerin yayginhigi artmis ve enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde biiyiik zorluklar yasanmaya baslanmistir (Yoon vd., 2021) (Sekil 1.5).
Bakterilerde antibiyotik direnci dogal veya kazanilmis diren¢ mekanizmalari ile
ortaya ¢ikabilir. Dogal direng, bakterinin yapisi ve biyokimyasal ozelliklerine
bagldir. Ornegin bakteri hiicresi, antibiyotigin hedef noktasma sahip olmayabilir.
Kazanilmis diren¢ mekanizmasi ise bakteri kromozomunda spontan mutasyonlar
veya direng genlerini barindiran ekstrakromozomal genetik elementlerin horizontal
transferi sonucunda ortaya ¢ikabilir (Reygaert, 2018) Antibiyotik diren¢ sorunu
giiniimiizde global bir kriz haline gelmistir. Mevcut antibiyotiklerin yetersiz kalmasi
etkili ve yeni antibiyotiklerin bulunmasi elzem kilmistir (WHO, 2022). Bundan
dolay1 son zamanlarda bilim diinyasinda etkili ve yeni antimikrobiyallerin

kesfedilmesine yonelik ¢aligmalarin yogunlastigi gortilmektedir.



ANTIBIYOTIK DIRENCI NASIL OLUSUYOR?

Birgok mikrop |laglar hastalija sebep olan llaca direngli bakteri Bazi ilaca direngli bakteriler
mevcut ve bazilar mikroplari 6ldardrken vicudu geligmek ve floray iggal kendi ilag direnci genlerini
ilaglara direngli enfeksiyonlardan koruyan etmek igin imkéan bagka bakterilere de
bakterileri de dldardyor buluyor aktariyor
@ - Normal bakteri @ - Direngli bakteri - Olo bakteri

Sekil 1.5 Antibiyotik direncinin temel olusum mekanizmas1 (URL-2, 2022)
1.4 Quorum Sensing Sistemi

Ik olarak Fuqua ve digerleri tarafindan 6nerilen Quorum Sensing (QS) kavrami,
yalnizca bakteri sayist belirli bir yogunluga ulastiginda meydana gelen algilama
olgusunu ifade etmektedir (Fuqua vd., 1994). Bakteriler bir takim sinyal molekiilleri
tireterek popiilasyon yogunlugunu kontrol ederler (Miller ve Bassler, 2001;
Moghaddam vd., 2014). Baska bir ifadeyle QS, aynu tiiriin suslar1 arasinda veya farkli
tirler arasindaki ¢esitli fenotipik ve fizyolojik davraniglardan sorumlu genlerin
transkripsiyonel diizenlenmesini koordine eden hiicreler arasi bir iletigim sistemidir
(Chamkhi vd., 2020). Bakterinin tiirline ve dogasina bagli olarak, bu sistemin
diizenleme modu belirli sinyal molekiillerini igerir (Wang vd., 2020). QS'in hem
Gram-negatif hem de Gram-pozitif bakterilerde mevcut oldugu ve bakteriyel
enfeksiyonlarda siklikla QS sinyal molekiillerinin (QSSM'ler) énemli rol oynadigi
bilinmektedir (Whiteley vd., 2017). QSSM'leri, ¢evreye yayilir ve ortamda belirli bir
esik konsantrasyona ulastiginda, bakterilerde spesifik genlerin ekspresyonu

diizenlenir. Bunun sonucunda bakterilerde pigment {iretimi, c¢esitli viriilans
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faktorlerinin sentezi, endospor olusumu, biyofilm formasyonu ve motilite gibi ¢esitli

davranigsal 6zelliklerin sentezi diizenlenir (Smith vd., 2006).

1.4.1 Quorum Sensing Sinyal Molekiilleri

QSSM'ler, hiicresel islevleri etkilemek i¢in hiicrelere kolayca niifuz edebilen, yagda
¢oziinen kiiglik molekiillerdir (Kendall ve Sperandio, 2016). Sentezlenip salindiktan
sonra bakteri hiicrelerine pasif difiizyon veya aktif tasima mekanizmasi ile girerler.
Kullanilan QSSM’ler tiirler arasinda farklilik gosterebilmektedir. Ancak genel olarak
Gram-negatif bakteriler N-agil-homoserin lakton (AHL) molekiillerini, Gram-pozitif
bakteriler oligopeptit zincirlerini (AIP) kullanirlar. Ayrica tiire 6zgii olmayan bagka
bir otoindiikleyici 2 (Al-2) sinyal molekiilii daha vardir. Bu sinyal molekiilii hem
Gram-negatif hem de Gram-pozitif bakteriler tarafindan kullanilabilir (Wang vd.,
2020).

AHL molekiilleri, a¢il yan zincirinin uzunluguna gore kisa (4-6 adet karbon sayisina
sahip AHL molekiilleri) veya uzun (10-18 adet karbon sayisina sahip AHL
molekiilleri) AHL molekiilleri olarak siniflandirilirlar. Bunun yani sira AHL
molekiilleri tiglincii karbon atomuna bagli hidroksil ve okzo yapilarinin varligina gére

cesitlilik gosterir (Williams, 2007).

Tablo 1.1 Bakterilerin kullandiklari bazi sinyal molekiilleri ve fonksiyonlari

Mikroorganizma | Sinyal Molekiilii  Etkisi
Chromobacterium C12-HSL Viyolasin pigment | (Morohoshi
violaceum ATCC 12472 uretimi vd.,2008)
Pseudomonas aeruginosa | 30C12-HSL Proteaz, (Kalia vd., 2015)
ekzotoksin
liretimi
Pseudomonas aeruginosa | C4-HSL Piyosiyanin
pigmenti, elastaz,
siderefor, (Kalia vd., 2015)
rhamnlipit sentezi,
swarming hareketi
Helicobacter pylori Al-2 Hareket (Rader vd., 2007)
Vibrio cholerae Al-2 ve CAI-1 Biyofilm (Ng ve Bassler,
formasyonu  ve | 2009)
hareket

AL Otoindiikleyici; CAI: called cholera autoinducer-1 (kolera otoindiikleyici-1 olarak
adlandirilir)
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Gram pozitif bakteriler ve Gram negatif bakteriler farkli QSSM'lere sahiptir. Gram-
negatif bakterilerde genel sinyal molekiilleri, N-a¢il-homoserin laktonlar1 (AHL),
kinolonlari, diflizyon sinyal faktoriinii (DSF) ve (S)-3-hidroksi tetradekanoik-4-
ketonlar1 (CAI-1) igerir (Wang vd., 2020) (Sekil 1.6). Gram pozitif bakterilerin QS
sinyal faktorleri esas olarak modifiye edilmis oligopeptittir (otoindiikleyici peptit
AIP). Oligopeptidler, AHL'ler gibi hiicre disina salgilanabilir ve birikebilir, ancak
ABC tastyicilart veya diger kanal proteinlerinin yardimiyla gergeklesir (Wang vd.,
2020). Ayrica tiire 6zgili olmayan baska bir otomatik indiikleyici 2 (Al-2) tiirii daha
vardir. Hem Gram-negatif hem de Gram-pozitif bakterilerde tiir i¢i ve tiirler arasi
iletisim i¢in kullanilir (Wang vd., 2020). Bacillus cereus'ta viriilans faktorii tiretimi,
Bacillus subtilis'te biyofilm olusumu ve Enterococcus faecalis'te plazmid transferi
gibi Gram pozitif bakteriyel QS sistemlerinin ¢esitli islevleri bildirilmistir (Duanis-
Assaf vd., 2016).

—_— lasi ' lasR —
Lasl
LasR
AHL 24 "€
; t LasR regulon RhIR regulon I :
! !
(] O
/\/\/\/\/u\/U\N\v /\/U\N
H H
1 2

Sekil 1.6 Pseudomonas aeruginosa'da quorum sensing; AHL.: asil homoserin lakton; 1: N-
3-okso-dodekanoil homoserin lakton (30C12-HSL); 2: N-biitanoil-L-homoserin
lakton (C4-HSL) (Shah vd., 2019).

1.4.2 Quorum Sensing Mekanizmasi

Gram negatif bakteriler QS sisteminde LuxI/LuxR benzeri bir sistemi
kullanmaktadir. Bu sistem ilk olarak Vibrio fischeri’de kesfedilmis olup

biyoliiminesan iiretiminde rol oynamaktadir. AHL molekiilii luxl gen firiinii olan
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Luxl enzimi tarafindan sentezlenir, hiicre disina salinir ve ortamda birikmeye baslar.
Artan bakteri yogunlugu ile birlikte ortamda bir esik degerine ulasan sinyal
molekiilleri ¢evredeki bakterilerce algilanmaya baslar. Bakteri hiicrelerine pasif
difiizyon ile giren sinyal molekiilleri LuxR reseptoriine baglanir. Olusan sinyal-
reseptor kompleksi ilgili genlerin operonlarimin promotoruna baglanarak gen

ekspresyonunu regiile eder (Gonzalez ve Keshavan, 2006).

Gram-pozitif ~ bakteriler QS sisteminde oligopeptid sistemini  kullanir.
Sentezlendikten sonra aktif tasima sistemi ile hiicre disina salgilanan oligopeptid
sinyal molekiilleri, belli bir yogunluga ulastiktan sonra bakterilerin sitoplazma
membraninda bulunan 6zgiil reseptorlerce algilanir. Sinyal-reseptor kompleksi, hiicre
ici fosforilasyon zincirini baglatir ve bunun sonucunda transkripsiyon faktorlerinin

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

Hem Gram-negatif hem de Gram-pozitif bakteri tarafindan kullanilabilen AI-2
sinyalleri ise LuxP/Q benzeri bir sistem kullanmaktadir. Ortamda esik degere ulagsan
Al-2 sinyal molekiilleri bakterilerin periplazmik araliginda bulunan LuxP
reseptoriine baglanir. Bu baglanma sitoplazma membraninda bulunan LuxQ
proteinini aktive eder. Bunun sonucunda yukarida anlatildigi gibi hiicre igi
fosforilasyon zinciri baglar ve sonug olarak ilgili genin ekspresyonu regiile edilir
(Guo vd., 2013).

QS, bakterilerde sporulasyon, konjugasyon, biyofilm olusumu ve patojenik tepkiler
gibi ¢esitli siireglerin diizenlenmesinde énemli bir rol oynar (Prazdnova vd., 2022).
Birgok bakteride QS sistemi viriilans faktorlerinin sentezini ve popiilasyon
yogunlugunu konagin savunma mekanizmalarinin iistesinden gelmek i¢in yeterli hale
gelene kadar geciktirerek konakg1 bagisik yanitindan kacar. Bakteri genomunun (%4-
10) ve proteomunun (>%20) 6nemli bir boliimiiniin QS sinyallesme siireglerinden
etkilendigi bilinmektedir (Deep vd., 2011).

1.4.3 Quorum Sensing Sisteminin Inhibisyonu

Bakterilerde QS sistemi asagida agiklanan yollar ile inhibe olabilir: (Moradi ve Hadi,
2021; Weiland-Brauer, 2021).
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» Sinyal molekiillerinin sentezinin énlenmesi veya durdurulmast,

» Sinyal molekiillerinin inaktivasyonu veya enzimatik yikimi, bir esik degerde
birikiminin 6nlenmesi, enzimatik bozunma [Quorum Quenching (QQ) olarak da

anilir],

» Sinyal molekiillerinin bakteri hiicresindeki reseptorlerine baglanmasinin

engellenmesi veya sinyal molekiillerinin reseptor analoglari ile rekabet etmesi,

» QS sinyali tarafindan etkilenmesi gereken hedef genlerin bloke edilmesi.

QS inhibitérlerine yanit, QS molekiillerinin yogunluguna bagli olabilmektedir. Ornek
verilecek olursa naringenin (bir tiir flavonoid), 30C12-HSL ile zamana bagli bir
rekabet modeliyle LasR regiilatoriine baglanarak P. aeruginosa’nin QS yanitini
baskilar. Buna gore, P. aeruginosa popiilasyonlar1 diisiik miktarlarda (buna bagh
olarak diisiik 30C12-HSL konsantrasyonu) oldugunda, naringenin yeni olusan
LasR'ye baglanarak 30Cj2-HSL'ye bagli aktivasyonu engelleyebilir. Bununla
birlikte, yiiksek bir 30Ci2-HSL birikimi sergileyen yogun P. aeruginosa
popiilasyonunda, naringenin tarafindan QS yanitinin inhibisyonu gergeklestirilemez.
Zamana bagl olan bu inhibisyon modeline gore, bu flavonoidin bir QS inhibitorii

olarak etkinliginin degisken oldugu soylenebilir (Costerton, 2001; Winstanley vd.,
2016).

Cogunlukla, bakteriler, AHL laktonaz gibi QS sinyallerine karsi aktif enzimler
tiretirler (Tong vd., 2015). Bakterilerin quorum quenching (QQ) mekanizmalari dogal
bir mekanizma olarak kabul edilmistir ve bu mekanizmalar1 gelistirmelerinin
nedenleri arasinda rakiplerine kars1 diismanlik mekanizmasinin olmasi, kaynaklarin
verimli kullanilmasi ve QS sinyallerinin kontrol ettigi siireclerin diizenlenmesi
sayilabilir (Weiland-Brauer, 2021). Patojenite faktorlerinin, antibiyotik direncinin ve
bakterilerin diger temel 6zelliklerinin ortaya ¢ikmasi, QS sistemlerinin ¢alismasina
bagli oldugundan, onlar1 tedavinin hedefi haline getirmek umut verici bir yaklagim

gibi goriinmektedir (Deep vd., 2011). Yapilan bir ¢caligma, QS'in patojenik bakteriler
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tarafindan yalnizca viriilans faktorlerinin iiretimini kontrol etmek i¢in degil, aym
zamanda toplulukta yasam i¢in metabolik ihtiyaclara uyum saglamak amaciyla
kullanilan bir mekanizma oldugunu da gostermistir (Deep vd., 2011). QS'e miidahale
ile virtilans faktori liretiminin inhibisyonu, P. aeruginosa gibi patojenik bakterilerin
patojenitesini ve viriilansini diizenlemek igin biiyiimeyi durdurmaktan daha iyi bir
yaklasim olabilir (Husain vd., 2017; Ghosh vd., 2019). QS inhibitorleri, sinerjistik
aktivite uygulayarak kombine halinde kullanildiginda antibiyotiklerin etkinligini de
artirabilir (Vipin vd., 2020). Literatiirde QS inhibitorii oldugu bilinen birgok bilesik
bulunmaktadir. Ancak c¢ogu toksik etkisinden dolay1 insan kullanimina uygun
degildir (Nain vd., 2020). Hem P. aeruginosa PAO1 hem de Chromobacterium
violaceum ATCC 12472, bir maddenin QS inhibitor etkinligini arastirmak i¢in yaygin

olarak kullanilan biyoindikator bakterilerdir.

1.4.4 Pseudomonas aeruginosa PAO1

Cubuk seklinde bir bakteri olan P. aeruginosa, insanlarda, hayvanlarda ve bitkilerde
enfeksiyonlara neden olabilen Gram negatif bir bakteri tiirtidiir (Anju vd., 2021). Bu
bakteri ile ilgili en bilyiik zorluk, antimikrobiyal diren¢ (AMR) gelistirme ve biyofilm
olusturma konusundaki yiiksek yeteneginden kaynaklanir ve Kistik fibrozlii hastalarin
morbidite ve mortalitesinden sorumludur. Boylece ciddi saglik hizmetleriyle iligkili
enfeksiyonlarin (HAI) ana nedenlerinden biri haline gelir ve tiim diinyada hastane
enfeksiyonlarina neden olur (O’Loughlin vd., 2013; Hao vd., 2021; Shaker vd Al-
Hadrawi, 2021). Bu bakteri hem dogal hem de kazanilmig mekanizmalar yoluyla
antimikrobiyal diren¢ (AMR) gelistirme yetenegine sahiptir (Maraolo vd., 2020).
Pseudomonas aeruginosa, COVID-19'un neden olduklar1 da iginde olmak iizere
kronik obstriiktif akciger hastaligi (COPD), kistik fibroz, kanser, travmalar, yaniklar,
sepsis ve ventilatorle iliskili pndmoni (VAP) olan bagisikligi baskilanmis kisilerde
akut veya kronik enfeksiyona neden olur (Gascoén ve Serra, 2021; Rossi vd., 2021).
Bu bakteri, enfeksiyona katkida bulunan ve hastalia neden olan ¢esitli viriilans
faktorlerini salgilayarak konakgilardaki olumsuz cevreye uyum saglayabilir
(Vidaillac ve Chotirmall, 2021). Bu bakterilerin viriilans faktorleri proteazlar, elastaz,
eksotoksinler, ramnolipidler, piyosiyanin, hidrojen siyaniir, oksidatif stres,
antibiyotik direnci, hareketlilik ve biyofilm olusumudur. Ayrica QS sistemleri,

insanlarda ve hayvanlarda bagisiklik yanit1 kagisini diizenler (Kostylev vd., 2019).
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P. aeruginosa'daki QS, dort fonksiyonel QS sistemi ile temsil edilir, bunlardan ikisine
Las ve Rhl olarak bilinen N-asilhomoserin laktonlar (HSL) aracilik eder. Diger
ikisine sirastyla Pqs ve Igs sistemleri adi verilen kinolonlar ve karbaldehit aracilik
eder (Ahator ve Zhang, 2019). Las sisteminde, Lasl sinyal molekiili N-(3-
oksododekanoil)-1-homoserin laktonu (3-O-C12-HSL) sentezler. LasR, 3-O-C12-
HSL'ye baglanir ve bir transkripsiyonel aktivator olarak islev goriir. Rhl sisteminde
RhlI, RhIR ile birlikte QS ile ilgili ikinci bir gen grubunun ekspresyonunu aktive eden
C4-homoserin laktonu (C4-AHL) sentezler. Las sistemi, rhl sistemini pozitif olarak
diizenler. P. aeruginosa genlerinin yaklagik %6'st AHL tabanli QS sistemleri
tarafindan diizenlenir (Wagner vd., 2008; Broniewski vd., 2021). Viriilans
faktorlerinin gen transkripsiyonunu aktive eden ilk set lasl/lasR; bu bakteride viriilans
genlerinin ekspresyonunu artirabilen alkalin proteaz, eksotoksin A ve elastaz, RhIR,
kitinaz, siyaniir, piyosiyanin ve diger genler gibi ¢ok sayida genin ifadesini
diizenleyebilen bir transkripsiyonel diizenleyicidir (Nadal Jimenez vd., 2012).
Pseudomonas kinolon sinyali (PQS), yakin zamanda kesfedilen ve P. aeruginosa i¢in
ticiincti QS sistemidir. Aslinda QS yanitinin bozulmasinin, P. aeruginosa viriilansini
azalttig1 (Diggle vd., 2007; Tan vd., 1999) ve biyofilm olusumunu bozdugu
aciklanmistir (Wagner vd., 2008).

