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OZET

DOKTORA TEZi

BAKTERIYEL QUORUM-SENSING INHIBITORLERININ ARASTIRILMASI
VE BiYOKIMYASAL OLARAK TANIMLANMASI

Fatma Elif CEPNI

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Ayse Filiz GUREL

“Quorum sensing” (QS), molekiiler sinyallere dayanan bakteriler arasi bir iletisim
mekanizmasidir. Bu mekanizma patojenite gibi bir¢ok bakteriyel fonksiyonu diizenler.
Patojeniteyi baskilamak amaciyla bu mekanizmay1 inhibe edebilen bilesikler bazi
alglerden ve bitkilerden izole edilmistir. Ancak Tiirkiye’de yetisen bitki tiirleri anti-QS
aktivite agisindan yeterince arastirilmamistir. Bu ¢alismada, Rize ve Istanbul’da yetisen
26 bitki tiriiniin anti-QS aktiviteleri Gram (-) bir bakteri olan Chromobacterium
violaceum ‘a dayali biyomonitor sistemler araciligiyla test edilmistir. Sonug olarak, 22
bitkide anti-QS aktivite bulunmazken, Quercus robur L., Quercus frainetto Ten.,
Epilobium angustifolium L. ve Tanacetum balsamita L. subsp. balsamitoides’in
metanolik ekstrelerinde % 31-62 arasinda anti-QS aktivite bulunmustur. Yiiksek aktivite
gosteren Quercus robur L.nin etil asetat fraksiyonunda, viyolasin iretimi %92
oraninda baskilanmistir. Ince tabaka kromotografisi (ITK) ve yiiksek performans sivi
kromotografisi (HPLC) analizlerine gore fraksiyondaki aktivitenin gallik asitten ileri
geldigi diistiniilmektedir.

Calismada ek olarak, bilesiklerin Gram (+) bakterideki QS sistemi {izerindeki etkilerini
arastirmak amaciyla Lactococcus lactis’e dayali bir agar biyodifiizyon belirlemesi test
edilmistir. Rosmarinik asit, ferulik asit, Quercus robur L. ve Quercus frainetto Ten.
ekstrelerinin L. lactis’deki QS’e bagl nisin iiretimini baskiladigi gosterilmistir. Bu
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hiicrelerde ayrica nisin sentezinden sorumlu nisA geninin anlatimi azalmustir.
Calismada L. lactis agar biyodifiizyon belirlemesinin Gram (+) bakterilerde anti-QS
analizleri i¢in etkili bir yontem oldugu bulunmustur. Sonug olarak, Q. robur L. ve Q.
frainetto Ten. tirlerinin Gram (-) ve Gram (+) bakterilerde QS’i baskiladigi

saptanmustir. Boylece, elde edilen bulgular yeni anti-QS bilesiklerin bulunmasina katk1
saglayacaktir.

Mart, 2014, 110

Anahtar kelimeler: Quercus sp., anti-QS, quorum sensing, nisin, agar biyodifiizyon
belirlemesi.
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SUMMARY

PHD. THESIS

SEARCHING BACTERIAL QUORUM -SENSING INHIBITORS AND THEIR
CHARACTERIZATION BY BIOCHEMICAL METHODS

Fatma Elif CEPNI

Istanbul University
Graduate School of Science and Engineering

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Prof. Ayse Filiz GUREL

Quorum-sensing (QS) is cell-cell communication mechanism based on molecular
signaling. This mechanism regulates various function such as pathogenicity. In order to
suppression of pathogenicity, compounds that inhibit this mechanism were isolated
from some algae and plant species. However, plant species grown in Turkey was not
investigated for anti-QS activity sufficiently. In this study, anti-QS activity was
analysed in 26 plants originated from Rize and Istanbul by biomonitor systems depend
on Chromobacterium violaceum as a Gram- negative bacterium. Twenty two plants did
not show anti-QS activity while methanolic extract of Quercus robur L., Quercus
frainetto Ten., Epilobium angustifolium L. and Tanacetum balsamita L. subsp.
balsamitoides showed anti-QS activity between 31-62%. Violacein production was
supressed in a ratio of 92% in the fraction of ethyl acetate of Quercus robur L. which
was highly active. The activity in the fraction could be depend on gallic acid according
to thin layer chromotography (TLC) and high performance liquid chromotography
(HPLC) analyses.

In addition, an agar difussion bioassay based on Lactococcus lactis was tested to
investigate effects of compounds on the QS system in Gram-—positive bacteria.
Suppression of QS-based nisin production in L. lactis was demonstrated by using
rosmarinic acid, ferullic acid, Quercus robur L. and Quercus frainetto Ten. extracts.
Expression of nisA gene which is responsible for nisin production was also decreased in
these cells. Our study showed that L. lactis agar difussion bioassay is efficient to
monitor anti-QS activity in Gram (+) bacteria. As a result, Q. robur L. and Q. frainetto
Ten. have been found to supress QS in both Gram (-) and Gram (+) bacteria. Thus, the
obtained findings will contribute to isolate new anti-QS compounds.
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1. GIRIS

Bakterilerin ¢ogu hiicreler arasi iletisimi saglamak i¢in “quorum-—sensing” (QS) adi
verilen mekanizmayr kullanir. Bu mekanizma bir bakteri populasyonundaki hiicre
yogunluguna bagli olarak artan sinyal molekiillerin varliginda gen anlatiminin
diizenlenmesini saglar. Bu sayede bakteri populasyonu cevresel degisimlere karsi
davranigsal tepki gelistirme kabiliyeti kazanir. Bu iletisim bakteri hiicreleri tarafindan
sentezlenip ortama salinan ve otoindiikleyici ad1 verilen sinyal molekiilleri araciligiyla
olur. Bu molekiiller bakterilerin sahip oldugu reseptorler tarafindan algilanarak

transkripsiyonel diizenlenmeyi saglarlar.

“Quorum-sensing” sadece ayni tiir bakteriler arasindaki iletisimi saglamakla sinirl
kalmayip farkli tiirden mikroorganizmalarin da iletisim kurabilmesini saglar. Bakteri
kiiltiirlerinde biyofilm olusumu, ¢esitli virulens genlerin anlatimi, antibiyotik {iretimi,
sporulasyon gibi bircok bakteriyel davranisin QS kontroliinde gerceklestigi
bilinmektedir. QS sistemi tiim mikroorganizmalarda genel olarak sinyal molekiiliiniin
sentezlenmesi, salgilanmasi ve algilanmasi olarak {i¢ asamadan olusur (de Kievit ve
Iglewski, 2000). Ancak sentezlenen sinyal molekiiliiniin yapisi, salgilanma ve algilanma
mekanizmalar tiirlere gore farklilik gosterir. Gram (-) bakterilerde sinyal molekiilii N-
acil-homoserin lakton (AHL) yapisindadir ve hiicre zarindan difiizyon yoluyla
salgilanir. Gram (+) bakteriler ise peptid yapida sinyal molekiilleri kullanirlar ve hiicre
zarindaki Ozel bir sistem aracilifiyla ortama salimirlar. Bu sinyal molekiillerinin
algilanmast dogrudan hiicre igerisine alinmasi ya da hiicre i¢ine alinmadan zarda
bulunan reseptorler araciligiyla gerekli proteinlerin aktivasyonu seklinde gergeklesir

(Schauder ve Bassler, 2001).

Ik olarak 1970’lerde Vibrio cinsi deniz bakterilerinde kesfedilen QS mekanizmasinin
(Nealson ve dig.,1970; Eberhard, 1972) giinlimiizde bir¢ok bakteri tarafindan
kullanildigi bilinmektedir. Bunlar arasinda AHL aracili QS sistemini kullandig1 bilinen
bir bakteri de Chromobacterium violaceum’dur. C. violaceum irklart sinyal molekiilii

olarak N-hekzanoil-HSL (C6-HSL) kullandiklart QS sistemleri araciligiyla viyolasin



(mor pigment) sentezini gergeklestirirler (McClean ve dig.,1997). Bu bakterinin mutanti
olan CV026 1rki ise sinyal iiretimini kendi gergeklestiremedigi i¢cin disaridan eklenecek

sinyal molekiiliine ihtiya¢ duyar.

Yapilan c¢alismalarda kirmizi deniz algi olan Delisea pulchura’dan izole edilen
halojenlenmis furanonlarin (Manefield ve dig., 1999; Manefield ve dig., 2002,
Martinelli ve dig., 2004), patulin ve 4-nitropiridin-N- oksit (4-NPO) gibi bilesiklerin
(Hentzer ve dig., 2003, Rasmussen ve dig., 2005) yanisira ¢esitli bitkisel ekstrelerin de
(Cepni ve Giirel, 2011) QS sistemini inhibe ettigi gosterilmistir. Bu sonuglar yiiksek
yapili bitkilerin igerdikleri bilesikler bakimindan anti-QS etkiye sahip olabileceklerini
giindeme getirmistir. Diger yandan, Tirkiye’deki bitki sayisinin g¢oklugu, bir¢ok
endemik ve tibbi dneme sahip bitki ¢esidini barindirtyor olmasi yeni ilag hammaddesi
arastirmalart1  bakimindan biiylikk potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.
Giiniimiizde bakteriyel hastaliklarin tedavisinde kullanilan antibiyotiklerin yetersiz
kalmasi yeni hedef mekanizma ve ilag hammaddesi arayislarini artirmaktadir. Bu
nedenle bu tez calismasinda Tiirkiye florasindaki bazi bitki tiirleri toplanarak, QS

mekanizmasini inhibe eden bilesikler yoniinden incelenmistir.

Bu amagla tez ¢alismasinda, Rize ve Istanbul illerinden toplanan Trifolium aureum
Poll., T. pratense var. pratense L., Hypericum hirsutum L., H. perforatum L., H.
bupleuroides Gris., H. bithynicum Boiss., H. orientale L., Linaria genistifolia subsp.
genistifolia (L.) Miller, Tiirkiye endemigi olan Centaurea lycopifolia Boiss. & Kotschy,
Centaurea nigrifimbria (C. Koch) Sosn., Achillea biebersteinii Afan., Tanacetum
balsamita L. subsp. balsamitoides (Schultz Bip.) Grierson, Carduus adpresus C.A.
Meyer, Epilobium angustifolium L., Echium vulgare L., Mentha longifolia subsp.
longifolia (L.) Hudson, Salvia verticillata subsp. verticillata L., Salvia forskahlei L.,
Stachys iberica subsp. iberica var. iberica Bieb., Stachys macrantha (C. Koch) Stearn.,
Origanum vulgare L. subsp. gracile (C. Koch.) letswaart, Thymus praecox Opiz subsp.
caucasicus (Ronniger) Jalas var. groshemii (Ronniger) Jalas, Thymus pseudopulegioides
Klokov & Des.-Shost., Quercus petraea (Mattuschka) Lieb., Q. frainetto Ten. ve Q.
robur L. bitki tiirlerine ait ekstreler elde edilmistir. Daha sonra bu ekstreler Gram (-) bir
biyomonitor irk (C. violaceum) yardimiyla bakteriyel QS aktivitesini dnleyici bilesikler

acgisindan incelenmistir.



Ayn1 zamanda QS aracili nisin tiretimi yapan Gram (+) Lactocoocus lactis bakterisinin
kullanildigi agar biyodifiizyon belirlemesi yonteminin, anti-QS maddelerin

arastirtlabilmesi igin yeni bir model sistem olarak kullanilabilirligi arastirilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. QUORUM SENSING (QS) MEKANIZMASI
Bakterilerde hiicreler arasi iletisim sinyal molekiilleri araciligiyla saglanir. Bakteri
sayis1 arttik¢a hiicre disina salinan bu sinyal molekiillerinin sayis1 da artmakta ve bu
artis sayesinde bakteri populasyonunun biyiikliigi diger hiicreler tarafindan
algilanabilmektedir. Bakterilerin, belli bir yogunlukta bu sinyalleri algilayarak cesitli
davraniglar sergilemesine “quorum-sensing” (QS) adi verilir. Bu tanim; salt ¢ogunluk

anlamina gelen “quorum” ve algilama anlamina gelen “sensing” sézciiklerinden olusur.

QS mekanizmasi ilk olarak 1970’lerde Vibrio cinsi deniz bakterilerinde kesfedilmistir
(Nealson ve dig., 1970; Eberhard, 1972) ve ancak 1983’de tanimlanmistir (Engebrecht
ve dig., 1983). Bu bakterilerde sinyal molekiilleri yeterli konsantrasyon diizeyine
ulastiginda biyoliiminesans olusumu icin gerekli genlerin aktiflestigi saptanmuistir.
Sinyal molekiillerinin konsantrasyonuna bagli olarak gen anlatiminda degisiklikler ve
ayn1 zamanda bakteri populasyonu ig¢indeki hiicrelerin birbirleri ile eszamanli bir sekilde
hareket etmesi saglanmaktadir. Sinyal molekiilleri bu sekilde diizenleyici etki

gosterdikleri i¢in otoindiikleyici “autoinducer — AI” olarak tanimlanmiglardir.

Bakteri hiicreleri sahip olduklar1 QS mekanizmalar1 sayesinde degisen kosullara cevap
olarak toplu davraniglar sergileyebilmektedirler. Antibiyotik {iretimi, biyoliiminesans
olusumu, biofilm olusumu, virulens faktor {iretimi, sporulasyon, konjugasyon bunlara

ornek olarak verilebilir.

QS mekanizmasinda sinyal molekiiliiniin sentezlenmesi, salgilanmasi ve diger bakteri
hiicreleri tarafindan algilanmasi sonucunda tiire 6zgii davraniglar ortaya cikar. Vibrio
tirlerinde biyoliiminesans olusumu, Pseudomonas aeruginosa’da biyofilm olusumu,
birgok bakteride virulens faktor tiretimi, Bacillus subtilis’te sporulasyon, Agrobacterium
tumafaciens’de T; plazmidinin tasinmasi, Chromobacterium violaceum’da viyolasin

uretimi bunlara 6rnek olarak verilebilir.



2.1.1. QS Mekanizmasimi1 Kullanan Mikroorganizmalar
Son yillarda giderek artan calismalar QS mekanizmasinin bakteri diinyasinda oldukga
yaygin oldugunu gostermektedir. Giinlimiizde Gram (-) ve Gram (+) bir¢ok bakteri
tiirlinde QS sistemi, sinyal molekiilleri ve ortaya ¢ikan davranis bigimi bilinirken bir¢ok
bakteri tiirii i¢in de benzer calismalar devam etmektedir (Tablo 2.1). Bununla birlikte
Okaryotik mikroorganizmalarda da bu mekanizmanin var oldugu bilinmektedir.
Okaryotlarda QS mekanizmasina ilk &rneklerden biri parazit bir mantar tiirii olan
Histoplasma filamentli form arasindaki

capsulatum’da  maya ve

gegisin
diizenlenmesidir (Kiigler ve dig., 2000). Bu tiirde maya formuna gegis sirasinda glukan
seviyesinin arttig1 ve bu artisin hiicre yogunluguna bagli olarak ortama salinan bir
faktore bagl oldugu bilinmektedir. Yine benzer bir durumun Ceratocystis ulmi
tirtindeki form gegisinde rol oynadigi bilinmektedir (Hornby ve dig., 2004). Dimorfik
fungal bir insan patojeni olan Candida albicans ‘da da maya ve filamentli forma gegisin
iki QS molekiiliine dayal1 olarak kontrol edildigi bilinmektedir. Bu molekiiller yiiksek
hiicre yogunlugunda filamentli forma gegisi engelleyen farnesol (Hornby ve dig., 2001)
ve diisiik hiicre yogunlugunda hiicre biiylimesi ve germ tiipii olusumunu indiikleyerek
maya formdan filament6z forma doniisii hizlandiran tirosoldiir (Chen ve dig., 2004). QS

mekanizmas1 ayni tiire ait bakteriler, farkli bakteri tiirleri, prokaryotik ve oOkaryotik

tiirler arasinda iletisimin saglanmasinda rol oynamaktadir.

Tablo 2.1: Bazi bakteri tiirlerinde bilinen QS sistemleri.

Organizma QS’den Otoindiikleyici Molekiil | Fonksiyonlar | Kaynaklar
sorumlu
genler
Vibrio fischeri | Luxl / LuxR | N-(3oksohekzanoil)-HSL | Biyoliiminesans | Engebrecht ve
dig., 1983
Eberhard  ve
dig.,1981
Agrobacterium N-(3oksooktanoil)-HSL T-DNA Piper ve
tumefaciens Tral /TraR transferi dig.,1993
Zhang ve dig.,
1993
Pseudomonas | Lasl/LasR | N-(3oksododekanoil)- Viriilens faktor | de Kievit ve
aeruginosa Rh1l/Rh1R | HSL iiretimi Iglewski, 2000
N-Butiril-HSL Pearson ve
dig., 1994
Serratia N-Butanoil-HSL Hiicre Eberl ve
liquefaciens Swrl / SwrR genislemesi, dig.,1996
flagella Givskov  ve
olusumu dig.,1997




Rhodobacter Cerl/ Cer R | 7,8-cis-N-tetradekanoil- Hiicre Puskas ve
sphaeroides HSL toplanmasi dig.,1997

2.1.2. QS Mekanizmasinin Sinyal Molekiilleri
QS mekanizmalarinda rol oynayan sinyal molekiilleri tiirlere gore degismekle birlikte {i¢

ana gruba ayrilir.

Acil-homoserin lakton (AHL veya HSL) tiirevleri Gram (-) bakteriler tarafindan
kullanilirlar ve hiicre zar1 boyunca difiizyonla taginirlar. Bu grupta tanimlanan ilk sinyal
molekiilii N-(3-oksohekzanoil)-homoserin lakton (3-okso-C6-HSL)’dir (Eberhard ve
dig., 1981). Acil homoserin laktonlarin sentezi LuxI benzeri enzimler araciligiyla S-
adenozil metionin (SAM) ve agil-acil tasiyict protein (agil-ACP) substratlari {izerinden
gerceklesir. Luxl, agil grubu tasiyan proteinden (a¢il-ACP) kopardigi agil yan grubu ile
SAM arasinda bir amid bagi olusumunu saglar. Bu bag olusumu sirasinda bir yan iirlin
olarak 5'-metiltiyoadenozin (MTA) ve agillenmis—HSL molekiilii olusur (Sekil 2.1).
Sinyal molekiillerinin 6zgiilliigii agil yan zincirlerin uzunlugu ve modifikasyonlarindan

kaynaklanir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.1: Acillenmis homoserin lakton (AHL) biyosentezi (Whitehead ve dig., 2001’den
alinmustir).
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Sekil 2.2: Farkli bakteri tiirlerine 6zgii AHL sinyal molekiilleri (Schauder ve Bassler, 2001’den
almmustir).
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Gram (+) bakteriler tarafindan kullanilan QS sinyal molekiiliilleri otoindiikleyici

oligopeptidler (AIP) olarak adlandirilan kiigiik peptidlerdir. Hiicre zarina bagli histidin

kinaz reseptorleri ile taninirlar ve iki bilesenli fosforlama zinciri kullanirlar. AIP’lerin

sentezi daha uzun bir 6nciil peptidin parcalanmasiyla olur (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3: Baz1 Gram (+) bakteriler tarafindan kullanilan ATP’lerin yapist (Schauder ve Bassler,
2001’den alinmustir).

