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OZET

BAZI DOGAL BIiLESIKLERIN BiYOFILM OLUSUMU UZERINE

ETKILERININ BAGIRSAK HUCRELERI UZERINDE ARASTIRILMASI

Songiil GONEL
Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Aralik 2019
Danisman: Dog Dr. Zerrin CANTURK

Mikroorganizmalarin planktonik ve biyofilm formlari; gida, saglik, tarim ve
endiistri gibi alanlarda potansiyel bir tehdit kaynagi olusturmaktadir. Biyofilm olusumu,
mikroorganizmalarin  planktonik formdan biyofilm formuna gegen siiregde
gerceklesmektedir. Son yillarda biyofilm olusumu ile ilgili problemler giderek
artmaktadir. Ozellikle bagisiklig1 bozulmus kisilerde, firsatg1 patojenlerin olusturdugu
biyofilm kokenli enfeksiyonlar siklikla goriilmektedir.

Tez kapsaminda, dogal bilesiklerden gallik asit, resveratrol ve kurkuminin P.
aeruginosa, S. aureus, E. faecalis ve E. coli bakterilerine karsi antibakteriyel ve
antibiyofilm etkileri ve Caco-2 insan kolon kanseri ve THP-1 insan monosit hiicre
hatlar1 tizerinde antiproliferatif etkileri arastirllmistir. Bu arastirmalar sonucunda
kullanilan dogal bilesikler konsantrasyona bagli olarak, bakterilerin ve hiicre hatlarinin
proliferasyonunu  azaltmistir. Ozellikle Caco-2 hiicresinde gallik asitin  ICsg
konsantrasyonunun 50 uM oldugu belirlenmistir. E. coli normal bagirsak florasinin
baskin tiirii oldugundan dolay in vitro ko kiiltiir modelinde inflamasyon olusturmak igin
E. coli LPS kullanilmigtir. THP-1 monosit hiicreleri, E. coli LPS ile uyarilarak
inflamasyon olusturulmustur. THP-1 ve Caco-2 hiicreleri kullanilarak olusturulmus in
vitro ko kiiltiir modelinde, 50 uM gallik asitin pro/anti-inflamatuar sitokinleri agisindan
immiinolojik etkileri degerlendirilmis, TNF-a ve IL-18 seviyelerinde inhibisyon oldugu
gozlemlenmistir. Ayn1 zamanda gallik asitin in vivo olarak siganlar {izerinde caligilan
ilseratif kolit modelinde etkileri arastirilmis ve patogenez olusumunu azaltmada 6nemli
bir rol oynadig1 goriilmiistiir.

Gallik asit, antimikrobiyal, antibiyofilm aktiviteye sahip, in vitro ko kiiltiir
modelinde ve in vivo ilseratif kolit modelinde antiinflamatuar etki gosteren 6nemli bir
dogal bilesiktir.

Anahtar Sozciikler: Biyofilm, Dogal bilesik, Caco-2, THP-1



ABSTRACT
INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF SOME NATURAL COMPOUNDS
ON THE FORMATION OF BIOFILM ON INTESTINAL CELLS
Songiil GONEL
Department of Pharmaceutical Microbiology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, December 2019
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Zerrin CANTURK

Planktonic and biofilm forms of microorganisms; it consists of a potential threat
in areas such as food, health, agriculture and industry. Biofilm formation occurs
changing from planktonic forms of microorganisms to biofilm forms. In recent years,
problems related to biofilm formation gradually have been increasing. Biofilm-related
infections caused by opportunistic pathogens frequently occur, especially in
immunocompromised individuals.

In this thesis, antibacterial and antibiofilm effects of gallic acid, resveratrol and
curcumin against P. aeruginosa, S. aureus, E. faecalis and E. coli bacteria were
investigated. The antiproliferative effects of these compounds in Caco-2 human colon
cancer and THP-1 human monocyte cell lines were also investigated. As a result of
these studies, natural compounds used decreased the proliferation of bacteria and cell
lines depending on the concentration. Particularly in the Caco-2 cell, the ICs
concentration of gallic acid was determined to be 50 uM E. coli LPS was used to
compose inflammation in the in vitro co-culture model since E. coli is the predominant
species of normal intestinal flora. THP-1 monocyte cells were constituted inflammation
by having stimulated with E. coli LPS. In in vitro co-culture model by having use THP-
1 and Caco-2 cells, immunological effects of 50 uM gallic acid in terms of pro/anti-
inflammatory cytokines were evaluated and inhibition of TNF-a and IL-18 levels was
observed. At the same time, the effects of gallic acid in ulcerative colitis model studied
in rats as in vivo were investigated and it was observed that gallic acid plays an
important role in reducing the formation of pathogenesis.

Gallic acid is an important natural compound with antimicrobial, antimicrobial
activity, showing anti-inflammatory effect in the in vitro co-culture model and in vivo
ulcerative colitis model.

Keywords: Biofilm, Natural compound, Caco-2, THP-1
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1. GIRIS VE AMAC

Modern teknolojilerin ilerlemesine ragmen giinliik hayatimizda biyolojik
Kirlenmeden dolay1 bir takim problemler ortaya ¢ikmaktadir. Gida, saglik, tarim ve
endiistri gibi alanlarda mikroorganizmalarin planktonik formlarinin ve biyofilm
formlariin 6nemli rol oynadig1 bilinmektedir. Planktonikten biyofilm biiyiime moduna
gecen bu adaptasyon, yakin olmayan bir ortamda yasayan mikroorganizmalar i¢in ortak
bir hayatta kalma stratejisi icermektedir (Costerton vd., 1999). Biyofilm olusumu,
neredeyse tiim yiizeyler i¢in potansiyel bir tehdit olusturmakta ve biiyiik bir endise
kaynagi olmaktadir (Garret vd., 2008).

Biyofilmdeki EPS (Ekzopolisakkarit) tabakasi, biyofilm igine belirli
antimikrobiyal maddelerin girigini engellemektedir (Davey ve O’toole, 2000). Biyofilm
olusumunun kontroliinde ve engellenmesinde, tercih edilecek antimikrobiyal
maddelerin, Quorum Sensing (QS, Sinyal molekiilii ile iletisim) biyofilm olugumunu
engelleyici 6zellikte olmasi gerekmektedir. Ancak tercih edilen maddelerin, canli doku
icinde toksik olmamas: tercih edilmelidir. Yeni antimikrobiyal ajanlar gelistirilirken,
biyofilm mekanizmas1 goézoniinde bulundurulmali ve bakterilerin karakteristik
Ozellikleri dikkate alinmalidir (Lebeaux, Ghigo ve Beloin, 2014). Bu nedenle biyofilm
gelisimine etkili antimikrobiyal etkili ajanlar1 saptamak igin, standart tarama yontemleri
gerekmektedir. Ancak, halen yeni antibiyofilm ajanlarin degerlendirilmesi igin altin
standart yontemler yoktur (Cruz, Shah ve Tammela, 2018). Literatiirde, bitkilerin biiyiik
bir boliimiinden elde edilmis ikincil metabolitleri i¢in bir¢ok antimikrobiyal aktivite
sonucu bulunmaktadir. Bitkilerin ikincil metabolitleri arasinda olan, flavonoidler,
fenolik asitler ve tanenler gibi birgok polifenolliin, antibakteriyel ve antibiyofilm etkisi
literatiirde gosterilmistir (Slobodnikovo vd., 2016).

Ozellikle bagisiklig1 bozulmus kisilerde, firsat¢1 patojenlerin olusturdugu biyofilm
kokenli enfeksiyonlar siklikla goriilmektedir. Hem insan mikrobiyom bakterileri hem de
patojenler, tibbi cihazlari, disleri ve mukozal membrani1 kapsayan c¢esitli yiizeylerde
biyofilmler olusturabilmektedir. Kronik bakteriyel enfeksiyonlarin %80’inden fazlasi
biyofilmle ilgilidir (Costerton vd., 1999).