Kinolon sinyal sisteminin bu sinyal molekiilii, suda ¢6zliinmez ve antibakteriyel
aktiviteye sahiptir (Farrow Il ve Pesci, 2007). PQS, bakteri yogunlugunun
diizenlenmesinde ve viriilans faktorlerinin salinmasinda rol oynar. Yukaridaki ti¢ QS
sistemine ek olarak, baska bir P. aeruginosa QS yardimci sistemi olan GacS/GacA
sisteminin yakin zamanda kesfedildigi ve bakterilerin bulasma kabiliyetini
gelistirmede, teobromin sodyum asetat1 serbest birakmada ve biyofilm olusumunu
tesvik etmede onemli roller oynadig1 da rapor edilmistir ( Kaler vd., 2021; Ventre
vd., 2006; Xuan vd., 2022). P. aeruginosa PAOI, sirasiyla kisa zincirli C4-AHL
molekiilleri aracilifiyla rhl sistemi ve ¢esitli sinyal molekiilleri araciligiyla las, rhl,
pgs ve entegre QS sistemleri kullanarak piyosiyanin pigment sentezini, yayilma
harektliligini ve biyofilm olusumunu diizenler (Tapia-Rodriguez vd, 2019; Vetrivel
vd., 2021).
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1.4.4.1 Biyofilm olusumu

Biyofilmler, hiicre dis1 polimerik maddeler (EPS) ile biyotik veya abiyotik yiizeylere
geri doniisiimsiiz olarak yapisan karmasik yapili bakteri topluluklaridir (Vetrivel vd.,
2021). Bu biyofilmler, birgok dogal ve antropojenik sistemde temel bir kolonizasyon
mekanizmasini temsil eden, bakterilere yapisal stabilite veya koruma ve besinlere
daha fazla erisim saglar (Huang vd., 2019). Ek olarak, bakteri hiicrelerinin konagin
bagisiklik tepkisinden kagmasina izin verir, kollateral hasari arttirir ve geleneksel
antimikrobiyal ajanlara (antibiyotikler) kars1 kazanilmis direng yaygmligini arttirir
(Vestby vd., 2020). Biyofilm olusumu bes asamada goriiliir; 1) Yapistirma asamasi;
ilk asamada, serbest yasayan bakteriler (planktonik hiicreler olarak da adlandirilir),
asit-baz ve hidrofobik gibi zay1f etkilesimler yoluyla biyotik veya abiyotik yiizeylere
geri donlisiimlii olarak baglanir, 2) Kolonizasyon asamasi; bakteriler, kollajen
baglayic1 yapiskan proteinler, lipopolisakkaritler, flagella ve pili gibi daha giicli
etkilesimler yoluyla yiizeye geri doniisiimsiiz olarak baglanir, 3) Cogalma asamast,
cok katmanli bakteri hiicreleri derin bir sekilde birikerek muazzam miktarda EPS
(Ekzopolisakkarit veya ekstraseliiler polimerik madde) iretir, 4) Olgunlagsma
asamast; tipik 3D biyofilm yapist ile olgunlasmis biyofilm i¢inde g¢ogalan ¢ok
katmanli bakteri hiicreleri vardir, 5) Dispersiyon asamasi; biyofilmin tamamen
gelismesinden sonra, mekanik ve aktif islemler kullanilarak demonte edilir veya

dagitilir (Yin vd., 2019) (Sekil 1.7).
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Sekil 1.7 Yiizeylerde biyofilm olusumunu gosteren sematik diyagram
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P. aeruginosa’ da biyofilmler siklikla kronik enfeksiyonlarla iligkilidir. QS sistemi
tarafindan diizenlenen siyaniir, ramnolipidler, elastaz, piyosiyanin ve sideroforlar
gibi hiicre dis1 molekiiller igerir (Ghosh vd., 2019; Brindhadevi vd., 2020; Das ve
Gezici, 2018). Yukarida sayilan tiim nedenlerden dolay1 giliniimiizde P.

aeruginosa’nin QS sistemini bloke ederek miicadele etmek gerekli hale gelmistir.

1.4.4.2 Piyosiyanin iiretimi

P. aeruginosa ikincil metabolit olarak fenazin grubundan tiiretilen hiicre disi bir
pigment olan piyosiyanin ile konak¢i hiicrelerde ROS stresi iireterek dogrudan
DNA'ya zarar verir (Gongalves ve Vasconcelos, 2021). Nitrojen (Ci3H10N20)
icerdiginden, suda ¢6ziinebilen bir pigmenttir (Alatraktchi vd., 2020; Rani vd., 2018)
(Sekil 1.8).

T
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Sekil 1.8 Pseudomonus aeruginosa PAO1'de piyosiyanin biyosentezi (Sheet vd., 2019).

1.4.43 Swarming hareketi (yayilma hareketi)

Swarming hareketi (yayilma), P. aeruginosa'nin yiizeylere yapigsmasinda, biyofilm

olusumunda ve enfeksiyon baglangicinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Khan vd.,



2020). Bu hareket, bakterileri yar1 kat1 bir ylizey boyunca koordine eden spesifik bir
bakteri popiilasyon hareketi tiirtidiir. Yiizme hareketliligi (swimming) ise tek hiicreli
bir harekettir ve bir bakteri hiicresinin bir kutbunda kamg1 gerektirir (Sun vd., 2018).
P. aeruginosa, cevresel kosullara ve beslenme gereksinimlerine gore her iki tiir
motiliteyi de yapabilmektedir (Schniederberend vd., 2019). P. aeruginosa'da yayilma
hareketi, Rhl ve Las quorum sensing (QS) sistemlerine dayanan yeter say1 bagimli
hareketliliktir (Kohler vd., 2000). Yar1 kat1 yiizeylerde yer degistirme, bakterilerin
ylizey Uzerinde hareketini kolaylastirmak i¢in bazi maddelerin salgilanmasini

gerektirir (Patrick vd Kearns, 2012).

P. aeruginosa'da bu maddeler sirasiyla RhlA, RhIB ve RhIC enzimleri tarafindan
tiretilen 3-(3-hidroksialkanoiloksi) alkanoik asitler (HAA), mono-ramnolipidler ve
dirhamnolipidlerdir (Deziel vd., 2003). HAA'lar ve rhamnolipidler, yalnizca yayilma
hareketliligi sirasinda yiizey boyunca yayilan bakterileri desteklemekle kalmaz, ayni
zamanda P. aeruginosa tarafindan siklikla goriintiilenen karakteristik dendritik
yayilma modelini de indiiklemektedir (Lai vd., 2009). HAA'lar ramnoz pargalarina
sahip degildir, bu nedenle mono ve dirhamnolipidlerden daha hidrofobiktirler. Bu
kimyasal 6zelliginden dolay1, ramnoz tagiyan muadillerine kiyasla, siirii ortaminda

daha az yayilirlar ve koloniden uzaklastikga artan bir gradyan orami yaratirlar

(Tremblay vd., 2007).

1.4.5 Chromobacterium violaceum ATCC 12472

C. violaceum ATCC 12472 susu, vio-operon araciligiyla QS diizenlemesi altinda
viyolasin iiretme kabiliyeti ile bilinmektedir (Choi vd., 2020). Viyolasin, koyu mor
renkli bir indol tiirevi ajandir. Viyolasin tiretimi QS ve dolayisiyla biyofilm olusumu
icin gereklidir (Kanelli vd., 2018). Viyolasin pigment iiretimi, QS tarafindan kontrol
edilir. Ayrica Gram-negatif bir firsatg1 olarak C. violaceum, QS arastirmalari igin
yaygin olarak kullanilan bir bakteri tiirtidiir ve QS sistemi bozuldugunda viriilans
faktorlerinin salgilanmasindaki azalmayi tespit etmeye de adaydir (Rivera vd., 2019).
C. violaceum'da QS sistemi, N-heksanoil-L-homoserin lakton (C6-AHL) oto-
indiikleyiciye yanit olarak etkinlestirilen bir LuxI/R homolog sistemi olan Cvil/R'den
olusmaktadir (Tarighi ve Taheri, 2011; Papenfort ve Bassler, 2016). Baska bir

ifadeyle C. violaceum'da QS sistemi, AHL sentaz ve AHL reseptorii biyomolekiilleri
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olarak Cvil/CviR'ye sahiptir. Calismalar, QS Cvil'nin, CviR ile baglanan C6-HSL yi
sentezleyerek vio-operonun (vioA, vioB, vioC, VioD ve VioE) diizenlenmesine yol
actigimi gostermistir (Lal vd., 2021). Bu sus, CvilR adli bir LuxIR sistemine sahiptir
ve C9, C10, C11, 3-OH-C10, 3-OH-C11, 30-C10 ve 30C12 HSL gibi ¢ok sayida
sinyal molekiiliini kullanmaktadir (Mion vd., 2021). QS, C. violaceum'da viyolasin
iiretimi, biyofilm olusumu, kitinolitik aktivite, siyaniir ve elastaz iiretimi gibi ¢esitli
fenotipleri diizenlemektedir (Kothari vd., 2017). C. violaceum ATCC 12472 susu,
uzun zincirli (C10-C16) HSL molekiilleri araciligiyla Cvi sistemini kullanarak
viyolasin pigmenti iiretmektedir (Morohoshi vd., 2010). Herhangi bir bakteriyel
inhibisyon olmaksizin bu patojen tarafindan viyolasin {iretimini 6nleyen Quorum
sensing inhibitorleri (QSI'ler), antibiyotik kullanimina kiyasla daha diisiik bir direng
gelistirme riskiyle bakteriyel patojeniteyi azaltma yetenegine sahiptir (Mu vd., 2020;
Quecan vd., 2019) (Sekil 1.9).

§ AHL - CviR complex !.
. Promoter
R Transcription upregulation - mﬁﬁ

VioABCDE operon

Violacein

Sekil 1.9 C. violaceum'da Quorum sensing sistemi
1.5 Kanser

Kanser kiiresel bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir. Ozellikle meme, akciger,
kolon, rektum ve prostat kanserleri en sik goriilen kanser tiirleridir (WOH 2022).
2020 yilinda yaklasik 10 milyon insanin 6liimiine neden oldugu bildirilmis olup
diinya ¢apinda 6nemli 6liim nedenlerinden biri olarak kabul edilmektedir (Ferlay vd.,

2021). Kanser gelisimi, kronik enfeksiyon, yaslanma, niifus artisi, ¢evre kirliligi,
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alkol ve tiitiin kullanimu, stres ve sagliksiz beslenmeye atfedilmektedir (Taniguchi ve
Karin, 2018). Oksidatif stres, hipoksi, genetik mutasyonlar ve apoptotik fonksiyon
eksikligi, kanserin ana nedenleridir (Blackadar, 2016). Kanser, hiicrelerin
mutasyonlar sonucu ¢ogalip farklilasmasi ve anormal hiicre yayiliminin olmasiyla
ortaya ¢ikan oliimciil bir hastaliktir. Karsinomlar, kanserlerin %85'ini olusturmakta
ve bezler, cilt ve lirogenital dokulardan (prostat, serviks gibi) kaynaklanmaktadir
(Chakraborty vd., 2018). Kanser viicudun belirli bir organinda veya bir boliimiinde
ortaya ¢ikmak zorunda degildir ve cildi, kemigi, kan damarlarini, kaslari, akcigerleri,
bobrekleri ve hatta bagisiklik sistemini etkileyebilmektedir (Seyfried ve Huysentruyt,
2013). Ortaya ¢iktiklar hiicre tipine gore kategorize edilebilecek birgok kanser tiirii
vardir (Fathima, 2022);

» Karsinom; viicudun i¢ ve dig kismini ve organlar1 kaplayan hiicrelerde olusan bir
kanser tiiridiir. Bu hiicrelere epitel hiicreleri denir. Epidermisin epitel, bazal

tabakasini ve skuamoz hiicreleri etkilemektedir.

» Sarkom; kemik hiicrelerinde, kas, yag, kan damarlar1 gibi yumusak dokularda,

fibroz dokularda ve lenf diigiimlerinde olusan bir kanser tiirtidiir.

» Losemi; kani olusturan hiicrelerde olusan bir kanser tiiriidiir. Esas olarak kemik
iliginde ve kanda olusur. Losemi akut, kronik, lenfoblastik ve miyeloid olarak

siniflandirilabilmektedir.

» Lenfoma; T ve B hiicre tiplerinde ortaya ¢ikan bir kanser tiriidir. Kanserli

lenfositler, lenf diigiimlerinde ve lenf damarlarinda gelismektedir.

» Multipl myeloma; lenfatik sistemin plazma hiicrelerinde olusan bir kanser tiirtidiir.

Bu hiicreler kemik iliginde ve kemiklerde gelismektedir.

» Melanom; melanositlerde ortaya c¢ikan bir kanser tiiriidiir. Cogunlukla ciltte ve

viicudun diger pigmentli bolgelerinde olusmaktadir.

» Germ hiicre tiimorii; sperm ve yumurta gibi germ hiicrelerini olusturan hiicrelerde

olusur.
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Anormal protein iiretimi, kusurlu hiicre-hiicre etkilesimi sonucunda kanser hiicresi
morfolojisi degismeye baslamaktadir. Atrofi, hiicre boyutunda bir azalma anlamina
gelmekte ve hatta apoptoza yol agmaktadir. Hipertrofi, hiicresel bilesenlerin
genislemesi nedeniyle hiicre boyutunda veya hiicre hacminde bir artisa yol
acmaktadir. Hiperplazi, artan hiicre proliferasyonu nedeniyle hiicre sayisinin arttigi,
bu durumda displazi hiicre yapisinin anormal hale geldigi ve metaplazi oldugu bir
durumdur (Miller ve Zachary, 2017). Kanser gelisimi, genetik degisiklikle baslayan
ve anormal hiicre proliferasyonu ile devam eden ¢ok asamali bir siirectir.
Karsinogenez, onkogenlerin aktivasyonu (hiicre biiylimesinin indiiksiyonu) ile siki
bir sekilde iliskilidir ve tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonu (hiicre biiyiimesinin
baskilanmast), hiicre dongiisii ilerlemesinin kontroliiniin kaybiyla sonug¢lanmaktadir

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

Kanser, tlimoriin boyutuna, kanserin bagladig1 bolgeye ve ilerlemesine bagli olarak
dort evrede siniflandirilmaktadir; a) Evre 0, kanser 6ncesi bir asamadir, yani kanserin
basladig1 evredir. b) Evre 1, basladigi organin disinda biiyiiyen ancak bu asamada
derinden biiyliyen kiiglik kanser veya tiimordiir. ¢) Evre 2 ve 3'te kanserler yakindaki
dokulara biiylimiis ve hatta lenf diigiimlerine yayilmis olabilmektedir, d) 4. evrede
kanser lenfatik sistem veya kan yoluyla viicudun diger bolgelerine yayilmistir. Bu
asama, kanser metastazi olarak adlandirilmaktadir (Patel ve West, 2020). Baslama
asamasini, hiicrelerdeki aditif mutasyonla ilgili ilerleme takip eder. Bazilar1 daha da
hizl1 biiylime ve kanser hiicresi 6liimiiniin baskilanmasi ile ilgilidir. Bu degisikliklerin
bir sonucu olarak, olgun epitelyal kanser hiicreleri epitelyal-mezenkimal gegise
(EMT) ugrayabilmektedir. Bu, hiicreler arasindaki yapigsmanin azalmasi ve hiicre
hareketliliginin artmas: ile karakterize edilmektedir. Son olarak, timor invazyonu ve
metastaz meydana gelmekte ve bunlar siki bir sekilde anjiyogenez, yani yeni kan

damari olusum siireci ile ilgilidir (Cooper vd., 2013; Sarkar vd., 2013).

1.5.1 Kanser Tedavisi

Kanseri 6nlemek i¢in ¢ok hiicreli organizmalarin doku ve organlarindaki normal
hiicre say1s1 korunmalidir. Hiicre sayisinin dengesi, yeni hiicrelerin gelisimi ve sabit
bir 6liim orani ile saglanmaktadir (Ding vd., 2022). Kanser hayati tehdit eden bir

hastaliktir ve dikkatli olunmas1 gerekmektedir. Ciddi komplikasyonlardan ka¢inmak
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icin miimkiin olan en kisa silirede ¢ikarilmalidir. Hastanin hayatta kalmasi i¢in kanser
tedavisi yapilmasi1 gerekmektedir. Ayrica normal hiicrelere benzer olduklari icin
kanser hiicrelerini ilk asamada teshis etmek zordur (Fathima, 2022). Kanser
tedavisinde kemoterapi, cerrahi, hedefe yonelik tedavi, hormonal tedavi ve immiin
terapi gibi ¢esitli yontemler bulunmaktadir (DeSantis vd., 2019). Bilim diinyasinda
etkili ve yeni antikanser bilesiklerinin gelistirilmesi ile ilgili caligmalar tiim hiziyla
devam etse de ne yazik ki gilinimiizde hala kanserin kesin bir tedavisi
bulunmamaktadir (Nature 2022). Bunun yani sira kemoterapétikler basta olmak {izere
baz1 tedavi yoOntemlerinin ¢esitli yan etkileri ve komplikasyonlar1 ile

karsilagilabilmektedir (National Cancer Institute).

Giiniimiizde kanser tedavisinde en sik kullanilan kimyasal tedavi, hizla biiyiiyen
hiicreleri 6ldiirmeyi hedefleyen ilaglar1 igermektedir. Cogunlukla farkli hiicre
dongiisii asamalarindaki hiicreleri hedeflemektedirler (Avall Lundqvist vd., 2015).
Bu ilaglarin kanser hiicresi iizerinde toksik etkiye sahipken gii¢lii bir antiproliferatif
etkiye de sahip olduklar1 belirtilmektedir. Hem normal hiicrelere hem de kanser
hiicrelerine saldirmaktadirlar. Saglikli hiicreler lizerinde toksik etkiye sahiptirler ve
etkilenen saglikli hiicrelerle birlikte organlarin yikimina sebep olmaktadirlar.
Antikanser ilaclarin bu istenmeyen yan etkileri Oliimle sonuclanabilmektedir
(Dickens ve Ahmed, 2018). Kanser tedavisinin basarisiz olmasinin ana nedenleri
metastaz, niiks, heterojenite, kemoterapi ve radyoterapiye diren¢ ve immiinolojik
slirveyanstan ka¢inmadir (Batlle ve Clevers, 2017). Normal hiicrelerin kot huylu
hiicrelere doniigsmesi, her adimda sayisiz faktor tarafindan diizenlenen karmasik bir
stirectir ve her biri antikanser ajanlar igin ¢ok 6nemli bir hedef olabilmektedir (Sarkar
vd., 2013). T1bbi bitkiler, kimyasal igerikleri sayesinde etkili antikanser bilesiklerinin
gelistirilmesi i¢in muazzam kaynaklar olabilir. Bu nedenle endemik bitkilerin
antikanser 6zelliklerinin arastirilmasi ve sonuglarinin literatiire kazandirilmasi 6nem

arz etmektedir.
1.5.2 Kanser Coklu ila¢ Direnci

Bir¢ok hasta, ¢coklu ilag direncinin (MDR) gelismesi nedeniyle kemoterapiden sonra
siklikla kanser niiksii yagamaktadir. Bu kanser tedavisinin en 6nemli engellerinden

biridir (Bugde vd., 2017). MDR, farkli kimyasal yapilar ve farkl etki mekanizmalari
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ile karakterize edilen, mikroorganizmalarin ve kanser hiicrelerinin kemoterapi
ilaglarina kars1 bir tir kazanilmis direncidir (Thomas ve Tampé, 2020). Kanser
kemoterapisi uygulanan hastalarda tedavide kullanilan antikanser ilaglarina direng
belirlenmistir. Ilerlemis kanserli hastalarin %90'mdan fazlasinda 6liim nedeninin
kemorezistans oldugu diistiniilmektedir (Mansoori vd., 2017). Coklu ila¢ direnci
(MDR), hastaligin kontrolii ve tiimorlerin inhibisyonu icin bir engel olarak kabul
edilebilir (Mehrgou vd., 2021). MDR, kanser mortalitesinin baskin bir nedeni olarak
kabul edilir. Artan ilag akisi, genetik faktorler, biiylime faktorleri, ksenobiyotiklerin
artan metabolizmasi ve artan DNA onarimi gibi ¢esitli faktorler MDR'ye yol agabilir
(Bukowski vd., 2020). Kemoterapotik ilaglarin, kanser hiicrelerinin yani sira normal
hiicrelere de sitotoksik etki goOstermesi ve bununla birlikte etkilenen saglikli
organlarin yikimma neden olmasi ciddi bir sorundur. Bu nedenle kanserle
miicadelede daha giivenilir ve etkili materyallerin bulunmasi veya gelistirilmesi
elzemdir (Can vd., 2020; Celik Altunoglu vd., 2022; Sharif vd., 2021). Dogal
bilesiklerin meme kanserinde kemoterap6tik olarak kullanilabilecek potansiyelde
antikanser etkileri olabilir (Noel vd., 2020).