Otoindiikleyici-2 (Al-2) olarak adlandirilan diger sinyal grubu ise hem Gram (-) hem de

Gram (+) bakteriler tarafindan kullanilir. Furanosil borat diester tiirevleri olan bu

molekiiller (Sekil 2.4) diger sinyal molekiil gruplariin tersine tiire 6zgii olmayan yani

tiirler arasi iletisimi saglarlar. Bakteri tiirlerinde yiiksek seviyede homoloji gosteren

korunmus bir gen olan luxS, Al-2 molekiillerinin {iretimi igin gereklidir.
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Sekil 2.4: Furanosil borat diester (Al-2) yapis1 (Uva, 2011’den alinmistir).

2.1.3. QS Sistemleri
Salgilanan molekiil ve algilama mekanizmasina gére QS mekanizmalar1 li¢ gruba

ayrilir.

2.1.3.1. LuxI/LuxR Sistemi
Egland ve Greenberg, 1999’ un QS mekanizmasi igin gerekli genlerin analizi ile ilgili
yaptigi ¢aligmalar bugiin diger QS sistemlerine ornek olan, V. fischeri’ deki QS
mekanizmasinin esas modelini ortaya ¢ikartmistir. LuxI/LuxR sistemi olarak
adlandirilan bu sistemde V. fischeri’nin populasyon yogunlugu yaklasik 10™ hiicre/ml
tizerine ¢iktiginda QS’e bagli olarak 1s1ma (biyoliiminesans) 6zelligi ortaya g¢ikar. Bu
sistemde Luxl geni bir otoindiikleyici olan N-(3-oksohekzanoil)-homoserin lakton’un
sentezinde gorevli bir enzimi kodlamaktadir. LUXR ise otoindiikleyiciye baglanabilen bir
transkripsiyon faktoriinii kodlamaktadir. Olusan bu kompleks daha sonra luxICDABE
operonunun Oniine baglanarak lusiferaz sentezi ile ilgili cesitli genlerin anlatimiin

yapilmasini saglar. Es zamanl olarak Lux| gen iiriiniiniin de sentezi uyarilir (Sekil 2.5).

Gram (-) bakterilerdeki QS mekanizmalart LuxI/LuxR sisteminin homologlaridir.
Bunlara 6rnek olarak Pseudomonas aeruginosa’nin Lasl/LasR ve RhlI/RhIR sistemleri,
Agrobacterium tumafaciens’in Tral/TraR sistemi, Erwinia carotovara’nin Expl/ExpR

sistemi verilebilir.
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Sekil 2.5: LuxI/LuxR sisteminin sematik gosterimi (Xavier ve Bassler, 2003).

2.1.3.2. Oligopeptid Sistemi
Gram (+) bakteriler tarafindan kullanilan bu sistemde sinyal molekiiller oligopeptid
yapidadir ve hiicre zarinda bulunan bir ATP-baglayic1 kaset (ABC) tasiyici protein
aracilifiyla hiicre disina gecer. Hiicreler arasinda biriken sinyal peptidler iki bilesenli
sistemle etkilesince histidin kinaz reseptorii otofosforillenir ve bu reaksiyon sonucunda
diizenleyici protein de fosforillenerek aktif hale gecer. Boylece AIP’ler hedef genler

tizerinde diizenleyici etkilerini gosterirler (Sekil 2.6).

Staphylococcus aureus’un virulens genleri, B. subtilis’in kompetans ve sporulasyonla
ilgili genleri, Enterococcus faecalis’in konjugatif plazmid transferinden sorumiu
genleri, Lactococcus lactis’in nisin iiretiminden sorumlu genler bu sistem ile kontrol

edilmektedir.
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Sekil 2.6: Oligopeptid sisteminin sematik gosterimi (Xavier ve Bassler, 2003).

2.1.3.3. Hibrit Sistem
Ik olarak V. harveyi’de bulunan bu sistemde bakteri AHL benzeri sinyal molekiilleri
sentezleyip diflizyon yoluyla hiicrelerarasi ortama salgilarken bu sinyal molekiillerinin
algilanmas1 ve hiicre icine tasinmasi iki bilesenli sistem aracilifiyla gergeklesmektedir
(Bassler ve Miller, 2006). Bu sinyal molekiilleri otoindiikleyici-2 (Al-2) olarak
adlandirilmaktadir ve AHL’lerden farkli olarak QS sisteminde tiirler arasi iletisimi
saglamaktadirlar (Sekil 2.7). Al-2’nin {iretiminden sorumlu olan luxS gen
homologlarinin Escherichia coli, Helicobacter pylori, B. subtilis, E. faecalis, S. aureus,
Mycobacterium tuberculosis gibi bakterilerinde igerisinde yer aldigi otuzdan fazla

bakteri tiirlinde bulundugu bilinmektedir (Bassler ve Miller, 2006).
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Sekil 2.7: Hibrit sistemin sematik gosterimi (Xavier ve Bassler, 2003).

2.2. QS MEKANIZMASININ INHIiBISYONU
Farkli inhibisyon mekanizmalar1 QS sisteminde farkli adimlar1 engelleyerek calisir
(Sekil 2.8). Diisiik hiicre yogunlugunda yag asidi biyosentezinin ve sinyal onciillerinin
inhibisyonu yoluyla sinyal olusumunun engellenmesi saglanirken, yiiksek hiicre
yogunlugunda ise LuxR tipi proteinlerin inhibisyonu ve AHL sinyalinin enzimatik yada

kimyasal bozunmasi yoluyla saglanir (Dong ve dig., 2007).

AHL tipi sinyal sentezinin engellenmesi i¢in iki biiyiik potansiyel hedef enoil-ACP
rediiktaz (ENR) ve bu enzimin substrat1 olan S-adenozil metionin (SAM)’ dir (Zhang,
2003; Dong ve dig., 2007). Ornegin, biyosid olarak yaygm kullanilan triklosan, enoil-
ACP rediiktaz inhibitoriidir ve AHL iretimini de indirgemektedir (Hoang ve
Schweizer,1999). Bunun disinda holo-ACP, L / D-S-adenozilhomosistein, sinefungin ve
butiril-S-adenozilmetionin (butiril-SAM) gibi  sinyal 6nciil analoglarinin in vitro

kosullarda AHL iiretimini engelledigi tespit edilmistir (Sekil 2.8) (Parsek ve dig., 1999).

Aktif sinyal molekiillerinin engellenmesi metabolik, kimyasal ve enzimatik olarak
gerceklesebilir. Variovorax paradoxus ve P. aeruginosa PAI-A gibi baz1 bakteriler

AHL molekiiliinii metabolize etme yetenegi sayesinde QS mekanizmasi inhibe
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edilebilmektedir (Leadbetter ve Greenberg 2000; Huang ve dig., 2003). AHL
molekiillerinin kimyasal bozunmasi ise ilk olarak Yates ve dig., 2002 tarafindan rapor
edilmistir. Buna gore alkalin pH’da lakton halkasinin agilarak sinyal molekiiliiniin
inaktiflestigi bilinmektedir. Asidik pH’da ise halka yapisi yeniden olusarak sinyal
molekiilii aktivitesini geri kazanir. QS sinyal molekiillerinin enzimatik yolla yikimi
prokaryotlarda (Dong ve dig., 2000; Zhang ve dig., 2002a; Uroz ve dig., 2009; Chen ve
dig., 2009) yaygin olmakla beraber birka¢ okaryotta da (Draganov ve dig., 2000; Chun
ve dig., 2004; Hastings, 2004; Uroz ve Heinon, 2008) gozlenmistir. Bu enzimler AHL-
acilaz, AHL-laktonaz, laktonaz benzeri enzimler (paraoksonazlar) ve oksidorediiktazlar
olup sinyal molekiiliindeki amid baglarin1 ya da lakton halkasini hidroliz ederler (Sekil

2.8).

Diisiik Hiicre Yogunlugu Yiiksek Hiicre Yogunlugu
Sinyal olusumunun AHL sinyal yayiliminin Sinyal reseptorin
hedeflenmesi hedeflenmesi hedeflenmesi
| Sinyal onciilleri | | Sinyal onciiller | | Sinyal dnciilleri

X l l
= = =

‘ Sinyal reseptor ‘ Sinyal reseptor ] | Sinyal reseptor |
* ENR inhibitérleri +  Laktonolizis (kimyasal veya enzimatik ) :
= Sinyal analoglarinin sentezi
*  Triklosan * AHI -laktonaz ve paraoksonaz Lk i
S . ast veya acil yan
* Sinyal 6nciil analoglar + Yiiksek pH ve sicaklik T

zincirinde degisimler

¢ HSL halkalarinin yerine alternatif

* S-adenosilhomosistein  +  Qksidorediiktaz

S-adenosilsistein « AHL Acilaz
: . i} halkalarin  yerlestirilmesi
Sinefungin *  Metabolik yolla yikim
* Butiri-SAM. V. paradoxusve P. aeruginosa

*  Bacillus cereus, B. thuriengiensis -Aiia

Sekil 2.8: Bakterilerde diisiik ve yliksek hiicre yogunlugunda QS’in engellenmesi amaciyla
kullanilan olas1 mekanizmalar.

Sinyal reseptoriinii hedefleyen inhibisyon mekanizmalarinda ise antagonist molekdiller
rol oynarlar. Bu molekiiller dogal AHL sinyal molekiilii ile rekabet halinde Lux R tipi
reseptor molekiile baglanarak QS’i engelleyebilirler. Sinyal analoglarinin varligr, HSL

halkas1 veya agil yan zincirinde yapilacak degisimler ve HSL halkalarinin yerine
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alternatif halkalarin yerlestirilmesi ile QS inhibisyonu saglanabilir (Sekil 2.8). Buna

iliskin 6rnekler sonraki boliimlerde (2.2.1 ve 2.2.2) ayrintili olarak verilmektedir.

2.2.1. QS mekanizmasim Inhibe Edebilen Dogal Bilesikler
Furanon tlirevleri QS inhibisyonuna neden oldugu bilinen ilk dogal bilesiklerdendir.
Yapisal olarak HSL molekiillerine benzerler ve LuxR proteinine baglanarak sinyal

molekiiliiniin baglanmasini engellerler.

Kirmizi deniz algi Delisea pulchra c¢ok sayida farkli halojenlenmis furanon bilesigi
tiretmektedir ve bu organizmadan izole edilen bromiir grubuna sahip furanon yapida bir
maddenin QS sinyal sistemini etkileyerek mekanizmay1 inhibe ettigi bilinmektedir
(Manefield ve dig.,1999; Ren ve dig., 2004). Yine Laminaria digitata’nin trettigi
oksitlenmis halojenler 6zellikle 3-0kso-AHL’ler ile reaksiyona girerek sinyallesme
yetenegini bozar (Borchardt ve dig., 2001). Ancak furanonlarin yiiksek toksisiteye
neden olmas1 bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmalart ac¢isindan
sakincalidir. Tek hiicreli yesil alglerden Chlamydomonas reinhardtii de taklit bakteriyel

molekiilleri tireterek QS’i engelleyebilme yetenegine sahiptir (Teplitski ve dig., 2004).

Medicago truncatula ve Pisum sativum bitkilerinin salgiladiklari taklit AHL sinyalleri
araciligr ile bakterilerde AHL ile diizenlenen bazi yanitlari uyardiklari ve bazilarimi
inhibe ettikleri gosterilmistir (Teplitski ve dig., 2000; Gao ve dig., 2003; Mathesius ve
dig., 2003). Benzer sekilde laktonaz anlatimi yapan rekombinant tiitlin ve patates
bitkileri de AHL sinyal molekiillerini bozarak QS’e dayali bakteriyel enfeksiyonlara
diren¢ kazanmistir (Dong ve dig., 2000, Dong ve dig., 2001). Lotus corniculatus
fidelerinin ¢imlenme siirecinde salinan bir maddenin de bakteriyel AHL sinyallerini

inaktive edebilecegi gosterilmistir (Delalande ve dig., 2005).

Giiney Florida orijinli tibbi bitkilerde yapilan tarama sonucunda 50 bitkinin altisinda
anti-QS aktivitesi saptanmistir (Adonizio ve dig., 2006). Ayrica, vanilya, sarimsak,
iilkemiz kokenli Scorzonera sandrasica, Ananas comosus, Musa paradiciaca,
Manilkara zapota ve Ocimum sanctum, Sonchus oleraceus ve Laurus nobilis’de QS’i
baskiladig1 belirlenmistir (Choo ve dig., 2006; Rasmussen ve dig.,2005; Bosgelmez-
Tinaz ve dig., 2007; Al-Hussaini ve dig., 2009; Musthafa ve dig., 2010). Epigallokatesin

galat bakimindan zengin yesil ¢ay (Camellia sinensis L.) preparatinda (Taganna ve dig.,
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2008) ve akasya agacindan (Acacia nilotica) elde edilen bazi ekstrelerde (Singh ve dig.,
2009a) de anti-QS aktivite belirlenmistir. Sitrus flavonoidlerinin V. harveyi’de,
bakteriyel iletisimi engelleyerek biyofilm olusumunu 6nledigi bildirilmektedir (Vikram
ve dig., 2011).

Combretum albiflorum kabugunda bulunan bir flavonoid (flavan-3-ol katesin) P.
aeruginosa’da QS’e bagli piyosiyanin, elastaz ve Dbiofilm  olusumunu
engelleyebilmektedir (Vandeputte ve dig., 2010). Hamamelis virginiana kabugunda
dogal olarak bulunan bir hamamelitaninin (2',5-di-O-galloil-D-hamameloz) bir QS
inhibitori gibi davranarak stafilokokal enfeksiyonlarini 6nledigi saptanmistir (Kiran ve

dig., 2008).

Terminalia chebula meyvesinden elde edilen elajik asit tiirevlerinin P. aeruginosa’da
lasR rhIR genlerinin anlatimini etkileyerek virulens faktorlerin olusumunu azalttigi
bildirilmistir (Sarabhai ve dig., 2013). Capparis spinosa (Packiavathy ve dig., 2011) ve
Kigelia africana meyvesine ait ekstrelerde de anti-QS aktivitenin varlig1 gésterilmistir
(Chenia, 2013).

Bitki ektrelerinin disinda bitkisel yaglarin da benzer potansiyele sahip olduklar
sOylenebilir. Dokuz tibbi bitkinin esansiyel yaglari ile yapilan bir ¢aligmada giil (Rosa
damascena L.), lavanta (Lavandula angustifolia L.), turnagagas: (Geranium
robertianum L.) ve biberiye (Rosmarinus officinalis L.) esansiyel yaglarinda (Szab6 ve
dig., 2010), Kolombiya florasi kokenli Piper spp., Ocotea sp. ve Lippia alba’nin
esansiyel yaglarinda ¢esitli seviyelerde anti-QS aktivitesi gézlenmistir (Olivero ve dig.,
2011; Jaramillo-Colorado ve dig., 2012). Syzygium aromaticum’dan elde edilmis
bitkisel yaglarda da (Khan ve dig., 2009) QS inhibisyon potansiyeli gosterilmistir. Yine
kestane balininda AHL sinyalini inhibe ettigi ve biofilm olusumunu engelledigi
bildirilmistir (Truchado ve dig., 2009).

S. aureus, Listeria innocua ve E. faecalis’de siklik peptid sinyalinin biyosentezini
inhibe eden ambuik asit ise fungal kokenli diger dogal QS inhibitérlerindendir
(Nakayama ve dig., 2009).
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2.2.2. QS Mekanizmasimi inhibe Edebilen Sentetik Bilesikler

QS inhibitorleri olarak AHL sinyallerinin analoglarinin sentezlenmesi i¢in agil yan
zincirinde yer degisimleri, lakton halkasinda degisim ya da her iki bilesende de
degisimler yapilabilir. Ag¢il yan zincirinde belirli pozisyonlardaki karbonlarin siilfit
gruplart ile yer degistirmeleri sonucu ortaya ¢ikan sentetik molekiillerin QS inhibitor
aktivitelerinin yiiksek oldugu gozlenmistir (Castang ve dig., 2004; Persson ve dig.,
2005). Ozellikle uzun yan zincirde yapilan degisimlerde yada yan zincirin uzatilmasiyla
QS inhibisyonunun arttig1 rapor edilmistir (Chhabra ve dig., 1993; Qazi ve dig., 20006).
Bes ile on karbon uzunlugunda agil yan zincire sahip N-agil-siklopentilamid
molekiillerinin farklt QS sistemleri iizerinde baskilayict etkilerinin oldugu rapor
edilmistir (Ishida ve dig., 2007; Wang ve dig., 2008). Yine siilfoniliirelerden
tiirevlenmis sentetik HSL’lerin de inhibitor aktivitelerinin oldugu gosterilmistir (Frezza
ve dig., 2008). 3-0kso-C12-HSL sinyal molekiiliiniin uzun yan zincirinde yapilan
varyasyonlar sonucu elde edilen sinyal analoglarinin P. aeruginosa’da virulens faktor
tiretimi ve biyofilm olugumunu azaltarak QS sistemini inhibe ettigi bilinmektedir (Smith
ve dig., 2003). 4-nitropiridin-N-oksit (4-NPO), indol, p-benzokinon, 2,4,5-
tribromoimidazole ve 3-nitrobenzen siilfonamid gibi bilesiklerin QS araciligi ile
diizenlenen P. aeruginosa genlerinin anlatimmi olduk¢a azalttigi bilinmektedir
(Rasmussen ve dig., 2005). Azitromisin ve eritromisin gibi makrolidlerin de P.
aeruginosa’da HSL iiretimini etkileyerek virulans faktorlerin tiretimini ve biyofilm
olusumunu inhibe ettigi bilinmektedir (Molinari ve dig., 1993; Ichimiya ve dig., 1996;
Sofer ve dig., 1999; Tateda ve dig., 2001; Nalca ve dig., 2006).

Halojenlenmis furanon tiirevlerinin E. coli, B. subtilis, S. epidermidis gibi bakterilerde
biyofilm olusumu ve kayma hareketliligi “swarming motility” i inhibe ettigi rapor
edilmistir (Ren ve dig., 2001; Ren ve dig., 2002; Lonn-Stenrud ve dig., 2009). Hentzer
ve dig., 2002 ve 2003°de yaptiklar1 ¢alismalarda sentetik iki furanon tiirevinin (C30 ve
C56) P. aeruginosa’nin QS sistemini inhibe etmede etkili oldugunu gostermislerdir.
Ayn1 zamanda Lonn-Stensrud ve dig., 2009 da anti-QS etki gosteren iki furanonun [
(2)-5-(bromometilen) furan-2(5H)-one ve (Z)-4-bromo-5-(bromometilen) furan-2(5H)-
one ] kullanilan konsantrasyonlarda tahris edici ve genotoksik etki gdstermedigini ve bu
nedenle S. epidermidis’ in yiizey kolonizasyonundan korunmak i¢in umut verici ajanlar

olabileceklerini rapor etmislerdir.
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Digerlerinden farkli bir yaklasim olarak QS aracili mikrobiyel enfeksiyonlarin
engellenmesi i¢in anti-AHL monoklonal antikorlarinin gelistirilmesi ile ilgili ¢aligsmalar

da mevcuttur (Kaufmann ve dig., 2006; Kapadnis ve dig., 2009).