Tez calismas1 kapsaminda; gallik asit, resveratrol ve kurkumin gibi bazi dogal
bilesiklerin, Pseudomonas aeruginosa, Staphlococccus aureus, Escherichia coli ve
Enterococcus faecalis bakterileri iizerinde antibakteriyel ve antibiyofilm etkinligi

aragtirtlmis, Caco-2 insan kolon kanseri ve THP-1 insan monositik hiicre hatlar
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tizerinde antiproliferatif etkileri incelenmistir. Bu ¢alismalar sonucunda gallik asitin in
vitro ko kiiltiir modelinde pro/antiinmflamatuar sitokinler agisindan degerlendirilerek
immiinolojik etkileri arastirilmistir. Ayrica in Vivo yapilan arastirmada, patogenez
olusumunu 6nlemek i¢in kullanilan gallik asitin kolit tizerindeki etkilerinin arastirilmasi
hedeflenmistir. Yapilan ¢aligmada, gallik asitin, in vivo iilseratif kolit olusturulmus
sicanlarda miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesine, vaskiiler gecirgenligine ve llseratif

kolit lizerine etkileri arastirilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Mikroorganizmalar ve Onemi

Mikroorganizmalar (bakteri, viriis, alg, mantar ve protozoa), tiim yasamin var
olmasi flizerine, tim ckosistemlerin temelidir (Maier, Pepper ve Gerba, 2000).
Bakteriler; cok kiigiik, nispeten basit ve tek hiicreli organizmalardir ve genetik
materyalleri niikleer bir zar icermemektedir. Bu hiicresel organizasyona dayanan
bakteriler, prokaryotlar olarak siniflandirilmakta ve 6bakteriler ve arkeleri igermektedir.
Bakteriler, her yerde bulunan organizmalardir ve en zorlu ortamlarda bile
yasayabilmektedirler. Clinkii bakteriler, hizli biiylime, metabolizma ve tekrar tireme
kapasitelerinin bulunmasina ek olarak, organik ve inorganik maddelerin farkli
araliklarini, karbon ve enerji kaynagi olarak kullanma kabiliyetine sahiptirler (Pepper,
Rensing ve Gerba, 2004). Bakteriler, nemli yiizeylerde daha yaygin olarak
bulunmaktadirlar. Ayn1 zamanda, kaygan ve mukuslu bir yapt olusturmak i¢in kati
yiizeylere yapisma o6zelligine sahiptirler (Watnick ve Kolter, 2000).

Bakterilerin evrimi, adaptasyonu ve ekolojisi i¢ ice ge¢mis mekanizmalardir.
Bakterilerin biyolojisi anlasilmaya ¢alisildiginda bu mekanizmanin nasil ¢alistigini ve
birbiriyle nasil iligki kurdugunu ortaya g¢ikarmak, olduk¢a zor ve karmasiktir. Son
yillarda hem yatay gen transferi hem de biyofilm, tibbi mikrobiyolojinin yani sira
gevresel mikrobiyolojinin arastirma alanlar1 arasina girmis ve bu da bakteriyel
adaptasyon ve evrim konusundaki yiiksek uygunlugun taninmasina yol agmistir
(Madsen vd., 2012).

Bilimsel olarak kanitlanmis bazi mikroorganizma tiirleri, insanlari hem hasta
etmekte hem de oldiirebilmektedir (Fija, 2014). Insan viicudunda yasayan ve faydali
olan, 6nemli bir biyolojik mikroorganizma sistemi vardir. Bu biyolojik sistem insan
mikrobiyomudur. Bir siiredir insan viicudunun, viicuttaki insan hiicrelerinin sayisindan
en az 10 kat daha fazla bakteri ile yasadig1 ve bu bakterilerin biiyiik boliimiiniin insan
sindirim sisteminde var oldugu bilinmektedir (Savage, 1977; NIH HMP Working group,
2009).

2.2. Biyofilm Olusumunun Kesfi
Mikrobiyologlar, 150 yildan fazla bir siiredir ekosistemlerde gelisen
mikroorganizmalarin dogal popiilasyonlarmin farkli yiizeylerde gelismesi incelemek

icin  dogrudan  yontemler  kullanmiglardir. ~ Mikrobiyoloji  tarihi  boyunca,
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mikrobiyologlarin ¢ok kiigiik bir kismi, dogrudan, mikroskop ile incelemeyi se¢mis
olup digerleri ise; bakterilerin bir yiizeye yapisip biyofilm olusumunu baslattiktan sonra
ki farkli sekilde biiyiidiigiinii bulmuslardir. 1964 yilinda Ralph Mitchell ve Kevin
Marshall, saf kiiltiirlerde bakteriler tarafindan biyofilm olusumunun ilk asamalarini
incelemisler ve bakterilerin yiizeylere geri donisiimli tutunmasi ile sonra gelen
biyofilm olusumunun ilk asamasini olusturan geri donilislimsiiz baglanma arasinda
ayrim yapmislardir. Planktonik bir bakteri hiicresi kesfedilmis bir yiizeyi algiladiktan
sonra, aktif yapigsma ve biyofilm olusumu siirecine katilabilmektedir. Biyofilm kesifleri
aslinda biyofilmin basit yapisal biriminin mikro koloniler oldugunu gostermistir
(Costerton, 1999). Bakteriyel biyofilmlerin, dogada genellikle nemli yiizeylerde yaygin
oldugu ve ¢evre sorunlarina neden oldugu gosterilmistir (Costerton, Geesey ve Cheng,
1978).

2.3. Biyofilm Tanimlar:

Biyofilm igin bugiine kadar aynmi sonuca varmakla birlikte bir¢ok tanim
yapilmistir; bunlardan bazilar1 soyledir; biyofilm kati yilizeylerde veya yiizeylerin gaz-
sivi ara yiizlerinde olusan bakteri varliginin uzantisiz bigimidir. Biyofilm, hiicre igi
polisakkaritler, proteinler ve hiicre disina salinan niikleik asitlerden olusan ve bir
biyofilm matriksi ile kaplanan mikroorganizma toplulugudur (Donlan ve Costerton,
2002). Bakteriler dogada planktonik bir formda veya biyofilm seklinde
bulunabilmektedir. Biyofilm, polisakkaritler, proteinler ve hiicre dist DNAnmn
kendiliginden {iretilen polimerik matriksinde saklanmis yapisal bir mikroorganizma
toplulugudur (Marcinkiewicz, Strus ve Pasich, 2013). Benzer bir tanimlamaya gore de
bakteriyel biyofilmler cansiz veya canli bir yilizeye yapisabilmekte veya serbest
topluluklar halinde var olabilmektedir (Madsen vd., 2012). Biyofilmler,
mikroorganizmalarin ve mikroorganizmalara bagli hiicre dis1 tiriinlerin bir ara yiizde
toplandig1 ve genellikle bir abiyotik veya biyotik yiizeye baglandigin1 genis bir sekilde
tanimlanmaktadir. Biyofilmi olusturan mikro koloniler, olustuklart ¢evresel
degiskenlere bagli olarak tek tiir popiilasyonlardan farkli tiirleri igeren bakteri
topluluklarina kadar olusabilmektedir (Davey ve O’toole, 2000). Bakteriyel biyofilmler,
farkli islemlerin gergeklestirilmesi icin cevre ile isbirligi yapan tekli ve c¢oklu tiir
iletisimleri olusturan ve kendi olusumunu diizenleyen bakteriler toplulugudur (Hall-

Stoodley, Costerton ve Stoodley, 2004).



2.4. Biyofilm Yapis1 ve EPS (Ekzopolisakkarit)

Biyofilm matriks yapist ve bilesimi hakkinda dogrudan bilgi oldukca sinirlidir.
Matriks, sudan ve hiicrelerden salinan hiicre dis1 makro molekiillerden olusmaktadir
(Allison, 2003). Ayrica, matriks yapis1 ve biitiinliigli, makro ortamdaki degisikliklerden
agir bir sekilde etkilendiginden ve biyofilm matriksini siirekli degistirdiginden, canli bir
ortam olarak kabul edilebilmektedir (Sutherland, 2001). Ornegin, matriks yapisinin
korunmasinda ve matriksin i¢ine gomiilii hiicrelerin ne kadar siiredir EPS iirettikleri,
hala bilinmemektedir. Ek olarak, Alison (2003), her bir matriksi kendine 0zgi
mikroortami ile farkli olarak diisiinmenin dogru olacagini vurgulamaktadir.

Biyofilm matriksi; EPS (%1-2), litik iiriinler ve salgilanan enzimlerin protein ve
glikoproteinleri (%1-2), parcalanmis hiicrelerden gelen niikleik asitler (%1-2) ve
cevreyi saran lipit, fosfolipit ve iyonlardan olusmaktadir (Goodwin ve Foster, 1989;
Sand ve Gehrke, 1999; Flemming vd., 2000; Flemming ve Wingender, 2001). Biyofilm
matriksinin ana bileseni, %97 oraninda sudur. Su, bakteri hiicrelerinin kapsiilleri igine
baglanabilmekte veya biyofilm igerisinde viskoziteyi arttirmak ya da birtakim
maddelerin iginde c¢Oziinmesini saglayan bir ¢Oziicli olarak kullanilmaktadir

(Sutherland, 2001) (Gorsel 2.1.).

Gorsel 2.1. Biyofilm yapisi (http-1)

Bakteriyel topluluklar, hiicre dis1 polimerik substrat (EPS) tarafindan desteklenen
biyofilmleri olugturmaktadir (Kim, Park ve Chung, 2012).

Biyofilmler metaforik olarak “mikroplar sehri” (Watnick ve Kolter, 2000) olarak
adlandirilabilirse, EPS “biyofilm hiicrelerinin evini” temsil etmektedir. EPS,
gozenekliligi, yogunlugu, su igerigi, yiikkii, emme &zelliklerini, hidrofobik ve mekanik
stabiliteyi etkileyerek bu mikro ortamda yasayan biyofilm hiicrelerinin yasam

kosullarinin belirlenmesini saglamaktadir. (Flemming ve Wingeder, 2002).