1.5.3 Meme Kanseri

Meme ve servikal kanserleri, diinya genelinde insanlar arasinda en sik goriilen kanser
tirleri arasindadir (Rawat ve Reddy, 2022). Kadin meme kanseri (BC), diinya
genelinde en sik tanis1 konulan malignitedir ve kanser sebebiyle dliimlerin basta gelen
nedenlerinden biridir; sadece 2020'de tahmini 2.26 milyon yeni vaka ve 680.000
oliim kaydedilmistir (Sung vd., 2021). Meme kanserinin tanimlanan fenotipleri alt
tirleri; aliminali ER pozitif, HER2 ile zenginlestirilmis ve bazal benzeri olarak
ayrilmistir. Gen ekspresyon analizine dayali olarak farkli fenotiplere sahip heterojen
bir hastaliktir (Al-Thoubaity, 2020). Meme kanseri, meme kaynakli hiicrelerin
genetik ve epigenetik faktorlere bagli olarak kontrolsiiz biiylimesi ve ¢ogalmasi
sonucu ortaya ¢ikar (Byler vd., 2014). Memenin ¢esitli bolimleri meme kanserine
yakalanabilir. Meme kanserlerinin ¢ogu areolaya yayilmadan dnce siit kanallarinda

baslar (Lewis vd., 2017).

Meme kanserinde standart miidahale yaklasimi, cerrahi, adjuvan tedaviler,

kemoterapi, hormon tedavisi ve radyoterapiyi icerir (Serletti vd., 2011). Oldukga iyi

24



bir prognoza ragmen, kanser teshisi ve tedavileri, hastalarin ve hayatta kalanlarin
yasam kalitesini etkileyen hem fiziksel hem de psikolojik uzun vadeli olumsuz yan
etkilere sebep olmaktadir (Ahmad vd., 2015; Williams ve Jeanetta, 2016). Meme
kanseri, hormon reseptorii pozitif, insan epidermal biiylime faktorii 2 reseptorii
(HER2/neu) pozitif ve U¢lii negatif meme kanseri (TNBC) olarak smiflandirilir
(Wang vd., 2018).

1.5.3.1 MDA-MB-231 hiicre hatt1

MDA-MB-231 hiicreleri, ayn1 zamanda ti¢lii negatif meme kanseri (TNBC) olarak
da isimlendirilir ve meme kanserinin agresif bir alt tipidir. Ostrojen (8strojen
reseptorii (ER-negatif) ve progesteron reseptorlerinin (progesteron reseptorii (PR-
negatif) ekspresyonunun olmamasi ve HER2-negatif asir1 ekspresyonunun ve/veya
amplifikasyonunun olmamas: ile tanimlanir (Godone vd., 2018). ilave olarak, son
derece invaziv bir hiicre kanseri tipi kabul edilir (ECACC 92020424). TNBC, tiim
meme Kkanseri alt tiplerinin %10-15'ini olusturur ve erken niiks, uzak metastaz ve
daha kotii prognoz orani ile daha gen¢ premenopozal kadinlarda daha yiiksek bir
sikliga sahiptir (Vagia vd., 2020). MDA-MB-231 hiicre kanseri, olduk¢a agresif ve
geleneksel endokrin tedavisine direngli yetenekleri nedeniyle 6nemli bir klinik
zorlugu temsil eder (Liu vd., 2016). MDA-MB-231 hiicreleri, kanser ilerlemesi ile
iliskili temsili EMT'yi gosterir (Huang vd., 2020). Bu hiicre hatti, zaten EMT'den
gecmis olan ve siklikla hiicre gocii ve metastaz olusumunu incelemek i¢in kullanilan
mezenkimal benzeri bir fenotipe sahip epitelyaldir (Ayama-Canden vd., 2022). EMT,
epitelyal (E) hiicrelerin mezenkimal (M) fenotipe gecisiyle sonuglanir (Brabletz vd.,
2018). Kanser progresyonunun baslangig, primer timor biiylimesi, invazyon, yayilim
ve metastazdan kolonizasyona kadar olan tiim asamalarinda ve tedaviye direngte
onemli rollere sahiptir (Nieto vd., 2016). Karsinom hiicreleri, EMT sirasinda
embriyonik mezenkimal hiicrelere benzer Ozellikler kazanarak daha hareketli,

invaziv ve apoptoza direngli hale gelir (Guarino vd., 2007).
1.5.3.2 MCF-7 hiicre hatti

MCF-7 hiicreleri, ostrojen (ER+), progesteron (PR+) ve glukokortikoid (HER2-)

reseptOrii iceren bir insan meme kanseri hiicre hatti ¢esitidir. Hormona duyarli ilk
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meme kanseri hiicre hatti tipidir (Camarillo vd., 2014). MCF-7 hiicreleri EMT'ye tabi
tutulmalidir. Antikanser ilag denemelerini de igermek iizere, diinya ¢capindaki meme
kanseri ¢alismalarinda elverigli bir hiicre hatti modeli oldugu kanitlanmistir (Shirazi
vd., 2011). MCF-7, normalde diisiik metastatik etkiye sebep oldugu diisiiniilen, zay1f
agresif ve invaziv olmayan bir hiicre hatti gesitidir (Shirazi vd., 2011; Gest vd., 2013).
Meme kanseri hiicrelerinin gelisimi sadece ER ve PR tarafindan degil, plazma
membrani ile baglantili biliylime faktorii reseptorleri (EGFR) araciligiyla da
diizenlenir. Bu biiyiime faktorii reseptorlerinin iki dnemli iiyesi, her ikisi de MCF-7
hiicrelerinde yer alan epidermal biiytime faktorii (EGF) tarafindan uyarilan epidermal
biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) ve insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii-2'dir
(HER2). MCF-7 hiicrelerinin ise orta seviyede EGFR sentezi yapan hiicreler oldugu
tahmin edilmektedir (Leung vd., 2014).

1.5.4 Servikal Kanser ve Tedavisi

Servikal kanser (Cervical cancer CC), diinya ¢apinda dordiincii en yaygin kadin
malignitesidir ve biiyilik bir kiiresel saglik sorununu temsil etmektedir (Bray vd.,
2018). CC'nin gelisimi, servikal intraepitelyal neoplazi (CIN) lezyonlari I ila I1I'i ve
ardindan servikal karsinomu igeren asamali bir sekilde gergeklesir (Cinghu vd.,
2011). Skuaméz hiicreli karsinom ve adenokarsinom, tiim serviks kanserlerinin
sirastyla yaklasik %70 ve %25'ini olusturan en yaygin histolojik alt tiplerdir (Small
Jr vd., 2017). Insan papilloma viriisii (HPV) enfeksiyonu ile CC gelisimi arasinda
giiclii bir iliski vardir. HPV enfeksiyonu, bugiine kadar CC gelisimi i¢in tek bir faktor
olarak kabul edilmektedir (Hang Zhang vd., 2021). Yiiksek riskli HPV alt tipleri
hemen hemen tiim serviks kanserlerine neden olur. HPV taramasi ve as1 programlari,
hastalik onlemede etkili stratejilerdir (Crosbie vd., 2013). Diinya saglik oOrgiitii
(DSO), CC'yi dnlemek icin HPV asisin1 siddetle tavsiye etmektedir. Hindistan Tibbi
Arastirma Konseyi (ICMR) alt komitesinin CC y6netimi igin yayinladigi konsensus
belgesine gore, birgcok iilkede asilarin kapsami ¢ok diisiik ve tarama da smirlhidir
(Arbyn vd., 2021). Servikal kanserin tedavisi esas olarak ¢evreye ve hastanin yasina
baglidir ve cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, ast ve diger yontemleri iceren kapsamli
tedavi yaygin olarak uygulanir (Li vd., 2016; Lim vd., 2016). Servikal kanserler i¢in
birinci basamak tedaviler cerrahi, immiinoterapi, poliamin sentez inhibitorleri,

bireysel mikro besin takviyesi, hormon tedavisi, kemoterapi ve radyoterapiden
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olusur; ancak, bu tedaviler ayni zamanda bircok yan etkiye sebep olmaktadir

(Martinez-Torres vd., 2015).

1.5.4.1 Servikal kanser hiicreleri (HeLa hiicreleri)

HeLa hiicreleri, bilimsel arastirmalarda ve uygulamalarda kullanilan 6liimsiiz, en eski
ve en yaygin hiicre hatt1 tipidir. 1951'de kanserden 6len bir hasta olan Henrietta
Lacks'ten alinan rahim agzi kanseri hiicrelerinden koken almaktadir (Lyapun vd.,
2019). Bu hiicre tipi, diger kanser hiicreleriyle karsilastirildiginda bile onlara gore
anormal seviyede bir hizla ¢ogalir. HeLa hiicreleri, boliinme sirasinda aktif bir
telomeraz enzimi cesiti icerir. Bu enzim, yaslanmadan ve nihai hiicre 6liimiinden
sorumlu olan telomerlerin ilerleyici kisalmasini engeller. HPV'ler, rahim agzi
kanserlerinde siklikla hiicresel DNA'ya entegre edilir. HeLa hiicreleri hizli boltiniir
ve kromozom sayilari, kanser gelisimi ve hiicre kiiltiirii asamasinda degisir
(Hongbao, 2017). HeLa hiicreleri igerisinde 0Ostradiol, Ostrojen ve Ostrojen
reseptorleri de dahil olmak tizere cinsiyet steroid hormonlari ve kersetin gibi 6strojen
benzeri bilesikleri ve kanser azaltic1 6zellikleri igerenler de bulunmak tizere cesitli

kanser ¢aligmalarinda yer almistir (Bulzomi vd., 2012).

1.6 Calisma Amaci

» Bu tez ¢alismasinda, Phlomoides moluccelloides (Bunge) Salmaki tiiriine ait
toprak {istii ve kok boliimlerinin metanol (MeOH) ve su (infiizyon) ekstraktlarinin

antimikrobiyal ve anti-quorum sensing etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir.

» Bunun yaninda, calisma kapsaminda ayrica P. moluccelloides'in toprak iistii ve
kok bolimlerinin metanol ve su ekstraktlarinin meme kanseri hiicre hatlarini
temsil eden MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlarina ve servikal kanseri temsil
eden HeLa hiicre hattina karst antiproliferatif aktivitesini arastirmak

amaclanmustir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Tibbi bitkilerin ila¢ yapiminda kullanildig: ile ilgili en eski yazili belgeye, yaklasik
5000 yillik Nagpur'dan bir Stimer kil levhasinda rastlanmistir. Bazilari haghas,
henbane ve mandrake gibi alkaloid olan 250'den fazla gesitli bitkiye atifta bulunan
ilag hazirlama i¢in 12 tarif igerir (Kelly, 2009).

Lamiaceae'nin biyolojik uygulamalari, esas olarak farkli aktivitelere sahip ugucu
yaglarindan  kaynaklanmaktadir. Ugucu yaglarin  antioksidan, antitiimér,
antiinflamatuar, antiviral, analjezik, oksiiriikk 6nleyici, antiastmatik, antipiretik (Celik
vd., 2021), antimikrobiyal (Rustaiyan ve Sadat, 2021), antiemetik, antifungal
(Ouakouak vd., 2019), bocek oldiiriicii (Aedes aegypti'ye karsi) (Luz vd., 2020),
antidiyabetik, antihipertansif (Carovi¢-StanKo vd., 2016), antipruritik, dekonjestan
(Dhayalan vd., 2015), antinosiseptif (Uritu vd., 2018), gaz giderici, antiromatizmal,
antidepresan, noroprotektif, kolinerjik (Andrade vd., 2018), yatistirici, antiseptik,
antiparaziter, antihelmintik, immiin diizenleyici (Bekut vd., 2018), antialerjik (dos
Santos vd., 2018), antianjiyogenik, anti-hepatotoksik (Cocan vd., 2018) ve antikanser
(Mesquita vd., 2019) etkinliklere sahip oldugu bilinmektedir.

2.1 Phlomoides ve Eremostachys Cinslerine Ait Antibakteriyel Calismalar

Literatlir arastirmalarinda, Phlomoides tiirlerinin bir¢ok etnobotanik kullaniminin
bulundugu gozlenmistir. Pek¢ok calismada, Phlomoides cinsinin antimikrobiyal,
antikanser, antioksidan ve antienflamatuvar etki gibi 6nemli biyolojik etkilere sebep
oldugu gosterilmistir. Flavonoidler, monoterpenler, irioid ve chrysoeriol glikozitler
gibi esansiyel yaglar ve ikincil metabolitlere sahiptirler (Mohammadhosseini vd.,
2019a). Birkag Eremostachys tiirii tizerinde yapilan fitokimyasal c¢alismalar,
alkaloitlerin, kumarinlerin, flavonoidlerin, fenil etanoid glikozitlerin (Delazar, 2005),
iridoid glikozitlerin ve monoterpen glikozitlerin varligini ortaya ¢ikarmistir (Delazar
vd., 2004).

Eremostachys molucelloides iizerinde yapilan fitokimyasal ¢alismada, toprakiistii

kismindan yeni iridoid glukozit bilesiklerinin varligini, lamalbidik asit, bilinen alt1
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iridoid glukozit, 5-deoksisesamosit, 6B-hidroksi-7 ile birlikte kolin tuzu olarak izole
edilmistir. Ilave olarak epiloganin, lamalbide, shanzhiside metil ester, sesamoide ve
5-deoxypulchelloside elde edilmistir (Calis vd., 2007).

Son arastirmalara gore, Phlomoides cinsine ait bitkilerin antimikrobiyal, antioksidan
ve sitotoksik etkileri de belirlenmistir (Le vd., 2018).

Phlomoides labiosa'nin toprak iistii kismi ve tohuma ait etil asetat ekstraktlarinin
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis ve Escherichia coli'ye karsi
antimikrobiyal etkinlige sahip oldugu (p <0,05) ancak n-hexane (Hex) ekstraktlarinin
herhangi bir antibakteriyel etki gostermedigi bildirilmistir. Yalnizca toprak isti
kismimin DCM ekstrakti, anlamli olarak (p<0.05) etkinlik gostermistir (Mohammadi
vd., 2022). Aym cins ile yapilan bagka bir caligmada, P. labiosa (Bunge)
ekstraktindan elde edilen glimiis kloriir nanopartikiillerin, S. aureus, Bacillus cereus
ve E. coli'ye kars1 onemli bir antibakteriyel etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Arkani
vd., 2022).

Daha onceki bir ¢alismada Anjum ve Abbasi, Phlomis bracteosa'nin giimiis
nanopartikiillerinin sulu ekstraktlarin yiiksek fenolik icerigine atfettikleri dnemli
bir antibakteriyel etkiye sahip oldugunu bulmuslardir (Anjum ve Abbasi, 2016). Bir
in vitro calismada, Phlomoides umbrosa koklerinden elde edilen saflastirilmis
iridoidler, dikkate deger antioksidan ve sitotoksik aktiviteler gostermistir (Le vd.,

2019).

Bagka bir ¢alismada, P. umbrosa'dan elde edilen MeOH ve aseton ekstraktlari, test
edilen tim mikrobiyal tiirlere kars1 6nemli antimikrobiyal 6zellikler sergilemistir.
Aseton ekstraktinin antimikrobiyal aktivitesinin, metanol ekstraktindan daha yiiksek
oldugu gozlenmistir. Bacillus megaterium, aseton ve metanol oziitleri tarafindan test

edilen bakteriler arasinda en ¢ok inhibe edilen tiir olmustur (Ku vd., 2010).

Onceki calismalar, Eremostachys cinsinin ikincil bilesiklerinin gesitli biyolojik
etkilere sahip olma potansiyelini gostermistir. Ornegin, Eremostachys laciniata (L)
Bunge'nin iridoid glikozitlerinin antibakteriyel etkileri oldugu bildirilmistir
(Modaressi vd., 2009).
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Eremostachys laevigata Bunge bitkisine ait kok, gévde ve ¢igek boliimlerinden elde
edilen ugucu yaglarin antibakteriyel etkilerinin yiiksek oldugu baska bir ¢aligmada
gosterilmistir (Esmaeili, 2012). Yapilan bir c¢alismada Eremostachys labiosa
Bunge'nin anti-leishmania, antikanser ve anti-inflamatuar aktivite agisindan yiiksek

potansiyele sahip oldugu vurgulanmistir (Rabe vd., 2014).

E. azerbaijanica Rech. F.'min rizomlarinin, diklorometan, n-heksan ve metanol
ekstraktlarmin sirasiyla antibakteriyel ve antioksidan aktiviteye sahip olduklari
bildirilmistir. Ayrica, tiim ekstraktlarin A549 hiicre hattina kars: sitotoksik aktivite
sergiledigi rapor edilmistir. Ekstraktlardaki ana bilesikler olan yag asitleri ve

steroidlerin varligi bu biyoaktivitelerden sorumlu tutulmustur (Asnaashari vd., 2017).

Onceki calismalarda, Eremostachys macrophylla Montbret & Aucher ex Benth'in
toprak iistii kistmlarinin n-heksan, diklorometan ve metanol ekstraktlarinin ve E.
azerbaijanica rizomlarinin metanol ekstraktlarinin hicbir antibakteriyel aktiviteye
sahip olmadig tespit edilmistir (Asgharian vd., 2017; Asnaashari vd., 2017). Ancak,
E. azerbaijanica rizomlarinin diklorometan ve n-heksan ekstraktlarinin S. aureus ve
S. epidermidis'e (Gram-pozitif bakteriler) karsi antibakteriyel aktivite sergiledigi
gosterilmistir (Asnaashari vd., 2017).

Eremostachys laevigata'nmin kok, govde ve gicek kisimlarindan elde edilen ugucu

yaglarin da yiiksek antibakteriyel aktivite gosterdigi belirtilmistir (Esmaeili, 2012).

Ayrica basgka bir calismada E. laciniata'dan saflastirilan iridoid glikozitlerin 6zellikle
B. cereus, S. aureus (Gram-pozitif bakteriler) ve E. coli, Proteus mirabilis (Gram-
negatif bakteriler)'e kars1 dikkat c¢ekici bir antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu
bildirilmistir (Modaressi vd., 2009).

2.2 Phlomoides ve Eremostachys Cinslerine Ait Antikanser Etki Calismalari
P. umbrosa ekstraktlarinin sitotoksik etkileri {izerine yapilan bir caligmada,
neredeyse hicbir belirgin toksisite veya yan etki gozlenmedigi kaydedilmistir (Li vd.,

2021). Bununla birlikte, baska bir ¢alismada, P. umbrosa'daki tiirevlerden biri olan
Calcelarioside B'in (10 pg/mL) HelLa tiimor hiicreleri tizerinde %69,63'lik bir
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inhibisyon etkisi belirlenmistir. P. umbrosa‘daki verbascoside’in (10 ug/mL) de L929
timor hiicrelerinde %68'lik bir inhibisyon etki oranina sahip oldugu gézlenmistir (Liu
vd., 2009). P. umbrosa (Turcz.) Kamelin & Makhm’in kok kismindan izole edilen

saf bilesikler, MCF-7 hiicre hattina karsi sitotoksik 6zelliklere sahiptir (Le vd., 2018).

Literatiirde Phomoides macrophylla'nin diger sinonim adi olan Eremostachys
macrophylla Montbret & Aucher'in insan kolorektal adenokarsinomu ve insan
akciger kanseri hiicre hatlarina kars1 antiproliferatif aktivitesi aragtirilmig ve umut
verici sonuglarin oldugu tespit edilmistir. Asgharian vd. (2017a), E. macrophylla'nin
yaprak kismindan hazirlanan MeOH ve N-hekzan ekstraktlarinin, HT-29 hiicre
hattina [sirasiyla inhibisyon konsantrasyonu (ICso) = 133 ve 396 pug/mL)] karsi
sitotoksik aktivite sergiledigini gostermistir. N-hekzan, DCM ve MeOH ekstraktlari
ise A549 hiicre hattina (sirastyla ICs0=53, 380 ve 6 pg/mL) kars1 sitotoksik aktivite
sergilemistir. Ayn1 ekibin benzer bir baska ¢alismasinda da E. macrophylla'nin kok
kismindan hazirlanan DCM ekstraktinin HT-29 ve A549 hiicre hatlarina kars1 ICso
degerleri sirasiyla 195 ve 229 pg/mL olarak saptanmistir. N-heksan ekstraktlarinin
HT-29 ve A549 hiicre hatlarina kars1t 1Cso degerleri ise sirasiyla 253.2 ve >1000
png/mL olarak bildirilmistir. Ayn1 ¢calismada MeOH ekstraktinin her iki hiicre hattina
kars1 ICso degerleri ise >1000 ug/mL olarak belirlenmistir (Asgharian vd., 2017b).