2.3. ANTIBAKTERIYEL ETKI MEKANIZMALARINA ALTERNATIF

OLARAK QS MEKANIZMASININ ONEMI
Bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi igin yogun olarak kullanilan antibiyotiklerin farkli
etki mekanizmalar1 vardir. Baglica etki mekanizmalari (i) hiicre zarnin etkilenmesi,(ii)
bakteri hiicre duvari sentezinin, (iii) DNA sentezinin ve (iv) protein metabolizmasinin
engellenmesi olarak Ozetlenebilir. Polimiksin tiirli antibiyotikler hiicre zarinin
fonksiyonel biitlinligiinii bozarak etki ederken, beta laktam antibiyotikler bakteri hiicre
duvarini olusturan peptidoglikan yapinin sentezi i¢in gerekli enzimleri inaktive ederler.
Sulfanamidler ve kinolonlar DNA sentezini farkli yollardan engelleyerek bakterinin
tiremesini durdururlar. Tetrasiklinler ise ribozomlarin kiiclik ve biiyiik alt iinitelerine
baglanarak onlar1 bloke ederler ve boylece bakterilerin ¢ogalmasini engellerler.
Anlasilacag lizere antibiyotiklerin etki mekanizmalar1 cogunlukla bakterilerin 6liimiine
neden oldugundan bakterilerin bu antibiyotiklere kars1 direng gelistirme egilimi yliksek
olmaktadir. Bakterilerde direng gelisimi ¢ok farkli yollarla olmaktadir. Bakteriler
antibiyotigin hedefledigi yapiy1 degistirerek veya fazla iireterek, antibiyotigin bakteriye
girigini engelleyerek, antibiyotigi inaktive edecek enzimler lreterek, farkli metabolik
yollar gelistirerek ve antibiyotigin yapisin1 modifiye ederek (asetilasyon, fosforilasyon
ve adenilasyon) mevcut antibiyotiklere karsi direng gelistirebilirler. Giiniimiizde
metisiline direngli S. aureus’un neden oldugu hastane enfeksiyonlarinin tedavisinde
yasanan gicliikler bunun en belirgin o6rnegidir. Bu durum antibiyotiklerin tedavi
konusunda yetersiz kalmalarina yol a¢makta ve tedavi siireclerini olumsuz
etkilemektedir. Ancak QS mekanizmasinin Onlenmesi bakterinin  liremesini
engellemedigi ve bakterisidal bir etki gostermedigi igin bakteri hiicreleri tizerinde bir
seleksiyon baskisi olugsmamaktadir ve diren¢ mekanizmalarinin gelisimi s6z konusu

olmamaktadir.

Bununla birlikte virulens faktorlerin iiretimi basta olmak iizere patojenite ile alakali
birgok siirecin QS araciliiyla diizenlenmesi bu sistemi etkin bir hedef haline

getirmektedir.
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Insan saglig1 ve tarim iizerindeki etkileri oldukea dikkat ¢ekici oldugundan son yillarda
QS ile ilgili ¢aligmalar artarak devam etmektedir (Sarabhai ve dig., 2013; Chenia,
2013). Bu nedenle QS sistemleri gesitli bakteriyel infeksiyonlarin tedavisi igin yeni
terapotik hedefler olarak ortaya ¢ikmaktadir (Hentzer ve dig., 2003; Rasmussen ve
Givskov, 2006).

2.4. ANTI-QS AKTIVITE BAKIMINDAN TURKIYE FLORASININ ONEMI
Tirkiye cografik konumu, toprak ozellikleri ve iklim kosullar1 bakimindan yiiksek
cesitlilik gostermekte ve buna bagl olarak bitki tiirleri ¢cok yakin mesafelerde dahi
degisebilmektedir. Onbinligyliziin iizerinde bitki tiiri ve bu tiirlerin yaklasik

tigbiniigyiiziiniin endemik olusu Tiirkiye’yi 6nemli bir flora haline getirmektedir.

Bitkilerin tedavi edici 6zellikleri yerel halklar tarafindan binlerce yildir bilinmekte ve
bu ozelliklerinden faydalanilmaktadir. Bununla birlikte, giiniimiizde ki ilaglarin %75’
bitkisel kokenli maddelere ait sentetik tiirevlerinden olusmaktadir. Bu da bitkilerin

halen c¢esitli hastaliklarin tedavisi i¢in 6nemli kaynaklar oldugunu gostermektedir.

Bu tez ¢alismasinda bitki tlirlerinin segiminde iki 6zellige dikkate edilmistir: (i) halk
arasinda tibbi amagli kullanimlarinin olmasi, veya (ii) literatiirde antimikrobiyel
aktivitelerinin tespit edilmis olmasi. Mevsim kosullar1 ve vejetasyona bagli olarak
bulunamayan tiirlerde ise aym cinsin farkli tiirleri toplanmistir. Bu bitkilerle ilgili

literatiir galigmalar1 asagida 6zetlenmistir.

Trifolium, Leguminosae familyasina ait bir cins olup Tiirkiye’de 95 tiirii vardir (Davis,
1988, p.513). Baz tiirleri halk arasinda idrar yollart ve soguk alginligi tedavisinde
ayrica balgam soktiiriicii, kuvvet verici, romatizma agrilarin1 dindirici, kabizlik giderici,
antiseptik ve yatistirici olarak kullanilmaktadir (Tuzlaci, 2006, p. 359-60; Baytop, 1999,
p.376). Trifolium pratense ¢oziinebilir fenolikler bakimindan zengin bir tiirdiir. Yapilan
bir ¢alismada T. pratense’de bulunan bir isoflavanoidin Clostridium sticklandii {izerinde
inhibisyon etkisinin oldugu gosterilmistir (Flythe ve Kagan, 2010). T. pannonicum
subsp. elongatum’un metanol ve etanol ekstreleri balik patojenleri {izerinde genis

spektrumlu antibakteriyel aktivite gosterdigi saptanmistir (Tiirker ve dig., 2009).

Hypericum, Guttiferae ailesinin bilyiik bir tiyesidir ve Tiirkiye’de 84 tiirii bulunmaktadir
(Davis, 1967; Davis, 1988; Giiner ve dig., 2000). Yurdumuz Hypericum tiirleri
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bakimindan onemli bir gen merkezidir (Tokur, 1988). Diinyada geleneksel tedavi
amaciyla kullanilan bitkiler arasinda en iyi bilinen cins Hypericum’ dur (Dall’Agnol ve
dig., 2003). Cesitli tiirlerinden antibiyotik (Ishiguro ve dig., 1986), antiviral (Jacobson
ve dig., 2001), antifungal (Dé¢costerd ve dig., 1986) ve antikanser (Jayasuriya ve
McChesney, 1989) bilesikler izole edilmistir. Bu bitkiler yiiksek seviyede fenolik
madde ve floroglisinol biriktirme egilimindedirler (Dall’Agnol ve dig., 2003). Bazi
Hypericum tiirlerindeki floroglisinol tiirevlerinin Staphylocoocus aureus, Bacillus
cereus, B. subtilis ve Nocordia gardenen ‘e karsi antimikrobiyel etki gosterdigi rapor
edilmistir (Ishiguro ve dig., 1986; Décosterd ve dig.,1991; Jayasuriya ve dig., 1991,
Rocha ve dig., 1995; Trifunovic ve dig., 1998). Benzopiran (Décosterd ve dig., 1986),
ksanton (Ishiguro ve dig., 1999), flavonoid (Ishiguro ve dig., 1993) ve tanin igerikleri
bakimindan da bazi Hypericum tiirlerinin ¢esitli bakteri ve mantarlara karsi
antimikrobiyel etki gosterdikleri bilinmektedir. Altt Hypericum tiiriiniin ham metanol
ekstrelerinin S. aureus, M. luteus ve B. subtilis bakterilerine karsi antimikrobiyel
aktivitelerinin oldugu belirtilmistir (Dall’Agnol ve dig., 2003). Bu bitki iltihapli bobrek,
kulak—burun-bogaz ve dis eti hastaliklari, tlser de dahil olmak iizere mide
rahatsizliklari, karaciger ve safra rahatsizliklar ile 6zellikle yanik yaralarimin (Baytop,
1999, p.166-67) tedavisinde kullanilmaktadir. H. perforatum ve H. hirsutum tiirlerini de
igeren dokuz Hypericum tiiriiniin ham metanol ekstreleriyle yapilan antimikrobiyel
aktivite calismasinda tiim ekstrelerde giiclii bir antimikrobiyel aktivite bulunmasina
karsin H. hirsitum standart antibiyotiklere gore olduk¢a aktif bulunmustur (Radulovié¢
ve dig., 2007).

Linaria cinsi Scrophulariaceae ailesinin bir iiyesidir. Anadolu’da 20 Linaria tiirii vardir
(Davis, 1988, p.515). Halk arasinda oksiiriik tedavisinde kullanilan Linaria tiirlerinin
yaprak ve ¢igekleri flavanoidler, iridoidler, alkaloidler, monoterpenler, diterpenler ve
glikozidik bilesikler igerdigi bilinmektedir (Erdemoglu ve dig., 1998; Bianco ve dig.,
1996). L. corifolia’nin 6zellikle S. epidermidis ve S. aureus gibi Gram (+) bakterilere ve
Kluyveromyces fragilis’e kars1 antimikrobiyel aktivite gosterdigi bildirilmistir (Goniiz
ve dig., 2005).

Compositae ailesinden olan Centaurea cinsinin gen merkezlerinden biri Tiirkiye’dir ve
178 tiir sayistyla (Davis, 1988, p.513) Tiirkiye’de {igiincli siradadir (Ekim, 2009).
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Centaurea cinsine ait bircok bitki halk arasinda gz, mide, karaciger ve bdbrek
hastaliklari, nefes darlig1 tedavisinde ve ates diisiiriicii olarak kullanilmaktadir (Baytop
1999, p.316; Tuzlact 2006, p.66-67). Centaurea tiirleri seskiterpen laktonlar,
triterpenler, steroidler, hidrokarbonlar, fenolik bilesikler, antosiyaninler, lignanlar,
alkoloidler ve poliasetilenler gibi sekonder metabolitler igerirler. Centaurea tiirii
bitkilerle yapilan bircok antimikrobiyel aktivite ¢alismasi vardir. Tirkiye’de halk
arasinda tilser tedavisi i¢in kullanilan bitkiler anti-H. plori aktivitesi agisindan test
edilmis ve C. laurifolius’un baskilayici 6zeligi diger bitkilere gore belirgin bulunmustur
(Yesilada ve dig., 1999). C. derderiifolia’nin bitki, besin ve klinik orijinli patojenler ve
mayalara kars1 antimikrobiyel etkisinin oldugu bildirilmistir (Giiven ve dig., 2009).

Achillea cinsi Compositae, ailesinin {iyesidir. Tiirkiye’de 40 tiirii vardir (Davis, 1988,
p.513). Bu cinsin gesitli tiirleri yara iyilestirici, idrar artirici, karin agrilari, iilser, ishal
ve siskinlige kars1 geleneksel olarak kullanilmaktadir ( Baytop, 1999, p.316; Sezik ve
Yesilada, 1999; Sezik ve dig., 2001). Achillea biebersteinii Afan ise ayrica soguk
alginliginin ve ¢igek hastaliginin tedavisinde de kullanilmaktadir (Tuzlaci, 2006, p.16-
17). Achillea tiirleri cogunlukla seskiterpen lakton, flavanoid ve fenolik asit bilesikleri
igerirler. S6kmen ve dig., 2004a’ da Achillea biebersteinii Afan.’nin metanol ekstresinin
kloroform fraksiyonunun B. cereus, C. albicans ve Clostridium perfringens’e karsi
antimikrobiyel aktivite gosterdigini bildirmistir. Achillea biebersteinii Afan’nin yer
aldig1 13 Achillea tiirtiyle yapilan bir diger calisma da ise bu tiiriin ekstrelerinde S.
aureus, E.coli ve C. albicans’a karst herhangi bir antimikrobiyel aktivite
saptanmamustir. Bu farkliligin antimikrobiyel analiz, ekstraksiyon yontemi ve kullanilan

mikroorganizma 1rklarina bagl olabilecegi diisiiniilmektedir (Karaalp ve dig., 2009).

Tanacetum cinsi Compositae ailesinin {iyelerinden biridir. Tirkiye’de 44 tiiri
bulunmaktadir (Davis, 1988, p.513). Bazi tiirleri halk arasinda kuvvet verici, idrar
artirici, gaz soOktiiricli, ates disiirtici, mide ve safra kesesi rahatsizliklarinda
kullanilmaktadir (Baytop, 1999, p.317-18). Tanaceum tiirlerinin i¢erdikleri flavanoidler
nedeniyle antienflamatuvar etki gosterdikleri birgok yayinda belirtilmistir (Abad ve dig.,
1993; Schinella ve dig., 1998; Williams ve dig., 1999). Tanacetum balsamita subsp.
balsamita‘nin ugucu yaginin P. aeruginosa, S. aureus, S. epidermidis, C. albicans ve

Aspergillus niger gibi mikroorganizmalarin da aralarinda oldugu onbir izolat i¢in orta
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ve yiikksek derecede antimikrobiyel aktivite gosterdigi bilinmektedir (Yousefzadi ve
dig., 2009). Aym zamanda T. vulgare ve T. partheneum tiirlerinin Klebsiella
pneumoniae, S.aureus ve Salmonella gallinarum bakterilerine kars1 antimikrobiyel etKi

gosterdigi bulunmustur (Keles ve dig., 2001).

Carduus cinsi Compositae ailesinin bir iiyesidir. Tiirkiye’deki tiir sayist 16’dir (Davis,
1988, p. 515). Carduus tiirleri halk arasinda ates diisiirlicii, romatizma agrilarini
giderici, idrar artirici, istah agici ve yatistirici olarak kullanilmaktadir (Baytop, 1999,
p.299). Carduus tiirleri flavanoid (ozellikle kersetin), triterpen ve lignan grubu
antimikrobiyel bilesikler igerirler (Jordon-Thaden ve Louda, 2003). Carduus
pycnocephalus L.’nin de antimikrobiyel aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (EI-
Lakany ve dig., 1997).

Epilobium, Onagraceae ailesine ait bir cinstir. Tiirkiye’de 21 tiirii vardir (Davis, 1988, p.
515). Flavanoid, steroid ve tanin igerikleri nedeniyle geleneksel anlamda antiseptik,
yara iyilestirici, kabizlik ve mide rahatsizliklar tedavisinde kullanilmaktadir (Battinelli
ve dig., 2001; Baytop, 1999, p.372). Bu genus i¢inde en iyi bilinen tiirler E.
angustifolium, E. hirsutum ve E. parviflorum’dur. E. angustifolium’un toprak istii
kisimlarindan elde edilen su ekstresinin analjezik ve antienflamatuvar etkisinin oldugu
bilinmektedir (Hiermann ve dig.,1991). E. angustifolium ‘un da aralarinda bulundugu
bes Epilobium tiiriiniin etanolik ekstrelerinin Gram (-) ve Gram (+) bakteriler, mayalar
ve fungi ile yapilan antimikrobiyel aktivite ¢alismasinda E. angustifolium ve E.
rosmarinifolium bu mikroorganizmalara karsi en genis spektrumlu inhibisyon etkisini
gostermistir (Battinelli ve dig., 2001). E. angustifolium 'un yaprak ve gigeklerinden elde
edilen ekstrelerde MRSA gibi 6nemli klinik izolatlarda dahil olmak tiizere birgok
mikroorganizmaya kars1 antimikrobiyel aktivite saptanmistir (Borchardt ve dig., 2008;

Kosalec ve dig., 2013).

Boraginaceae ailesinin bir iiyesi olan Echium genusu Tirkiye’de 9 tiir ile temsil
edilmektedir (Davis, 1988, p. 517). Halk arasinda balgam soktiiriicii ve idrar artirict
olarak kullanilmaktadir. Bolu ilinden toplanan ve E. vulgare’nin de aralarinda
bulundugu 16 bitki tilirlinlin ekstreleriyle yapilan ¢aligmada kullanilan Gram (+) ve
Gram (-) bakterilere karsi inhibisyon aktivitesinin oldugu saptanmistir (Pehlivan-

Karakas ve dig., 2012)
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Mentha, Labiatae ailesinde yer alir ve Tirkiye florasinda hibrit tiirler hari¢ 8 tiirii
bilinmektedir (Baser ve dig., 1992; Rasooli ve Rezaei, 2002). Flavanoid igerigi bilinen
Mentha tirleri (Akroum ve dig., 2009) halk arasinda bronsit, astim, mide
rahatsizliklarinin tedavisinde ve antienflamatuvar olarak kullanilmaktadir. (Moreno ve
dig., 2002; Tuzlaci, 2006, p.199-200). Mentha longifolia ‘nin metanol ve etanol
ekstreleriyle yapilan bir antimikrobiyel aktivite ¢alismasinda test edilen bakterilere karsi
inhibisyon aktivitesi gériilmekle birlikte bu aktivitenin etanol ekstresinde daha fazla
oldugu belirtilmistir (Akroum ve dig., 2009).

Salvia, Labiatae ailesinde yer alan ve Tirkiye’de 90 tiiri bulunan bir cinstir. Anadolu
bu genusun gen merkezlerinden biridir. Diterpenler bakimindan zengin olan Salvia
tiirleri halk arasinda bronsit, iltihapl dis eti hastaliklari, mide rahatsizliklari, yanik, yara
ve c¢iban tedavisinde ve antiseptik olarak kullanilmaktadir (Baytop, 1999, p.142;
Tuzlaci, 2006, p.308-314). Sokmen ve dig., 2000’ de Sivas’tan toplanan 33 bitkinin
metanolik ekstreleriyle yapilan ¢aligmada S. verticillata’da dahil olmak iizere dokuz
bitkinin ekstresinde antibakteriyel aktivite tespit edilmistir. S. forskahlei koklerinden
elde edilen forskalinon adli maddenin antibakteriyel aktivitesi bildirilmistir (Ulubelen

ve dig., 1996).

Stachys, Labiate ailesinin iiyesidir. Tiirkiye’de 76 tiirii vardir (Davis, 1988, p. 513).
Halk arasinda larenjit, tonsilit, brongit, astim, soguk algnligi, solunumla ilgili
rahatsizliklarin tedavisinde geleneksel olarak kullanilmaktadir (Uysal, 2003; Johnson,
1999). Stachys tiirlerinde flavonoid, fenil etanoid, fenolik asit, iridoid, monoterpen,
seskiterpen, diterpen, triterpen ve saponin bilesikleri bulunmaktadir. S. woronowii’nin
metanol, S. aleurites’in etil asetat ve aseton ekstrelerinin antimikrobiyel aktivitelerinin

oldugu bildirilmistir (Kiirsat ve Ecevit, 2009; Giiven ve dig., 2009).