EPS, biyofilmlerin hiicre dis1 polimerik maddeler olarak bilinmektedir. EPS,
biyofilm igerisindeki popiilasyona mimari yap1 ve mekanik stabilite saglayan, tim
biyofilmlerin karmasik ve son derece 6nemli bir bilesenidir (Allison, 2003).

EPS, bakteriyel tutunmayi artirma, biyofilmin yapisal gelisimini tesvik etme,
koruyucu bir bariyer saglamanin yani sira biyofilm olusumu i¢in besin maddelerini
emme ve depolama gibi bir¢ok role sahiptir. Bu roller arasinda EPS'min koruyucu
rolliniin antibiyotiklere ve dezenfektanlara karsi biyofilm toleransim1i dnemli 6l¢iide
arttirdig bildirilmektedir (Gilbert, Das ve Foley, 1997; Haas vd., 1998). EPS matriksi,
biyofilmleri ¢cevreleyen bilesiklerin diflizyonunu kisitlayan bazi antimikrobiyal ajanlarin
girisini Onlemektedir. Biyofilmler, hiicre populasyonunun farkli c¢evresel streslerin
istesinden gelmelerini, plazmidlerin ve serbest Deoksiribo Niikleik asitin (DNA)
degisimini ve hiicreler arasi iletisimi saglamaktadir (Sifri, 2008). EPS, biyofilm
mikroorganizmalarinin gémiilii oldugu mikrobiyal kokenli biyopolimerlerdir. Cevresel
biyofilmlerde, polisakaritler genellikle sadece kiigiik bir bilesendir (Frolund vd., 1996).
Spesifik olarak, EPS {iiretiminin aracilik ettigi biyofilm yapisi, biyofilmler ve akiskan
ortami arasindaki etkilesimi diizenlemektedir (Wingender, Neu ve Flemming, 1999).
EPS, neredeyse tiim biyofilm matrikslerinde yaygindir. Ancak, miktar bakimindan
biiyiik bir bilesen olmasa da EPS, matriksin ana yapisal bileseni olarak kabul edilmekte
ve biyofilm kompleksi icin bir sistem saglamaktadir. Oziinde EPS, mikrobiyal
hiicrelerin ve bunlarin biyoaktif iiriinlerinin yerlestirildigi iskeleti saglamaktadir
(Allison, 2003). Ayrica matriks antimikrobiyal toksinlere kargt bir zirth gibi
davranmaktadir (Marcinkiewicz, Strus ve Pasich, 2013).

2.5. Biyofilm Olusum Mekanizmasi

Biyofilm gelisimindeki en onemli asama, biyofilmin olusum mekanizmasidir
(Davey ve O’toole, 2000). Besin maddesi zengin olan besiyerinin, zayif besiyerine
kiyasla daha fazla biyofilm olusturdugu i¢in, biyofilm olusumunu etkilemektedir (Hood
ve Zottola, 1997). Bakteriyel biyofilm olusumu hareketli bir siirectir. Bu siireg
planktonik bakterilerin yiizeye yapismasiyla baslamaktadir, eger koloniler yiizeyden
ayrilmazsa bakteriler kalict bir sekilde ortamda kalabilmektedir. Daha sonra ¢ogalip
biyofilm matriksinin bileseni olan EPS’yi iiretmektedir. EPS’nin ¢esitliligi bakteriyel

suslara ve ¢evresel sartlara baglhidir (Ghafoor ve Rehm, 2011; Meyle vd., 2010).



Biyofilm icindeki bakteriler, QS (Quorum Sensing) denilen olgu ile iletisim
kurmaktadirlar. Biyofilm olusumunu etkileyen bazi faktorler; besinlerin uygunlugu,
yiizeye karsi kemotaksi, bakteri hareketliligi, yilizey adezinleri ve yiizey aktif
cisimlerinin varligi seklinde siralanabilmektedir (Thomas, 2007).

Yiizey bilesimi, morfoloji, yapt ve malzeme 6zellikleri dahil olmak {izere yiizey
ozellikleri, biyofilm hiicrelerinin ilk tutunma asamalarindan baslayarak, ayrilmasinin
son agsamasina kadar biyofilm gelisimini etkilemektedir (Donlan, 2002).

Biyofilm olusumunun dongiisii su asamalardan olusmaktadir: doniisiimlii tutunma,
geri doniistimsiiz tutunma, koloni gelisimi, olgunlasma ve dagilma olmak {izere 5’¢

ayrilmaktadir (Gorsel 2.2.) (McDougald, Rice ve Barraud, 2011).

o
¥
1 2 3 K 5

Gorsel 2.2. Biyofilm olusumu ve yayilmast 5 asamada gergeklegir: 1. Doniisiimlii tutunma, 2.
Geri doniisiimsiiz tutunma, 3. Koloni gelisimi, 4. Biyofilm olgunlasmasi, 5.

Biyofilm hiicrelerinin koparak ayrilmas: (http-2)

2.5.1. Doniisiimlii tutunma

[Ik adim, tek bir mikroorganizmanin zayif, geri doniisiimlii Van Der Waals
kuvvetleriyle (aym1 molekiiller arasindaki c¢ekici veya itici gii¢lerin toplami) bir
substrata yapismasidir. Baglangicta gegici olan bu tutunmayi ilerleyen adimlarda saglam

ve geri doniislimsiiz baglanma takip etmektedir (Denkhaus vd., 2007).

2.5.2. Geri doniisiimsiiz tutunma

Bu tutunmada, mikroorganizmalar hidrofobik ve hidrofilik gibi etkilesimleri

sayesinde hiicre organelleri ile ylizeye doniisiimsiiz olarak baglanmaktadir (Denkhaus
vd., 2007).



2.5.3. Koloni gelisimi
Koloninin gelisimi asamasi; ilk koloni olusumunu, EPS iiretimi araciligiyla
kolaylastirip birarada tutarak bunlarin biyofilm igerisinde mikrokoloniler halinde

toplanmasidir (Denkhaus vd., 2007).

2.5.4. Biyofilmin olgunlasmasi

Hiicre  boliinmesiyle  hiicre  sayisindaki  artis, olgun  biyofilmlerle
sonuglanmaktadir. Biyofilm bilesimi ve yapisinin yani sira maksimum biyokiitle verimi,
genis bir sekilde hidrodinamik kosullara ve uygun besinlere baghdir (Denkhaus vd.,
2007).

Olgun biyofilmdeki bakteriyel hiicrelerin biyolojik o6zellikleri, ayni bakteri
susunun planktonik hiicrelerinin 6zelliklerinden farklidir. Onemli olan, bu kazanilmis
ozellikler, biyofilmde saklanmis bakterilerin 6zellikle uygun olmayan yerde hayatta

kalmalarina izin vermektedir (Costerton vd., 1999; Drenkard, 2003).

2.5.5. Biyofilm hiicrelerinin koparak ayrilmasi

Son asama, hiicrelerin ¢evresindeki ortamdan ayrilmasiyla karakterize
edilmektedir (Denkhaus vd., 2007). Hiicreler bu asamada planktonik formlarma geri
donmektedir.  Ayrilan  planktonik  hiicreler yeni  biyofilm  topluluklarim
olusturabilmektedir. Bu siire¢ bir dengeye oturunca ise siireklilesmektedir (Henke ve
Bassler, 2004).

2.6. Sinyal Molekiiliiyle fletisim (Quorum Sensing) (QS)

Biyofilm, plazmidlerin ve farkli g¢evresel streslerin {istesinden gelmelerini
saglayan serbest DNA aligverisini kolaylastirmak icin hiicrelerin birbirine yakin
yasamalarini saglama 6zelligine sahiptir (Srivastava vd., 2017). Biyofilmdeki bakteriler,
metabolizmalarini ve diger karmasik islemleri koordine etmelerine yardime1 olan QS
olarak bilinen kimyasal iletisimi kullanmaktadir (Sifri, 2008).

QS, bakterilerin hiicre-hiicre iletisimi, transkripsiyonel diizenlemeyi tetiklemek
igin iletisimi ve davranis koordinasyonu i¢in en dnemli mekanizmalardan biri olarak
bilinmektedir (Camara, 2007). QS, hiicre populasyonunun yogunlugundaki

degisikliklere cevap olarak gen ifadesinin diizenlemektedir.



QS, tretilen kimyasal sinyallerin konsantrasyonuna ve bakteri iiremesine baglidir
(Winzer, Hardie ve Williams, 2002). Bakteriyel iletisim (QS), kimyasal sinyaller ile
kontrol edilen, bakteriyel yapigsmanin, biyofilm birikiminin ve bakteriyel dagilmanin
mekanizmasinda, yani kisaca biyofilm gelisim siirecinde ¢ok Onemli bir rol
oynamaktadir (Rutherford ve Bassler, 2012).