Bagka bir ¢alismada, Phlomoides azerbaijanica Rech’in rizomlarindan n-hekzan,
DCM ve MeOH ekstraktlar elde edilmistir. Ekstraktlar A549 (insan akciger kanseri)
hiicre hattina kars1 sitotoksik aktivite (sirastyla 1Cso = 160.8, 400.2 ve 604,6 pg/mL)
gostermigstir. Sadece DCM ekstrakti, HT-29 (insan kolorektal adenokarsinomu) hiicre
hattina kars1t giiglii sitotoksik aktivite (ICso = 116,07 pg/mL) sergilemistir
(Asnaashari vd., 2017).

Rabe vd. (2014), Phlomoides labiosa Bunge 'nin kok kism1 MeOH ekstraktinin MCF-
7, HeLa, AGS (mide kanseri hiicreleri), LNCaP (prostat kanseri hiicreleri), ACHN
(bobrek kanseri hiicreleri) ve 1L.929'a (normal) kars1 ICso degerlerinin sirasiyla 292,
309, 247, 27, 261 ve 450 ug/mL oldugunu bildirmistir. P. labiosa ile yapilan baska
bir ¢alismada, toprak iistii kismindan hazirlanan DCM ekstrakti, MCF-7 hiicrelerine
(ICso = 40,9 pg/mL) kars1 etkili sitotoksik aktivite sergilemistir (Mohammadi vd.,
2022). Ayni tiirle yapilan baska bir ¢alismada HT-29 hiicre hattina karsi toprak istii
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kismindan hazirlanan N-hekzan ve DCM ekstraktlarinin ICso degerleri sirasiyla 427
ve 124 ug/mL olarak bulunmustur. Ayni ekstraktlarin A549 hiicre hattina kars1 ICsgo
degerleri ise sirasiyla 161 ve 451 pg/mL olarak belirlenmis, her iki hiicre hattina kars1
MeOH ekstraktinin ICso degerleri ise >1000 pg/mL olarak rapor edilmistir (Delazar
vd., 2017).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bitki Materyali

Bu tez c¢alismasinda, Lamiaceae ailesine ait Phlomoides moluccelloides (Bunge)
Salmaki bitki tiirti kullanilmistir. Bitkiler 2019 yili Haziran ayinda Konya arazisinde
gerceklestirilen caligmalar ile toplanmistir (Konya, Akbas Ky, Bozdag Tabiat Parki
civari, 1020 m, 38° 02’ 517 K, 32° 56’ 20” D).

Toplanan bitkilerin taksonomik agidan tanimlamasi, Selcuk Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoteknoloji Bolimii  6gretim {iyelerinden Prof. Dr. Evren
YILDIZTUGAY tarafindan gerceklestirilmistir. Bitki ekstraktlar1 analizler igin

+4°C’de saklanmustir.

3.1.2 Cahsmada Kullanilan Bakteri Suslar

P. moluccelloides’in toprak {istii ve kok kisimlarinin MeOH ve inflizyon
ekstraktlarinin antibakteriyel etkinligi 3 Gram-pozitif ve 9 Gram-negatif olmak iizere
toplam 12 referans bakteri susuna karsi arastirilmistir. Ekstraktlarin anti-QS etkileri
ise Pseudomonas aeruginosa PAO1 ve Chromobacterium vioalceum ATCC 12472
biyoindikator suglarina karsi test edilmistir. Calismada kullanilan bakteri suslari
Tablo 3.1°de gosterilmistir. Anti-QS testleri i¢in ise P. aeruginosa PAOL ve C.
violaceum ATCC 12472 susu kullanilmistir. Suslar, Amerikan Tipi Kiiltiir
Koleksiyonu (American Type Culture Collection, ATCC) ve Ulusal Tip Kiiltiir
Koleksiyonu (National Collection of Type Cultures, NCTC) referans suslaridir.

Kullanilan bakteri suslar1, Kastamonu

Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik Béliimii ve Karadeniz Teknik Universitesi
Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali kiiltiir koleksiyonlarindan temin

edilmistir.
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Tablo 3.1 Calismada kullanilan bakteri suslari

Suslari

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 Kullanilan Cihaz, Kimyasal ve Sarf malzemeler

Calisma kapsaminda kullanilan cihazlar, kimyasallar ve sarf malzemeler, Kastamonu

Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik Béliimii’ne ait Molekiiler Biyoloji ve

Genetik Arastirma Laboratuvari ile Kastamonu Universitesi Merkezi Arastirma

Laboratuvart Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde bulunan Kanser Genetigi ve

Biyoinformatik Laboratuvari’nin alt yapisindan saglanmistir. Bitki ekstraktlari saf su

ve metanol (MeOH) ile ¢oziilmiistiir. Bakterilerin biiyiitiilmesi i¢in farkli kiiltiir

ortam1 ve kimyasallar kullanilmigtir. Kullanilan cihaz, kimyasal ve sarf malzemeler

Tablo 3.2°de ve Tablo 3.3’de verilmistir.

Tablo 3.2 Antibakteriyel testlerde kullanilan kimyasallar

Numara Kimyasal Adi Marka Kullanim Amaci
1 Mueller Hinton agar Merck Bakteri kiiltiiriinde
(MHA) kullamlda
2 Mueller Hinton broth Merck Bakteri kiiltiiriinde
(MHB) kullamilda
3 Luria Bertani broth (LB) | NZYTech, Bakteri kiiltiiriinde
Lisbon, kullanildi
Portugal
4 Nutrient agar (NA) Merck Bakteri kiiltiiriinde
kullamldi
5 Bakteriyolojik Agar - Kati besiyeri hazirh@inda
kullanmildx
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Tablo 3.2 devamu

6 Levofloksasin Tokyo Referans antibiyotik
Chemical olarak kullanildi
Indistry
7 Kristal viyole Merck/ Biyofilm Kkiitlesinin
Germany boyanmasi icin kullamldi
8 Metanol (MeOH) 96%, Isolab Sterilizasyon
70%
9 Pepton Swarming motilite agar
hazirhginda kullamldi
10 Serum fizyolojik cozeltisi | - Diliisyon ve hiicre yikama
(%00,9 Sodyum Kloriir islemlerinde kullanildx
cozeltisi)
11 Yeast extract Swarming motilite agar
hazirhginda kullamldi
12 Glukoz Swarming motilite agar
hazirhiginda kullamldi
13 HCI Tekkim Kimya | Piyosiyanin
ekstraksiyonunda
kullanildi
Kloroform Piyosiyanin
ekstraksiyonunda
kullanildi
14 Etanol 70% Isolab Sterilizasyonda kullamildi

Tablo 3.3 Antibakteriyel testlerde kullanilan cihaz ve sarf malzemeler

Numara Ekipman Adi Marka
1 -20/+4°C Buzdolabi Arcelik/4552
2 -80°C Derin dondurucu Nuaire/Glacier-Nu 9668E
3 Buz makinasi Hoshizaki/Scotsman
4 Hassas terazi Precise/XP220A
5 Saf su cihaz1 Human Corporation Zeneer Power
6 Ultra saf su cihazi Mpminipure/Dest-up
7 Vorteks Wise-Mix/VM-10
8 Calkalamah Kuru Blok Isitic Biosan/TSH-100
9 Cekerocak Tezsan
10 Simif II Biyogiivenlik Kabini Tezsan/Classl|
11 Test Kabini Niive/TK-252
12 Is1 Kontrollii inkiibator Thermo
13 Otoklav Niive/Steam Art
14 Masaiistii Santrifiij Niive/NF 800
15 Mikrosantrifiij Starlab
16 Sogutmali Mikrosantrifiij Hettich/MICRO 220R
Thermo Scientific/MulskanGO
18 Spektrofotometre Nano Drop UV/Vis
19 Mcfarland Densitometer Cihaz Biosan/DEN-1B
20 Kimyasal Saklama Dolab1 Tezsan
21 96 Kuyucuklu Mikropleytler Techno Plastic Products
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Tablo 3.3 devami

Steril Besiyeri Kaplar: (90mm

22 Isolab
caph)
23 Falkon Tiipler Isolab, Kirgen, CAPP
24 Eppendorf Tiipler (Cryotiip) Isolab
25 Serolojik Pipetler Biologix
26 Mikropipetler (tek ve ¢cok Eppendorf, The_rmo, CAPP,
kanalli) Topscien
27 Tek kullanimlik plastik ozeler Isolab
28 pH gosterge stribi Isolab
29 Thoma Lam Marienfeld-Neubauer-improved
30 Pamuklu ekiivyon Cultiplast/LP Italiana spa
31 0,22 pm siringa filtreleri -
32 10-25 cc siringalar -
33 Pipet uclari Isolab Tiim deney agamalarinda

3.1.4 Kullanilan Hiicre Hatlar

Phlomoides moluccelloides ekstraktlarinin antiproliferatif etkinlikleri ti¢ farkli hiicre

hattina kars1 aragtiritlmistir. Hiicre hatlar1 ve 6zellikleri Tablo 3.4’de gosterilmistir.

Tablo 3.4 Calismada kullanilan hiicre hatlar

Numara | Hiicre Ozelikler Temin yeri
hatlar
1 MDA- | Ostrojen reseptorii negatif Bogazici Universitesi
MB-231 | ve invazif 6zelligi yiiksek Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Boliimii
2 MCF-7 | Ostrojen reseptorii pozitif Ankara Universitesi
ve Biyoteknoloji Enstitiisii
Alfa (ERa) ozellik tasiyan
3 HelLa insan servikal Bogazici Universitesi
adenokarsinomu Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Boliimii

3.1.5 Sitotoksisite Testlerinde Kullanilan Cihaz, Kimyasal ve Sarf malzemeler

Calismada kullanilan cihaz, kimyasal ve sarf malzemeler Tablo 3.5’de ve Tablo

3.6’da listelenmistir.
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Tablo 3.5 Sitotoksisite testlerinde kullanilan kimyasallar

Kimyasal adi

Marka

Kullanim amaci

Dulbecco’s Modified Eagles Medium
(DMEM)

Gibco, Thermo
Fisher Scientific

Hiicre besiyeri

Penisilin/Streptomisin karisimi
(%0,1)

Thermo Fisher

Hiicre kiiltiirii
calismalarinda

Insiilin (0,01 mg/mL)

Pan Biotech

Besiyeri icin takviye
hormon

Dimetilsiilfoksit (DMSO)

Rjedel-de Haen

Bilesiklerin
seyreltilmesinde, hiicrelerin
saklanmasinda, MTT
iiriinlerinin
indirgenmesinde

Fosfat Tampolu Tuz Cozeltisi (PBS)

Gibco, Thermo
Fisher Scientific

Hiicre Kkiiltiirii
calismalarinda

3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromid (MTT)

Thermo Fisher

Hiicrelerin dehidrojenaz
aktivitelerine gore
kolorometrik olarak

Scientific absorbans ol¢iimii sonucu
etkin sitotoksik aktiviteyi
belirlemede

Non-Esansiyel Amino Asit (NEAA) Pan Biotech Hiicre kiiltiiri
calismalarinda

Tripsin-EDTA Gibco, Thermo | Hiicre kiiltiirii
Fisher Scientific | ¢alismalarinda

Fetal Bovine Serum (FBS)

Gibco, Thermo
Fisher Scientific

Hiicre besiyeri

Tablo 3.6 Sitotoksisite testlerinde kullanilan cihaz ve sarf malzemeler

Numara Cihazlar adi Markalar
1 CO; inkiibatorii Nuaire, USA
2 Laminar kabin Bilser, Tiirkiye
3 Otoklav Niive, Tiirkiy
4 Buzdolabi Samsung, Giiney Kore
5 Santrifiij Hettich Universal 320 R, USA
6 Faz Konstrast Goriintiileme Inverted microscope, Leica DMil,
Sistemli Kameral Ters Almanya
Mikroskop
7 Etiiv Niive, Tiirkiye
8 Hemositometre Thomalam, Marienfeld, 0,1 mm,
Neubauer-improved, Almanya
9 96-kuyucuklu hiicre petrileri -
10 100x20 mm petri kaplari Sigma
11 10 mL serolojik pipetler Sigma
12 0,22 pm siringa filtreleri Sigma Aldrich, USA
13 Hiicre kaziyic Sigma Aldrich, USA
14 10-25 cc siringalar Sigma Aldrich, USA
15 Kryotiipler Sigma Aldrich, USA
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3.2 Kullanilan Yontemler

3.2.1 Bitki Ekstraktlarinin Temini

Phlomoides moluccelloides (Bunge) Salmaki ekstraktlar;, Selcuk Universitesi
Biyoloji boliimiinden Prof. Dr. Gékhan ZENGIN tarafindan elde edilmistir. Bunun
icin bitkilerin toprak {iistii ve kok kisimlar1 gélge bir ortamda yaklasik olarak 10 giin
birakilarak oda sicakliginda kurumalar1 saglanmistir. Daha sonra numuneler
laboratuvar degirmeni yardimiyla toz hale getirilmistir. Metanol (MeOH) ve infiizyon
ekstraktlari, 10 gr bitki 6rneginin 200 mL kendi ¢oziiciilerinde (metanol ve Su) gece
boyunca maserasyon yontemi (1slatarak yumusatma; soguk infiizyon yontemi) ile
bekletilerek elde edilmistir. Bu siire sonunda ekstraktlar, siiziilmiis ve doner bir
buharlastiric yardimiyla 40°C’de vakum ile konsantre hale getirilmistir. Infiizyon
ekstraktlar, 10 gr bitki 6rneginin 200 mL kaynar suda demlenmesiyle hazir hale
getirilmistir. Daha sonra ornekler, filtreden gecirilmis ve liyofilizator ile
kurutulmustur. Dort ekstrakt i¢in hazirlanan ana stoklardan seri olacak sekilde
sulandirmalar yapilarak 5 mg/mL, 2,5 mg/mL, 1,25 mg/mL, 0,625 mg/mL ve 0,312
mg/mL caligma stoklar1 hazirlanmigtir. Hazirlanan ana ve c¢alisma stoklari,

kullanilincaya kadar -20 C°’de saklanmastir.

3.2.2 Antibakteriyel Aktivitenin Saptanmasi

Toprak istii ve kok ekstraktlarinin antibakteriyel etkinligi sivi mikrodiliisyon
yontemi ile arastirilmistir. Bu yontemde, Oncelikle bitki ekstraktlart 20 mg/mL
konsantrasyonu olusturmak tizere steril ultra saf su igerisinde ¢Oziilmiistiir.
Ekstraktlarin antimikrobiyal etkinligi 61,5-2000 pg/mL konsantrasyon araliginda test
edilmistir. Deneyde referans antibiyotik olarak bir kinolon sinifi olan ve genis
spektrumlu antibakteriyel etkinlige sahip oldugu bilinen levofloksasin kullnilmistir.
Quorum Sensing inhibisyon deneyleri igin ekstraktlarin ultra saf su igerisinde 5

mg/mL ve 10 mg/mL konsantrasyonlarinda ¢alisma stoklar1 hazirlanmistir.
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3.2.2.1 Bakteri besiyerlerinin hazirlanmasi

Ticari besiyerleri (MHA, MHB, NA, NB ve LB broth), iiretici firmanin Onerileri
dogrultusunda hazirlanmistir. MHA, MHB, NA, NB ve LB broth toz halinde temin
edilmistir. LB soft agar hazirliginda ise LB broth besiyerine son konsantrasyonu
%0,5 olacak sekilde bakteriyolojik agar ilave edilmistir. Besiyerleri distile su ile
tamamen ¢6ziilmiis ve pH'1 ayarlandiktan sonra otoklavda (121°C’de, 1,5 atm, 15 dk)
sterilize edilmistir. Ardindan yaklasik 50°C’ye sogutulmus ve 90 mm c¢apli petri
plaklarina ~25 mL hacminde dokiilmiistiir. Besiyerleri kullanilincaya kadar 4°C’de

muhafaza edilmistir.

3.2.2.2 Bakteri kiiltirlerinin hazirlanmasi

Antibakteriyel testler igin, -80°C'de saklanan bakteri suslart MHA besiyerinde
canlandirilmigtir. Bunun i¢in saf olarak stoklanmis kiiltiirlerden steril bir 6ze yardimi1
ile kii¢iik bir buz parcas1 alinmis ve besiyerine inokiile edilerek ekilmistir. Kiiltiirler
37 C%de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Tiim deneylerde taze Kkiiltiirler

kullantlmistir.

3.2.2.3 Minimal inhibitér konsantrasyonu tespiti

P. moluccelloides bitkisinin toprak iistii ve kok kisimlardan elde edilen MeOH ve su
ekstraktlarmin minimal inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri, sivi mikrodiliisyon
metodu ile daha once tarif edildigi gibi gergeklestirilmistir (Wiegand vd., 2008).
Ekstraktlar 62,5-2000 pg/mL konsantrasyon araliginda test edilmistir. Deneyde
referans antibiyotik olarak levofloksasin kullanilmistir. Levofloksasin 0,015-128
ug/mL konsantrasyon araliginda test edilmistir. Bakterilerin hazirlanan taze
kiiltiirlerinden 0,5 McFarland standardizasyonunda steril serum fizyolojik igerisinde
stispansiyonlar1  hazirlanmigtir.  Mikrodiliisyon testi 96 kuyucuklu pleytte
gerceklestirilmis olup, ilk olarak birinci kuyucuklara 180 pL, diger kuyucuklara ise
100 pL hacminde s1v1 besiyeri (MHB) eklenmistir. Daha sonra her bir ekstrakttan (20
mg/mL) 20 pL alinarak birinci kuyucuklara konulmustur. Birinci kuyucukta ekstrakt
konsantrasyonu 2000 pg/mL olmustur. Ardindan birinci kuyucuktan 100’er pL

alinarak 61,5 ng/mL konsantrasyon olusana kadar c¢ift katli seri sulandirma islemi
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yapilmustir. Her ekstrakt i¢in bir kuyucuk tireme kontrolii (ekstrakt mevcut degil), bir
kuyucuk ise sterilite kontrolii (bakteri mevcut degil) olarak degerlendirilmistir. Son
olarak test bakterilerinin taze kiiltiirlerinden hazirlanan McFarland 0,5 siispansiyonu
SF igerisinde 10 kat sulandirilmis ve kuyucuklara 5 uL (5 x 10° pg/mL veya 5 x 10*
ug/kuyucuk olacak sekilde) hacminde inokiile edilmistir. Pleyt, steril bir kapakla
kapatildiktan sonra 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda kuyucuklarda meydana gelen iireme, siyah zemin iizerinde ¢iplak goz ile
analiz edilmistir. Kuyucuklarda bakteri tiremesinin olmadig1 son ekstrakt/antibiyotik

konsantrasyonu, MiK degeri olarak kabul edilmistir.

3.2.3 QS Inhibisyonunun Biyoindikatér Suslarda Gésterilmesi

Calismamizda kullanilan bitki ekstraktlarinin bakterilerde QS sistemi mekanizmasini
inhibe edip etmedigi P. aeruginosa PAOL1 ve C. violaceum ATCC 12472 susglarina
kars1 test edilmistir. Bu suslarin QS mekanizmasini kullanarak sirasiyla swarming
hareketi, piyosiyanin pigmenti, biyofilm formasyonu ve viyolasin pigmentini iirettigi

bilinmektedir.