Origanum cinsi Labiatae familyasinda yer alir. Tirkiye’de 23 tiirii bulunmaktadir
(Davis, 1988, p. 514). Fenolik bilesikler iceren Origanum tiirleri halk arasinda da
ekspektoran ve gaz giderici olarak ayrica bogmaca, oksiiriik ve sindirim hastaliklarinin
tedavisinde kullanilmaktadir (Sahin ve dig., 2004). O. vulgare L. subsp. gracile metanol
ekstresinin bazi bakterilere ve cilt mantarlarina karsi antimikrobiyel etki gosterdigi

saptanmustir (Kiirsat ve Erecevit, 2009).
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Thymus, Labiatae ailesine ait bir cinstir. Tiirkiye’de 39 tiir ile temsil edilir (Oztiirk ve
Ercisli, 2005). Thymus tiirleri halk arasinda soguk alginligi, grip, bronsit ve mide
hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir (Tuzlaci, 2006, p.350-54). T. spathulifolius
tiirliniin metanol ekstresinin polar (su) ve non polar (kloroform) alt fraksiyonlarinda orta
derecede anti bakteriyel aktivite saptanmistir (Sokmen ve dig., 2004b) T. eigii tiiriniin
non-polar ve polar ekstrelerinin ise sirasiyla orta ve diisiik derecelerde antimikrobiyel
aktivite gosterdigi belirtilmistir (Tepe ve dig., 2004). Al-Bayati, 2008’de T. vulgaris’in
metanol ekstresinin ¢ogu patojene karsi antibakteriyel aktivite gdsterdigini ve bunun
ekstre igerigindeki fenolik bilesiklerden kaynaklanabilecegini bildirmistir. T. fallax’in
metanol ekstresinin peynirden izole edilen bakterilere karsi antibakteriyel aktivite
potansiyelinin yiiksek oldugu gosterilmistir (Oztiirk ve Ercisli, 2005). T. daenensis’in
Gram (+) bakterilerin biiylimesini inhibe ettigi 6zellikle metisiline direngli S. aureusa

kars1 en belirgin etkiyi gosterdigi belirtilmistir (Mojab ve dig., 2008).

Quercus, Fagaceae ailesinde yer alan bir cinstir ve 18 tiir igermektedir (Davis, 1988,
p.515). Halk arasinda yara tedavisinde ve antiseptik olarak kullanilmaktadir (Baytop,
1999, p. 294-95; Tuzlaci, 2006, p. 275-77). Quercus tiirlerinin flavanoid ve tanin
(Zhentian ve dig., 1999; Meng ve dig., 2001; Hideyuki ve dig., 2002) gibi fenolik
bilesikler igerdigi bilinmektedir. Q. brantii’nin meyvelerinin etanol ve metanolik
ekstrelerinin kullanilan 8 bakteriye karsi farkli derecelerde inhibitor etki gdsterdigi
bildirilmigtir (Safary ve dig., 2009). Q. ilex’in aga¢ kabuklarinimn farkli ekstrelerinin
antibakteriyel etkisinin oldugu (Berahou ve dig., 2007) ve yaprak metanol ekstresinin
35 bakteri wrkina karsi inhibisyon etki gosterdigini bildiren calismalar yapilmistir
(Gtlliice ve dig., 2004). Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada ise Q. robur L.’nin dort
fraksiyonunun antimikrobiyel ve antioksidan aktiviteleri gosterilmistir (Uddin ve Rauf,
2012).

2.5. ANTI-QS AKTIVITENIN SAPTANMASI ICIN KULLANILAN
BAKTERI IRKLARI
Anti-QS aktivitenin saptanmasi igin gesitli biyomonitor bakteri irkilart kullanilmaktadir.
Bunlar igerisinde en yaygin olarak kullanilan Chromobacterium violaceum tiiriidiir
(McLean ve dig., 2004). Bu bakteri luxl homologu olan cvil geni araciligi ile mor renkli

antibiyotik, viyolasini tretir. AHL iiretimine bagli olarak sentezlenen bu antibiyotik
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gorsel olarak izlenebilir ve kantitatif olarak Olciilebilir.  Ayn1  amagla
Chromobacterium’un CV026 adi verilen mutant ki da kullanilabilir. Bu 1rkda
yonlendirilmis mutasyon (Tn5 mutasyonu) ile sinyal {iretimi inaktif hale getirilmistir ve
bu nedenle antibiyotik iiretimi ger¢eklesemez. Diger yandan, uygun sinyal molekiilleri
(C4-HSL ya da C6-HSL) disaridan verilerek viyolasin iiretilebilir ve anti-QS belirleme

calismalarinda kullanilabilir.

Anti-QS aktiviteyi belirlemek igin gelistirilen diger  biyomonitor 1rklardan
Agrobacterium tumefaciens’un NTL4 (pZLR4) (Shaw ve dig., 1997) ve QSIS-1
(Bjarnsholt ve dig., 2010) wrklar1 farkli sinyal molekiillerinin inhibisyonunu géstermek
amaciyla kullanilirken, QS araciligiyla olustugu bilinen farkli fenotiplerden
yararlanilarak gelistirilmis diger biyomonitor irklarda anti-QS aktivitenin belirlenmesi
icin kullanilmaktadir (Cepni ve Giirel, 2011).

2.6. LACTOCOCCUS LACTIS’DE NISIiN URETIMI VE QS ILE ILiSKiSi
Gram (+) bakteriler drettikleri antimikrobiyel peptidler (AMP) ile diger
mikroorganizmalarin neden oldugu olumsuz kosullara kars: tstilinliik saglarlar. Laktik
asit bakterileri tarafindan iretilen 1s1-stabil AMP’ler tipl ve tipll olmak tizere iki sinifa
ayrilirlar. Tip I AMP’ler lantibiyotik olarak da adlandirilirlar ve post- translasyonel
modifikasyonlara sahiptirler. Bazi Gram (+) bakterilerde AMP {iretimi hiicre
yogunluguna bagli olarak yapilir (Kleerebezem, 2004). AMP iiretimi genel olarak
logaritmik biiylime fazinin ortalarinda baslar ve duragan fazin baglangicinda en yiiksek
seviyede bulunur. Boyle bir diizenlenme ig¢in iletisimi saglayacak peptid yapida
molekiillere (peptid feromon) gereksinim vardir. Biiyiime esnasinda ¢evrede biriken
peptid feromonlar belli bir konsantrasyona ulastiginda yiiksek seviyede AMP iiretimi
tetiklenir. Bu tetiklenme peptid feromonun histidin kinaz reseptorii ile etkilesimi
aracilifiyla gerceklesir. Bu da transmembran sinyal transdiiksiyonu ile sonuglanan AMP
iiretiminin aktivasyonuna yol acar. AMP f{iretim sistemlerindeki bu diizenlenme
mekanizmasi Gram (+) bakterilerde bulunan peptid sinyal aracili QS sistemleri arasinda
yer alir (Kleerebezem ve dig., 1997; Kleerebezem ve dig., 1999; Kleerebezem ve

Quadri, 2001; Eijsink ve dig., 2002; Kleerebezem, 2004).



25

Tipl AMP sinifinda yer alan nisin baz1 Lactococcus lactis tiirleri tarafindan tiretilen 34
aa’lik kiiciik bir polipeptiddir. Bu amino asitlerden 8 tanesi kiikiirt igerir ve en
onemlileri lantiyonin ve 3-metil lantiyonin’dir. Lantibiyotik teriminin nedeni de
icerdigi bu amino asitlerdir. Bunlara ek olarak dehidroalanin ve dehidrobutirin gibi
diger amino asit kalintilarin1 da igermektedir. Nisin A (Sekil 2.9) (Gross ve Morell,
1971), nisin Z (Mulders ve dig.,1991), nisin Q (Zendo ve dig., 2003) ve nisin U

(Wirawan ve dig., 2006) olmak iizere dort dogal nisin varyant1 bilinmektedir.

Nisin sentezinden sorumlu gen kiimesi nisin onciillerini kodlayan yapisal genin (nisA)
yanisira post- translasyonel modifikasyonlar (nisB ve nisC), modifiye edilmis
peptidlerin salgilanmasi (nisT) ve L. lactis’in nisin bagisikligin1 saglamak igin gerekli
proteinleri kodlayan genleri (nisIFEG) de igermektedir (Sekil 2.10). NisP ise onciil nisin
molekiiliiniin olgun nisin molekiiliine donlisiimiinii saglayan bir ekstraseliilar proteaz
kodlar. ki bilesenli sistemi kodlayan nisin gen kiimesi ise nisin geninin transkripsiyonel
diizenlenmesinde rol alan bir sensor kinaz (nisK) (Engelke ve dig., 1994) ve bir yanit
diizenleyici proteini (nisR) kodlayan genlerden (Klein ve dig., 1993) olusur. Bu
genlerin (nisR ve nisK) {irtinleri nisinin diizenlenmesi igin esastir (van der Meer ve dig.,
1993; Klein ve dig., 1993). Nisin gen kiimesinde ii¢ tane promotor vardir. NisA ve nisF
promotorleri ile siirdiiriilen transkripsiyonlar nisin araciligiyla tetiklenirken (nisRK
bagimli sinyal iletimi) nisR promotoru nisin-bagimsiz olarak ¢alismaktadir (Kuipers ve
dig., 1995; de Ruyter ve dig., 1996; Kleerebezem ve dig., 1999). Buradan da
anlasilacagi gibi nisin biyosentezinin diizenlenmesinde otodiizenleyici bir zincirin
varlig1 s6zkonusudur (Sekil 2.11) (Klerebezem, 2004). Nisin kendi aktivitesinin yanisira
QS benzeri bir sekilde sinyal iletim sistemini tetikleyerek kendi biyosentezini uyaran bir

sinyal peptid olarak da rol oynar (Dunny ve Leonard, 1997; Kleerebezem ve dig.,1997) .
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Sekil 2.9: Nisin A peptidinin yapis1. Dha: dehidroalanin, Dhb: dehidrobutirine, Abu: amino
butirik asit, Abu-S-Ala: -metil lantiyonin, Ala-S-Ala: lantiyonin, S: tiyoeter kopriilerini
gostermektedir (Kleerebezem, 2004’ den alinmustir).

nis transcripts

Sekil 2.10: Nisin genine ait operonunun sematik gosterimi (Kleerebezem, 2004’den alinmustir).
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peptid feromon ~~

olgun lantibiyotik = AMP

Lan-Kutusu

Sekil 2.11: Nisin biyosentezi ve diizenlenmesi modeli. B,C ve T faktorlerinden olusan zara
sabitlenmis multimerik kompleks (nisSBCT genleri tarafindan kodlanir) 6nciil nisinin
modifikasyonu ve tasinmasi i¢in gereklidir. Nisinin modifikasyonu nisP tarafindan kodlanan
ozel bir proteaz (P) tarafindan gerceklestirilir. AMP olarak rol oynayan bu peptidleri iireten
hiicreler I ve FEG faktorlerinden (nisIFEG tarafindan kodlanir) olusan bir bagisiklik sistemi
araciligryla korunurlar. Bu modelde, nisinin ikinci bir rolii peptid feromon (sinyal) olarak sensor
kinaz (K,) tizerinde karsilik gelen domeni algilayarak sensor kinaz tizerindeki fosfat verici
alandan (Ky) yanit diizenleyici tizerindeki (RR) alict domene fosfatin transferini aktive eder.
Aktiflesen cevap diizenleyici protein (Ro) biyosentetik gen kiimesinin i¢inde yer alan
promotorlerdeki 6zel hedef kutularina (lan-kutusu) baglanir ve transkripsiyon aktivasyonu ile
nisin tiretimi artar (Kleerebezem, 2004’den alinmistir).

Bu tez ¢alismasinda ekstrelerdeki olasi anti-QS aktivitenin Gram (-) bir biyomonitor
sistemde arastirilmasinin yani sira Gram (+) bir biyomonitor olarak Lactococcus
lactis’in kullanimi arastirilmistir. Bu amagla L. lactis’de nisin sentezinin baskilanmasina
dayali bir biyodifiizyon belirlemesi (Wolf ve dig., 1996) kullanilmistir. Bu belirlemede
ekstreler veya saf maddeler bakteri kiiltiiriine eklenerek, nisin iiretiminin baskilanmasi
indikatér bir ik aracilifiyla gosterilmistir ve sonuglar ters-transkriptaz (RT) -PCR

analizi ile desteklenmistir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. BITKi MATERYALI
Bu ¢alismada anti-QS bilesiklerin arastirilmasi i¢in kullanilacak bitki materyali 19-
24.07.2009 tarihleri arasinda Dogu Karadeniz Boélgesi, Rize ilinden, 7. 10. 2009
tarihinde Istanbul Universitesi, Orman Fakiiltesi Atatiirk Arboretumu’ndan ve
10.10.2009 tarihinde 1.U. Fen Fakiiltesi, Alfred Heilbornn Botanik Bahgesi’nden
tarafimdan toplanmistir (Tablo 3.1). Karadeniz bolgesinden toplanan bitkilerin tiir tayini
Flora of Turkey and The Aegean lIslands (Davis, 1965-88)’e gore 1.U. Eczacilik
Fakiiltesi, Farmasotik Botanik Anabilim Dali personeli Dr. Mehmet Bona tarafindan
yapilmis ve herbaryum numaralar1 verilmistir. 1.U. Atatiirk Arboretumu ve Botanik

Bahgesinden alinan bitkilerin kiinyeleri bilindigi i¢in ayrica tiir tayini yapilmamaistir.

Tablo 3.1: Anti-QS aktivite ¢alismalari i¢in kullanilan bitkiler ve kullanilan kisimlari.

ISTF Takson Familya Tiirkce Ad1 Kullanilan

Herbaryum Kisimlar

No.

40191 Trifolium aureum Poll. Leguminosae Altuni tiggiil Toprak tstii

40192 Thymus praecox Opiz subsp. Lamiaceae Dag kekigi Toprak sti
caucasicus (Ronniger) Jalas var.
groshemii (Ronniger) Jalas

40193 Centaurea  nigrifimbria  (C. Asteraceae Peygamber Toprak isti
Koch) Sosn. cicegi

40194 Hypericum hirsutum L. Gulttiferae Tiyli kantaron | Toprak iistii

40195 Hypericum bupleuroides Gris. Gulttiferae Tavuk Toprak st

yumurtlamaz

40196 Linaria  genistifolia ~ subsp. | Scrophulariaceae Nevruz otu Toprak st
genistifolia (L.) Miller

40197 Carduus adpresus C.A. Meyer Asteraceae Tomara Toprak st

40198 Salvia verticillata subsp. Lamiaceae Dadirak Toprak st
verticillata L.

40199 Origanum vulgare L. subsp. Lamiaceae Kus zemulu Toprak st
gracile (C. Koch.) letswaart
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40201 Stachys iberica subsp. iberica Lamiaceae Tokdeligay Toprak sti
var. iberica Bieb.

40202 Trifolium pratense var. pratense Leguminosae Cayir liggiilii Toprak tstii
L.

40203 Epilobium angustifolium L. Onagraceae Yakiotu Toprak st

40205 Hypericum perforatum L. Gulttiferae Kantaron Toprak st

40206 Hypericum bithynicum Boiss. Gulttiferae Uludag Toprak st

koyunkirani

40208 Achillea biebersteinii Afan. Asteraceae Civanpercemi | Toprak {istii

40209 Echium vulgare L. Boraginacea Engerek otu Toprak usti

40210 Thymus pseudopulegioides Lamiaceae Kekik Toprak usti
Klokov & Des.-Shost.

40211 Tanacetum balsamita L. subsp. Asteraceae Giimiisdiigme | Toprak {stii
balsamitoides (Schultz Bip.)
Grierson

40212 Mentha longifolia subsp. Lamiaceae Piink Toprak st
longifolia (L.) Hudson

40213 Stachys macrantha (C. Koch) Lamiaceae Koca sogulcan | Toprak usti
Stearn.

40214 Salvia forskahlei L. Lamiaceae Dolma yapragi | Toprak istii

40215 Hypericum orientale L. Gulttiferae Sandik ¢icegi Toprak sti

40030 Centaurea lycopifolia Boiss. & Asteraceae Cerrahotu Toprak st
Kotschy
Quercus petraea (Mattuschka) Fagaceae Sapsiz mese Yaprak
Lieb.
Quercus frainetto Ten. Fagaceae Macar mesesi Yaprak
Quercus robur L. Fagaceae Sapli mese Yaprak

3.2. BITKi EKSTRELERININ HAZIRLANMASI
Bitki ekstreleri maserasyon yontemiyle elde edildi. Bunun i¢in bitkilerin kullanilacak
kisimlar1 (Tablo 3.1) 6giitiildi. Daha sonra ayirma hunisinin igine 4 gr. bitki tozu ve 40
ml %75 metanol (MeOH) eklenerek 46 sa. siire ile oda sicakliginda birakildi. Bu agama

iki kez tekrarlandiktan sonra tiim ekstre cam balon igerisinde toplanarak evaporatdrde
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45°C’de 2.5 sa. siireyle uguruldu. Daha sonra kalan sulu kisim -20°C’de dondurulduktan
sonra ekstreler 8 sa. siireyle liyofilizatorde (Christ Alpha 1-4 LD plus) kurutuldu.

Bu yonteme gore elde edilen tiim bitki ekstreleri %75 metanol ile sulandirilarak 100
mg/ml konsantrasyonda stoklar hazirlandi. Stoklar daha sonra 0.45 um’lik seliiloz asetat

filtre ile steril edildi.

3.2.1. Biyoaktivite ile Yonlendirilen Fraksiyonlandirma
Anti-QS aktivitenin gdzlendigi bitki tiirleri i¢in biyoaktivite ile yonlendirilen
fraksiyonlama yontemi kullanilarak yeniden ekstreler hazirlandi. Bitkilerin kullanilan
kisimlan giitiildiikten sonra 12 gr. tartilarak ayirma hunisine yerlestirildi. Uzerlerine
120 ml %75 MeOH eklendi ve 46 sa. siireyle ¢eker ocak igerisinde bekletildi. Bu agsama
iki kez tekrarlandi. Daha sonra bitkilerden iki tekrarli olarak elde edilen %75 MeOH
ekstreleri ayirma hunisinde toplanarak lizerlerine 50 ml distile su eklendi ve iyice
karistirildi. Bu asamadan sonra ¢dziicii polaritesine goére non-polar’dan polara dogru
farkli c¢oziiciiler kullanilarak fraksiyonlama yapildi. Buna gore sirasiyla petrol eteri

(PE), diklormetan (CH,CIy), etil asetat (EtOAC) ve n-butanol fraksiyonlar1 elde edildi.

Petrol eteri ve diklormetan fraksiyonlarinda c¢oziiciiler evaporasyon ile 30°C’de
ucurulurken, etilasetat ve n-butanol fraksiyonlarinda evaporatdrde 40°C>de
ugurulduktan sonra kalan kisim -20°C’de donduruldu ve liyofilizasyon islemi ile tiim

¢Oziicl uguruldu.

Bu yontem ile elde edilen fraksiyonlar yeniden ¢oziindiriilerek 20 mg/ml stoklar
halinde hazirland1 (Tablo 3.2). Hazirlanan stoklar 0.45 um’lik membran filtre ile steril

edildi ve kullanilmak iizere -20°C’de saklandi.

Tablo 3.2: Hazirlanan fraksiyonlarin stok konsantrasyonlar1 ve kullanilan ¢oziiciiler.

Fraksiyon Kullanilan Coziicii Stok konsantrasyonu
Petrol eteri Petrol eteri 20 mg/ml
Diklormetan %4 DMSO 20 mg/ml
Etil asetat %75 MeOH 20 mg/ml
n-Butanol %4 DMSO 20 mg/mi




31

3.3. ANALIZLER iCIN KULLANILAN BAKTERI IRKLARI VE URETIM
KOSULLARI
Anti-QS aktivitenin arastirilmasi i¢in kullanilan bakteri irklar1 ve tiretim kosullar1 Tablo

3.3’de verilmistir.