QS, bakteri topluluklarinin davranigsal aktivitelerinin yan1 sira metabolik olaylari
optimize etme Ozelligine sahiptir. Bakterilerde, viriilans faktor ifadesi, dinlenme fazinin
baslangici, biyoliiminesans, antibiyotik iretimi gibi bir¢ok islem QS ile
diizenlenmektedir. Gram (+) pozitif veya Gram (-) negatif bakteri olmasi durumunda
QS mekanizma siireci farkli iglemektedir (Mukherjee vd., 2017).

Ayni tlire veya farkl tiire ait bakteriler arasindaki iletisim, bakteri tarafindan
sentezlenen ve salgilanan farkli kimyasal sinyaller araciligiyla gerceklesmektedir. Bu
sinyaller ya hiicre yogunlugu ile ilgili degismekte (oto indiiktorler) ya da biiylimenin
farkli asamalarinda bakteri tarafindan gergeklesebilmektedir. Bu sinyaller, bakterilerin,
bir rekabet avantaji elde etmelerine ve ayni zamanda onlarin ¢evresel degisikliklere
yanit verecek olan gen ifadelerini kontrol etmelerine izin vermektedir. Bu sinyallerin
ozellikleri ve onlarin ortaya ¢ikardigi tepki, yiizlerce bakteri tiliriiniin bir arada oldugu
dogal ortamlarda, bakteri canlilig1 ve ¢cogalmasini saglamada ¢ok onemlidir. Birincisi,
tir i¢i iletisim ve QS’nin altinda yatan bir sinyal ile o sinyalin alicis1 arasindaki
etkilesim, ¢ok spesifiktir. Ikincisi, aym bakteri tarafindan birden fazla sinyal
sentezlendiginde, farkli sinyallerin olusturdugu devreler koordineli bir sekilde
diizenlenerek toplam tepkinin en iist diizeye ¢ikarilmasimi saglamaktadir. Ugiinciisii,
farkli bakteri tiirleri (tiirler arasi iletisim) ve Okaryotik hiicreler tarafindan sentezlenen
evrensel iletisim sinyalleri, enfeksiyon ve hastaliklarda da 6nemli bir yere sahip olan
biyofilm topluluklarmnin bir parcasidir (Jayaraman ve Wood, 2008).

Bakterilerdeki iletisim mekanizmalari, tiir igi ve tiirler aras1 olmak tizere iki gruba

ayrilmaktadir (Sekil 2.1.) (Karaboz ve Sukatar, 2004).
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Sekil 2.1. Bakterilerdeki iletisim mekanizmalari

Bir¢ok Gram (-) bakteri, sinyal bilesigi olarak N-agil homoserin laktonlart (AHL)
kullanmaktadir. Sinyal molekiilii, Lux I tipi sentaz tarafindan sentezlenmektedir ve
hedef genlerin ifadesini diizenlemek icin bir konjuge Lux R tipi transkripsiyonel
aktivator proteinine baglanmaktadir (Hentzer vd., 2002). Gram (+) bakterilerde ise AHL
molekiilleri bulunmamakta onun yerine otoindiikleyici peptitler (AIP) bulunmaktadir
(Hentzer vd., 2002). Bakterilerde meydana gelen tiirler arasi iletisimden sorumlu
otoindiikleyici molekiil AI-2’dir. AI-2 iiretiminden sorumlu olan gen ise Lux S’dir
(Federle ve Bassler, 2003).

Bakterilerde tiir i¢i ve tiirler arasi iletisime engel olan dogal ve sentetik
inihibitorleri gelistirmek, bakteriyel hastaliklar i¢in yeni tedavi sekilleri ortaya
cikarabilir (Federle ve Bassler, 2003). Kirmiz1 bir deniz algi olan Delisea pulchra’dan
izole edilen halojenlenmis furanonlar, Gram (-) bakterilerde QS’i engelledigi bilinen ve
inaktif hale getiren bir molekiildiir. Ayrica, vanilin, katesin, kumarik asit ve sarimsak
oziti gibi cesitli dogal bilesiklerin, QS i¢in dogal bir inhibitor olarak etki gosterdigi
bilinmektedir (Xu vd, 2003; Bauer ve Robinson, 2002).

Dogal bilesiklerin QS ile iletisiminin temsili gorseli Gorsel 2.3.’de verilmistir.
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Gorsel 2.3. OS iletisiminin temsili gorseli, Bakterinin mikroskop goriintiisti (A), bakteri
topluluguna dogal bilesik verilmesinin temsili gorseli (B), bakteri toplulugundaki,
OS iletisiminin temsili gorseli (C), dogal bilesigin etkisiyle QS iletisimlerinin
bakteri topluluguna etkisinin temsili gorseli (D).

2.7. Biyofilm Olusturan Bakteriler

Hem gram pozitif hem de gram negatif bakteriler biyofilm olusturma yetenegine
sahiptirler. Bu bakterilere 6rnek olarak; Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus viridans, Escherichia coli, Klebsiella

pneumoniae, Proteus mirabilis ve Pseudomonas aeruginosa verilebilir (Donlan, 2001).

2.7.1. Escherichia coli

Enterobacteriaceae familyasinda bulunan E. coli, Gram (-), spor olusturmayan,
fakiiltatif anaerob, kokobasil seklinde bakterilerdir (Huang vd., 2016). E. coli 7- 45 °C
sicakliklar arasinda iireyebilmektedir (Erol, 2007). E. coli normal bagirsak florasinin
baskin aerobik tiiriidiir ve ayni1 zamanda pek c¢ok bakteriyel enfeksiyon olusturan
bakteriler arasindadir (Darfeuille Michaud vd., 1998). E.coli, bagirsaklarda iireyen
enterik bakteriler grubunda yer almaktadir. E. coli, insanlar i¢in 6nemli bir firsatci
patojendir. En fazla calisilan model organizma olan E. coli, bakteri biyolojisinin

anlagilmas1 amaciyla bir¢cok calisma da kullanilmaktadir (Ustagelebi 1999).

2.7.2. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa, Psecudomonadaceae ailesi i¢inde, Gram (-) basiller olup, spor
olusturmayan en firsat¢1 patojen tlriidiir. Saglikli bireylerde kolonize olarak

yagsamaktadir (Bilgehan, 2000; Erdem, 1999).
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2.7.3. Staphylococcus aureus

Microcococcaceae ailesinden olan iiziim salkimi seklinde kiimeler yapan kiiresel
Gram (+) koklardir. S. aureus bakterisi spor olusturmayan, fakiltatif anaerobdur
(Bayhiin, 2008). Cogu izolatlar1 10-45 °C sicakliklari arasinda yasayabilmektedir.
Optimum gelisme sicakligi ise 30-37 °C arasindadir (Erk vd., 1994).

2.7.4. Enterococcus faecalis

Enterococcus cinsinin iiyeleri, Gram (+), fakiiltatif, anaerob koklardir. insanlarin
gastrointestinal sisteminin dogal florasinda bulunan E. faecalis ve E. faecium en énemli
iki tiiriidiir (Karakas, 2005). Bu bakterilerin bazilarinin mikroskop goriintiileri Gorsel

2.4.’de verilmistir.

Stophylococcus  oureus (ATCC 29213)

Pseudomonas Geruginosa (ATCC
27853) Enterococcus faecalis (ATCC 51283)

Gorsel 2.4. Bazi Gr (t) ve Gr (<) bakterilerin mikroskop goriintiileri

2.8. Biyofilm Direngliligi

Biyofilme niifuz eden besinlerin, metabolitlerin, oksijenin, pH’in, redoks
potansiyelinin veya antibiyotiklerin degisimleri, bakterilerde c¢evresel bir stres
olusturmakta ve indiiklenebilir direng mekanizmalarinin, artan degiskenlik oraninin ve
bakteriyel adaptatif fenotip degisikliklerinin ifadesi ile sonuglanmaktadir. Bu
degisimler, bakterilerde metabolik baskiya neden olmaktadir (Hoiby vd., 2010;
Maisonneuve ve Gerdes, 2014).