3.2.3.1 Swarming (yayilma) hareketi inhibisyon testi

P. moluccelloides toprak iistii ve kok ekstraktlarinin P. aeruginosa PAO1 susunun
swarming (yayilma) hareketlerine karsi inhibitor etkileri Saliha vd. (2020)’nin tarif
ettigi sekilde arastirilmistir (Saliha vd., 2020). Ozetle P. aeruginosa PAQO1 taze
kiltiiriinden kiigiik bir koloni parcast alinmis ve ekstrakt iceren ve igermeyen
swarming agar plaklariin ortasina inokiile edilmistir. Swarming agar %1 glukoz,
%0,5 pepton, %0,5 bakteriyolojik agar, %0,2 maya oziitii ve test materyali (500
ng/mL ekstrakt) icermektedir. Kontrol besiyerinde ekstrakt yerine ¢oziicii olan steril
ultra saf su kullanilmistir. Kiiltiirlerin 37°C'de 24 saat dik pozisyonda inkiibasyonu
saglanmig ve sonrasinda bakteri inokiilasyon noktasindan g¢evreye Swarming

hareketliligi incelenmistir.
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3.2.3.2 Biyofilm inhibisyon testi

Ekstraktlarin biyofilm inhibisyon testi daha 6nce tarif edildigi gibi 96 kuyucuklu diiz
tabanli polisistren pleytlerde gergeklestirilmistir (O'Toole, 2011). Bu amagla, P.
aeruginosa PAO1’in taze kiiltiirinden tek koloni alinarak 5 mL LB siv1 kiiltiirde
37°C’de ve 150 rpm hiz ile 16 saat inkiibasyon gergeklestirilmistir. Inkiibasyon
stiresinin sonunda, kiiltiir taze LB siv1 besiyeri ile 100 kat seyreltilmis ve deneyde
inokulum olarak kullanilmigtir. 96-kuyucuklu mikropleyt ile gerceklestirilen
calismada tiim kuyucuklara 180 uL inokulum eklenmistir. Bir kuyucuk blank, ii¢
kuyucuk kontrol, ticer kuyucuk da her ekstrakt icin tekrar olacak sekilde
degerlendirilmistir. Daha sonra, kuyucuklardaki nihai konsantrasyonun 500 pg/mL
olmasimi saglamak i¢in 5 mg/mL konsantrasyonundaki ekstraktlardan 20’ser pL
kuyucuklardaki inokulumlar iizerine eklenmistir. Blank kuyucugu i¢in180 pl bakteri

icermeyen LB s1v1 besiyeri tizerine 20 pL ultra steril saf su eklenmistir.

Pleyt steril kapagi ile kapatilip 37°C'de sabit olarak 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresinden sonra, pleyt bir spektrofotometre (Multiskan Go, Thermo
Scientific, ABD) yardimiyla 600 nm 1sik dalga boyunda okutulmus ve
kuyucuklardaki bakteri tiremesinin baskilanip baskilanmadigi incelenmistir. Ondan
sonra, kuyuculardaki igerik tek hamlede ve dikkatli bir sekilde dokiilmiistiir. Sonraki
asamada, biyofilm ti¢ kez steril distile su igeren bir kaba daldirilarak yikanmuistir.
Tim kuyucuklarda biyofilm tabakasi 200 puL %0,1 (w/v) kristal viyolet (Merck)
boyasi ile 5 dk oda sicakliginda boyanmis ve ardindan fazla boya yukarida anlatildig:
gibi yikanarak uzaklastirilmistir. Son yikama igsleminden sonra pleyt 50°C’de 30 dk
tutularak  suyun  kuyucuklardan tamamen uzaklastirilmasi  saglanmustir.
Kuyucuklarda biyofilm tabakasi tarafindan tutulan boya, 100 uL hacminde saf EtOH

ile ¢ozlilmiistiir.

Absorbans, spektrofotometre kullanilarak EtOH e kars1 570 nm 151k dalga boyunda
okutulmustur. Calisma, birbirinden bagimsiz olacak sekilde {i¢ kez tekrarlanmistir.
Kuyucuklardaki biyofilm oranint % olarak belirlemek igin, ekstrakt ile muamele
edilen absorbans miktari, kontrol kuyucugunun absorbans miktarina bdliinmiis ve

100 ile ¢arpilmustir.
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3.2.3.3 Piyosiyanin inhibisyonu testi

P. aeruginosa PAOI1'e kars1 ekstraktlarin MIK degeri, sivi mikrodiliisyon testi
kullanilarak belirlenmistir. Ekstraktlarin piyosiyanin pigment {iretimi iizerine
inhibitor etkinlikleri Tufekci vd. (2020)’nin agikladig: sekilde uygulanmistir. Ozetle
P. aeruginosa PAOL1 bakterisinin MHA besiyerindeki taze kiiltiiriinden tek koloni
alinmis ve 5 mL LB siv1 besiyerinde 37°C’ de, 120 rpm hizda 16 saat inkiibasyona
birakilmistir. Sonraki asamada, siv1 kiiltiir taze LB besiyerinde 100 kat sulandirilmis
ve 5 mL hacminde ekstrakt iceren (500 ng/mL) ve icermeyen tiiplere aktarilmistir.
Ardindan kiiltiirler 37°C° de, 120 rpm’de 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyonun
ardindan kiiltiirlerden 1,5 mL alinmis ve santrifiij edilmistir. Stipernatantlar, temiz bir
eppendorf tiipe aktarilmis ve iizerine 0,9 mL kloroform eklenmistir. Islem sonrasinda
eppendorf tiipler 30 s siiresince en yiiksek hizda vorteks edilerek karistirilmis ve
piyosiyanin ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Ardindan tiim tiipler oda sicakliginda
5 dk bekletilmistir. Siire sonunda tiiplerdeki kloroform tabakasi bagka bir tiipe
aktarilmigtir. Tiplerin tizerine 0,3 mL 0,2 N HCI eklenmis ve 30 s vorteks isleminden
sonra santriflij iglemi gergeklestirilmistir. A¢ik pembeden koyuya degisen {ist
tabakadan 0,2 mL diiztabanli 96 kuyucuklu mikropleytin kuyucuklarina aktarilmistir.
Absorbans, spektrofotometre (Multiskan Go, Thermo Fisher Scientific) kullanilarak
0,2 N HCl'e karsi 520 nm'de okutulmustur. Bakteri tiremesinin baskilanip
baskilanmadig1 kiiltiirlerden canli hiicre sayimi ile tespit edilmistir. Bu amagla
kiiltiirlerden seri diliisyonlar hazirlanmis ve MHA ortamina yayma ekim yontemi ile
ekilmistir. Bir gecelik inkiibasyondan sonra, besiyerinde koloniler sayilmis ve

ekstrakt icermeyen kiiltiirdeki tiremeler ile karsilastirilmistir.

3.2.3.4 Viyolasin inhibisyon testi

Calismamizda ekstraktlarin viyolasin pigment iiretimini inhibisyon yetenekleri, C.
violaceum ATCC 12472 (McClean vd., 1997) susuna kars1 yumusak agar yontemiyle
degerlendirilmistir. Kisaca, C. violaceum susunun MHA besiyerindeki taze
kiiltiirtinden bir koloni alinmis ve LB (LB, NZYTech, Lizbon, Portekiz) broth
igerisinde 30°C ve 150 rpm hizda 16 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyonun
sonunda kiiltiirden 50 pL alinarak 5 mL hacminde ¢6ziilmiis ve 50°C’ye sogutulmusg

LB yumusak agar (%0,5 agar) igerisine asilanmig ve vortekslenmistir. Agar-kiiltiir
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karisimi daha 6nce hazirlanan LB base agar iizerine dokiilmiis ve donmasi i¢in ~15
dk beklenmistir. Agar katilastirildiktan sonra, {izerine steril bir pens yardimi ile 6 mm
capinda blank diskler yerlestirilmistir. Daha sonra disk basina 400 pg ekstrakt elde
etmek i¢in her bir ekstraktan (20 mg/mL) 20 uL alinarak disklere aktarilmistir. Pozitif
kontrol olarak taze P. aeruginosa PAOL kiiltiir supernatantr kulanilmistir. Kiiltiirler
30°C’de 18 saat inkiibe edilmistir. Viyolasin inhibisyonu, disklerin etrafindaki

renksiz, opak, ancak canli bir zon ¢apinin varligi ile belirlenmistir.

3.2.4 Antiproliferatif Aktivitenin Tespiti

Calisma kapsaminda bitkinin MeOH ve su ekstraktlarinin in vitro antikanser
aktivitesi arastirilmigtir. P. moluccelloides’nin kok ve toprak tistii ekstraktlart MDA-
MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicreleri ve HelLa serviks adenokarsinoma hiicre
hattina kars1 degerlendirilmistir. Sitotoksik aktiviteyi saptamak i¢in Mitokondriyal
Dehidrogenaz Enzim Aktivitesi (MTT) testi kullanilmustur.

3.2.4.1 Bitki ekstraktlarinin hazirlanmasi

Maserasyon ve infiizyon teknikleri kullanilarak elde edilen bitki ekstraktlar1 igin
farkli konsantrasyonlarda ¢alisma stoklar1 hazirlanmistir. Bunun igin ana stoktan seri
seyreltmeler (31,25 pg/mL, 62,5 pg/mL, 125 pg/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL)
gerceklestirilmistir. Tiim ekstraktlar calisincaya kadar 4°C de saklanmistir.

3.2.4.2 Hiicre Kiiltiiriiniin siirdiiritlmesi
A. Hiicre kiiltiirii besiyerinin hazirlanmasi
MDA-MB-231, MCF-7 ve HeLa hiicre hatlarinin ¢ogaltilmasi i¢in FBS (10%, v/v),

penisilin/streptomisin (0.1%, v/v), NEAA (1%, v/v) ve insan insiilini (0,01 mg/mL)
iceren 1X DMEM besiyeri kullanilmis ve 4 C°’de saklanmistir.
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B. Hiicrelerin agilmasi

Hiicre kiltiiri ¢alismalari, hiicre kiiltiirii odasinda ve Class II laminar kabinde
gerceklestirilmigtir. Dondurulmus halde -80°C’de muhafaza edilen hiicreler alinarak
oda sicakliginda ¢ozdiriilmiistir. Kontaminasyonun oniine gegmek igin, tiipler
%70’1ik EtOH ile silinip laminar kabin i¢ine koyulmustur. Tiim hiicrelerin, 90 mm
capl hiicre kiiltiir plaklarinda 37°C ve %5 CO2 kosullarini saglayan inkiibatérde

kiiltiirleri yapilmistir.

C. Hiicre pasajlanmasi

Hiicre pasaji genellikle 2-3 giinde bir hiicreler logaritmik fazdayken (%70-%80
yogunluga ulagmasi) gergeklestirilmistir. Pasajlama islemi sirasinda; laminar kabin
icerisinde besiyeri tek kullanimlik pipet ile tabaklarindan uzaklastirildiktan sonra,
plaka ylizeyine yapismamis halde bulunan 6lii hiicreler 1 mL fosfat tampon
soliisyonu (PBS) ile yikanip uzaklastirilmistir. Ardindan 1 mL (%0,25) Tripsin-
EDTA soliisyonu (1X PBS igerisinde hazirlanmig) tabaklara eklenmis, tabaklar
hafif¢e calkalanmis ve yapisan hiicrelerin petri yiizeylerinden ayrilmasi ve enzim
aktivitesinin baslamasi ig¢in hiicreler 5 dk 37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde
bekletilmistir. Inkiibasyondan sonra tripsin-EDTA aktivitesini engellemek igin petri
tizerine 1 mL DMEM ilave edilmistir. Hiicreleri petri yiizeyinden toplamak i¢in hiicre
styirict kullanilmis ve hiicreleri tripsinden uzaklastirmak icin, toplanan hiicreler 15
mL’lik falkon tiipe aktarilmigtir. Falkon tiipler, 2000 rpm’de 5 dk santrifiij
yapilmustir. Santrifiij bittikten sonra siipernatant kismi uzaklastirilmigtir. Hiicre peleti
tizerine 3 mL taze besiyeri (DMEM) eklenmis ve bir mikropipet kullanilarak
siispansiyon haline getirilmistir. Coziilmis hiicreler, 90 mm ¢apinda 7 mL DMEM
igeren li¢ petri kabina aktarilmis ve hiicre hatti, pasaj numarasi ve tarihi yazilarak
37°C ve %5 CO: kosullarindaki inkiibatore yerlestirilmistir. Tiim hiicrelerin
biiylimesini, ¢ogalma hizlarini, morfolojilerini ve canliliklart takip etmek icin
inverted mikroskop (Leica DMil, Almanya) ile 10X objektif altinda goézlem
yapilmistir.
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D. Hiicrelerin sayimi

Hiicreleri saymak i¢in mL’deki hiicre sayis1 hemositometre ile hesaplanmistir. Hiicre
sayimi isleminde peletin yogunluguna bagli olarak PBS ile hiicre siispansiyonlari
hazirlanmistir. Thoma laminin alt ve st taraflarinda yer alan karelerdeki hiicreler
mikroskop altinda (10X objektif) sayilmistir ve aritmetik ortalamasi alinmistir (Sekil
3.1). Toplam hiicre sayis1 su formiile gére hesaplanmistir: Toplam hiicre sayisi=H X
diliisyon sabiti x 10* (H: hiicrelerin sayilan ortalamas1). Sayim sonunda hiicreler, 96
kuyucuklu pleytlere 1x10° hiicre/mL olacak sekilde inokiile edilmis ve 37°C’de %5

CO:2 kosullarinda inkiibasyona birakilmastir.

il i i / o

0.0025 mm~

Alt - -

Sekil 3.1 Thoma lami1 ve sayim bolgeleri

3.2.4.3 Hiicrelerin canhlik testi (MTT)

P. moluccelloides bitki ekstraktlarinin kanser hiicreleri {izerindeki sitotoksik
aktiviteleri, MTT [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromid] testi
araciligiyla belirlenmistir. MTT testi Sharif vd., (2021)’e gore gergeklestirilmistir.
Bu test, hiicrelerin canliligini ve biiylimesini belirlemek ic¢in kullanilmistir. MTT
yontemi, canli hiicrelerdeki mitokondriyal dehidrogenaz enziminin aktivitesine
baglidir ve boylece hiicrelerin canliligini belirlemektedir. MTT testi, kuyucuklarda

meydana gelen renk degisiminin dl¢iilmesi prensibine dayanmaktadir.
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A. MTT c¢ozeltisinin hazirlanmasi

MTT ¢ozeltisi, nihai hacmi 50 mL olacak bi¢imde 1X’lik DMEM igerisinde 2,5 mg
MTT ve tlizerine 250 mL FBS eklenmis ve vortekslenerek hazir hale getirilmistir.
MTT boyasimin 1s1ga hassas olmasi nedeniyle hazirlandiktan sonra kullanilincaya
kadar tiipler aliminyum folyoya sarilmistir. Her c¢alisma Oncesi taze reaktif

hazirlanarak kullanilmastir.
B. Sitotoksik dozun uygulamasi ve belirlenmesi

Inkiibasyon siiresi sonunda, kuyucuklardaki hiicrelerin iizerine 10 pL steril pipet ile
bitkinin toprak tistii ve kok kisimlarina ait MeOH ve su ekstraktlarindan, yukarida
bahsedilen farkli ¢alisma stoklar1 (31,25 pg/mL, 62,5 pg/mL, 125 pg/mL, 250
ug/mL, 500 pg/mL) ii¢ tekrarli olacak sekilde eklenmistir. Kontrol kuyucuklarina ise
ti¢ tekrarli olacak sekilde ultra saf su eklenmis ve pleyt 24-48 saat 37°C’de %5 CO2’li
kosullarda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra hiicrelerdeki morfolojik
degisimler inverted mikroskop (Leica, DMil) altinda (100x) incelenmis ve
fotograflanmistir. Sonraki asamada, kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirilmis,
hiicrelerin tizerine taze hazirlanmis MTT ¢ozeltisinden 100 pL ilave edilerek 4 saat
37°C’de %5 CO: kosullarindaki inkiibatorde tutulmustur. Siire bitiminde, MTT
¢ozeltisi uzaklastirilmis ve ortaya ¢ikan formazan kristallerini ¢ozmek amaciyla her
kuyucuga 100 uL saf DMSO eklenmistir. Ek olarak, bir kuyucuga blank olarak 100
uL saf DMSO eklenmistir. Sonrasinda pleyt oda sicakliginda 300 rpm’de 15 dk
stiresince calkalamali kuru blok 1sitic1 (BIOSAN)’da tutulmustur.

3.2.5 Yari maksimum Inhibitér Konsantrasyon (1Cso) degerlerinin belirlenmesi

MTT uygulamasi sonunda absorbans degerlerini 6lgmek i¢in, tiim kuyucuklar blank
kuyucuguna kars1 570 nm 1s1k dalga boyunda okutulmustur. Ekstraktlarla muamele
edilen kuyucuklardaki hiicrelerin canliligi, kontrol kuyucuklarindaki hiicre canliligi
ile karsilastirilmis ve sonuglar yiizde (%) olarak sunulmustur. Okunan absorbans
degerine gore, yari-maksimal inhibisyon konsantrasyon (ICso) degerleri, "log
(inhibitdr) ile normallestirilmis yanit-degisken egim analizi fonksiyonu" kullanilarak

GraphPad Prism 9.4.0 (GraphPad Software, San Diego, CA) programi ile
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hesaplanmustir. Her bir uygulama, bagimsiz olarak ii¢ kez tekrarlanmistir. Veriler,

ortalama + standart sapma olarak sunulmustur.

3.3 istatistiksel Analizler

Verilerin normal dagilip dagilmadigi Wilks-Shapiro testi ile (Shapiro ve Wilk, 1965)
belirlenmistir. Parametrik olmayan verilerin ve parametrik verilerin analizi i¢in IBM-
SPSS istatistik siirim 23,0 (IBM Inc., Armonk, NY, ABD) kullanilarak sirasiyla
Mann-Whitney U testi ve bagimsiz 6rnekler t testi yapilmistir. Analizler sonucunda

elde edilen p < 0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Antibakteriyel Aktivitenin Saptanmasi
4.1.1 Minimal inhibitér konsantrasyonu (MIiK) degerleri

Bu ¢alismada ekstraktlarin antibakteriyel aktivitesi sivi mikrodiliisyon yontemi ile
degerlendirilmistir. Fakat test edilen tiim bakterilere kars1 ekstraktlarin MiK degerleri
tespit edilememistir (MIK> 2000 pg/mL) (Tablo 4.1). Béylece P. moluccelloides’in
toprak tstii, kok kisimlarinin MeOH ve infiizyon ekstraktlarinin 62,5-2000 pg/mL

konsantrasyon araliginda antibakteriyel aktiviteye sahip olmadig: belirlenmistir.

Tablo 4.1 Ekstraktlarin ve levofloksasin antibiyotiginin MiK degerleri

Toprak | Toprak Kok Kok Levofloksasin
Bakteri Suslar: iistii | stil kistmi | Kisimu Antibiyotigi
MeOH | Infiizyon | MeOH | Infiizyon
Escherichia coli ATCC | >2000 >2000 >2000 >2000 0,125 pg/mL
25922
Escherichia coli NCTC | >2000 >2000 >2000 >2000 32 pg/mL
13846
Klebsiella pneumoniae | >2000 >2000 >2000 >2000 0,125 pg/mL
ATCC 13883
Klebsiella pneumoniae | >2000 >2000 >2000 >2000 8 ng/mL
ATCC 700603
Klebsiella pneumoniae | >2000 >2000 >2000 >2000 8 ng/mL
NCTC 13440
Salmonella >2000 >2000 >2000 >2000 0,0625 pg/mL
Typhimurium ATCC
14028
Enterobacter aerogenes | >2000 >2000 >2000 >2000 0,0625 pg/mL
ATCC 13048
Pseudomonas
aeruginosa ATCC >2000 >2000 >2000 >2000 0,5 pg/mL
27853
Acinetobacter
haemolyticus ATCC >2000 >2000 >2000 >2000 0,125 pg/mL
19002
Enterococcus faecalis
ATCC 29212
Staphylococcus aureus
ATCC 25923
Bacillus subtilis ATCC
6633

>2000 | >2000 | >2000 | >2000 8 pg/mL

>2000 >2000 >2000 >2000 1 pg/mL

>2000 >2000 >2000 >2000 0,156 pg/ml

48



4.2 Anti-Quorum Sensing Sonuglari

Bu boliim kapsaminda, P. moluccelloides bitkisinden elde edilen toprak tistii ve kok
kisimlarina ait MeOH ve inflizyon ekstraktlarinin QS inhibitor etkinlikleri P.
aeruginosa PAO1 ve C. violaceum ATCC 12472 biyoindikator suslarina karsi

arastirilmistir.
4.2.1 Swarming Inhibisyon Testi Bulgulari

Tim ekstraktlarin P. aeruginosa PAO1’da swarming (yayilma) hareketi iizerine
inhibitdr etkinligi swarming agar besiyeri lizerinde belirlenmistir. Sonuglara gore,
tim ekstraktlarin P. aeruginosa PAO1 susunun siirii hareketliligini baskiladigi
belirlenmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 Swarming inhibisyon deneyi (K; kontrol, 1; toprak iistii kisma ait inflizyon
ekstrakti, 2; toprak iistii kisma ait metanol ekstrakti, 3; kok kismina ait inflizyon
ekstrakti, 4; kok kismina ait metanol ekstrakti).