Tablo 3.3: Kullanilan bakteriler ve tiretim kosullar

Bakteri Irki Ozelligi Besiyeri Ad1 Besiyeri Icerigi | Ortam
(aL) Kosullar:
Chromobacterium Yabani 1rk 10 gr Tripton 30°C, 180 rpm

violaceum 12472
Luria Bertani | 5gr NaCl

C. violaceum 026 Mutant irk (LB Besiyeri) 30°C, 180 rpm
5 gr Maya o6ziitii
Micrococcus luteus | Indikator irk 30°C, 160 rpm
RSKK 1123
Lactococcus lactis | Nisin iireten | GM17 42,25 gr M17 30°C, 160 rpm
ATTC 11454 ik
5 gr D-glukoz

3.4. ANTI-QS AKTiVITENIN BELIRLENMESI

3.4.1. Chromobacterium violaceum CV12472 ve CV026 ile Siv1 inkiibasyon

Y ontemi
Choo ve dig., 2006’dan degistirilerek optimize edilen yonteme gore toplam hacim
4ml/tiip olacak sekilde final konsantrasyonlari yaklagik 108 CFU/mI, 18 sa.’lik bakteri
kiiltirt (CV12472 veya CV026) ve 7.5 pg/ml, C6-HSL sinyal molekiilii (sadece CVV026
icin) LB besiyeri ile karistirildi. Ekstre miktarlari, ham ekstreler i¢in 250 pg, 500 ug,
1000 pg ve 2000 pg/tiip, fraksiyonlar igin 50 pg, 250 pg, 500 ug ve 1000 pg/tiip olarak
kullanildi. Hazirlanan tiipler 30 °C’de 24 sa. iiremeye birakildi. Kontrol olarak ekstre
igcermeyen, %75 MeOH (20 ul/tiip) ve anti-QS etkisi bilinen 4-nitropridin N-oksit (4-
NPO) (300 pg/tiip) igeren sivi kiiltiirler kullanildi. Daha sonra tiim kiiltiirlerden
viyolasin izolasyonu yapilarak spektrofotometrik Olgiimler ile inhibisyon oranlar

belirlendi (Sekil 3.1).
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3.4.1.1. Viyolasin Uretiminin Kantitatif Analizi
Deney ve kontrol gruplarina ait tiiplerden 1 ml siv1 kiiltiir alinarak 13.000 rpm’de 10 dk
santrifiijleme islemi yapildi. Daha sonra iist sivi uzaklastirilarak 1ml DMSO eklendi.
Tiipler kisa siireli olarak vorteks ve ultrasonik su banyosunda tutularak viyolasinin iyice
¢cozlinmesi saglandi. Bu asamadan sonra yeniden 13.000 rpm’de 10 dk santrifiijleme
yapildi. Viyolasin igeren iist sividan 200 ul alinarak mikroplaka okuyucu ile ODsgs
degerleri okundu (Blosser ve Gray, 2000).

1r +AHL (CV026iciny  TAHL (CV026 icin)  +AHL (CV026 +AHL (CV026 icin)
g ) = — icin) + Farkh miktarlarda
: +4-NPO +czich ekstre
¢
< l 30°C’de 24sa.

13000 rpm

10 dk.
]

1ml DMSO

s £ o
o
a
-
| _ |
+4

200l

| 13000 rpm,10 dk.  1mldrnek

Sekil 3.1: Siv1 inkiibasyon yonteminin sematik gosterimi.

3.4.2. Chromobacterium violaceum CV12472 ile Disk Difiizyon Yontemi
5 ml LB besiyerine (% 0.5 NaCl ve %]1 agar) 50 ul 18 sa.’lik Chromobacterium
violaceum 12472 siv1 kiiltiirii eklendi (Bosgelmez-Tinaz ve dig., 2007). Bu besiyeri-
kiiltiir karigimlari daha Once hazirlanarak katilagtirilmis LB besiyeri (% 1.2 agar)
tizerine dokiildii ve katilasmas1 beklendi. Farkli konsantrasyondaki ekstre serilerinin her
birinden 20 pl steril disklere yiiklendi. Kullanilan ¢oziiciiniin olas1 toksik etkisini
ortadan kaldirmak amaciyla bir siire beklendi ve hazirlanan bu diskler kuruyan petrilerin

iizerine yerlestirildi. Petriler 30°C’de 1 gece iiremeye birakildi. Ertesi giin disklerin
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cevresinde olusan inhibisyon zonlarinin varligi ve ne tipte oldugu goézlendi (Sekil 3.2).
AntiQS etkinin olmadigi durumda zon olusumu goriillmezken (Sekil 3.3A), anti-QS
etkinin varliginda renksiz opak yapida zonlar olusmaktadir (Sekil 3.3B). Antibakteriyel
etkinin oldugu durumlarda ise disk etrafinda olusan zonlar seffaf yapidadir (Sekil 3.3C).

Calismada ayrica antibakteriyel etkisi olan gentamisin (10 pg), anti-QS etkisi bilinen 4-
NPO (300 pg) ve ¢oziicii (%75 MeOH) yiiklenmis disklerde kontrol olarak kullanildi.

EKstreiceren Kontroller
diskl
IR 4-NPO (300 pg)

Coziicii
Gentamisin disk (10 pg)
30°C, 1 gece
Petri icerigi:
% F g iz Diskler etrafinda olusan renksiz ve
Luria-Bert B) besiy
uria-Bertan! (LE) bestyert opak halkalarimn caplarma gore QS
CV12472 inhibisyonu belirlenir

Sekil 3.2: Disk diflizyon yonteminin sematik gdsterimi.

Sekil 3.3: Chromobacterium violaceum (CV12472)’un anti-QS belirlemesinde biyomonitor
olarak kullanimi. (A) Anti-QS aktivitenin olmadig1 durumda C. violaceum iiretilmis petride
ekstrelerin yiiklendigi disklerin ¢evresinde viyolasin tiretiminden kaynaklanan mor renklenme,
(B) 4-NPO (4- nitropiridin oksit)’in farkli konsantrasyonlarinin uygulandigi disklerin ¢evresinde
anti-QS aktivite sonucu olugan opak zonlar ve (C) Gentamisin uygulamasi sonucu disk
cevresinde olusan berrak zonlar (anti-bakteriyel etki) (Cepni ve Giirel, 2011°den alinmstir).
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3.5. AKTIF FRAKSIYONLARDA BAKTERI UREMESI VE VIYOLASIN

URETIMININ INCELENMESI
Secilen aktif fraksiyonunun iireme durumu ve viyolasin iiretimi lizerindeki etkisini
gozlemlemek i¢in 24 sa. boyunca araliklarla ODggo Ve ODsgs degerleri Olgiildii. 24
sa.’lik dl¢lim i¢in iki baslangiglhh CV12472 bakteri kiiltiirti kullanildi. Bakteri kiiltiirleri
18 sa.’lik CV12472 s1v1 kiiltiirlerinden ODggg 0.1 (yaklagik 10® CFU/ml) olacak sekilde
toplamda 8 ml hacimde hazirlandi. Bu bakteri kiiltiiriine daha once test edilen oranlarda
bitki ekstreleri eklendi ve kontrollerle birlikte 30°C’de 24 sa. iiremeye birakildi.
Olgiimler iki saat araliklarla yapildi.

3.6. NISIN URETIMINE BAGLI BiYODIFUZYON BELIRLEMESI
Wolf ve dig., 1996’dan degistirilen yonteme gore, ilk olarak 3 ml GM17 besiyerine 100
ul Lactococcus lactis ekimi yapilarak, 30°C’de 18 sa. iiretildi. Bu kiiltiirden ayni sekilde
baslatilan siv1 kiiltiirlere 0. sa.’te %1 ve %2 (v/v) oraninda saf maddeler ve %1, %2 ve
%4 oranlarinda bitki ekstreleri (Tablo 3.4) eklendi. Bu kiiltiirler 30°C’de 18 sa. iiretildi.
Bu siire sonunda kiiltiir tiipleri 4°C’de 6.000 rpm’de 20 dk. santrifiij edilerek bir iist stv1
elde edildi. Daha sonra 30°C’de 18 sa. boyunca iiretilmis indikatér irk olan Micrococcus
luteus kiiltiirii yumusak-LB agar (%0.75 agar) ile karistirilarak petrilere dokildi ve
katilagsmasi beklendi. Nisin sentezindeki degisimi gézlemlemek i¢in indikator irki igeren
petrilere iist sividan 10 pl damlatilarak 30°C’de 18 sa. iiremeye birakildi. Bu siire
sonunda petri lizerinde olugan zon ¢aplari gozlendi ve Oolgiildii. Biyodifiizyon
belirlemesine gore, bu zonlarin biiylimesi nisin sentezindeki artisi, kiigiilmesi ise nisin
sentezindeki azalmay1 gostermektedir. Kontrol olarak ¢6ziicii iceren ve sadece L. lactis
iceren sivi kiiltiirler kullanildi (Sekil 3.4). Ayrica saf maddelerin bakteri {iremesi
tizerinde bir etkisinin olup olmadigini kontrol etmek amaciyla 18. sa.’te L. lactis sivi

kiiltiirlerinin ODggo degerleri alindi.
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Ust siv1 eldesi

é Kontrol Kiiltiiriine ait iist
§ sivinin olusturdugu zon

Safmadde ve bitKi ekstresi
iceren Kiiltiire ait iist sivinin

30°C, 18 sa.

18 sa.’lik M. luteus
kiiltiirii (indikatér sus) |

olusturdugu zon

%1 indikator
sus eklenir.

%] indikator

sus iceren

yumusak -LB

agar

Sekil 3.4: Nisin tiretimine bagl biyodifiizyon belirlemesinin sematik gdsterimi.

Tablo 3.4: Nisin tiretiminin inhibisyonuna dayali anti-QS aktivite analizinde kullanilan saf

maddeler ve bitki ekstreleri.

Saf maddeler ve Stok Coziicii Final Konsantrasyonu/
Ekstreler konsantrasyonu Miktarlar (ng)

%1 %2 %4
Rosmarinik asit 6 mg/ml %75MeOH | 180 pg 360 ug -
Ferulik asit 6 mg/ml %75MeOH | 180 pg 360 ug -
Klorojenik asit 4 mg/ml %75MeOH | 120 pg 240 pg -
Kafeik asit 4 mg/ml %75MeOH | 120 pg 240 pg -
Q. robur L. 20 mg/ml %4 DMSO | 600 ug 1200 ug | 2400 pg
(Diklormetan)
Q. frainetto L. 20 mg/ml %4 DMSO | 600 pg 1200 pg | 2400 pg
(Diklormetan)
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3.6.1. Nisin Uretiminin Ters Transkriptaz-PCR (RT-PCR) ile Analizi

Nisin iiretimine bagli inhibisyon bdlgelerinin gozlendigi kiiltlirlerde nisin anlatim
diizeyindeki degisikliklerin kontrolii i¢in inhibisyon zonlarinin belirgin oldugu
konsantrasyonlar segilerek “revers transkriptaz” (RT)-PCR yapildi. Nisin inhibisyonuna
neden oldugu diisiiniilen saf madde (%2) ve bitki ekstreleri (%4), kontrol olarak %75
MeOH (%2), %4 DMSO (%?2) igeren kiiltiirler ile L. lactis kiiltiirlerinden 10. sa. ‘te
“Quick- RNA™ MiniPrep” (Zymo Research, CA, USA ) kit protokoliine gore total RNA
izolasyonu yapildi. Elde edilen RNA’larin miktarlar1 ve safliklari NanoDrop2000
(Thermo Scientific, USA) ile dl¢tildii.

3.6.1.1. cDNA Sentezi
cDNA sentezi icin iki asamali ThermoScript RT-PCR Kiti (Invitrogen, Life
Technologies, USA ) kullanildi. Buna goére dncelikle RNA stok konsantrasyonlar1 57
ng/ul olarak ayarlandi. Primer olarak random hekzamer kullanildi. Tablo 3.5’ deki
bilesenler her bir 6rnek i¢in ayr1 ayr1 olacak sekilde PCR tiipii igerisinde hazirlandiktan

sonra 65 °C’de 5 dk denatiirasyon yapildi. Daha sonra tiipler buza alind1.

Tablo 3.5: ¢cDNA sentezi i¢in kullanilan primer ve RNA karigimi

Bilesen Miktar/reaksiyon
Primer (50 ng/ul) 1l
RNA (57 ng/ul) 9ul
10mM dNTP Mix 2ul

Ayr bir tiip iginde cDNA sentezi igin gerekli diger bilesenler Tablo 3.6°daki gibi
hazirland1 ve her tiipe 8 pul cDNA sentez karisimi eklendi. Sentez i¢in 25%Cde 10 dk. 6n
isitma, bunu takiben 50°C’de 50 dk. sentez yapildi. Daha sonra reaksiyonu
sonlandirmak icin 85%C°de 5 dk. bekletildi. cDNA’lar -20°C’de sakland.
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Tablo 3.6: cDNA sentezi i¢in kullanilan bilesenler.

Bilesen Miktar/reaksiyon
5X cDNA sentez tamponu 4 ul
0.1 MDTT 1 ul
RNaseOUT (40 U/ul) 1 ul
DEPC’li su 1 ul
ThermoScript RT (15 U/ul) 1 ul

3.6.1.2. RT-PCR Kosullart

PCR bilesenleri Tablo 3.7° ye gore hazirlandi. PCR kosullari 95°C’de 2 dk. ilk
denatiirasyon, 95°C’de 1 dk., 52°C’de 1 dk. ve 72°C’de 1 dk. toplam 25 déngii, 72°C’de
10 dk. son uzatma olacak sekilde ayarlandi. RT-PCR ig¢in nisA genine 6zgii 321 bp
boyutunda bir bolgeyi cogaltan SYRTNISAf (5-CGAGCATAATAAACGGC-3)),
SYRTNISAr (5'-GGATAGTATCCATGTCTGAAC-3') primerleri ile kontrol olarak
bakterilerde 16S rRNA genine 6zgi 1.5 kb’lik bir bolgeyi cogaltan 8bF (5'-
ACTGGGATCCACAGGAGTGCAAACGACGA-3) ve 1512R (5
CTGAAGCTTACGGYTAGCTTGTTACGACTT-3') evrensel primerleri kullanild.

Tablo 3.7: RT-PCR bilsenleri ve miktarlari.

Bilesen Miktar/Reaksiyon
cDNA kalib1 1 ul

P1 (10 pmol/ul) 0.5 ul

P2 (10 pmol/ul) 0.5 ul

10 mM dNTP 0.5 ul

50 mM MgCl, 0.75 pl

10X Platinium Tag Tamponu 25l

Platinium Taq polimeraz (1 U/ul) 0.5 ul

Nukleaz igermeyen su 18.75 pl
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3.7. BIYOKIMYASAL ANALIZLER

3.7.1. ince Tabaka Kromotografisi (ITK)
Ince tabaka kromotografisinde sabit faz olarak silika jel 60 F254 (0,25 mm, merck)
aliminyum plakalar kullanildi. Ornekler MeOH ile ¢oziindiiriilerek 10 mg/ml
konsantrasyonda stoklar hazirland1. Ornek yiiklemesi (750 pg) yapilan silika jel plakalar
daha sonra n-butanol/asetik asit/su (20:3:2, v/v/v)’den olusan hareketli fazda yiiriittildi
(Khurram, 2010). Yiriitme islemi tamamlandiktan sonra plakalar ¢eker ocak altinda
kurumaya birakildi. Kuruyan plakalar UV 254 ve 365 nm dalga boyunda incelenerek
gozlenen bantlar isaretlendi. Daha sonra plakalara vanilin/ siilfirik asit belirteci [vanilin
(3 g); EtOH (50 ml); siilfirik asit (5 ml)] piskiirtildii ve plakalar 100°C’de 15 dk.
yakilarak bantlarin belirginlesmesi saglandi. iTK igin referans madde olarak kersetin,
pirogallol, ferulik asit, gentisik asit, klorojenik asit, kafeik asit, salisilik asit, askorbik
asit ve gallik asit (100 pg) kullanildi. Aktif bantlarin ve referans maddelerin Rf

degerleri hesaplandi.

3.7.2. Biyootografik ITK
Aktif bulunan fraksiyonlarda etkili igerigin belirlenebilmesi i¢in Zhou ve dig., 2013’den
degistirilerek kullanilan biyootografik ITK yontemi kullamildi. Bunun igin 3.7.1°de
anlatilan sekilde silika jel plakalar hazirlandi. Yiiritme islemi tamamlandiktan sonra
plakalar ¢eker ocak altinda 5 giin boyunca kurumaya birakildi. Ayni1 6rnek i¢in iki plaka
yiiriitiildii. Bunlardan biri biyootografi i¢in kullanilirken digeri referans plaka olarak
kullanild1. Kuruyan plakalar UV 254 ve 365 nm dalga boyunda incelenerek gozlenen
bantlar isaretlendi. Biyootografi i¢in 18 sa.’lik CV12472 siv1 bakteri kiiltiirii ODggo 0.1
(vaklasik 108 CFU/ml) olacak sekilde yumusak agar-LB besiyeri (%1 agar) ile
karistirildi. Bu besiyeri bakteri karigimi petriye dokiilmeden dnce ITK plakalarindan biri
steril petri igerisine yerlestirilerek yaklasik 10 dk. steril kabin iginde UV altinda
birakildi. Daha sonra iizerine besiyeri dokiilerek 30°C’de 24 sa iiremeye birakildi. Bu
siire sonunda besiyeri {izerinde olusan zon bolgesi belirlenerek referans ITK plakasi ile
karsilastirildi. Orneklerin yanisira ayni islem referans madde yiiklenen plakalar igin de
yapildi. Referans plakalar iizerindeki bantlar ITK belirteci (vanilin/siilfirik asit belirteci)

puskiirtiilerek belirginlestirildi.
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3.7.3. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)
Aktif fraksiyonlarda olasi etken bilesiklerin analizi, PDA dedektorlii bir Shimadzu
Prominence UFLC (Shimadzu Scientific Instrument, USA) HPLC sistemi ile
gerceklestirildi. Bilesiklerin ayrimi igin inertsil ODS-3 (5 uM, 250 mm x 4.6 mm ID)
(GL Sciences, Inc, USA) kolon ve hareketli faz olarak% 0.1°lik asetik asit/ultra saf su
(solvent A) ile % 0.1 'lik glasiyal asetik asit/ asetonitril (ACN) (solvent B) kullanildi.
Gradient program Kim ve dig., 2012’den degistirilerek, 0 ve 2 dk., %90A:%10 B; 2 ve
27 dk., %70 A: %30 B; 27 ve 50 dk., %10 A: %90 B; 51 ve 60 dk., % 90A: %10B
olarak ayarlandi. Toplam yiiriitme siiresi 60 dk., akis hiz1 1 ml/dk., injeksiyon hacmi ise
20 pl olarak ayarlandi. Bilesikler, 280 nm dalga boyunda saptandi. Tiim bilesenler
kullanilmadan o6nce 0.45 pum nylon membrandan gegirildi. Veriler LC Postrun
(Shimadzu Scientific Instrument, USA) yazilimi kullanilarak analiz edildi. Ornekler

icindeki fenolik bilesikler, standartlarin alikonma zamanlarina (RT) gore belirlendi.