Planktonik bakteriler bircok antimikrobiyal maddeye karsi direngliyken,
biyofilmde bu direng oldukga arttmaktadir. Yapilan ¢aligsmalar, karigik tiirlerden olusan

biyofilmlerin tek tiirden olugan biyofilmlere gore daha direngli oldugunu gostermektedir
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(Lee vd., 2013). Kalic1 medikal cihazlar, kontakt lensler gibi canli doku igeren ¢esitli
yiizeylerde de biyofilm olusabilmektedir (Kokare vd., 2009). Bu yiiksek direncin,
antimikrobiyal ajanin baglanmasini, inhibitorlerin etkisinin azalmasini, nétiirlestirici
enzimlerin lokalizasyonunu ve yiizey biiyiimesi nedeniyle direngli bir fenotip ifadesini
kapsayan, bir¢ok faktoriin birlestirilmis etkisi ile indiiklendigine inanilmaktadir
(Costerton vd., 1987). Biyofilmdeki, birgok ilaca karsi direngli patojenik bakteriler,
kliniksel olarak ¢evrede bir tehdit olusturmaktadirlar. Sonug¢ olarak, biyofilm
olusumunu 6nlemek ve biyofilmdeki bakterilerin canlihigina etki eden antimikrobiyal
ajanlar1 bulmak i¢in ¢esitli ¢aligmalar, yiriitilmektedir. Bir¢ok calismada bitkilerden
elde edilen dogal bilesiklerin, mikrobiyal biyofilm olusumunu etkiledigi gosterilmistir
(Rasooli vd., 2008; Koo vd., 2010; Song vd., 2007; Palombo, 2011; Shayegh ve
Rasooli, 2008). Biyofilm, antibiyotik ve dezenfektanlara karsi artan bir direng
gostermektedir. Bazi antibiyotiklerin biyofilmdeki bakterilere etkin tedavi edici
konsantrasyonu, planktonik bakterilere gore 100 ila 1000 kat daha yiiksek
olabilmektedir (Hoiby vd., 2011).

2.9. Bagirsak Mikrobiyotasi

Gastrointestinal sistemin mikroflorasi biiyiik 6lgiide hem aerob hem de anaerob

mikroorganizmalardan olusan karisik bir ekosistemdir (Gorsel 2.5.) (Gary, 1982).

Gorsel 2.5. Bagwrsak mikrobiyotas: (http-3)

Insan bagirsaginin mikroplarla kolonizasyonu dogum aninda hemen baslar
(Redondo-Lopez, Cook ve Sobel, 1990) ve olusumu, ¢ocukluktan eriskinlige ulasana
kadar degismektedir (Vieira, Teixeira ve Martins, 2012). Konak ve bagirsak
mikrobiyotas1 arasindaki iligki simbiyotiktir. Kommensal bagirsak mikrobiyotasi,
enfeksiyonlara karsi direng arttirmaya, konake1 bagisiklik sisteminin farklilagmasina,

vitaminler, kisa zincirli yag asitleri ve diger diisiik molekiil agirlikli molekiiller gibi bazi
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besin maddelerinin sentezine katki saglamaktadir (Ubeda ve Pamer, 2012; Fija, 2014).
Insan bagirsak mikrobiyotasi, konakcida Ki genetik 6zellikler ve gevresel etkilerin bir
sonucu olarak saglikli bireyler arasinda onemli bir sekilde degisiklik gostermektedir

(Abreu ve Peek, 2014).

2.10. Biyofilm-Bagirsak Mikrobiyota liskisi

Biyofilm enfeksiyonlar1 kavramimin tiptaki 6nemi 40 yil kadar Oncesine
dayanmaktadir. Biyofilm teriminin tip alanina girmesi 1985 yilinda Costerton tarafindan
olmustur ve 1985°1i yillarda, biyofilm enfeksiyonlarinin tipta yaygin oldugu ve bunlarin
Ooneminin genel olarak kabul edildigi anlagilmistir. (Hoiby, 2014).

Mikrobiyotadaki degisiklikler ve insan hastaliklar1 arasindaki iliskiler, bagirsak
mikrobiyal sinyallerinin etkilesimini etkileyerek bagisiklik yanitlarin sekillenmesinde
onemli rol oynamaktadir. Bu sinyaller dogal bagisiklik hiicreleri tarafindan taninmakta
ve hiicrelerin hem bdlgesel hem de sistemik bagisiklik yanitin1 diizenleyerek
etkilemektedir (Abt ve Artis, 2009). Bagirsak mikrobiyotasi homojen degildir ve bakteri
hiicrelerinin sayist her bolgede degismektedir. Bakteri sayilar1 ve cesitliligi biiyiik bir
sekilde mideden kalin bagirsaga dogru gidildik¢e artmaktadir (Sekirov vd., 2010),
(Sekil 2.6.). Insan midesi ve bagirsagi aerobik ve anaerobik mikroorganizmalarin
olduk¢a karisik bir ekosisteminden olusmaktadir. Mide mikroflorasi aerobik
bakterilerce diisiik sayida iken bagirsagin biiyiik bir kisminda dogal olarak anaerobik
bakterilerin yiiksek miktarlari seyreder (Rubinstein, 1990).

MIDE ONiKi PARMAK BARSAGI JEJUNUM ILEUM KOLON
10! 10° 104 107 1012

hiicre/ gr hiicre/ gr hiicre/ gr hiicre/ gr hiicre/ gr

Sekil 2.2. Bagirsak mikrobityotasindaki bakteri sayilarinin, organ ¢esitliligine gore artmasini

gosteren sematik sekli (Sekirov vd., 2010)

Modern mikrobiyoloji, ¢esitli kronik enfeksiyonlarin patogenezinde ve
tedavisinde mikrobiyal biyofilmlerin roliine dair anlayisimizi degistirmektedir

(Costerton vd., 1999). Patojenler, bagirsak mikrobiyotasinin baglanma alanlarinin isgal
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edilmesine bagl olarak besin kaynaklarinin tiiketimi ve antimikrobiyal maddelerin
tiretimi gibi bir takim siireglere etki ederek konakgisina fiziksel bir engel saglamaktadir.
Ayni zamanda bagirsak mikrobiyotasi, ¢esitli antimikrobiyal bilesikler {iretmesi igin
konakg¢1y1 uyarmaktadir (Sekirov vd., 2010).

Bagirsak mikrobiyotasinin {yeleri arasindaki sinyal, bagirsak ekosisteminde
dengenin kurulmasinda ve korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Samuel ve Gordon,
2006).

Insanlarda bagirsak ekosisteminin mikrofloras1 genellikle fakiiltatif anaerob
(oksijenli ve oksijensiz ortamda yasayan) ve zorunlu anaeroblardan (oksijenli ortamda
yasayamayan, oksijensiz ortamda Yyasayan) olusmaktadir. Bu  bakteriler,
Bifidobacterium,  Clostridium,  Eubacterium,  Fusobacterium,  Peptococcus,
Peptostreptococcus ve Bacteroides tiirlerinin i¢inde bulundugu anaerobik bakterilerdir.
Ayn1 zamanda Lactobacilli, Microcococcaceae ve Enterobacteriaceae ailesinin bazi
tirlerinin  bulundugu fakiiltatif aerobik bakteriler (aslinda anaerob olup oksijen
varhiginda gelisebilen) de bulunmaktadir (Simon ve Gorbach, 1984).

Kronik iltihaplanma enfeksiyonlarin1 kapsayan birgok hastalikta, bakterilerin
onemli bir rol oynadig: bilinmektedir (Raut, Pasini ve Daunert, 2013). Inflamasyona
bagl bagirsak hastaliklar: (IBH, inflamatuar Bagirsak Hastaligi), kolonun mukozal ve
mukus zarmm altindaki kismini kapsayan ve idiyopatik (nedeni bilinmeyen) bir
inflamatuar hastaliktir. insanlarda ortaya ¢ikan IBH'lerin en énemli iki tanesi Crohn
hastalig1 (ag1zdan aniise kadar herhangi bir yerde meydana gelen kronik bir hastalik) ve
tilseratif kolittir (kolonun tekrarlayan inflamatuar diizensizligi) (Hartmann vd., 2000;
Klein, Stein ve Dressman, 2005). IBH sirasinda biyofilm olusumunda rol oynayan

mikroorganizmalar, Cizelge 2.1.’deki gibidir.
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Cizelge 2.1. Inflamasyona bagh bagirsak hastaligi (IBH) sirasinda bivofilm olusumunda rol oynayan

mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar

Referanslar

Helicobacter pylori

Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus aureus
Escherichia coli
Candida albicans
Shigella spps.
Enterobacteriaceae

Campylobacter concisus
Vibrio cholerae
Saccharomyces cerevisiae

Listeria monocytogenes

Cammarota vd., 2010; Carron vd., 2006;
Cellini vd., 2008
Leibovitz vd., 2003
Segal vd., 2006
Darfeuille Michaud vd., 1998
Dautle, Wilkinson ve Gauder 2003
Onderdonk, Cisneros ve Bronson, 1983
Le Moal, Fayol-Messaoudi ve Servin,
2013
Zhang vd., 2014
Zhang vd., 2014
Jansen vd., 2016
Ammendolia vd., 2014

Bazi arastirmalar, akut inflamasyondan IBH ve hatta kolorektal kansere (KRC)
donligiimiin ayn1 zamanda anormal molekiilerin iletisimine neden olan degismis
bakterilerin metabolitlerinin bir sonucu oldugunu gostermektedirler. Cogu besinsel
fenolikler, emiliminden o6nce bagirsak mikrobiyotasi tarafindan metabolitlere
dontistiiriilmektedir. Bu mikrobiyal doniisiim, besinsel bilesiklerinin  biyolojik
aktivitesini belirlemek i¢in kritik olabilmekte, ¢linkii daha aktif veya inaktif metabolitler
verebilmektedir (Abreu ve Peek, 2014).