4.2.2 Viyolasin inhibisyon Testi Bulgular

P. moluccelloides bitkisinden elde edilen toprak {istii ve kok kisimlarina ait MeOH
ve inflizyon ekstraktlarinin viyolasin pigment tiretimi tizerindeki engelleyici etkisi,
C. violaceum ATCC 12472 biyoindikatér susuna karsi yumusak agar yontemi
araciligiyla belirlenmistir. Sonug olarak ekstraktlarin test edilen konsantrasyonlarda

viyolasin pigment iiretimini engellemedigi gézlenmistir (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2 Viyolasin inhibisyon test sonucu (1; pozitif kontrol (Pseudomonas aeruginosa
PAOI kiltiriiniin supernatanti), 2 ve 4; toprak iistii ve kok kisimlarina ait MeOH
ekstraktlari, 3 ve 5; toprak iistii ve kok kisimlarina ait infiizyon ekstraktlart.

4.2.3 Piyosiyanin Inhibisyon Testi Bulgular

Bu boliimde, tiim ekstraktlarin piyosiyanin pigment iiretimini inhibe etme etkisi test
edilmistir. Sonug olarak, toprak tistii kismina ait metanol ekstraktinin piyosiyanin
pigment iiretimini kismen inhibe ettigi saptanmistir (Sekil 4.3). Bu test, piyosiyanin
miktarinin spektrofotometrik ile 6l¢iilmesi prensibine dayanmaktadir. Elde edilen
sonuglara gore, toprak istii kismina ait metanol ekstraktinin P. aeruginosa PAO1
tiremesini  baskilamadan piyosiyanin pigment iretimini kontrole (ekstrakt ile
muamele edilmemis) gore %81,7 £ 0,2 oraninda (p <0,05) inhibe ettigi tespit
edilmistir. Calisilan diger ekstraktlar icin test edilen konsantrasyonda piyosiyanin
pigment iiretiminin anlamli bir sekilde inhibe edilemedigi tespit edilmistir (Grafik
4.1).
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Sekil 4.3 Piyosiyanin inhibisyon deneyinin sonucu. 24 saatlik bir inkiibasyondan sonra;
kontrol, 1,2; toprak tistii kismimna ait MeOH ekstrakt: (1 ve 0,5 mg/mL), 3, 4;
toprak iistii kismina ait infiizyon ekstrakti (1 ve 0,5 mg/mL), 5,6; kok kismina ait

infiizyon ekstrakti (1 ve 0,5 mg/mL).
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Grafik 4.1 Piyosiyanin inhibisyon deneyinin sonucu. Veriler ortalama + standart sapma

olarak sunulmustur (*p<0,05).

4.3 Biyofilm Inhibisyon Testi Bulgulari

P. moluccelloides bitkisinin toprak {iistii ve kok kisimlarindan elde edilen MeOH ve

inflizyon ekstraktlarinin P. aeroginosa PAOL susunda biyofilm olusumu tizerine

etkileri incelenmistir. Sonuclara gore, tiim ekstraktlarin ¢alisilan konsantrasyonlarda

biyofilm olusumu tizerine anlamli bir inhibitor aktivite sergilemedigi belirlenmistir.
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Grafik 4.2 Biyofilm inhibisyon deneyinin sonucu. Veriler ortalama + standart sapma olarak
sunulmustur (p>0,05).

4.4 Antiproliferatif Aktivite Sonuclar:

Bu ¢alismada, P. moluccelloides'in toprak iistii ve kok kisimlarinin metanol (MeOH)
ve inflizyon ekstraktlarinin antiproliferatif aktivitesi test edilmistir. Calisma
kapsaminda MDA-MB-231 (Uglii Negatif Invazif) ve MCF-7 (Ostrojen reseptdr
pozitif) meme kanseri hiicreleri ile HeLa insan servikal kanser hiicre hatlari
kullanilmistir. Hiicreler, 24 ve 48 saat boyunca 31.25, 62.5, 125, 250 ve 500
ug/mL'lik nihai konsantrasyonlarda ekstraktlarla muamele edilmis ve hiicre canlilik
oran1 (%) MTT testi ile degerlendirilmistir. /n vitro MTT analizi sonuglarma goére

hiicre canlilik oranlar1 (%) olarak asagida gosterilmistir.

4.4.1 Bitki FEkstraktlarnmmn MDA-MB-231 Hiicre Hatti Uzerindeki
Antiproliferatif Aktivite Bulgular:

MDA-MB-231 hiicrelerinin canlilik oranlar1 ve morfolojik goriiniimleri, Sekil 4.4 ve
Sekil 4.5’de gosterilmistir. MDA-MB-231 hiicre hatlarina karsi tiim ekstraktlar ile
muameleden 24 saat sonra 6nemli bir antiproliferatif aktivite gézlenmemistir. Ancak,
toprak {istii kisminin MeOH ekstraktinin MDA-MB-231 hiicre hatlarina kars1 doza
ve zamana bagli bir antiproliferatif etkisi saptanmistir. Uygulamanin yapildig:
konsantrasyonlarda 24. saatteki hiicre canliligi Grafik 4.3’de ve canlilik oranlari (%)

Tablo 4.2°de sunulmustur.
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Kontrol

Toprak
istii MeOH

iistii

Infiizyon

Toprak

K6k MeOH

Kok
Infiizyon

3125ng/mL 625pg/mL  125pg/mL 250 pg/ mL 500 pg/ mL

Sekil 4.4 MDA-MB-231 hiicrelerinin ekstraktlar ile muamelesinin 24. saatindeki
morfolojik goriintiileri.
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Kontrol

Toprak
iistiit MeOH

iistii

Toprak
Infiizyon

Kok MeOH

Kok
Infiizyon

31.25ng/ mL 62.5pg/ mL  125pg/mL 250 pg/ mL 500 pg/ mL

Sekil 4.5 MDA-MB-231 hiicrelerinin ekstraktlar ile muamelesinin 48. saatindeki
morfolojik goriintiileri.
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Kontrol 31,25 pg/mL. 62,5 pg/mL. 125 pg/ml. 250 pg/mL. 500 pg/mL

Konsantrasyonlar

Grafik 4.3 Toprak iistii ve kok MeOH ve inflizyon ekstraktlarinin ¢esitli konsantrasyonlarda
24 saat sonra MDA-MB-231 hiicre hatt1 tizerindeki antiproliferatif etkisi. Veriler
ortalama + standart hata olarak verilmistir.

Tablo 4.2 MDA-MB-231 hiicre hatt1 {izerinde toprak iistii ve kok ekstraktinin 24. saatteki
canlilik oran1 (%). Verilertstandart hata seklinde sunulmustur.

Ekstrakt Toprak iistii Toprak iistii Kok kismi Kok kismi

konsantrasyonu MeOH (%) Infiizyon (%) MeOH (%) | infiizyon (%)

(ug/mL)

Kontrol 100,0+00 100,0+00 100,0+00 100,0+00
31,25 pg/mL 100,0+2,8 93,7+3.1 99,7+1.1 96,6+2,8
62,5 pg/mL 95,7+3,8 93,0+0.9 98,3+1,4 96,6+2,8
125 pg/mL 94,7+2,6 94,5+1.6 92,9+6.4 96,5+3,5
250 png/mL 86,7+7,1 93,2+5.4 92.0+6.4 92,8+4,9
500 pg/mL 83,5+3,1 94,4+1.5 88,8+4.0 89,0+8,1

Toprak iistii kism1 MeOH ekstrakti, 48 saat sonra MDA-MB-231 hiicre canliligim
500 pg/mL'de %70,8 £ %5,9 oraninda azaltmistir. Uygulamanin yapildigi
konsantrasyonlarda 48. saatteki hiicre canliligi Grafik 4.4’de ve canlilik oranlari (%)
Tablo 4.3’de sunulmustur.
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Kontrol 3125 pg/mL. 62,5 pg/mL 125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL

Konsantrasyonlar

Grafik 4.4 Toprak iistii ve kok MeOH ve infiizyon ekstraktlarinin gesitli konsantrasyonlarda
48 saat sonra MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerindeki antiproliferatif etkisi. Veriler
ortalama + standart hata olarak verilmistir.

Tablo 4.3 MDA-MB-231 hiicre hatt1 {izerinde toprak tstii ve kok ekstraktinin 48. saatteki
canlilik oranmi (%). Veriler+standart hata seklinde sunulmustur.

Ekstrakt konsantrasyonu Toprak Toprak iistii | Kok kisnm | Kok kismm
(ng/mL) iistiit MeOH | infiizyon (%) | MeOH (%) | infiizyon
(%) (%)

Kontrol 100,0+00 100,000 100,000 100,0+

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

62,5 ng/mL 88,2494 94,7+2,8 100,0+£12,7 | 97.4+9.7

125 pg/mL 81,945,0 96,4+3,1 99,0+5,8 97,4+7,4

250 pg/mL 74,3£3,0 95,9+5,9 95,1+7,8 97,2+2,7

500 pg/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 Ekstraktlarin MCF-7 Hiicre Hatti Uzerindeki Antiproliferatif
Aktivite Bulgular:

Tim ekstraktlar, hem 24 hem de 48 saat sonra MCF-7 hiicrelerine kars1 doza bagh
bir antiproliferatif aktivite gostermistir (Sekil 4.6 ve 4.7). Ustelik, MCF-7
hiicrelerinde canlilig1 en fazla azaltan ekstrakt, her iki periyot i¢in de toprak istii
kismi MeOH ekstrakti olmustur. MCF-7 hiicreleri, 48 saat boyunca 500 pg/mL
konsantrasyonda toprak iistii kism1 MeOH ekstrakti ile muamele edildiginde, canlilik
oranlar1 kontrole kiyasla %55,6 + %2,7'ye diismiistiir. 24 saat sonraki hiicre canlilik
oranlar1 Grafik 4.5’de, hiicre gorselleri Tablo 4.4’de ve 48 saat sonraki hiicre canlilik
oranlar1 Grafik 4.6°de, hiicre gorselleri Tablo 3.5°de verilmistir. Ayrica en diisiik ICso
degeri (875,7 ug/mL) 48. saatte MCF-7 hiicrelerine karsi toprak iistii kismimin MeOH
ekstraktinda hesaplanmigtir (Grafik 4.7). Diger ekstraktlarin ICso degerleri >1000
pg/mL bulunmustur.

MeOH Kontrol

Toprakiistii

Toprak istii
Infiiyzon

Kok MeOH

Kok
Infiiyzon

31.25pg/mL  62.5pg/mL  125pg/ mL 250 pg/ mL 500 pg/ mL

Sekil 4.6  MCF-7 hiicrelerinin ekstraktlar ile muamelesinin 24. saatindeki morfolojik
goriintiileri.
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Kontrol

Toprak iistii
infiiyzon MeOH

Toprak iistii

Kok MeOH

Kk Infiiyzon

31.25 ng/ mL 62.5 pg/ mL 125 pg/ mL 250 ng/ mL 500 ng/ mL

Sekil 4.7 MCF-7 hiicrelerinin ekstraktlar ile muamelesinin 48. saatindeki morfolojik
goriintileri.

MCF-7 24 saat

——Toprak iistii MeOH =——Toprak iistii infiizyon ——Kik kistm MeOH =——"Kék kismm infiizyon
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Kontrol 31,25 pg/mL 62,5 pg/mL. 125 pg/mL. 250 pg/ml. 500 pg/mL
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CANLILIK ORANI (%)
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=

KONSANTRASYONLAR

Grafik 45 A Toprak isti ve kok MeOH ve inflizyon ekstraktlarmm gesitli
konsantrasyonlarda 24 saat sonra MCF-7 hiicre hatt1 tizerindeki antiproliferatif
etkisi. Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir.
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Tablo 4.4 MCF-7 hiicre hatt1 {izerinde toprak {istii ve kok ekstraktinin 24. saat canlilik
orani (%). Verilertstandart hata seklinde sunulmustur.

Ekstrakt konsantrasyonu Toprak | Toprak iistii | Kok kisnm | Kok kism
(ng/mL) iistii infiizyon MeOH infiizyon
MeOH (%) (%) (%)
(%)

Kontrol 100,0+00 100,0+00 100,0+00 100,0+00

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

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

125 pg/mL 68,3+1,1 82,1+4,9 80,9+6,0 69,8+5,8

250 pg/mL 59,4+7.4 84,4+6.0 71,749,3 64,6+2,2

500 pg/mL 61,7+4,5 83,8+1,9 66,2+8,0 70,0+2,9

MCF-7 48 saat
—Toprak iistii MeOH — Toprak iistii Infiizyon — Kok kasmi1 MeOH —Kik kasm Infiizyon

~ 110
£
%’ 100
a5 %
= —
-
2 0
@}

6 \

50

Kontrol 31,25 pg/mL 62,5 pg/mL. 125 pg/mL. 250 pg/mL. 500 pg/mL
KONSANTRASYONLAR

Grafik 4.6 Toprak iistii ve kok MeOH ve infiizyon ekstraktlarinin ¢esitli konsantrasyonlarda
48 saat sonra MCF-7 hiicre hatti iizerindeki antiproliferatif etkisi. Veriler
ortalama + standart hata olarak verilmistir.
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Tablo 4.5 MCF-7 hiicre hatt1 {izerinde toprak {istii ve kok ekstraktinin 48. saat canlilik

orani (%). Verilertstandart hata seklinde sunulmustur.

Toprak Kok Kok Kism
Ekstrakt konsantrasyonu ustii Toprak iistii kismi infiizvon
(ng/mL) MeOH | infiizyon (%) | MeOH (O/y)
(%) (%) °
Kontrol 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0 | 100,0+0,0
31,25 ng/mL 78,7+4,9 80,1+1,4 87,1+52 | 77,7452
62,5 pg/mL 71,3+6,3 80,0+4,8 82,5+£3,9 | 71,7439
125 pg/mL 67,6+10,1 78,1£7,0 80,243,1 | 71,5+£3,1
250 pg/mL 61,1+9,8 78,6+£9,5 73,5£11,4 | 73,7114
500 pg/mL 55,6+2,7 74,749,8 68,2+10,2 | 65,6+10,2
IC5q: 875.7 ng/ mL
. 80— -
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o °
o 70
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S 60-
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1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
Log (Konsantrasyon)

Grafik 4.7

Toprak tistii MeOH ekstraktinin MCF-7 hiicre hatti {izerinde 48. saat sonunda

hesaplanan 1Cso degerleri.
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4.4.3 Bitki Ekstraktlarmin HeLa Hiicre Hatti Uzerindeki Antiproliferatif
Aktivite Bulgular:

HeLa hiicrelerinin canlilik oranlar1 ve morfolojik goriintiileri Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°de
verilmistir. HeLa hiicre hatlarina karsi1 tiim ekstraktlari ile muameleden 24 saat sonra

onemli bir antiproliferatif etki gdzlenmemistir.

Ancak, toprak iistii kismi MeOH ekstraktinin Hela hiicre hatlarina karsi doza ve
zamana bagli bir antiproliferatif etkisi olusmustur. Uygulamanin yapildig:
konsantrasyonlarda 24. saatteki hiicre canlilig1 Grafik 4.8’de ve canlilik oranlar1 (%)

Tablo 4.6°da sirasiyla gosterilmistir.

MeOH Kontrol

Toprak iistii

Toprak iistii
Infilyzon

Kok MeOH

Kok Infiiyzon

e

31.25 pug/ mL  62.5 pg/ mL 125 ng/ mL 250 pg/ mL 500 pg/ mL

Sekil 4.8 Hela hiicrelerinin ekstraktlar ile muamelesinin 24. saatindeki morfolojik
goriintiileri.
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MeOH Kontrol

Toprak iistii ~ Toprak iistii
Infiiyzon

Kok MeOH

Kok Infityzon

TN o e \ ;
31.25 pg/ mL 62.5 pg/ mL 125 pg/ mL

Sekil 4.9 HeLa hiicrelerinin ekstraktlar ile muamelesinin 48. saatindeki morfolojik
goriintiileri.

HeLa 24 saat
—o-Toprak iisti MeOH —+Toprak iistii infiizyon —+ Kok kismi MeOH -#-Kik kismu infiizyon

110
100 4 —
90 -
80 -
70 -
60 -

50 L] T L] L] L] 1
Kontrol  3125pgmL  62,5pgmL  125pg/mL 250 p/mL 500 pg/mL

Hiicre Canhhg: (%)

Konsantrasyonlar

Grafik 4.8 Toprak iistii ve kok MeOH ve infiizyon ekstraktlarinin gesitli konsantrasyonlarda
24 saat sonra HeL a hiicre hatt1 tizerindeki antiproliferatif etkisi. Veriler ortalama
+ standart hata olarak verilmistir.
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Tablo 4.6 HeLa hiicre hatt1 izerinde toprak istii ve kok ekstraktinin 24. saat canlilik orani
(%). Veriler+ standart hata seklinde sunulmustur.

Ekstrakt konsantrasvonu Toprak iistii | Toprak iistii Kok kism Kok kismi
Y MeOH (%) infiizyon MeOH (%) infiizyon
(kg/mt) (%) (%)
Kontrol 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0
31,25 pg/mL 98,1+0,2 97,3+0,4 94,3+7,0 95,5+5,3
62,5 pg/mL 93,6+8,8 100,0+4,6 100,0+6,3 100,0+7,7
125 pg/mL 93,8+8,5 98,1+7,1 95,0+3,4 96,9+4,8
250 pg/mL 90,4+3,1 99,1+3,8 95,6+3,9 98,2+3,2
500 pg/mL 92,4+8,9 100,0+2,4 92,9+7,0 91,3+£2,0

Toprak tstli kism1 MeOH ekstrakti, 48 saat sonra Hela hiicre canliligin1 250
ng/mL'de %67,6 £ %6,5 oraninda azaltmigtir. Diger taraftan, toprak iistii kismi
inflizyon ekstrakti HeLa hiicrelerine karsi doza ve zamana bagimli bir antiproliferatif
etki sergilemistir. Toprak dstii kisminin infiizyon ekstrakti, 48 saat sonra 250
png/mL’de kontrole karg1 HeLa hiicre canliligin1 %80,7 + %3,6'ya kadar azaltmistir.
Uygulamanin yapildig1 konsantrasyonlarda 48. saatteki hiicre canlilig1 Grafik 4.9’de

ve canlilik oranlar1 (%) Tablo 4.7°de sirasiyla gosterilmistir.

63



110 -
100 +
90 -
80 -
70 -
60 -
50

Hiicre Canlihg: (%)

—e—Toprak iistii MeOH —&Toprak iistii infiizyon

N

Hel.a 48 saat

Kok kismi MeOH -8-Kok kism Infiizyon

Kontrol 31,25 pg/mL. 62,5 pg/mL

Konsantrasyonlar

125 pg/mL

250 pg/mL

500 pg/mL

Grafik 4.9 Toprak iistii ve kok MeOH ve inflizyon ekstraktlarinin ¢esitli konsantrasyonlarda
48 saat sonra Hela hiicre hatt1 tizerindeki antiproliferatif etkisi. Veriler ortalama
+ standart hata olarak verilmistir.

Tablo 4.7 HeLa hiicre hatti tizerinde toprak iistii ve kok ekstraktinin 48. saat canlilik orani
(%). Veriler standart hata seklinde sunulmustur.