3.7.3.1. Standart Hazirlanmast
Gallik asit, pirogallol, gentisik asit, klorojenik asit, kafeik asit, ferulik asit, kersetin,
askorbik asit ve salisilik asit (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) fenolik bilesikleri standart
olarak kullanildi. Standart bilesiklerin konsantrasyonu 50 pg/ml olacak sekilde HPLC

dereceli MeOH kullanilarak hazirlandi ve 0.45 pm membrandan gegirildi.

3.7.3.2. Ornek Hazirlanmast
Bolim 3.2.1°de anlatilan sekilde elde edilen aktif fraksiyonlardan HPLC dereceli
MeOH kullanilarak 1 mg/ml konsantrasyonda numuneler hazirlandi ve 0.45 pum

membrandan gegirildi.

3.8. ISTATISTIKSEL ANALIZLER
Bakteriyel iireme ve viyolasin baskilanmasi igin elde verilerin anlamli oldugunu
dogrulamak i¢in Graphpad v5.01 programi kullanildi. Tiim deneyler ii¢ tekrarli
yapilarak deney gruplar1 arasindaki farklar tek yonli ANOVA ve Tukey testi ile

incelenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. HAM EKSTRELERDE ANTI-QS AKTIVITENIN BELIRLENMESI
Tez kapsaminda oOncelikle toplam 26 bitkinin %75’lik MeOH ekstresinin anti-QS
aktivitesi C. violaceum 12472 irki araciligiyla sivi inkiibasyon yontemine gore
incelenmistir. Bu tiirler arasinda 18’i (Centaurea lycopifolia, C. nigrifimbria, Achillea
biebersteinii, Hypericum hirsutum, H. perforatum, H. bupleroides, H. bithynicum,
Origanum vulgare L. subsp. gracile, Trifolium pratense var. pratense, Stachys iberica
subsp. iberica var. iberica, S. macrantha, Linaria genistifolia subsp. genistifolia,
Carduus adpresus, Salvia forskahlei, Thymus praecox Opiz subsp. caucasicus
(Ronniger) Jalas var. groshemii, T. pseudopulegioides, Echium vulgare ve Quercus
petraea) i¢in yapilan analizlerde anlamli bir anti-QS aktivite gozlenmemistir. Ancak
Tanacetum balsamita L. subsp. balsamitoides, Epilobium angustifolium L., Quercus
frainetto Ten. ve Quercus robur L. tiirlerinin ekstreleri bakteri tiremesini baskilamazken
%31- 62 arasinda viyolasin inhibisyonuna neden olmustur. Bununla birlikte 4 tiire ait
(Hypericum orientale L, Mentha longifolia subsp. longifolia, Salvia verticillata subsp.
verticillata ve Trifolium aureum) ait ekstreler bakteri irkinda %31ve 2.5 kat arasinda
degisen oranlarda viyolasin artisina neden olmustur. Anti-QS aktivitesi ve viyolasin

artig1 gosteren tiirlere ait Ssonuglar asagida verilmektedir.

Tanacetum balsamita L. subsp. balsamitoides ekstresinin uygulandigi kiiltiirlerde
bakteri tiremesinin baskilanmadig1 (Sekil 4.1A) bununla birlikte 1000 ug ve 2000 pg
ekstre uygulanan kiiltiirlerden izole edilen viyolasin miktarlarinin kontrole goére %18-

31 oraninda daha diisiik oldugu saptanmistir (Sekil 4.1B).
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Tanacetum balsamita L. subsp. balsamitoides = Tanacetum balsamita L. subsp. balsamitoides
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Sekil 4.1: Tanacetum balsamita L. subsp. balsamitoides (Schultz Bip.) Grierson’un %75 MeOH
ekstresi icin CV12472 ile yapilan sivi inkiibasyon yontemine ait 24. sa. (T,4) ODggo (A) Ve
ODsgs degerlerini gosteren grafikler (B). 0: Kontrol (ekstre yok); 1: 250 ug, 2: 500 pg; 3: 1000
ug; 4: 2000 pg ekstre. Degerler ortalama +SD olup, istatistiksel farkliliklar * p<0.05 ve **
p<0.01 olarak ifade edilmektedir.

Epilobium angustifolium L. ekstresi uygulanan kiiltiirlerde tireme iizerinde anlamli bir
baskilama gozlenmemistir (Sekil 4.2A). Ancak ayni ekstrenin viyolasin {iretimini tim
konsantrasyonlarda inhibe ettigi saptanmis ve bu istatistiksel agidan anlamli
bulunmustur (Sekil 4.2B). Ozellikle 1000 ug ve 2000 pg miktarlardaki ekstrelerde

baskilanma sirasiyla %41 ve %57 oranlarinda olmustur.
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Sekil 4.2: Epilobium angustifolium L.’ nin %75 MeOH ekstresi i¢in CV 12472 ile yapilan sivi
inkiibasyon yontemine ait 24. sa. (T4) ODggo (A) Ve ODsgs degerlerini gosteren grafikler (B). 0:
Kontrol (ekstre yok); 1: 250 pg, 2: 500 pg; 3: 1000 pg; 4: 2000 pg ekstre. Degerler ortalama
+SD olup, istatistiksel farkliliklar * p<0.05, ** p<0.01 ve *** p<0.001 olarak ifade
edilmektedir.

Quercus frainetto Ten. ekstresinin uygulandigi bakteri kiiltiirlerinin ODggg degerlerinde
baskilanma goézlenmezken (Sekil 4.3A), 2000 pg ekstre uygulandiginda kiiltiirlerde

viyolasin {retiminin anlamli bir sekilde yaklagik %33.5 oraninda baskilandigi

saptanmistir (Sekil 4.3B).
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Sekil 4.3: Quercus frainetto Ten. ekstresinin farkli miktarlari igin CV12472 ile yapilan
mikroplaka yontemine ait 24. sa. (T24) ODgoo (A) Ve ODsgs degerlerini gosteren grafikler (B). O:
Kontrol (ekstre yok); 1: 250 pg, 2: 500 ng; 3: 1000 pg; 4: 2000 pg ekstre. Degerler ortalama
+SD olup, istatistiksel farkliliklar * p<0.05 olarak ifade edilmektedir.
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Quercus robur L. ekstresinin uygulandigi CV12472 sivi kiiltiirlerinde de bakteri
tiremesi baskilanmamistir (Sekil 4.4A). Ancak ozellikle 2000 pg ekstre uygulandiginda

viyolasin iiretiminde %62 oraninda anlaml1 bir baskilanma saptanmustir (Sekil 4.4B).

Quercus robur L. Quercus robur L.
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Sekil 4.4: Quercus robur L. ekstresinin farkli miktarlari igin CV 12472 ile yapilan mikroplaka
yontemine ait 24. sa. (T4) ODgo (A) Ve ODsgs degerlerini gosteren grafikler (B). 0: Kontrol
(ekstre yok); 1: 250 pg, 2: 500 pg; 3: 1000 pg; 4: 2000 pg ekstre. Degerler ortalama +SD olup,
istatistiksel farkliliklar ** p<0.01 olarak ifade edilmektedir.

Mentha longifolia subsp. longifolia L. ekstresinin uygulanan kiiltiirlerde ise iireme
ortalama % 23 oraninda artarken bu veriler istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir
(Sekil 4.5A). Bununla birlikte, viyolasin tiretimi de ekstre kullanimiyla beraber kontrole

gore yaklasik olarak iki kat1 diizeyinde anlamli bir artis olmustur (Sekil 4.5B).
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Sekil 4.5: Mentha longifolia subsp. longifolia (L.) Hudson’in %75 MeOH ekstresi i¢in
CV12472 ile yapilan s1v1 inkiibasyon yontemine ait 24. sa. (T24) ODgoo (A) Ve ODsgs degerlerini
gosteren grafikler (B). 0: Kontrol (ekstre yok); 1: 250 pg, 2: 500 pg; 3: 1000 pg; 4: 2000 ug
ekstre. Degerler ortalama £SD olup, istatistiksel farkliliklar * p<0.05 olarak ifade edilmektedir.

Trifolium aureum Poll. ekstresinin {ireme tizerinde baskilayici etkisi olmamakla birlikte,
ekstre uygulanan kiiltiirlerde {ireme ortalama % 31 oraninda artmistir (Sekil 4.6A).

Viyolasin iiretiminde de kontrole gore yaklasik iki kat1 oraninda artis saglamistir (Sekil

4.6B).
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Sekil 4.6: Trifolium aureum Poll.’iin %75 MeOH ekstresi i¢in CV12472 ile yapilan sivi
inkiibasyon yontemine ait 24. sa. (T,4) ODggo (A) Ve ODsgs degerlerini gosteren grafikler (B). 0:
Kontrol (ekstre yok); 1: 250 pg, 2: 500 pg; 3: 1000 pg; 4: 2000 pg ekstre. Degerler ortalama
+SD olup, istatistiksel farkliliklar * p<0.05 olarak ifade edilmektedir.
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Salvia verticillata subsp. verticillata L. ekstresinin {ireme {izerinde baskilayici bir etkisi

olmamakla birlikte (Sekil 4.7A), viyolasin iretimi de ekstre kullanimiyla beraber

kontrole gore ortalama %89 oraninda artmistir (Sekil 4.7B).

Salvia verticillata subsp. verticillata L. Salvia verticillata subsp. verticillata L.

T24 ODsoo

A) (B)

Sekil 4.7: Salvia verticillata subsp. verticillata L. Miller’in %75 MeOH ekstresi igin CV 12472
ile yapilan sivi inkiibasyon yontemine ait 24. sa. (T,4) ODggo (A) Ve ODsgs degerlerini gosteren
grafikler (B). 0: Kontrol (ekstre yok); 1: 250 pg, 2: 500 pg; 3: 1000 pg; 4: 2000 ug ekstre.
Degerler ortalama +SD olup, istatistiksel farkliliklar * p<0.05 olarak ifade edilmektedir.

Hypericum orientale L. ekstresinin uygulandigi kiiltiirlerde iireme ortalama %18

artirmustir (Sekil 4.8A). Viyolasin tiretimi de ekstre kullanimiyla beraber kontrole gore

iki Kattan fazla artis gostermistir (Sekil 4.8B).
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Sekil 4.8: Hypericum orientale L.’nin %75 MeOH ekstresi icin CV12472 ile yapilan sivi
inkiibasyon yontemine ait 24. sa. (T4) ODggo (A) Ve ODsgs degerlerini gosteren grafikler (B). 0:
Kontrol (ekstre yok); 1: 250 pg, 2: 500 pg; 3: 1000 pg; 4: 2000 pg ekstre. Degerler ortalama
+SD olup, istatistiksel farkliliklar * p<0.05, ** p<0.01 ve *** p<0.001 olarak ifade

edilmektedir.

4.2. BiYOAKTIVITE ILE YONLENDIRILMIS BITKIi
FRAKSIYONLARINDA ANTI-QS AKTIVITENIN BELIRLENMESI
Biyoaktivite ile yonlendirilmis ekstre fraksiyonlamasi ¢aligmalari i¢in en yiiksek anti-
QS aktivite gosteren Quercus robur ve yakin tiiri olan Quercus frainetto Ten.
secilmistir. Bu tiirlere ait ekstrelerin dort farkli fraksiyonu hazirlanarak asagida

belirtilen yontemler ile anti-QS aktivite bakimindan incelenmistir.

4.2.1. Chromobacterium violaceum CV12472 ile Sivi inkiibasyon Yontemi
Quercus robur L. petrol eteri fraksiyonu CV12472 ki ile yapilan sivi inkiibasyon

yontemine gore bakteri {iremesini kontrole gore ortalama %30 (Sekil 4.9A), viyolasin

tiretimini ise %23 oraninda (Sekil 4.9B ve C) artirmistir.
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Sekil 4.9: Quercus robur L. petrol eteri farkli miktarlari igin CV12472 ile yapilan sivi
inkiibasyon yontemine ait 24. sa. (T,4) ODggo (A), ODsgs degerlerini gosteren grafikler (B) ve
resim (C). PE: Petrol eteri i¢eren kontrol; K: Kontrol (ekstre ve ¢6ziicii yok); NPO: 4-NPO
iceren pozitif kontrol (300 pg); 1: 50 pg, 2: 250 pg; 3: 500 pg; 4: 1000 pg ekstre. Degerler
ortalama +SD olup, istatistiksel farkliliklar * p<0.05 olarak ifade edilmektedir.

Quercus robur L. CH,CI, fraksiyonunun bakteri iiremesi (Sekil 4.10A) ve viyolasin
tiretimi (Sekil 4.10B ve C) lizerinde kontrole goére baskilayici veya artirict bir etkisi

gbzlenmemistir.
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Sekil 4.10: Quercus robur L. CH,CI, fraksiyonunun farkli miktarlar1 i¢in CV12472 ile yapilan

s1v1 inkiibasyon yontemine ait 24. sa. (T24) ODgoo (A), ODsgs degerlerini gosteren grafikler (B)

ve resim (C). DMSO: %4 DMSO igeren kontrol; K: Kontrol (ekstre ve ¢oziicii yok); NPO: 4-
NPO igeren pozitif kontrol (300 ug); 1: 50 pg, 2: 250 ug; 3: 500 pg; 4: 1000 ug ekstre.

Quercus robur L. EtOAc fraksiyonunun kullanildig:r kiiltirlerde {iremenin
baskilanmadigi (Sekil 4.11A), ancak viyolasin iiretimininin 500 pg ve 1000 pg ekstre

kullanilan kiiltiirlerde %75 oraninda inhibe oldugu saptanmistir (Sekil 4.11B ve C). Bu

baskilanma istatistiksel agidan anlamli bulunmustur.
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Sekil 4.11: Quercus robur L. EtOAc fraksiyonunun farkli miktarlar1 igin CV12472 ile yapilan
s1v1 inkiibasyon yontemine ait 24. sa. (T,4) ODggo (A), ODsgs degerlerini gosteren grafikler (B)
ve resim (C). MeOH: %75 MeOH igeren kontrol; K: Kontrol (ekstre ve ¢oziicii yok); NPO: 4-
NPO igeren pozitif kontrol (300 ug); 1: 50 pg, 2: 250 ug; 3: 500 pg; 4: 1000 ug ekstre. Degerler
ortalama £SD olup, istatistiksel farkliliklar * p<0.05 olarak ifade edilmektedir.

Quercus robur L. n-butanol fraksiyonunun tiremeyi baskilayici etkisi gézlenmemistir
(Sekil 4.12A). Viyolasin iiretimi ise 250 pg, 500 ug ve 1000 pg ekstre kullanilan
kiiltiirlerde kontrole gore %27, %34 ve %40 oraninda baskilanmistir (Sekil 4.12B ve C).
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Sekil 4.12: Quercus robur L. n-butanol farkli miktarlari igin CV12472 ile yapilan sivi
inkiibasyon yontemine ait 24. sa. (T,4) ODggo (A), ODsgs degerlerini gosteren grafikler (B) ve
resim (C). DMSO: %4 DMSO igeren kontrol; K: Kontrol (ekstre ve ¢oziicii yok); NPO: 4-NPO
igeren pozitif kontrol (300 ug); 1: 50 pg, 2: 250 ug; 3: 500 pg; 4: 1000 ug ekstre.

Quercus frainetto Ten. petrol eteri fraksiyonu bakteri tiremesini kontrole gore ortalama
%20 oraninda artirmustir (Sekil 4.13A). Ayn sekilde viyolasin tiretiminin de yaklasik
olarak %30 arttig1 gézlenmistir (Sekil 4.13B ve C).
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Sekil 4.13: Quercus frainetto Ten. petrol eteri farkli miktarlar1 i¢in CV12472 ile yapilan sivi
inkiibasyon yontemine ait 24. sa. (T,4) ODggo (A), ODsgs degerlerini gosteren grafikler (B) ve
resim (C). PE: Petro eteri igeren kontrol; K: Kontrol (ekstre ve ¢oziicii yok); NPO: 4-NPO
iceren pozitif kontrol (300 pg); 1: 50 pg, 2: 250 pg; 3: 500 pg; 4: 1000 pg ekstre.

Quercus frainetto Ten. CH,Cl, fraksiyonunun bakteri {iremesi tizerinde artirict etki
gostermistir (Sekil 4.14A). Viyolasin iiretimi bakimindan ozellikle 50 pg ekstre
kullanilan kiiltiirlerde kontrole gore %37 oraninda artis oldugu saptanmustir (Sekil

4.14B ve C).
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Sekil 4.14: Quercus frainetto Ten. CH,ClI, fraksiyonunun farkli miktarlar1 i¢in CV12472 ile
yapilan s1vi inkiibasyon yontemine ait 24. sa. (T24) ODggo (A), ODsgs degerlerini gésteren
grafikler (B) ve resim (C). DMSO: %4 DMSO igeren kontrol; K: Kontrol (ekstre ve ¢oziicii
yok); NPO: 4-NPO igeren pozitif kontrol (300 ug); 1: 50 pg, 2: 250 ug; 3: 500 pg; 4: 1000 pg
ekstre. Degerler ortalama +SD olup, istatistiksel farkliliklar *p<0.05 olarak ifade edilmektedir.

Quercus frainetto Ten. EtOAc fraksiyonunun bakteri iiremesi tizerinde baskilayici etkisi
gozlenmemistir (Sekil 4.15A). Ancak 250 ug, 500 pug ve 1000 pg olarak kullanilan
ekstre miktarlariyla birlikte viyolasin iiretiminde kontrole gore sirasiyla %34, %51 ve

%59 oranlarinda inhibisyon gozlenmistir (Sekil 4. 15B ve C).
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Quercus frainetto Ten. Quercus frainetto Ten.
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Sekil 4.15: Quercus frainetto Ten. EtOAc fraksiyonunun farkli miktarlar igin CV12472 ile
yapilan s1vi inkiibasyon yontemine ait 24. sa. (T24) ODggo (A), ODsgs degerlerini gésteren
grafikler (B) ve resim (C). MeOH: %75 MeOH igeren kontrol; K: Kontrol (ekstre ve ¢oziicii
yok); NPO: 4-NPO igeren pozitif kontrol (300 pug); 1: 50 pg, 2: 250 ug; 3: 500 pg; 4: 1000 pg
ekstre.

Quercus frainetto Ten. n-butanol fraksiyonunun bakteri iiremesi tizerinde baskilayici
etkisinin olmadig1 gozlenmistir (Sekil 4.16A). Bununla birlikte 500 ug ve 1000 ug

ekstre kullanilan kiiltiirlerde kontrole gore %24 ve %16 oranlarinda viyolasin

baskilanmasi saptanmugtir (Sekil 4.16B ve C).
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Quercus frainetto Ten.
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Sekil 4.16: Quercus frainetto Ten. n-butanol fraksiyonunun farkli miktarlar1 igin CV12472 ile
yapilan sivi inkiibasyon yontemine ait 24. sa. (T,4) ODgoo (A), ODsgs degerlerini gosteren
grafikler (B) ve resim (C). DMSO: %4 DMSO igeren kontrol; K: Kontrol (ekstre ve ¢oziicii
yok); NPO: 4-NPO igeren pozitif kontrol (300 ug); 1: 50 pg, 2: 250 pg; 3: 500 pg; 4: 1000 ug

ekstre.