2.11. IBH Patogenezine iliskin Bagisikhk Yanit1 ve Sitokinler

IBH hastaliklarinda dokuya zarar veren bagisiklik yanitlari, yerlesik bakteriyel
floranin tyelerine kars1 dogrudan ilgilidir (Dubos, 1966). Adaptif bagisiklik sisteminin
IBH patogenezinde birincil rol oynadigina inanilmaktadir. Ozellikle, genis bir arastirma
alam, bu hastalig1 tesvik edebilen patojenik CD4" T lenfositlerin tanimlanmasina ve
karakterizasyonuna odaklanmaktadir. Bu hiicreler IBH'li hastalarda kronik bagirsak
inflamasyon gelisimini karakterize eden bagirsak mukozasinda, T hiicrelerinin
birikimini tesvik etmektedir (Cominelli, 2004). Yani, CD4" T hiicreleri, yardimc1 T
lenfositleri olup, B lenfositlerini antikor sentezlemek i¢in uyarmaktadir. Bazi bakteriyel

toksinlerin, cok sayida CD4" T lenfositlerini uyardiklari bilinmektedir (Abul, 1991).
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Gram (-) bakterilerde lipopolisakkarit (LPS) ad1 verilen endotoksinler, bakterinin
hiicre duvart bilesenleridir. Endotoksinler, doku hasar1 gibi fizyopatolojik etkilere neden
olmaktadir (Anspach, 2001; Ogikubo vd., 2004). Ayrica interlokinler gibi biiyliimeyi
tesvik edici faktorlerin sentezini ve salgilanmasini uyarmak i¢in de kullanilmaktadir
(Oppenheim, vd., 1986). Makrofajlarin, LPS molekiiliiniin Lipid A bdliimii tarafindan
indiiklenen aktivasyonu, TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 ve IL-10 gibi sitokinlerin iiretilmesine
neden olmaktadir (Galanos ve Freudenberg, 1993).

Sitokinler, bagisiklik sistemine katilan hiicrelerin azalmasin1 ve artmasini
saglayan T ve B lenfositler, makrofajlar, monositler ve diger bazi hiicrelerce salinan
hormona benzeyen molekiillerdir. Cesitli hiicrelerin yiizey reseptorlerine baglanma
ozellikleri vardir. Bakteriyel enfeksiyonlardan dolayr kanda da bulunabilmektedir.
Sitokinler, hem belli bir fonksiyonun aktivasyonunu hem de baskilanmasini
etkileyebilmektedir. Bu fonksiyon, bagisiklik yanitinda ve doku hasarinda hiicreler arasi
iletisimi saglamaktadir. Baglica sitokinler; interlokinler (IL), interferonlar ve diger
sitokinlerdir. Bunlar arasinda IL-1; monosit, makrofaj hiicrelerden salgilandig1 gibi tiim
¢ekirdekli hiicrelerden salinabilmektedir. B lenfositlerinin ¢ogalip farklilagmasini ve
antikor olusumunu saglamaktadir. T lenfosit fonksiyonlarini uyarmaktadir. Endojen
pirojen olup inflamasyon olusumunda en onemli aragtir. IL-6; T ve B lenfositleri
monosit ve epitel hiicrelerince salgilanmaktadir. Aktive olmus B lenfositlerini plazma
hiicrelerine ¢evirmektedir. IL-8; T lenfositleri ve notrofil infiltrasyonunu (kemotaksis)
saglamaktadir. Bu infiltrasyonun etkisi, sitokinlerin etkisi ile olusmaktadir. Yangida,
hasarli doku IL-8, salgilamakta; makrofajlar IL-1, IL-6 ve TNF-a salgilamakta ve 6dem
olusturmaktadir. IL-10; T lenfositi mast hiicresi ve makrofajlardan salinmaktadir. Farkli
hiicrelerdeki sitokin sentezini Onlemekte ve mast hiicrelerinin ¢ogalmasin
saglamaktadir. TNF-a (tiimor nekroz faktorii; aktive makrofaj, T ve B lenfositleri,
fibroblast ve bazi1 hiicrelerce olusturulmaktadir (Tunali, 2015).

IBH patogenezinde rol oynayan birkag sitokin ve molekiil tanimlanmaktadir.
TNF-a en &nemli sitokinlerden biridir. TNF-o’nin IBH’de inflamatuar rolii ile ilgili
olarak, inhibisyonu, terapdtik bir yaklasim olarak kabul edilmektedir (Rahimi, Nikfar ve
Abdollahi, 2007 a, b). Ayrica, IBH patogenzindeki antiinflamatuvar (IL-10) ve
proinflamatuar (IL-18, IL-6 ve TNF-a) sitokinler arasindaki dengesizliklerin,
inflamasyonunu degistirmede merkezi bir rol oynadig: diisiiniilmektedir (Ardizzone ve
Porro, 2005; Slebioda ve Kmiec, 2014).
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2.12. Dogal Bilesikler
2.12.1. Polifenoller

Polifenoller, beslenmeyle bol miktarda alinan, mikro besin maddeleridir ve
meyvelerin, sebzelerin, kuru baklagillerin, ¢ay, kahve veya sarap gibi i¢ceceklerin yaygin
bilesenleridir. Polifenol yapisina sahip c¢esitli molekiiller yenilebilir bitkilerde
bulunmaktadir ve bu molekiiller fenol halkalarinin (Sekil 2.3.) sayisinin fonksiyonuna
bagh olarak smiflandirilmaktadir; flavonoidler, lignanlar, stilbenler ve fenolik asitler
gibi. (Manach vd., 2004). Bu siniflandirmaya ait érnekler ve gruplandirilmalar Cizelge
2.2.de verilmistir (D’ Archivio vd., 2007).

OH

Sekil 2.3. Fenol yapist

Polifenoller antioksidan, antiinflamatuar ve antikanserojenik gibi aktivitelere
sahip oldugu igin etkileri, insan sagligi acisindan olduk¢a Onemlidir. Boylece
polifenoller, birincil kimyasal koruyucu ajanlar olarak tercih edilmektedir (Kang vd.,
2011). Bitki polifenolleri, bitkilerin biyolojik olarak aktif ikincil metabolitlerinin biiyiik
bir smifin1 temsil etmektedir (Pereira vd., 2009). Bitki fenolikleri {iizerindeki
antibiyofilm aktivite arastirmalari, bakteriler iizerindeki yikici aktivitelerinin olmasinin
yant sira, bir bakterinin lireme etkisi olmaksizin, QS ve diizenleyici sistemler gibi
bakteriyel diizenleyici mekanizmalarini etkileyerek biyofilm baskisina neden olan daha

hafif aktiviteleri de ortaya ¢ikarmaktadir (Silva vd., 2016).
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Cizelge 2.2. Polifenol siniflandirilmasi

Polifenoller

Flavonoidler Lignanlar/Fenolik alkoller Stilbenler Fenolik Asitler
1. Flavonoller -Tirosol/Cam  recine  alkolii -Resveratrol 1. Hidroksi benzoik

- Kuersetin (fenolik alkal), -Pikeatannol asit
2. Flavonlar -Steganasin (lignan) -Gallik asit

- Apigenin 2. Hidroksi sinamik
3. Flavanonlar asit

- Naringenin -Klorajenik asit

4. Izoflavonlar
- Genistein

5. Flavanoller
- Katesin

6. Antosiyaninler
- Siyanidin

7. Kalkonlar

- Kurkumin

2.12.1.1. Flavonoidler
En biiyiik polifenol grubunu igeren flavonoidler Sekil 2.4.’de goriildiigii gibi iki
benzen halkasinin, oksijen igeren bir piren halkasina

baglanmasiyla olugsmaktadir (Manach vd., 2004).

%)

Sekil 2.4. Flavonoid yapisi

Flavonoid gruplarindan olusan flavonoller, elma, {iziim, siyah-yesil ¢ay, sogan,
brokoli ve pirasa gibi bitkilerde; flavonlar, maydonoz, aci kirmizi biber ve kerevizde;
flavanonlar, portakal, limon ve greyfurt suyunda; izoflavonlar, soya igerikli

baklagillerde; flavanoller, yesil cay, kayisi, iiziim, seftali, elma, Kiraz ve g¢ikolatada,
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antosiyaninler ise siyah kus {liziimii, siyah {iziim, yaban mersini, kiraz, cilek ve
bogiirtlen gibi meyvelerde bol miktarda bulunmaktadir. (Manach vd., 2013; Macheix,
Fleuriet ve Billot, 1990).

Kalkonlar, polifenollerin flavonoid smifina ait ve 6nemli biyolojik aktiviteler
gosteren organik bir bilesiktir. Genel olarak, kalkon veya kalkonoidler olarak bilinen
onemli biyolojiklerin, ¢esitliligi icin, merkezi bolgeyi olusturan aromatik bir keton ve
bir ketona birlesen alkenden olusan organik bir bilesiktir. Bu grubun dogal bilesikleri
arasinda kurkumin yer almaktadir (E. Aks6z ve Ertan, 2011; http-4).