Ekstrakt Toprak iistii Toprak iistii Kok kismi Kok kismi
konsantrasyonu MeOH (%) infiizyon (%0) MeOH (%) | infiizyon (%0)
(ng/mL)
Kontrol 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0
31,25 pg/mL 89,6+5,8 97,5+5,4 97,1+5,0 100,0+8,4
62,5 ng/mL 81,4+8.3 91,9+6,2 96,5+10,3 100,0+2,3
125 pg/mL 74,4+3,6 83,9+4,2 97,8+5,2 98,1+10,8
250 pg/mL 67,6+6,5 80,7+3,6 92,1+4,8 100,0+4,0
500 pg/mL 73,4+1,3 88,745,3 92,148,1 91,0+1,4

64




5. TARTISMA

Antibiyotiklere direngli bakteriler, insan sagligin1 tehdit eden en 6nemli unsurlardan
biridir (Huemer vd., 2020; Murray vd., 2022). Giiniimiizde antibiyotik direncinin
ciddi bir problem olmasinda kuskusuz antibiyotiklerin asir1 ve yanls kullanilmalari
onemli bir faktoér olmustur (Arag vd., 2019; Uc-Cachoén vd., 2019; Yoon vd., 2021).
Gilinimiizde mevcut antibiyotiklerin yetersiz kalmasi, enfeksiyon hastalarinin
tedavisinde zorluklarin yasanmasina neden olmaktadir. Bu durum hastanede yatis
siiresinin uzamasi, ekonomik kayiplar ve en Onemlisi de mortalite oranlarinin
yiikselmesi ile sonuglanmaktadir. Antibiyotiklere karsi direng dogal veya kazanilmis
diren¢ mekanizmalari ile ortaya g¢ikabilir (Alavi vd., 2021). Antibiyotiklerin asirt
kullanimi1 nedeniyle mikroorganizmalar uyum saglamak zorunda kaldiginda
antimikrobiyal diren¢ artar. Antibiyotiklere diren¢ gelistirmis mikroorganizmalar
hayatta kalir ve zamanla ¢ogalarak popiilasyonda baskin hale gelirler. Hayatta kalan
bu mikroorganizmalarin genetik materyallerinde bulunan direng genleri diger
bakterilere horizontal olarak yayilabilir. Bu da antibiyotiklere direngli bakteri
kokenlerinin yayginlasmasina neden olur. Antibiyotiklere direng gelistirmis
bakterilere kars1 miicadele sirasinda bilinen antibiyotiklerin yetersiz kalmasi, yeni ve
daha etkili antibakteriyel ilaglarin kesfini zorunlu hale getirmistir (Uddin vd., 2021).
Bu nedenle, dogal ve giivenilir bilesiklerin kesfedilmesi énemlidir (Gorlenko vd.,
2020). Bitkiler degisik iyilestirici Ozelliklere sahiptir ve bu sebeple gesitli
hastaliklarin  tedavisinde kullanilmalari binlerce yil Oncesine dayanmaktadir
(Iskender vd., 2019). Bitkiler, ikincil metabolitleri ile yeni ve etkili antibakteriyel
ajanlarin gelistirilmesi icin yiiksek potansiyele sahiptirler (Acet ve Ozcan, 2018). .
Tiirkiye ¢ok zengin bir floraya sahip olup, birgok tibbi, ekonomik ve aromatik bitkiye
ev sahipligi yapmaktadir. Bu amagla bitkilerin, morfolojik, taksonomik, fitokimyasal
ve farmakolojik agilardan test edilmesi ve potansiyellerinin kesfi dnemlidir (Abak,
2018). Biyoaktif etkileri oldugu bilinen ve ugucu yag asitleri igerigi bakimindan
zengin olmasinin yani sira ¢ay ve baharat olarak da ticareti yogun olarak yapilan
bitkiler, cogunlukla Lamiaceae ailesi icerisinde yer almaktadir (Kocabas ve
Karaman, 2001; Ozkan, 2007). Lamiaceae ailesindeki tiirler sahip olduklar1 etken
bilesikler nedeniyle ¢oklu ve yiiksek biyolojik ve farmakolojik aktivitelere sahiptir
(Abak, 2018). Lamiaceae ailesinin iiyelerinde farkli biyoaktif bilesikler arasinda
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bulunan ekdisteroidler, flavonoidler, iridoidler, terpenoidler, fenoliklerin yani sira
farkli antimikrobiyal (antibakteriyel, antifungal), sitotoksik ve antioksidan etkiler

sergileyen alkaloidlerin varlig1 dogrulanmistir (Mamadalieva vd., 2021).

Phlomoides moluccelloides (Bunge) Salmaki bitkisi de Lamiaceae ailesi igerisinde
yer alir. Bu tez galismasinda ise, Phlomoides moluccelloides (Bunge) Salmaki
bitkisinin toprak istli ve kok kisimlarindan elde edilen MeOH ve inflizyon

ekstraktlarinin biyolojik aktivitesi kapsamli sekilde degerlendirilmistir.

Calismamiz kapsamindaki biyolojik aktivite testlerinden ekstraktlarin referans
bakteri suslarina karst minimal inhibitdr konsantrasyon (MIK) degerleri, sivi
mikrodiliisyon yontemi ile degerlendirilmistir. Caligmada dort bitki ekstraktinin {i¢
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 susuna karsi
antibakteriyel etkinligi arastirilmistir. Hicbir ekstraktin bu bakterilere karsi ¢alisilan
Konsantrasyonlar1 i¢in MIK degeri (> 2000 pg/mL) tespit edilememistir. Bununla
birlikte P. moluccelloides’in de iiyesi oldugu Lamiaceae ailesi, tarih boyunca
cogunlukla ila¢ olarak kullanilmistir. Eski kayitlara gore, Lamiaceae familyasinin
cesitli tiirleri kaygi ve depresyonu azaltmak ve bas agrilarmin tedavisi igin
kullanilmistir (Abdelhalim ve Hanrahan, 2021). Literatiirde gesitli Eremostachys
tiirlerinin antibakteriyel aktivitesini arastiran ¢alismalar bulunmaktadir. Ornegin
Eremostachys macrophylla Montbret & Aucher Benth. toprak iistii kisimlarinin N-
hekzan, diklorometan ve MeOH ekstraktlari ile E. azerbaijanica rizomlarinin MeOH
ekstraktlariin test edilen bakterilere karsi bizim ¢alismamizda oldugu gibi
antibakteriyel aktivite sergilemedigi rapor edilmektedir (Asgharian vd., 2017 ;
Asnaashari vd., 2017). Baska bir ¢alismada ise Phlomis pungens’in yaprak ve ¢i¢ek
kisimlarindan elde edilen MeOH ekstraktlarinin 9 farkli 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) susuna karsi antimikrobiyal aktiviteleri test
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edilmistir. Buna gore ekstraktlarin B. cereus ATCC 11778 ve P. aeruginosa ATCC
27853 bakterilerine kars1 antibakteriyel etkileri saptanmistir (Ozkan vd., 2009).
Bagka bir ¢alismada, E. azerbaijanica'nin rizomlarinin diklorometan ve N-hekzan
ekstraktlarinin S, aureus ve S. epidermidis'e (Gram-pozitif bakteriler) karsi
antibakteriyel aktivite sergiledigi gosterilmistir (Asgharian vd., 2017). Ayrica E.
laevigata'nin kok, govde ve ¢icek kisimlarindan elde edilen ugucu yaglarin da yiiksek
antibakteriyel aktivite gosterdigi belirtilmistir (Esmaeili, 2012). Ek olarak, E.
laciniata'dan saflagtirilan iridoid glikozitlerin 6zellikle B. cereus, S. aureus (Gram-
pozitif bakteriler) ve E. coli, P. mirabilis (Gram-negatif bakteriler)'e kars: dikkat
c¢ekici bir antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Modaressi vd., 2009).

Mevcut ¢alismada, P. moluccellides'in toprak {iistii ve kok kisimlarinin MeOH ve
infiizyon ekstraktlarinin yiiksek 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 karsi
herhangi bir antibakteriyel aktivite gostermedigi belirlenmistir. Calismamizda
kullanilan MeOH ve infiizyon ekstraktlarinin ¢alisilan on iki bakteri susuna karsi
MIK degerinin hesaplanamamasimin nedeni, kimyasal igerik miktarlarinin diisiik
olmasindan, bitkinin yetistigi cografi bolgeden, hasat zamani veya ekstraksiyon
yonteminden kaynaklaniyor olabilir. Cilinkii bitkinin sahip oldugu kimyasal icerigi;
gelistigi mevsime, cografi kosullara, toprak sartlarina, hasat zamanina, farkli kurutma
tekniklerine ve distilasyon yontemine gore degisim gosterebilmektedir (Baydar vd.,
2004).

Quorum sensing, bakteriyel diren¢le miicadele etmeyi amaglayan antibakteriyel ilag
kesif programlarinda alternatif bir terapotik strateji olarak arastirilmaktadir.
Bakterilerde ‘Quorum Sensing’ ya da ‘gevreyi algilama’ olarak da isimlendirilen bu
mekanizma, bakteri hiicrelerinde toksin tiretimi, biyofilm olusumu ve ¢esitli virtilans
faktorlerinin sentezi gibi bir takim fenotipik ve patojenik 6zelliklerini regiile eder.
Son ¢aligmalarda, bakteri hiicrelerinde yeni ve 6nemli terapdtik hedefler saptanmistir
(Medarametla vd., 2021). QS sistemleri quorum sensing molekiillerinin (QSM)
tiretimini ve tespitini igermektedir. Bu bilesiklerin sentez yapisini ve stabilitesini
anlamak, bu sistemlerin terapotik olarak hedeflenmesi igin stratejiler gelistirmek

bakimindan o6nemlidir (Fala, vd., 2022). Nitekim son yillarda antibiyotikler
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etkinligini kaybetmeye baslamistir ve bu sebeple, bakteri direncine kars: alternatif
tedavi ve yeni stratejilerin bulunmasi gerekli hale gelmistir (lbrahim, 2022).
Giliniimiizde yapilan arastirmalar, bitkilere ait potansiyel QS sistemi inhibitérlerinin,
bakteriyel patojeniteyi hafifletebilecegini ve bakteri hiicrelerini 6ldiirmek yerine
bakteriyel QS sistemlerini hedefleyip, direng gelistirmek i¢in selektif baskiy1
azaltacag1 veya yavaslatabilecegini gdstermistir (Onem ve Cevikbas, 2018). Ozellikle
bitkilerden elde edilen ekstraktlardaki bazi dogal maddelerin, Gram-negatif
bakterilerin QS sistemlerini inhibe etme konusunda biiyiik bir potansiyele sahip
oldugu gosterilmistir (Bosgelmez-Tinaz vd., 2007). Bu nedenle, QS inhibitorleri
kullanilarak patojenik bakterilerin QS sistemine miidahale etmek, bulasici
hastaliklarin yonetimi ve tedavisi i¢in yeni bir yol olusturmaktadir (Ugurlu vd.,

2016).

Bildigimiz kadariyla bu tez ¢calismasi, P. moluccelloides bitki tiiriiniin anti-QS sistemi
aktivitesinin arastirildigi ilk ¢alismadir. Caligma kapsaminda P. moluccelloides’in
toprak istii ve kok kisimlarindan hazirlanan MeOH ve inflizyon ekstraktlarinin QS
mekanizmasi ile swarming hareketi, piyosiyanin ve viyolasin pigmentlerinin tiretimi
ve biyofilm olusumu {izerine inhibitor etkileri arastirilmistir. Piyosiyanin, P.
aeruginosa suslari tarafindan tretilen ikincil bir metabolittir ve konakg1 hiicrelerde
oksidatif stresi indiikleyerek, sitotoksisite sergiler (Gongalves ve Vasconcelos, 2021).
P. aeruginosa’nin neden oldugu hastaligin nedenlerinden biri olan piyosiyanin gibi
pek ¢ok viriilans faktoriiniin ekspresyonu, QS sisteminin kontroliinde gergeklesir
(Kostylev vd., 2019). P. aeruginosada viriilans faktorlerinin tiretimi, diizenlenmesi
ve denetimi, biiyiik oranda QS sistemlerine, homoserin laktona (AHL) dayali kiigiik
sinyal molekiillerine ve 6zellikli transkripsiyonel aktivatdr proteinlerine baghdir
(Stein, 2005; Venturi, 2006). QS virillans faktor sisteminin diizenleyici
mekanizmasi, hiicre yogunlugu ile koordineli ¢alisir ve bakteri hiicresini

antibiyotiklere kars1 daha direngli hale getirir (Stein, 2005).

P. aeruginosa QS sistemini hedef alan yeni teknikler, MDR P. aeruginosa
enfeksiyonlarma karst yeni anti-enfektif ilaglarin gelistirilmesine yardimci
olabilmektedir (Li vd., 2004). Calismamizin sonuglara gore, P. moluccelloides toprak
tisti kismina ait metanol (MeOH) ekstraktinin, bakteri tiremesine miidahale etmeden

piyosiyanin iiretimini %81,7 £ 0,2 oraninda (kontrole karsi p <0,05) inhibe ettigi
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gozlenmistir. Bununla birlikte diger ekstraktlar, test edilen konsantrasyonda
piyosiyanin iiretimini engelleyememistir. Bu, P. molucelloides'in toprak iistii
kisminda piyosiyanin pigmentinin {iretimini engelleyen bilesiklerin var oldugu
anlamina gelmektedir. infiizyon ekstraktlarinda inhibisyon tespit edilmedigi igin, s6z
konusu bilesiklerin muhtemelen metanol (MeOH) ile eckstrakte edildigi

diistiniilmektedir.

Flavonoidler, P. aeruginosa QS tarafindan diizenlenen viriilans faktorlerinin
iretiminin bir inhibitdriidiir. LasR'ye flavonoid baglanmasi, bu flavonoidin, 30C12-
HSL'ye benzer gorlinen bir afinite ile tercihen 30CI12-HSL ile ayni bdlgeye
baglandigin1 tahmin etmektedir. LasR, oligomerize olabilen fonksiyonel bir
monomer yapisinin olusumu i¢in gerekli olan tim amino asit kalintilar ile temas
kuramayacaktir. Boylece flavonoid bilesigi baglayan yeni olusan LasR zinciri
oligomerize edilmemektedir. 30C12-HSL, bu flavonoidin varliginda aktif LasR
kompleksleri olusturamamaktadir. Ayrica, afinitelerdeki benzerlik, iki molekiiliin her
birinin, bir kez LasR'ye bagliyken digerinin yerini almakta neden zorluk g¢ektigini

aciklayabilir ( Hernando-Amado vd., 2020; Paczkowski vd., 2017).

Fenolik bilesikler bu cinsin aktif bilesenleridir, bu nedenle baska bir ¢alismada test
edilen fenolik bilesikler, normal kiiltiirler ile karsilastirildiginda biiyiimeyi
etkilemeksizin piyosiyanin iiretimini ve biyofilm olusumunu azaltmistir (Ugurlu vd.,
2016). Bu sonug¢ bulgularimiz ile benzerlik gostermektedir. Bakteri iiremesini
engellemeyen veya mikroorganizmalari Oldiirmeyen QS inhibitor bilesiklerin,
direncli bakterilerin gelisimi i¢in segici bir baski olusturma olasilig1 daha diistiktiir.
Bagka bir ¢alismada, Ocimum sanctum'dan (Lamiaceae) elde edilen inflizyon
ekstraktinin da, P. aeruginosa PAO1'de AHL aracili piyosiyanin pigment iiretiminde
onemli azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Musthafa vd., 2010). Diger bir
calismada, P. aeruginosa PAOIl'de piyosiyanin iiretimi {izerinde farkli flavonoid
konsantrasyonlari test edilmis ve 100 ve 400 pg/mL'lik konsantrasyonlarin, P.
aeruginosa PAO1 biiyiimesini etkilemeden piyosiyanin {iretimi {izerinde 6nemli bir
olumsuz etkiye sahip oldugu gosterilmistir. 300 pg/mL uygulamada piyosiyanin
tretiminde %75'lik bir diisiis meydana gelmis ve 400 mg/mL'de piyosiyanin
iretiminin neredeyse tamamen inhibisyonu gozlenmistir (Vasavi vd., 2016). Baska

bir ¢alismada apigenin (Isoflavonoids) igin %57 ve akasetin (Isoflavonoids) igin
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piyosiyanin sentezinde %53 inhibisyon orami ile 6énemli bir diisiis belirlenmistir
(Pachaiappan vd., 2022). Hispidulin (HPD) (flavonoid bilesik), sub-MIK
konsantrasyonunda (75 pg/mL), P. aeruginosa suslarinda piyosiyanin pigment
tiretimini %71,69 + %3,46'ya diistirmiistiir (Pachaiappan vd., 2022).

Swarming hareketi, P. aeruginosa suslarinin biyotik veya abiyotik yiizeylere
baglanmasin1 ve biyofilm olusturmasini saglayan bir viriilans faktoriidiir. Ayrica
bakteriler, ortamdaki hareketlilikleri ile i¢inde bulunduklar1 ortama adapte olurlar
(Alam vd., 2020). P. aeruginosa’da yayilma hareketliligi, uygulanan c¢ogu
antibiyotige karsi artan direng ve lokal enfeksiyon bdlgelerinden uzak organlara
bakteriyel yayilmaya dahil olmasiyla iligkilidir (Coleman vd., 2020). Piyosiyaninde
oldugu gibi, P. aeruginosa PAO1 swarming hareketliligi, C4-AHL sinyal molekiilleri
kullanilarak rhl sistemi tarafindan diizenlenir (Tapia-Rodriguez vd., 2019). Sunulan
calisma, tiim ekstraktlarin P. aeruginosa PAOL susunda swarming hareketini kismen
baskiladigini géstermistir. Piyosiyanin pigment iiretiminin de rhl sistemi tarafindan
diizenlendigi g6z oniine alindiginda, P. moluccelloides’in rhl sistemine miidahale

ettigi sOylenebilir.

Lamiaceae ailesi, cesitli gida patojenleri ile miicadelede anti-QS &zelliklerine sahip
bilesenleri i¢eren 6nemli aromatik bitkiler olarak kabul edilir (Camele vd., 2019).
Onceki bir ¢alismada, 0,2 pl/mL tar¢in yag: iceren swarming agarda P. aeruginosa
PAO1'e kars1 yayilma inhibisyonu gdzlemlenebilmistir (Mahmud, 2021). Onceki
bagka bir ¢alismada, Lamiaceae familyasina ait Coridothymus capitatus EO (CCEOQ)
varliginda, test edilen tiim suslar i¢in piyosiyanin liretiminde (%84 ile %100 arasinda)
ciddi bir azalma oldugu gosterilmistir. Ayrica hemen hemen tiim test edilen suslar
icin P. aeruginosa yayilma ve yiizme hareketliligini gii¢lii bir sekilde etkileyebilir
(Vrenna vd., 2021). Swarming hareketinin inhibisyonu testi igin, targin
(Cinnamomum zeylanicum Blume) ve feslegen (Ocimum basilicum Linn)'den elde
edilen ekstraktlar, 100-50 upg/mL konsantrasyonlarda P. aeruginosa PAO1
kullanilarak test edilmis ve 50 pg/mL'lik en diisiik konsantrasyonda higbir inhibisyon
gozlenmemistir. Bu nedenle, populasyon hareketliliginin inhibisyonu, ylizeylerin ve
ekipmanin patojenik mikroplar tarafindan kolonize olmasini ve ardindan biyofilmler
olusturmasini 6nleyebilir (Tamfu vd., 2021). Bakteriler, yiizeyleri kolonize etmek

icin swarming hareketlerini kullanir ve bu adim, mikrobiyal direncin ana
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nedenlerinden biri olan yiizeylerde biyofilm formasyonlarinin olusmasini saglar
(Tamfu vd., 2021; Kocak vd., 2021). Daha onceki ¢alismalardaki gozlemin aksine,
bu ¢aligmada kullanilan bitki ekstraktlarinin ¢ogu, daha yiiksek konsantrasyonlarda
bile herhangi bir antibakteriyel aktivite gostermemistir. Bu, ekstraktlarin icerdigi
bilesiklerin, bakterilerin QS sistemini engelleyebilen bilesiklere sahip oldugunu

gostermistir.