4.2.2. Chromobacterium violaceum CV026 ile Siv1 Inkiibasyon Yéntemi

Quercus robur L. petrol eteri fraksiyonunun mutant bakteri irki olan CV026’nin

iiremesi (Sekil 4.17A) ve viyolasin {liretimi {izerinde inhibisyon etkisi gézlenmemistir

(Sekil 4.17B ve C).
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Sekil 4.17: Quercus robur L. petrol eteri fraksiyonunun farkli miktarlari i¢in CV026 ile
yapilan siv1 inkiibasyon yontemine ait 24. sa. (T24) ODgoo (A), ODsgs degerlerini
gosteren grafikler (B) ve resim (C). K: Kontrol (ekstre ve ¢oziicii yok); PE: Petrol eteri
iceren kontrol; NPO: 4-NPO igeren pozitif kontrol (300 pg); 1: 50 pg, 2: 250 pg; 3: 500
ug; 4: 1000 pg ekstre.

Benzer sekilde Quercus robur L. CH,Cl, fraksiyonu da bu bakteri irkinin tiremesi

(Sekil 4.18 A) ve viyolasin iretimi tizerinde baskilayici etki gostermemistir (Sekil

4.18B ve C).
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Sekil 4.18: Quercus robur L. CH,Cl, fraksiyonunun farkli miktarlari igin CV026 ile yapilan sivi
inkiibasyon yontemine ait 24. sa. (T,4) ODggo (A), ODsgs degerlerini gosteren grafikler (B) ve
resim (C). K: Kontrol (ekstre ve ¢oziicli yok); DMSO: %4 DMSO igeren kontrol; NPO: 4-NPO
iceren pozitif kontrol (300 pg); 1: 50 pg, 2: 250 pg; 3: 500 pg; 4: 1000 pg ekstre.

Quercus robur L. EtOAc fraksiyonunun tireme iizerinde baskilayici etkisi gozlenmemek
ile birlikte (Sekil 4.19A) kullanilan ekstre miktarlarinda istatistiksel olarak anlamli ve
oldukca yiiksek viyolasin baskilanmasi saptanmistir. Bu oranlar ekstre artisina bagl
olarak 250 pg, 500 pg ve 1000 pg icin sirasiyla %80, %90 ve %92 olmustur (Sekil
4.19B ve C).
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Quercus robur L.
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Sekil 4.19: Quercus robur L. EtOAc fraksiyonunun farkli miktarlar1 igin CV026 ile yapilan sivi

inkiibasyon yontemine ait 24. sa. (T4) ODggo (A), ODsgs degerlerini gosteren grafikler (B) ve
resim (C). K: Kontrol (ekstre ve ¢oziicii yok); NPO: 4-NPO igeren pozitif kontrol (300 pg);

MeOH: %75 MeOH igeren kontrol; 1: 50 pg, 2: 250 pg; 3: 500 pg; 4: 1000 ng ekstre. Degerler
ortalama +SD olup, istatistiksel farkliliklar ** p<0.01 olarak ifade edilmektedir.

Quercus robur L. n-butanol fraksiyonunun da iiremeyi baskilamadigi (Sekil 4.20A),

bununla birlikte 1000 pg ekstre kullanilan kiiltiirde istatistiksel agidan anlamli %82

oraninda viyolasin inhibisyonu saptanmustir (Sekil 4.20B ve C).
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Sekil 4.20: Quercus robur L. n-butanol fraksiyonunun farkli miktarlari i¢gin CV026 ile yapilan
stv1 inkiibasyon yontemine ait 24. sa. (T24) ODggo (A), ODsgs degerlerini gosteren grafikler (B)
ve resim (C). K: Kontrol (ekstre ve ¢oziicti yok); DMSO: %4 DMSO igeren kontrol; NPO: 4-

NPO igeren pozitif kontrol (300 ug); 1: 50 ug, 2: 250 ug; 3: 500 pg; 4: 1000 ug ekstre. Degerler
ortalama £SD olup, istatistiksel farkliliklar * p<0.05 olarak ifade edilmektedir.

Quercus frainetto Ten.’in petrol eteri ve CH,CI, fraksiyonunun CV026 bakteri iiremesi

(Sekil 4.21A ve 4.22A) ve viyolasin iretimi lizerinde baskilayici etkisi olmamistir

(Sekil 4.21B ve C; 4.22B ve C).
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Quercus frainetto Ten. Quercus frainetto Ten.
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Sekil 4.21: Quercus frainetto Ten. petrol eteri fraksiyonunun farkli miktarlar1 igin CV026 ile
yapilan sivi inkiibasyon yontemine ait 24. sa. (T,4) ODgoo (A), ODsgs degerlerini gosteren
grafikler (B) ve resim (C). K: Kontrol (ekstre ve ¢oziicli yok); PE: Petrol eteri igeren kontrol;
NPO: 4-NPO igeren pozitif kontrol (300 pg); 1: 50 pg, 2: 250 pg; 3: 500 ng; 4: 1000 pg ekstre.
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Quercus frainetto Ten.
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Sekil 4.22: Quercus frainetto Ten. CH,ClI, fraksiyonunun farkli miktarlar1 i¢gin CV026 ile
yapilan sivi inkiibasyon yontemine ait 24. sa. (T,4) ODgoo (A), ODsgs degerlerini gosteren
grafikler (B) ve resim (C). K: Kontrol (ekstre ve ¢oziicli yok); DMSO: %4 DMSO igeren
kontrol; NPO: 4-NPO igeren pozitif kontrol (300 pg); 1: 50 ug, 2: 250 pg; 3: 500 pg; 4: 1000
ng ekstre.

Quercus frainetto Ten. EtOAc fraksiyonu bakteri tiremesini etkilememis (Sekil 4.23A)
ve bununla birlikte kullanilan ekstre miktarlarindaki artigsa bagli olarak viyolasin tiretimi

kontrole gore %63, %87, %95 ve %94 oranlarinda baskilanmig ve bu degerler

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 4.23B ve C).
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Quercus frainetto Ten. Quercus frainetto Ten.
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Sekil 4.23: Quercus frainetto Ten. EtOAc fraksiyonunun farkli miktarlari i¢in CV026 ile
yapilan sivi inkiibasyon yontemine ait 24. sa. (T,4) ODgoo (A), ODsgs degerlerini gosteren
grafikler (B) ve resim (C). K: Kontrol (ekstre ve ¢6ziicii yok); MeOH: %75 MeOH igeren
kontrol; NPO: 4-NPO igeren pozitif kontrol (300 pg); 1: 50 ug, 2: 250 ug; 3: 500 ug; 4: 1000
ug ekstre. Degerler ortalama +SD olup, istatistiksel farkliliklar * p<0.05 ve ** p<0.01 olarak
ifade edilmektedir.

Quercus frainetto Ten. n-butanol fraksiyonunun bakteri tiremesi iizerinde baskilayici
etkisi olmamistir (Sekil 4.24A). Viyolasin iiretimi ise 250 pug ve iizeri miktarlarda
artarak baskilanmis, 1000 pg ekstre kullanimiyla baskilanma orani istatistiksel olarak

anlaml1 bir sekilde %85’e ulasmustir (Sekil 4.24B ve C).
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Quercus frainetto Ten. Quercus frainetto Ten.
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Sekil 4.24: Quercus frainetto Ten. n-butanol fraksiyonunun farkli miktarlari igin CV026 ile
yapilan s1vi inkiibasyon yontemine ait 24. sa. (T24) ODggo (A), ODsgs degerlerini gésteren
grafikler (B) ve resim (C). K: Kontrol (ekstre ve ¢oziicii yok); DMSO: %4 DMSO igeren

kontrol; NPO: 4-NPO igeren pozitif kontrol (300 pg); 1: 50 ug, 2: 250 ug; 3: 500 ug; 4: 1000
ug ekstre. Degerler ortalama +SD olup, istatistiksel farkliliklar * p<0.05 olarak ifade
edilmektedir.

4.2.3. Chromobacterium violaceum CV12472 ile Disk Difiizyon Yontemi
Aktif olan Q. frainetto Ten. ve Q. robur L.’nin EtOAc ve n-butanol fraksiyonlarinin
kullanildigi CV12472 1rki ile yapilan disk diflizyon analizi sonucunda elde edilen zon
caplart Tablo 4.1’de verilmistir. Buna gore bu iki tiirtiin EtOAcC fraksiyonlarinin

eklendigi petrilerde artan konsantrasyonlara bagli olarak opak zon g¢aplarinda artig

olmustur (Sekil 4.25A ve B)
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Sekil 4.25: Chromobacterium violaceum (CV12472) bakteri 1rki ile yapilan disk difiizyon
yontemine gore Q. frainetto Ten. (A) ve Q. robur L.’nin EtOAc fraksiyonlarinda anti-QS
aktivite analizleri (B). K1: %75 MeOH igeren kontrol; K2: 4-NPO igeren pozitif kontrol (300
ug); 1: 50 pg, 2: 250 ug; 3: 500 pg; 4: 1000 pg ekstre.

Q. frainetto Ten. EtOAc fraksiyonunun 1000 ug ile olusan zon ¢apinin (Sekil 4.25A, 4

No’lu disk) ortalamasi 12.83+ 0.28 mm olarak belirlenmis ve bu deger pozitif kontrol
olan 4-NPO’nun olusturdugu zon g¢apima (14.334+0.57) (Sekil 4.25A, K2 No’lu kuyu)

yakin bulunmustur (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: Quercus frainetto Ten. ve Quercus robur L.’nin EtOAc ve n-butanol
fraksiyonlarinin CV 12472 1rka ile yapilan disk difiizyon analizi sonuglari.

Ekstre/ Ekstre/ Zon Caplan | Ekstre/ Ekstre/ Zon Caplan
Madde Adi Madde (mm) Madde Adi Madde (mm)
Miktari (ng) Miktar1 (ng)
50 6+0 50 6+0
Q. robur L. Q. frainetto
EtOAC 250 6+0 Ten. 250 740
500 740 EtOAC 500 8,33+0,57
1000 8,3+0,57 1000 12,83+ 0,28
50 6+0 50 6+0
Q. robur L. Q. frainetto
n-Butanol 250 6+0 Ten. 250 60
500 6,66+0,57 n-Butanol | 500 6+0
1000 6,66+0,57 1000 6,66+0,57
4-NPO 300 14,33+0,57 %75 MeOH | - 60
Gentamisin | 10 14,66+0,57

*Qlgiim degerlerine disk ¢ap1 (6mm) dahildir.
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4.3. AKTIF FRAKSIYONLARDA BAKTERI UREMESI VE VIYOLASIN

URETIMININ INCELENMESI
Aktivite gosteren ekstreler arasindan Quercus robur L. EtOAc fraksiyonunun CV12472
kiltlirlerinin {iremesi ve viyolasin iiretimi iizerindeki etkisi 24 sa. boyunca alinan
Olciimlerle izlenmistir. 4-NPO i¢in ilk 4 saat boyunca iireme ¢ok yavas gerceklesmis
daha sonra artmaya baslamistir. Yine 4-NPO iceren kiiltiirde treme grafigi diger
kiiltiirlerin tireme grafiklerinin altinda yer almistir (Sekil 4.26A). 24 saat sonunda
pozitif kontrol (4-NPO), 500 pg ve 1000 pg ekstre igeren kiiltiirlerin viyolasin
tiretimlerinin oldukc¢a baskilandig1 goriilmektedir (Sekil 4.26B).

ODggo ODsg5

K
K (MeOH)
K (4-NPO)
50

250

500

1000

Poththd

Zaman (saat) Zaman (saat)

(A) B)

Sekil 4.26: Quercus robur L. EtOAc ekstresi uygulanan CV12472 sivi kiiltiirlerinde 24 sa.’lik
tireme (A) ve viyolasin iiretimini (B) gosteren grafikler.

4.4. NISIN URETIMINE BAGLI BiYODIFUZYON BELIRLEMESI
Bu caligmada oOncelikle belirleme yonteminin hassasiyetini 6lgmek i¢in saf maddeler
kullanilmistir. Kullanilan tiim saf maddeler iginde 6zellikle ferulik asit ve rosmarinik
asitte zon capinin kontrole gore bariz oranda azaldigi saptanmistir (Sekil 4.27 ve 4.28) .
Kontrol gruplarindan biri olan ve sadece L. lactis igeren kiiltiirlerin olusturdugu nisin
kaynakl1 inhibisyon zon ¢aplarinin ortalamasi 7.17+0.6 mm olarak belirlenmistir (Tablo
4.2). Saf maddeler icin kullanilan diger kontrol grubunda (MeOH) ise zon caplari
6.254+0.57 mm olarak bulunmustur (Tablo 4.2). %]1’lik rosmarinik asit ve ferulik asit
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iceren kiiltiirlerden elde edilen zonlarin (Sekil 4.27A ve 4.28A; 4, 5 ve 6 No’lu zonlar).
kontrol gruplarina (Sekil 4.27A, B ve 4.28A, B; 1 ve 2 No’lu zonlar) gore daha kiigiik
olduklar1 gézlenmistir. Bu zonlarin ¢aplari sirasiyla 3,62+0,47 mm ve 2,87+ 0,25 mm
olmustur (Tablo 4.2). %2’lik saf madde kullaniminda ise zon ¢ap1 belirlenememistir
(Tablo 4.2) (Sekil 4.27B ve 4.28B; 4, 5 ve 6 No’lu zonlar). Bu durum {ist sivi

icerisindeki nisin varliginin giiclii bir sekilde baskilandigini diisindiirmektedir.

@A) B

Sekil 4.27: Anti-QS aktivitenin belirlenmesinde L.lactis ve M.luteus irklarinin kullanildig:
biyodifiizyon belirlemesi yontemine gore %1 (A) ve %2 Rosmarinik asitin etkisi (B). 1 ve 2: saf
madde igermeyen kontrol grubu; 3: saf madde (rosmarinik asit); 4, 5, 6: saf madde eklenen
deney gruplari.
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A) (B)

Sekil 4.28: Anti-QS aktivitenin belirlenmesinde L.lactis ve M.luteus irklarinin kullanildig
biyodifiizyon belirlemesi yontemine gore %1 (A) ve %2 ferulik asitin etkisi (B). 1 ve 2: saf
madde igermeyen kontrol grubu; 3: saf madde (ferulik asit); 4, 5, 6: saf madde eklenen deney
gruplart.

Tablo 4.2: L.lactis kiiltiiriine eklenen bitki ekstreleri ve saf maddelerin nisin inhibisyonunu
gosteren zon ¢api degerleri.

Saf Maddeler ve Bitki Ekstreleri Konsantrasyon | inhibisyon
Zon Cap1
(mm)+SD
%1 3,62+0,47
Rosmarinik asit %62 0
%1 2,87+ 0,25
Ferulik asit %2 0
%1 6,25+0,35
Quercus robur L. (CH,Cly) %2 0
%4 0
%1 5,4+0,11
0,
Quercus frainetto L. (CH,CI,) /02 5,1+0,23
%4 0
MeOH (kontrol) %2 6,25+0,57
DMSO (Kontrol) %4 6,62+0,51

L.lactis (Kontrol) - 7,17+0,6
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Daha once yaptigimiz 6n calismalarda baska bitki tiirlerinin farkli fraksiyonlari
icerisinde diklormetan fraksiyonunun nisin inhibisyon zonlarmin olusumunu artirdig
gozlenmistir. Bu nedenle tez kapsaminda yapilan caligmalarda da anti-QS aktivite
gosteren Q. robur L. ve Q. frainetto Ten. tiirlerine ait diklormetan fraksiyonlari

ekstreleri tercih edilmistir.

Bitki ekstreleri i¢in kullanilan ikinci kontrol grubunun (DMSO) olusturdugu zon ¢aplari
6,62+0,51 mm iken %]1°lik Q. robur L. ve Q. frainetto Ten. diklormetan ekstrelerinin
kullanildig: kiiltiirlerin (Sekil 4.29A ve 4.30A; 4, 5 ve 6 No’lu zonlar ) olusturdugu zon
caplari sirastyla 5,44+0,11 mm ve 6,25+0,35 mm olarak bulunmustur (Tablo 4.2). %2’lik
Q. frainetto Ten. ekstresinin kullanildig1 kiiltiirlerde (Sekil 4.30B; 4, 5 ve 6 No’lu
zonlar) ise ortalama zon ¢ap1 5,1+£0,23 mm olmustur (Tablo 4.2). %2’lik Q. robur L.
(Sekil 4.29B; 4,5 ve 6 No’lu zonlar), %4’lik Q. robur L. (Sekil 29C; 4,5 ve 6 No’lu
zonlar) ve %4’lik Q. frainetto Ten. (Sekil 30C; 4, 5 ve 6 No’lu zonlar) ekstrelerinin

kullanildig: kiiltiirler i¢in zon ¢ap1 belirlenememistir.

A) (B) ©

Sekil 4.29: Anti-QS aktivitenin belirlenmesinde L.lactis ve M.luteus irklarinin kullanildig:
biyodifiizyon belirlemesi yontemine gore %1 (A), %2 (B) ve %4 Q. robur L. diklormetan
ekstresinin etkisi (C). 1 ve 2: saf madde igermeyen kontrol grubu; D: DMSO (Cdziicii) igeren
kontrol grubu; 3: Ekstre (Q. robur L. diklormetan ); 4, 5, 6: saf madde eklenen deney gruplari.
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Sekil 4.30: Anti-QS aktivitenin belirlenmesinde L.lactis ve M.luteus irklarinin kullanildig:
biyodifiizyon belirlemesi yontemine gore %1 (A), %2 (B) ve %4 Q. frainetto L. diklormetan
ekstresinin etkisi (C). 1 ve 2: saf madde igermeyen kontrol grubu; D: DMSO (Coziicii) i¢eren

kontrol grubu; 3: Ekstre (Q. frainetto L. diklormetan ); 4, 5, 6: saf madde eklenen deney
gruplari.

Aynm1 zamanda L. lactis kiiltiirlerine eklenen saf maddelerin, bitki ekstrelerinin ve
bunlarin ¢oziindiirildigi %75 MeOH’iin ve %4 DMSO’nun bakteri iiremesi iizerinde
baskilayici etkisinin olmadigi gozlenmistir (Sekil 4.31; M ve Sekil 4.32; D). Tam tersi
yonde, kullanilan bitki ekstrelerinin L.lactis bakteri irkinin tiremesini indiikledikleri

gbzlenmistir (Sekil 4.32).

T180De00
=
e

Sekil 4.31: Rosmarinik asit ve ferulik asit uygulanmig L. lactis bakteri kiiltiirlerinin 18. saat
ODygoo degerleri degerlerini gosteren grafikler. RA: Rosmarinik asit; FA: Ferulik asit; M: %75
Metanol.
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Sekil 4.32: Quercus frainetto L. ve Quercus robur L. diklormetan fraksiyonlari uygulanmis
L.lactis bakteri kiiltiirlerinin 18. saat ODggo degerleri degerlerini gosteren grafikler. QF: Quercus
frainetto L.; QR: Quercus robur L.; D: %4 DMSO.