2.12.1.1.1. Kurkumin

Kurkumin, zerdecal koklerinde bulunan sari renkli temel polifenolik bir
pigmenttir (Curcuma longa L., Familya: Zingeberacea) (Karewicz vd., 2011).
Kurkumin, Cy1H2006 kapali formiiliine sahip, 368,38 g/mol molekiiler agirligina sahip,
Sekil 2.5.’de goriildigii gibi fenolik —OH grubu igeren polifenolik bir antioksidan
bilesiktir (Aggarwal vd., 2007).

Sekil 2.5. Kurkuminin kimyasal yapisi

Hindistan’da zerdegal, cilt bakim1 i¢in kozmetik bir ajan ve Ayurveda tibbinda
(eski hindu hekimlik ve uzun yagsam sanati) yaygin bir tiir olarak kullanilmaktadir.
Kurkumin (dogal ilag), antioksidan, analjezik, antiinflamatuar ve antiseptik aktiviteleri
iceren tedavi edici Ozelliklerin gesitliligine sahip oldugundan ve toksik olmadigindan
dolay1, Ayurveda tibbinda ylizyillardir kapsamli olarak kullanilmaktadir (Zhou, Beevers
ve Huang, 2011). Son yillarda, dogal bilesik kurkuminin, ¢oklu farmakolojik etkileri
dikkat cekmektedir (Shen, 2012). Aynm1 zamanda kurkuminin antibakteriyel, yara
lyilestirici, karaciger koruyucu gibi aktivite gosterdigi bilinmektedir (Setthacheewakul,
2010).
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2.12.1.2. Lignanlar

Lignanlar, miktar a¢isindan hububatlar, tahillar, meyveler ve baz1 sebzelere gore,
keten tohumu gibi yagl bitkilerde bol miktarda bulunmaktadir. (Adlercreutz ve Mazur,
1997).

2.12.1.3. Stilbenler

2.12.1.3.1. Resveratrol

Resveratrol (3,5,4'-trihidroksitransstilben), Ci4H1203; kapali formiiliine sahip,
228,25 g/mol molekiil agirligina sahip bir polifenolik bilesiktir (Sekil 2.6). Kirmizi
sarap, uzilim, fistik, kiraz ve dut gibi meyveleri iceren bircok icecek ve gida
maddelerinde bulunan cogunlukla bitki kaynakli bir antimikrobiyal maddedir. Bu
bilesigin antimikrobiyal etkileriyle birlikte antioksidan 6zelliklerinin oldugu ve ayni
zamanda bu bilesigin bazi kanser ve kalple ilgili hastalik ve rahatsizliklarin 6nlenmesi
icin yararli oldugu disiinilmektedir (Jang vd., 1997; Baur ve Sinclair 2006; Sadruddin
ve Arora 2009).

Ho\

OH

Sekil 2.6. Resveratrol kimyasal yapisi

Resveratrol, bagisikligi giiglendirebilmekte ve bagisiklik hiicrelerindeki serbest
radikalleri temizleyebilmektedir. Boylece, hiicre koruyucu etkisi goz oniine alindiginda,
resveratroliin elde ettigi hiicresel cevaplar, bu konu lizerinde daha yogun arastirmalara
neden olmustur (Alagawany vd., 2015). Resveratrol, karaciger, akciger ve bagirsaklarda
metabolize edilebilmekte ve bagirsaklardan hizlica emilebilmektedir (Alagawany vd.,
2015).

2.12.1.4. Fenolik asitler
Uziim gibi meyvelerdeki fenolik bilesiklerin igerigi, bitki tiiriine, toprak ¢esidine
cevresel i¢ ve dis faktorlere ve hasat zamanlarina gore farklilik gostermektedir.

(Castrejon vd., 2008). Fenolik bilesikler, bitkiler tarafindan {iretilen sekonder
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metabolitlerdir. Bu bilesikler, bitkiyi kuraklik, UV, patojenler ve hastaliklardan
korumaktadir. (Dietrich vd., 2004; Szajdek ve Borowska, 2008).

Fenolik asitler, bitkilerde bol miktarda bulunmakta ve yapilarinda bir veya
daha fazla hidroksil (-OH) yapili aromatik halka bulunduran bilesiklerdir (Ekbul, 2004).
Bitki fenoliklerin antimikrobiyal bir aktivite gosterdigi ve bitkileri fitopatojenik
bakterilerden korudugu bilinmektedir. Antiinflamatuar, antimikrobiyal ve antitimoral
ilaglar olarak kullanilmaktadir. Bitki fenollerinin tibbi o&zellikleri biiyiik oranda
antioksidan aktiviteleri ile ilgilidir (Croft, 1998).

Fenolik asitler iki gruba ayrilmaktadir; benzoik asit tiirevleri ve sinnamik asit
tirevleridir. Fenolik asitlere hidroksi benzoik asit tiirevleri olarak gallik asit, hidroksi
sinnamik asit tiirevleri olarak klorajenik asit, kafeik asit, kafeik asit fenetil ester 6rnek
olarak verilebilmektedir (D’ Archivio vd., 2007; Kang vd., 2011).

2.12.1.4.1. Gallik asit

Gallik asit (3,4,5-trihidroksibenzoik asit), Sekil 2.7.°deki gibi C;HgOs kapali
formiilene sahip, 170,12 g/mol molekiil agirligina sahip polifenolik bir antioksidan
bilesiktir.

OH

Sekil 2.7. Gallik asit kimyasal yapist

Galik asit (GA), protokatesik asit ve p-hidroksibenzoik asitten olusan
hidroksibenzoik asitler, hidrolize edilebilen tanenler (mangolardaki gallotanenler ve
kirmizi meyvelerdeki ¢ilek, ahududu ve bogiirtlen gibi ellajitanenler) gibi karmasik
yapilarin bilesenleridir. Farkli yapilan calismalara gére GA, giil, nar, sumak, yesil cay,
sebze ve bitkisel lirlinlerde dogal olarak bulunan dogal antitimdr 6zellik gosteren bir
bilesiktir (Chang ve Kibel, 2008); GA, mide, kolon, gogiis, serviks ve ozafagus
kanserini (Pal vd., 2010) ve diger tiirleri kapsayan antikanser hiicreleri gibi biyolojik

aktiviteler alaninda, yiliksek etkinligi olan dogal ve enzim olmayan bir antioksidandir.
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Gallik asit, biyolojik ve kimyasal 0&zellikleriyle birlikte kuvvetli, dogal bir
antioksidandir. Antioksidanlar, metabolizma sonucu olusan viicuda zararli serbest
radikalleri zararsiz hale getirmektedir (Polewski, Kniat ve Slawinska, 2002). GA ise ¢ok
iyi bir serbest radikal tutucudur (Isuzugawa, Inoue ve Ogihara, 2001). GA, antioksidan
ozelliginden dolay1 gida, kozmetik ve farmasotik alanlarinda da kullanilmaktadir (Zhao,
Khan ve Fronczek, 2011).

Tanenler, bitki polifenollerin en biiyilk gruplarindan birini temsil etmektedir.
Tanenler yogunlasmis tanenler (proantosiyanidinler veya katesinler) ve hidroliz olabilen
tanenler (gallik asit ve ellajik asit tlirevleri) olmak iizere alt gruplara ayrilmaktadir
(Nagy, Grancai ve Mucaji, 2011). Tanenler hem Gram (+) hem Gram (-) bakterilerde
antibakteriyel etkiye sahiptir (Taylor, Hamilton-Miller ve Stapleton, 2005).

Baz1 kimyasal ilaclar, ¢esitli hiicre 6liimii modellerine neden olmaktadir. Bazi
kimyasal ilaglarin nekrotik hiicre Oliimiine neden oldugu, digerlerinin ise apoptozu
tetikledigi bilinmektedir. Timor dokusunda apoptotik hiicre oOlimiini tetikleyen
ilaglarin tiimii kanser kemoterapisinde tercih edilmektedir (Chang ve Kibel, 2008).
Bununla birlikte GA, normal fibroblast veya endotel hiicrelerine karsi sitotoksisite

gostermemektedir. (Inoue vd., 2000).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Mikrobiyolojik Calismalar

3.1.1. Mikrobiyolojik ¢alismalarda kullamilanlar
3.1.1.1. Mikrobiyolojik ¢alismalarda kullanilan cihazlar

Otoklav (Hirayama, Hindistan), Hassas terazi (Sartorius, Almanya), Derin
dondurucu buzdolabi1 (Argelik, Tirkiye; Liebherr, Almanya), Laminar Flow Kabin
(Heraeus Hera Safe, Almanya), Mikrobiyolojik Inkiibatér FD53, WTC (Binder,
Hollanda), Binokiiler Isik Mikroskobu (Zeiss, Almanya), McFarland Densitometre DEN
1B (Biosan, Letonya), Vorteks, (TTS 2- Yellowline Jeiotech, Kore) Mikroplaka
Okuyucu (ELISA) (Biotek, Belgika), Bunzen Beki.