P. aeruginosa, ekzopolisakkaritler (EPS'ler), niikleik asitler ve proteinlerden olusan
karmasik bir biyofilm matrisi tretir (Jacobs vd., 2022). Biyofilm tabakasi bakteri
hiicrelerini dezenfektanlar, antibiyotikler ve konak¢inin bagisiklik sistemi gibi ¢esitli
cevresel streslere karsi korumaktadir (Maurice vd., 2018). P. aeruginosa biyofilm
olusturmak i¢in iki sistem kullanmaktadir. Lasl sistemi, sinyal molekiilii olarak N-(3-
oksododekanoyl) -L-homoserin (OdDHL) laktonlarin1 (30C12-HSL), Rhll sistemi
ise sinyal molekiilii olarak N-biitiril-L-homoserin (BHL) laktonlarin1 (C4-AHL)
kullanir (Siriken ve Veli, 2017). Bununla, birlikte test edilen ekstraktlarin, ¢alisilan
konsantrasyonlarda biyofilm olusumu tizerinde herhangi bir inhibitor aktivitesi tespit
edilmemistir. Bunun sebebinin ise ekstraktlarin, P. aeruginosa’da biyofilm sentezi
icin QS yollarin1 inhibe edememesinden kaynakli olabilecegi diislinilmektedir. P.
moluccelloides bitkisi igin literatiirde biyofilm inhibisyonunu arastiran bir ¢aligma
olmadig1 gozoniine alindiginda, mevcut ¢aligmanin bu konuda fikir verici nitelikte
oldugu diistiniilmektedir. Bununla birlikte bazi ¢alismalarda fenollerin ve flavonoid
bilesiklerinin biyofilm olusumunu engelleyebilecegi gosterilmistir. Bir ¢aligmada,
flavonoidler P. aeruginosa’da tip IV pili ve flagella motilitesi iizerinde bir etki
gostererek, bu bilesiklerin QS inhibisyonu ve biyofilm direnci 6zelliklerini
bildirmistir. Calismada pozitif kontrol olarak kullanilan hispidulin (HPD), P.
aeruginosa’da viriilans ve biyofilm gelisimini baskilamistir (Anju ve., 2022). Baska
bir ¢galismada rutin, P. aeruginosa’da biyofilm olusumunu inhibe etmis ve bu etkinin,
fitokimyasahin bir antibiyotik ile kombine edildiginde daha da etkili olacagi
diistiniilerek  gentamisin  ile  birlikte biyofilm inhibisyonu aktivitesinin

konsantrasyona bagli bir sekilde degistigi bulunmustur (Deepika vd., 2018).

Calismada test edilen ekstraktlarin higbirinin viyolasin pigment iiretimini
engelleyemedigi gbzlenmistir. Bu sonuglar, P. moluccelloides ekstraktlarinin, cvi

sistemi lizerinde herhangi bir inhibitor etkisinin olmadigini gostermistir. P.
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moluccelloides bitkisi i¢in literatiirde viyolasin inhibisyonunu arastiran bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Bununla birlikte yapilan bir ¢alismada, fenolik bilesiklerin C.
violaceum 12472'de viyolasin sentezini engelleyebildigi, bakterilerde QS aracili
islemlerde sinyal liretimini ve sinyal alimimi dnleyebildigi bulunmustur (Tamfu vd.,
2021). Bir ¢alismada, hispidulin (HPD) sub-MiK konsantrasyonunda (75 pg/mL),
raportor bakterilerin ve test bakterilerinin viyolasin pigment iiretimini sirasiyla
%81,92 + 1,90 ve %71,69 + 3,46'ya distirmiistiir (Anju vd., 2022). Bir ¢alismada,
naringenin (flavoniod), etkisini QS diizenleyicisi LasR'yi dogrudan baglayarak
trettigini, dolayisiyla fizyolojik aktivatorii N-(3-oxo-dodecanoyl)-L-homoserine
lactone (30C12-HSL) ile rekabet ettigini gostermektedir. Bu bulgulara gore, 30C12-
HSL miktarmin diisiik oldugu erken {istel biiyiime fazinda naringenin, P. aeruginosa
QS yanitin1 etkin bir sekilde inhibe etmektedir. Biiytimenin sonraki asamalarinda,
30C12-HSL konsantrasyonu LasR'yi baglamak i¢in yeterli bir esige ulastiginda,
naringenin QS yanitin1 etkili bir sekilde inhibe etmeyecektir (Hernando-Amado vd.,
2020).

LasR'ye flavonoid baglanmasinin modellenmesi, bu flavonoidin, 30C12-
HSL'ninkine benzer bir afinite ile tercihen 30C12-HSL ile ayn1 bolgeye baglandigini
tahmin eder. LasR, oligomerize olabilen fonksiyonel bir monomerin yapisinin
olusumu icin gerekli olan tiim amino asit kalintilar1 ile temas kuramayacakti, bu
nedenle flavonoid bilesigi baglayan yeni olugsan LasR zinciri oligomerlesemeyecek
ve 30C12-HSL olmayacakti. Bu flavonoidin varliginda ise aktif LasR kompleksleri
olusabilir. Ayrica, afinitelerdeki benzerlik, yalnizca daha yiiksek afiniteler sunan
ligandlarin, orijinal olarak bagh ligandin yerini alabilecegi belirtilmis oldugundan,
iki molekiilden her birinin, bir kez LasR'ye baglandiginda digerini degistirmekte
neden zorluk cektigini agiklayabilir (Paczkowski vd., 2017). Ayrica, P. aeruginosa
ve C. violaceum suslarinin Gram negatif bakteriler olmasi, lipofilik ester tabakasi
olan yiiksek konsantrasyondaki etil pirtivatin hiicre duvarindan gegisini zorlastirdigi
(Wang vd., 2021) ve konsantrasyona bagli olarak anti-QS etkilerinin eksilmesine

sebep oldugu disiiniilmiistiir (Kaya vd., 2021).

Kullanilan C. violaceum ATCC 12472 bakteri susu viyolasin pigment tiretiminde, P.
aeruginosa PAOI1 bakteri susu biyofilm olusumunda uzun zincirli AHL

molekiillerini  kullanir.  Sonuglarimiz, test edilen ekstraktlarin bu sinyal
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molekiillerinin sentezini veya hedef reseptore baglanmasini durduramadigini isaret
etmektedir. Calismamiz P. moluccelloides tiiriiniin toprak tistii ve kok kisimlarindan
hazirlanan MeOH ve inflizyon ekstraktlarinin swarming hareketi, piyosiyanin
pigment iiretimi ve viyolasin pigment tiretiminin engellenmesi ve anti-biyofilm etkisi
bakimindan QS inhibitdr etkinligini degerlendiren ilk calisma niteligindedir.
Calismada ekstraktlarin, viyolasin pigment tiretimini ve biyofilm olusumunu inhibe
etmedigi, ancak piyosiyanin pigment iiretimi ve swarming hareketi {izerine inhibitor

etkinliklerinin bulundugu tespit edilmistir.

Meme ve servikal kanserleri, diinya genelinde insanlar arasinda en sik goriilen kanser
tirleri arasindadir (Rawat ve Reddy, 2022). Kanser tedavisinde kemoterapi, immiin
terapi, hormonla tedavi, radyasyon tedavisi, hedefe yonelik tedavi, cerrahi miidahale
gibi cesitli yontemler kullamlmaktadir (National Cancer Institute, 2022). Insan
epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 (HER?2), ostrojen reseptorii (ER), progesteron
reseptorii (PR) ve Ki67 ekspresyonuna bagli olarak meme kanseri 4 temel alt tiirde
simiflandirilmaktadir (Vignoli vd., 2020). Kemoterapétik ilaglarin kanser hiicrelerinin
yani1 sira normal hiicrelere de sitotoksik etki gostermesi ciddi bir problem olmaktadir.
Bu nedenle kanserle miicadelede daha giivenilir ve etkili materyallerin bulunmasi
veya gelistirilmesi gerekmektedir ( Altunoglu vd., 2022; Can vd., 2020; Sharif vd.,
2021). Kanser kok hiicrelerinin mevcudiyeti, meme kanserinde hem tedavi
direncinden hem de heterojeniteden ve ayrica hastalik niiksetmesinden sorumlu ana

faktorlerden biridir (Kusoglu vd., 2020).

Mevcut tez ¢alismasi kapsaminda, P. moluccelloides bitkisinin toprak iistii ve kok
bolimlerinden elde edilen MeOH ve inflizyon ekstraktlarinin, MDA-MB-231 (ER-
/IPR-/HER2-), MCF-7 (ER+/PR+) meme kanseri hiicreleri ve HeLa (insan servikal
kanseri) hiicreleri tizerindeki antiproliferatif etkisi belirlenmistir. Antiproliferatif
aktivite, MTT testi ile c¢alisilmis olup, 24 ve 48 saat sonunda bes farkli
konsantrasyonun (31.25, 62.5, 125, 250, 500 pug/mL) etkisi arastirilmistir.

MTT analizi sonuglarina goére tiim ekstraktlarin sirasiyla 24. saatte HeLa ve MDA-

MB-231 hiicrelerine yonelik 6nemli bir antiproliferatif aktivitesi gdzlenmemistir.
Bununla birlikte, toprak iistii kisminin MeOH ekstraktinin MDA-MB-231 ve Hela

hiicre hatlarina kars1 doza ve zamana bagli hafif bir antiproliferatif etkisi vardir.
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Ayrica, toprak iistii kismina ait infiizyon ekstrakti, HeLa hiicrelerine kars1 doza ve
zamana baglh hafif bir antiproliferatif etki sergilemistir. Toprak iistii kisminin
infiizyon ekstrakti, kontrole kiyasla HeLa hiicre canliligini azaltmistir. Ote yandan,
tim ekstraktlar 24. ve 48. saatlerde MCF-7 hiicrelerine kars1 doza bagimli bir
antiproliferatif aktivite sergilemistir. Ayrica MCF-7 hiicreleri iizerinde hiicre
canliligini en fazla azaltan ekstrakt, her iki periyot i¢in de toprak iistii kism1 MeOH
ekstrakti olmustur. Diger ekstraktlarin 1Cso degerleri >1000 pg/mL iken, en disiik
ICs0 degeri (875,7 pg/mL) 48. saatte MCF-7 hiicrelerine karsi toprak iistii kisminin
MeOH ekstraktinda hesaplanmustir.

Onceki bir ¢alismada E. macrophylla'nin kék kismindan hazirlanan DCM ve N-
heksan ekstraktlarinin, HT-29 ve A549 hiicre hatlarina kars1 ICsp degerleri sirasiyla,
195 ile 229 pg/mL ve 253,2 pg/mL ile >1000 olarak bildirilmistir. MeOH
ekstraktinin her iki hiicre hattina kars1 ICso degerleri ise mevcut ¢alismada oldugu
gibi >1000 pg/mL olarak belirlenmistir (Asgharian vd., 2017b). Bu ¢alismada, P.
molucelloides'in k6k kismindan hazirlanan MeOH ekstraktlarinin MCF-7 ve MDA-
MB-231 hiicre hatlarina kars1 ICsg degerleri >1000 pg/mL olarak bulunmustur.

Literattirde rosmarinik asit (RA), krizoerol, osthol ve pinocembrin‘'in MDA-MB-231,
MCF-7 ve HelLa dahil olmak {izere ¢esitli kanser hiicre hatlarina kars1 antiproliferatif
aktivitesini bildiren bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Amrutha vd., 2014; Berdowska
vd., 2013; Chou vd., 2007; Zhu vd., 2021). Krizoerol, kimyasal olarak luteolin'in 3'-
metoksi tiirevi olan bir flavondur. A549 hiicre hattina kars1 yapilan bir ¢alismada,
krizoeroliin kanser hiicrelerinde LC3II ve Beclin-1 ekspresyonunu artirarak otofajiyi
indiikledigi bildirilmistir. Ayrica krizoeroliin MAPK/ERK yolunu inhibe ettigi ve
A549 hiicrelerinin go¢iinii ve yayilimini sinirladigi belirtilmistir (Wei vd., 2019).
Osthol, Apiaceaous ailesinden izole edilen dogal bir kumarindir. Farmakolojik
calismalar, ostholiin baz1 kolon, prostat, beyin, akciger, 16semi, serviks, yumurtalik,
bobrek, karaciger ve meme kanseri hiicre hatlarina karsi antikanser aktivite
sergiledigini gostermistir. Kanser hiicresinin tipine ve kullanilan doza gore
degismekle birlikte ostholiin etki mekanizmalarinin, apoptozu indiikleyerek, anti-
anjiyogenez yaparak, metastazi inhibe ederek, hiicre proliferasyonunu ve go¢iinii
bloke ederek ¢alistig1 belirlenmistir (Shokoohinia vd., 2018). Pinocembrin, birgok

bitki tiirtinde bulunan birincil bir flavonoiddir. Kolon ve insan 10semi hiicre hatlari
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lizerinde yapilan calismalar, pinocembrinin kanser hiicrelerinde apoptozu
indiikledigini gostermistir. Ayrica, pinocembrinin, kolon kanseri hiicre hatlar1 olan
HT-29 ve HCT-116'da siiperoksit anyon radikallerini ve nitrojen dioksiti asag1 yonlii
regiile ettigi bulunmustur (Rasul vd., 2013).

In vitro ve in vivo calismalar, flavonoidlerin giiclii antikanser aktiviteler
sergileyebilecegini gostermistir (Abotaleb vd., 2018; Rodriguez-Garcia ve Sanchez-
Quesada, 2019). Flavonoidler, antikanser etkileri sergileyen ¢ok ¢esitli bilesiklerdir.
ROS siipiiriici  enzim  aktivitelerini modiile ederler, hiicre dongiisiiniin
durdurulmasina katilirlar, apoptozu indiiklerler, otofaji ve kanser hiicresi cogalmasini
ve istilaciligini engellerler (Chirumbolo vd., 2018; Perez-Vizcaino ve Fraga, 2018).
Hem antioksidan hem de prooksidan aktiviteler, flavonoidlerin antikanser etkilerinde
yer almaktadir (Oliveira-Marques vd., 2009). Genistein izoflavonlar, G2/M fazinda
meme kanseri hiicresi tutuklanmasim1 ve ardindan ROS'a bagli apoptozu
desteklemistir (Kaushik vd., 2019). Baska bir ¢alismada Daidzein (izoflavonlar),
ROS olusumu nedeniyle meme kanseri MCF-7 hiicrelerinde apoptozu desteklemistir
(Jin vd., 2010). Flavanon hesperetin, ROS iiretimini artirarak mitokondriyal
apoptotik yolu aktive edip (Kopustinskiene vd., 2020) insan meme kanseri MCF-7
hiicrelerinde apoptozu indiiklemistir (Palit vd., 2015). Izoflavonoidler, 6strojen
reseptorii-a ekspresyonunu diizenleyebilir ve MCF-7 hiicre hattinda proliferasyonu,
farklilasmay1 ve aktive edici apoptozu asagi yonli diizenleyebilir (Choi vd., 2014).
Gergekte, flavonoidlerin, normal hiicreler ilizerinde c¢ok az etkili veya hic¢ etkili
olmayan c¢esitli insan kanser hiicrelerine kars1 sitotoksik aktiviteyi ortaya ¢ikardigi
gosterilmistir. Bu gercek, antikanser tedavisi i¢in potansiyel flavonoid bazl
kemoterapatiklerin gelistirilmesi agisindan biiyiik ilgi uyandirmistir (Plochmann vd.,
2007; Sghaier vd., 2011). Onceki calismalar, E. moluccelloides’in toprak iistii MeOH
ekstraktinin gesitli biyolojik etkilere sahip oldugunu gostermistir. Ekstrakt igerisinde,
iridoid glikozitler, 6b-hidroksi-7-epiloganin, lamalbide, lamalbidik asit, sanzhisid
metil ester, sesamosid bilesenleri belirlenmistir (Calis vd., 2007). Ayrica, 5-hidroksi-
4',7-dimetoksiflavon, klorojenik asit, ekinakozit, p-kumarik asit, vanilik asit (12),
fliyosid 1l)'ye ek olarak, apigenin-7-O-(3",6"-Ep-dikumaroil)-p-glukozit ve 2,14-
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 tistii kismindan elde edilen
bilesikler arasindadir (Qiu vd., 2019).

Bu bilesenlerin kanseri onlemede veya kanserle miicadelede yiiksek potansiyele

sahip oldugu anlagilmaktadir. Bu bilgiye dayanarak, bu ¢alismada tespit edilen toprak

istli kisma ait MeOH ekstraktinin antiproliferatif aktivitesinin, yukarida belirtilen

kimyasallardan kaynaklanmasi muhtemeldir.

Ozetlenecek olursa mevcut ¢alisma gdstermistir ki;

P.  moluccelloides'in  antibakteriyel ve anti-biyofilm  aktiviteleri
bulunmamistir. Bununla birlikte, swarming hareketliligi {izerindeki inhibitor
etkinlikleri dikkat cekicidir. Ozellikle, P. moluccelloides’in toprak iistii
kisminin MeOH ekstrakti, piyosiyanin iiretimi {izerinde gii¢lii inhibitor
aktiviteye sahiptir.

P. molucelloides'in toprak istii ve kok kisimlarinin MeOH ve inflizyon
ekstraktlari, MCF-7 hiicrelerine kars1 doza bagl antiproliferatif aktiviteye
sahiptir.

Toprak iistii kisminin MeOH ve inflizyon ekstraktlari, HeLa hiicrelerine karsi

doza ve zamana bagl antiproliferatif etkiye sahiptir.

Toprak iistii kisminin MeOH ekstrakti, MDA-MB-231 hiicrelerine kars1 doza

ve zamana bagl antiproliferatif etkiye sahiptir.

Sonug olarak, P. moluccelloides ekstraktlari, 6zellikle toprak {istii kismina ait
MeOH ekstrakti, serviks ve meme kanserleriyle miicadelede faydali etkilere

sahip olma potansiyeli tasimaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu arasgtirma, P. moluccelliodes'in toprak iisti ve kdk kisimlarinin MeOH ve
infiizyon ekstraktlarinin in vitro antimikrobiyal aktivitesi, anti-QS aktivitesi ve
antiproliferatif etkileri hakkinda kapsamli 6n sonuglar saglamaktadir. Sonuglara gore,
P. moluccelloides'in antibakteriyel ve anti-biyofilm aktiviteleri bulunmamustir.
Bu arastirma, P. moluccellides'in toprak iistii ve kok kisimlarinin MeOH ve inflizyon
ekstraktlarmin in vitro antibakteriyel ve anti-QS etkilerine dayanan bir 6n ¢alisma
olarak rapor edilmistir. Bulgular, MeOH ekstraktlarinin anti-piyosiyanin ve anti-
swarming ajanlarin  gelistirilmesi i¢in yiliksek potansiyele sahip oldugunu

gostermistir.

Diger yandan, bitkinin 6zellikle toprak istii kismina ait MeOH ekstraktinin kanser
hiicreleri iizerinde antiproliferatif bir etkiye sahip oldugunu ve kansere karsi
miicadelede umut verici bir terapotik yaklasim sunabilecegini gostermektedir. P.
molucelloides ekstraktlarinin uygulanmasindan sonra antiproliferatif aktivite
saglayan mekanizmalar1 gostermek i¢in daha ileri ¢alismalar yapilmalidir. Bu bitki
ekstraktlariin antiproliferatif etkilerinin ortaya konulmasinin, diinya genelinde
kadinlardaki goriilme siklig1 yiiksek olan meme kanserine karsi yeni ilag etken madde

olusturma potansiyeli hakkinda fikir edinilmesini sagladig: diisiiniilmektedir.

Son olarak, gesitli giiclii avantajlara ragmen, tibbi bitkilerin glivenligi ve toksisitesi
ile ilgili baz1 endiseler vardir. Tibbi bitkilerden elde edilen ilaclarin kullanimiyla
iligkili toksikolojik zorluklarin hafife alinmasi ciddi saglik sorunlarma yol
acabileceginden, giivenli kullanimlar1 i¢in de ileri testlerin yapilmasinin gerekli

oldugu diistiniilmektedir.
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