4.4.1. Nisin Inhibisyonunun RT-PCR ile Analizi

L. lactis bakteri irkinda saf maddeler ve bitki ekstreleriyle gozlenen nisin
inhibisyonunun gen anlatim1 diizeyinde gergeklesip gerceklesmedigini anlamak icin
RT-PCR yapilmigtir. Saf maddeler (%2 Rosmarinik asit ve ferulik asit) ve bitki
ekstreleri (%4 Q. robur L. ve Q. frainetto Ten.) eklenen L.lactis kiiltiirleri ile kontrol
gruplarindan (%75 MeOH, %4 DMSO ve L.lactis) izole edilen RNA’larin 260/280
degerleri 2,03-2,11 arasinda olmustur. RT-PCR sonucunda nisA geninin anlatimi1 %2’lik
rosmarinik ve ferulik asit (RA ve FA) ile %4’lik bitki ekstresi (QF ve QR) igeren
kiiltiirlerde kontrol gruplarina gore (M, D ve L) disiik olmustur (Sekil 4.33). Bunlar
igerisinde oOzellikle rosmarinik asitin nisA geninin anlatimini ¢ok belirgin sekilde
baskiladig1 gézlenmistir (Sekil 4.33; RA). Ancak bitki ekstrelerinin ¢oziindiirildigi %4
DMSO’nunda nisA geninin anlatimini baskiladigi belirlenmistir (Sekil 4.33; D).
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500 bp

250 bp nisA geni

1500 bp

168 rRNA geni
1000 bp R

Sekil 4.33: Saf madde ve ekstrelerin uygulandig kiiltiirlerde nisin anlatim diizeyini gosteren
RT-PCR sonuglari. M: DNA markir; RA: %2 Rosmarinik asit; FA: %2 Ferulik asit; M:
Metanol; QF: %4 Quercus frainetto Ten. diklormetan ekstresi; QR: %4 Quercus robur L.
diklormetan ekstresi; D: DMSO; igeren L.lactis kiiltiirleri ve L: L. lactis kiiltiirtinii ifade
etmektedir.

4.5. BIYOKIMYASAL ANALIZLER

4.5.1. Ince Tabaka Kromotografisi (ITK)
Quercus robur L.’nin anti-QS aktivite gosteren EtOAc ve n-butanol fraksiyonlarinda
etken madde veya madde grubunun belirlenmesi i¢in ITK yapilmistir. Elde edilen
sonuglar EtOAc fraksiyonunda (QRE-1) ve n-butanol fraksiyonunda (QRB-I) birer
bandin gallik asit ve askorbik asit varligini diisindiirmektedir (Sekil 4.34A ve B). Bu

bantlara ve referans maddelere ait Rf degeleri Tablo 4. 3°de verilmistir.

Tablo 4.3: Quercus robur L. EtOACc ve n-butanol fraksiyonlarinda belirlenen aktif bantlarin ve
referans maddelerin Rf degerleri.

Madde Ismi Rf Degeri
QRE-I 0,96
QRB- 0,52
Gallik Asit 0,96
Askorbik asit 0,52
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QRE-I '

(4] 2 R
Q. robur L. Gallik Asit 0. robur L. Askorbik asit
EtOAc n-butanol

(A) B)

Sekil 4.34: Quercus robur L. EtOAc fraksiyonu ile referans madde olarak gallik asidin (A) ve
Quercus robur L. n-butanol fraksiyonunun (B) ITK plakalarinin goriintiisii. Oklar Rf degerleri
ayni olan bantlar1 ve referans maddeleri gostermektedir.

45.2. Biyootografik ITK
Anti-QS aktivite gosteren Quercus robur L. EtOAc ve n-butanol fraksiyonlarinda
aktiviteden sorumlu madde veya madde gruplarinin belirlenebilmesi icin yapilan
biyootografik ITK analizi sonucunda Q. robur L. EtOAc fraksiyonunda QRE-I band:
(Sekil 4.35A) ve Q. robur L. n-butanol fraksiyonunda QRB-I bandi etrafinda inhibisyon
zonunun olustugu gdzlenmistir (Sekil 4.36A). Yapilan ITK analizlerinde QRE-I ile
gallik asitin (Sekil 4.35B ve C) ve QRB-I ile askorbik asidin (Sekil 4.36B ve C) Rf
degerlerinin ayn1 oldugu saptanmistir (Tablo 4.3).

Q. robur L. EtOAc Q. robur L. EtOAc

Biyotografi Plag: ITK Plag Gallik Asit

Aa) B) ©

Sekil 4.35: Quercus robur L. EtOAc fraksiyonunun biyootografi analizinde ekstreye ait
biyootografi plag: (A) ve ITK plag: (B) ile gallik asitin yiiriitiildiigii plakaya (C) ait goriintiiler.
Oklar Rf degerleri ayni1 olan bantlar1 ile referans maddeleri ve inhibisyon zonunun olustugu
bolgeyi gostermektedir.
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Q. robur L. n-butanol Q. robur L. n-butanol

Bivotografi Plagi ITK Plag skl sk

A B) ©

Sekil 4.36: Quercus robur L. n-butanol fraksiyonunun biyootografi analizinde ekstreye ait
biyootografi plagi (A) ve ITK plag: (B) ile gallik asitin yiiriitiildiigii plakaya (C) ait goriintiiler.
Oklar Rf degerleri ayni olan bantlar1 ile referans maddeleri ve inhibisyon zonunun olustugu
bolgeyi gdstermektedir.

4.5.3. Yiiksek Performans Sivi Kromotografisi (HPLC)
Quercus robur L. EtOAc ve n-butanol fraksiyonlarmin ITK analizinde elde edilen
sonuglarin dogrulanmasi i¢in daha hassas bir yontem olan HPLC analizi yapilmistir
(Sekil 4.37). Bu analizler sonucunda n-butanol fraksiyonunda askorbik asidin ve

kullanilan diger referans maddelerin varlig1 saptanamamustir.

u
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Sekil 4.37: Quercus robur L. EtOAc fraksiyonunun HPLC analizi.

Quercus robur L. EtOAc fraksiyonunda ise sadece gallik asidin varlig1 kalitatif olarak
saptanmistir (Sekil 4.38; 1 No’lu pik). Referans gallik asit (Sekil 4.39) ile 1 No’lu pik

i¢cin alikonma zamanlar1 Tablo 4.4 de verilmistir.
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Tablo 4.4: Gallik asit icin HPLC analizi.

Bilesik Alikonma
Zaman (RT)

Gallik asit (GA) 7.720

1 No’lu pik (6rnek) 7.729

Tlmq 8816 Inten
| \

|
|

Sekil 4.38: Quercus robur L. EtOAc fraksiyonu (pembe) ve gallik asit (siyah) HPLC
analizlerinin birlikte gosterimi. 1: Fraksiyon igindeki gallik asit piki, GA: referans madde olarak
gallik asit (GA) piki.
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Sekil 4.39: Gallik asit icin HPLC analizi ve alikonma zamani.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bakteriyel “quorum-sensing” hiicreler arasi sinyal iletimi araciligiyla ¢esitli
fonksiyonlarin diizenlendigi 6nemli bir mekanizmadir. Bu mekanizmanin ¢esitli yollarla
kesintiye ugratilmasi1 0Ozellikle istenmeyen fonksiyonlarin (patojenite vb. gibi)
engellenmesi ile sonuglanabilir (Rasmussen ve dig., 2005). Ancak giiniimiizde bilinen
anti-QS maddelerin tibbi olarak kullanimi sinirlidir ve bakteriyel hastaliklarin tedavisi
icin yeni antibiyotiklerin gelistirilmesine yonelik AR-GE ¢alismalarina ihtiyag vardir.
Diger yandan bitkisel kaynaklarin anti-QS aktivitelerinin aragtirtlmasi heniiz yetersiz
diizeydedir. Bu nedenle tez caligmasinda florasi biiyiik cesitlilik gosteren ililkemizde

yetisen bazi tibbi bitkilerin anti-QS potansiyelleri ilk kez aragtirilmistir.

Calisma sirasinda anti-QS aktivitenin saptanmasinda kullanilan yontemler ile ilgili bazi
bulgular dikkat c¢ekicidir. Ham ekstrelerde oransal olarak farklar saptanabilirken
fraksiyonlardaki anti-QS etkinin istatiktiksel olarak daha anlamli oldugu bulunmustur.
Ek olarak bazi bitki tiirlerinin ham ektrelerinde saptanan anti-QS aktivitenin
konsantrasyona bagli olmadig1 goriilmiistiir. Orn. Her iki Centaurea tiiriinde de 1000 pg
diizeyinde ekstre kullanildiginda aktivite yliksek bulunurken ekstre diizeyi 2000 ug
cikarildiginda aktivitenin azaldigi gozlenmistir. Ayrica aktivitenin belirlenmesi igin
kullanilan 1iki yontem kiyaslandiginda sivi inkiibasyon yonteminin etkinligi disk
difizyon yontemine gore daha yiiksek bulunmustur. Bunun disklere yiiklenen bitki
ekstrelerindeki maddelerin agarda difiize olma yeteneklerinin farkliligindan ileri

gelebilecegi diisiiniilmektedir (Pongtharangkul ve Demirci, 2004).

Bu tezde 26 bitki tiirii i¢erisinde 4 tiirde (Quercus robur L., Quercus frainetto Ten.,
Epilobium angustifolium L. ve Tanacetum balsamita L. subsp. balsamitoides) onemli
oranlarda (%31-62) anti-QS etki gbzlenmis, bu sonucun bakteri {iremesinin
baskilanmasindan kaynaklanmadigi tespit edilmistir. Fraksiyonlama i¢in ham ekstresi
en yiiksek aktiviteyi gosteren Quercus robur L. ve aym aktiviteye sahip yakin bir tiir
olan Q. frainetto Ten. ekstreleri farkli polariteye sahip dort ¢oziicii kullanilarak

fraksiyonlanmistir. Bu fraksiyonlar CV026 biyomonitor 1k ile yapilan sivi inkiibasyon
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yontemi ile analiz edildiginde, her iki bitkinin etil asetat ve n-butanol fraksiyonlarinda
anlamli derecede anti-QS aktivite bulunurken, CV12472 ki ile yapilan analiz
sonucunda ise sadece Q. robur L.’nin EtOAc fraksiyonunda aktivite belirlenmistir.
Yapilan ¢alismalarda farkli bir tiir olan Q. viriginiana’nin su ve etanol ekstrelerinin
(Adonizio ve dig., 2006) ve Acacia nilotica L.’nin yesil tohum zarflarinin EtOAc

fraksiyonunun anti-QS aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Singh ve dig., 2009a).

Sapli mese olarak bilinen Quercus robur L., Avrupa, Kuzey Afrika, Anadolu ve
Avrasya bolgelerinde dogal olarak yetismektedir. Tiirkiye’de Trakya, Marmara, Bat1 ve
Orta Anadolu bolgelerinde bulunan bu tiirin yapraklari, kabuklari ve mazilar1 halk
arasinda yara tedavisinde ve antiseptik olarak kullanilmaktadir. Q. robur L.’nin toprak
istli kisimlarinin hekzan, kloroform, etil asetat ve metanol ekstrelerinin DPPH (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil) radikal siipiirme etkisine gore orta derecede antioksidan ve E.
coli, S. aureus, Klebsiella pneumonia, Staphylococcus epidermidis ve Bacillus subtilis
tiirlerine karsi orta derecede antibakteriyel aktivitesinin oldugu bilinmektedir (Uddin ve

Rauf, 2012).

Q. robur L. EtOAc fraksiyonundaki anti-QS aktivitenin yapilan biyootografi ve ITK
analizlerine gore gallik asitten kaynaklandigi disliniilmektedir. HPLC sonuglari
fraksiyonda az miktarda da olsa gallik asit varligina isaret etmektedir (Sekil 4.38).
Gallik asit icerdigi bilinen Acacia nilotica ve Moringa oleifera ekstrelerinde C.
violaceum sistemi ile yapilan analizler sonucunda benzer sekilde anti- QS aktivitenin
belirlenmesi (Singh ve dig., 2009a, b) ve gallik asidin dort patojen bakteride biyofilm
olusumu ve aktivitesini indirgedigini gosteren c¢aligmalar (Borges ve dig., 2012) elde
ettigimiz sonuglart destekler niteliktedir. Yine yapilan baska bir ¢alismada Cuminum
cyminum’un anti-QS aktivitesinin metanol ekstresinde az miktarda bulunan metil
ojenolden ileri geldigi bildirilmektedir (Packiavathy ve dig., 2012). Bu calismada
Cuminum cyminum’un ekstresindeki bilesenler i¢in molekiillerin baglanma afinitelerini
gosteren ve “docking score” olarak ifade edilen degerleri belirlenmis ve buna gore
sinyal molekiiliiniin “docking score “ degerine yakin bulunan metil djenol i¢in anti-QS
aktivite belirlenmistir. P.aeruginosa’da LasR reseptor bolgesine baglanma yetenegi
yiiksek veya yakin olan ligandlarin dogal ligand olan 3-0kso-C12-HSL molekiilii ile yer

degistirebilecegi ve boylece QS’e dayali faktorlerin sentezini indirgedigi gosterilmistir
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(Zhang ve dig., 2002b; Yang ve dig., 2009). EIma kabugu ekstresinin QS inhibisyon
aktivitesinin degerlendirildigi bir ¢aligmada ise bu aktivitenin ekstredeki molekiiller
arasinda var olan ortak veya sinerjik bir etkiyle ortaya ¢iktigin1 destekler sonuglar
alimmustir (Fratianni ve dig., 2011). Yine hastaliklarin 6nlenmesinde yiyeceklerde dogal
olarak bulunan diisiik konsantrasyonlu biyoaktif bilesiklerin, yiiksek konsantrasyonda
bulunan tek bir molekiilden daha etkili olabilecegi ifade edilmektedir (Boyer ve Liu,
2004; Fini ve dig., 2007; D’Angelo ve dig., 2007; Mari ve dig., 2010). Bu sonuglara
gore herhangi bir ekstrenin sahip oldugu anti-QS aktivitenin ekstre igerisinde bulunan
major bilesen varligindan ¢ok ilgili molekiile baglanma yetenegi yiiksek olan (sinyal
molekiile daha benzer) bilesenlerden kaynaklandigi s6ylenebilir. Bu nedenle Q. robur
L. EtOAc fraksiyonundaki anti-QS aktivitenin gallik asitten ileri geldigi diisiiniilmekle
beraber ekstre igerisindeki diger maddeler ve bunlarin anti-QS potansiyelleri de
belirlenmelidir. Yine yakin bir tiir olan Q. frainetto Ten.’nin EtOAc fraksiyonu igin de

ayni ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Tez c¢alismasinda anti-QS aktivite saptanan diger tiirler Epilobium angustifolium L. ve
Tanacetum balsamita L. subsp. balsamitoides dur. Kiipe ¢icegi ve pire otu olarak
bilinen bu bitkiler ¢okyillik otsu bitkilerdir ve kuzey yarimkiirede yaygin olarak
yetisirler. Geleneksel anlamda antiseptik, yara iyilestirici, kabizlik ve mide
rahatsizliklar1 tedavisinde kullanilan Epilobium angustifolium L. (Baytop, 1999, p.372)
ayni zamanda giiniimiizde iyi huylu prostat biiyiimesinin tedavisine yardimci olarak da
kullanilmaktadir. E. angustifolium L’nin toprak iistii kisimlarinin MRSA gibi 6nemli
klinik izolatlarda dahil olmak ftizere bir¢ok mikroorganizmaya karsi antimikrobiyel
(Kosalec ve dig., 2013), antioksidan (Stajner ve dig., 2007) ve prostatik epitel hiicre
hattinda anti-proliferatif etkilerinin (Vitalone ve dig., 2001) oldugu gdsterilmistir.
Tanacetum balsamita L. subsp. balsamitoides’in ise ugucu yaglarmin antimikrobiyel
etkileri bilinmektedir (Baser ve dig., 2001). Bu bitkilerin metanolik ekstrelerindeki QS
inhibisyon potansiyeli ilk kez bu g¢alismada gosterilmistir. Bu nedenle ilerideki
calismalarda bu bitkilerin fraksiyonlarinda anti-QS aktivite calismalarinin gerekliligi

ortaya ¢ikmustir.

Giiniimiizde anti-QS arastirmalarda kullanilan iki biyomonitér irk (C. violaceum ve

E.coli QSIS-1) Gram (-)’dir (McLean ve dig., 2004; Bjarnsholt ve dig., 2010). Bu tez
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calismasinda Gram (+) bakterilerde de anti-QS aktivitenin belirlenmesi igin yeni bir
model sistem gelistirilmesi amaglanmistir. Daha Once yapilan bir ¢alismada
Staphylococcus spp.’nin iist sivilarinin L. lactis’de nisin iretimine etkisi incelenmistir
(Avct, 2008). Bu kapsamda yapilan ¢alismalarda 6zellikle %2’lik rosmarinik asit ve
ferulik asit ile %4’lik Q. robur L. ve Q. frainetto Ten. diklormetan ekstreleriyle nisin
sentezinin baskilandigi indikatér irk olan M. luteus yardimiyla ve gen anlatimi
diizeyinde RT-PCR ile basarili bir sekilde gosterilmistir. Bu sayede anti-QS analizler
icin Gram (+) L. lactis ve M. luteus bakterilerinin kullanildigi agar biyodifiizyon
belirlemesinin etkili bir yontem olarak kullanilabilirligi ilk kez gosterilmistir. Bu
calismada olusturulan deneysel prosediir ile Gram (+) bakterilerde anti-QS maddeler

incelenebilecektir.

Antibiyotik direnci yiiksek olan MRSA ve P. aeruginosa gibi 6nemli patojen ve firsatgi
bakteriler de dahil olmak iizere bakteriyel kokenli hastaliklarin tedavisinde antibiyotik
direncinin Onemli bir sorun oldugu ve mevcut antibiyotiklerin yetersiz kaldig
giiniimiizde bu konu ile ilgili yapilacak tiim caligmalar ve yeni tiim yaklasimlar biiyiik
onem tagimaktadir. Bu nedenle son yillarda QS mekanizmas:1 ve o0zellikle bu
mekanizmanin dogal kaynaklar ile inhibisyonu {izerine yapilan ¢aligmalar dikkat ¢ekici

olmaktadir.

Yapilan bazi ¢aligmalarda patojen bakterilerde QS mekanizmasini inhibe edebilen
maddeler bulunmus, ancak bu maddelerin insan ve diger memeliler iizerinde toksik
etkileri sebebiyle kullanimlar1 miimkiin goriillmemistir. Bu maddeler i¢inde en iyi
bilinen 6rnek furanon tiirevleridir. Halojenli furanonlar sahip olduklar1 halojen gruplari
nedeniyle toksik etki gosterirler. Yakin zamanda yapilan bir ¢aligmada bazi sentetik
furanonlarin genotoksik etki gostermeyen konsantrasyonlart incelenmistir (Lonn-
Stensrud ve dig., 2009). Ancak furanonlarin 6karyotik hiicre canliligi ve toksisitesi ile
genotoksik etkilerine dair ¢alisma sayis1 olduk¢a azdir. Bundan dolayr QS inhibisyonu
icin dogal kaynak olarak zengin kimyasal igerige sahip ve geleneksel tipta yiizyillardir
kullanilan bitkiler diger adaylara gore daha uygundur. Anlasilacagi iizere anti-QS etkiye
sahip daha fazla bitkinin ve bunlardaki etken maddelerin arastirilmas: bakteriyel
hastaliklarin tedavisine katki saglayabilir. Bu agidan tez ¢alismasinda daha dnce anti-QS

aktivitesi bilinmeyen 4 bitki tiirtiniin bulunmasi tezin 6nemini artirmaktadir.
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