3.1.1.2. Mikrobiyolojik ¢calismalarda kullanilan sarf malzemeler

Coklu pipet (12 Kanall1) (Axygen, Axypet, ABD), 10, 100, 200 uL’lik mikropipet
ucu (Tarsons, Hindistan), 1000 pL’lik mikropipet ucu (Thermo Scientific, ABD), 10,
100, 1000 ve 5000 upL’lik Otomatik Pipetler (Nichipet EX, Japan; Genex Beta,
Ingiltere), 5 ve 10 mL’lik steril enjektdr (Ayset, Tiirkiye), Filtre (Sartorius stedim,
Almanya), Lamel (Isolab, Almanya), 6, 24 ve 96 kuyucuklu hiicre kiilttir plakas: (Nest,
China), Parafilm (Pechiney, Fransa), Petri (Isolab, Almanya), 5 ve 10 mL’lik cam tiip,
Oze.

3.1.1.3. Mikrobiyolojik ¢alismalarda Kullanilan kimyasal maddeler ve kullanilan
besiyerleri

Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Sigma-Aldrich, Almanya), Gallik asit (Acros
Organics), Resveratrol (Sigma-Aldrich, Almanya), Kurkumin (Sigma-Aldrich,
Almanya,), Kloramfenikol (Acros Organics), Resazurin (Alfa Aezar), Gram Boyama
Seti (Kristal viyole, Gram Iyodin, Etanol, Safranin) (Norateks Gram Boyama Seti),
Glikoz (Sigma), Sodyum Kloriir (Sigma), PBS (Phosphate Buffer Solution), %95
etanol, Biyofilm canlilik kiti: SYTO-9, Propidyum Iyodid (PI) (Thermo Fisher
Scientific, ABD).
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3.1.1.3.1. %0,25 Glikoz eklenmis TSB (Triptik Soy Broth)
30 g Triptik Soy Broth (TSB, Lab M) tartilip saf su ile 1 L’ye tamamlayip 2,5 g
Glikoz (Sigma, Ingiltere) eklenerek, otoklavda 1,5 atmosfer basing altinda 121 °C’de,

15 dakika siire ile steril edilmistir.

3.1.1.3.2. MHB (Mueller Hinton Broth) ve MHA (Mueller Hinton Agar)

21 g Muller-Hinton Broth (MHB, Lab M) tartilip saf su ile 1 L’ye tamamlanarak
otoklavda 1,5 atmosfer basing altinda 121 °C’de, 15 dakika siire ile steril edilmistir.
MHA (Mueller Hinton Agar) i¢in, besiyeri iceriginin %?2’si kadar Agar (Himedia),

eklenmistir.

3.1.1.3.3. Fizyolojik tuzlu su (SF)
Sodyum kloriir (NaCl) 9 g tartilip saf su ile 1 L’ye tamamlanip, otoklavda 1,5

atmosfer basing altinda 121 °C’de, 15 dakika siire ile steril edilmistir.

3.1.1.4. Standart bakteri suslart

Bu calismada 4 bakteri susu kullanilmistir. Bu bakteriler, Anadolu Universitesi,
Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari
koleksiyonundan temin edilmistir. Bu mikroorganizma Kkiiltiirleri Cizelge 3.1. ‘de

verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan bakteri ve suslart

Bakteri tiirleri ATCC Numaralan
Staphylococcus aureus ATCC 29213
Escherichia coli ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Enterococcus faecalis ATCC 51299
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3.1.2. Mikrobiyolojik calismalarda kullanilan yontemler
3.1.2.1. Gram boyama

Calismada kullanilan bakterilere oncelikle Gram Boyama yapilarak, bakterilerin
saflig1 kontrol edilmistir. Gr (+) bakteriler, kristal viyole ile mor, Gr (-) bakteriler
safranin ile pembe kirmizi rengini alir.

Stoktan alinip MHAya tek koloni ekim teknigi kullanilarak aktarilan bakteriler
bir gece 37 °C’de, inkiibatérde bekletildikten sonra olusan tek koloniler bir 6ze
yardimiyla alinip onceden bir damla su damlatilan lama siiriilmiistiir. Daha sonra
kurumasi beklenmis ve bakterileri fikse etmek i¢in Bunzen Beki araciligiyla 3 defa
alevden gecirilmistir. Boylece mikrobiyal hiicreler lama yapismis olur. Daha sonra
boyama setine yerlestirilerek boyama islemine gecilmistir; Oncelikle lamin iizerindeki
bakteri siiriintiisiinii kaplayacak sekilde Kristal viyole damlatilip 60 saniye (sn)
bekledikten sonra lam yikanip kurutulmustur. Daha sonra sirasiyla; Gram Iyodin
damlatilip yine 60 sn bekledikten sonra lam yikanip kurutulmustur. Boylece eger
bakteri Gr (+) ise bu asamadan sonra bakteri mor rengini almis olacaktir. Daha sonra
etanol damlatilip 15 sn kadar bekledikten sonra lam yikanip Kurutulmustur. Buradaki
ama¢ eger bakteri Gr (-) ise duvar yapilarindaki lipitten dolayr renklerini verip
renksizlesecektir. Gram (+)’lerde bulunan teikoik asit alkol ile dekolarizasyona direng
gosterir. Gram (-) bakterilerin hiicre duvarinda bol miktarda bulunan lipitler ise alkol
karsisinda ¢oziintirler ve bakteriler almig olduklart mor renkli boyay1 geri birakirlar. En
son agama olan Safranin damlatilarak 60 sn bekledikten sonra distile su ile yikanip
kurutularak Isik Mikroskobu’'nda da goriintiller 25x, 40x ve 100x objektifle
biiyiiltiilerek kolonilerin morfolojik yapilar1 incelenmistir. Daha sonra tekrar bu bakteri
izolatlarindan alinan tek kolonilerle MHA’ya ekim yapilmistir. Bir gece 37 °C
sicakliktaki inkiibasyonda bekletilmistir.

3.1.2.2. Kullanilan polifenol bilesiklerin ve kontrol antibiyotigin hazirlanmasi
Kloramfenikol, C;1H12CI2N20s molekiil formiiliine (Sekil 3.1.) ve 323,132 g/mol
molekiil agirligina sahip bakterilerin metabolizma iirlinli olrak elde edilen sentetik bir
antibiyotiktir. ~ Kloramfenikol  izolasyonunun  dogal kaynagi  Streptomyces
venezuelae’dir. Genelde protein sentezini inhibe ettiginden dolayr bakteriyostatik

olmasiin yaninda birka¢ mikroorganizmaya kars1 bakterisidaldir (Das ve Patra, 2017).
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Genis spektrumu ile hem aerobik hem anaerobik gram negatif ve pozitif bakterilere

etkilidir (Ayaz, 2008). Bu ¢alismada bu antibiyotik pozitif kontrol olarak kullanilmaistir.
OH OH

Cl

Sekil 3.1. Kloramfenikol molekiil yapisi

Toz halindeki polifenol bilesikler (kurkumin, gallik asit, resveratrol) ve
kloramfenikol 1 mL dimetilsiilfoksit (DMSO) iginde ¢oziilerek belirlenen
konsantrasyonlarda ana stogu hazirlanmistir. Bu stok soliisyondan, steril distile su

kullanilarak gesitli seyreltme islemleri yapilmis, madde konsantrasyonlar: ayarlanmaistir.

3.1.2.3. Mikrobroth Diliisyon Teknigi ile Minimum Inhibitor Konsantrasyonunun
(MIK) belirlenmesi

Minimum Inhibitsr Konsantrasyonu (MIK), aerobik bakteriler icin Klinik
Laboratuar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) standartlarina gore Sivi mikrodiliisyon
yontemi ile belirlenmistir (CLSI, 2006). Kurkumin, gallik asit, resveratrol ve
kloramfenikol igin 96 kuyucuklu “U” tipi mikroplakalarda bir seri diliisyon yapilmis ve
bu seri diliisyonlar belirlenen ilk konsantrasyona gore ayarlanmistir. Gram boyamasi
yapilan bakteri izolatlarindan alinan tek kolonilerden MHA’ya ekim yapilmistir. Bir
gece 37 °C sicakliktaki inkiibasyonda bekletilmis ve daha sonra bakteri izolatlari,
fizyojik tuzlu su igerisinde McFarland 0,5 standartina gore hazirlanarak mililitredeki
mikroorganizma sayis1 10%°e (10% CFU/mL) ayarlanmistir. Bakteri siispansiyonu 10 kat
seyreltilerek (1/10) bakteri yogunlugu 10" CFU/mL ‘ye ayarlanmustir. Daha sonra 10’
CFU/mL olan bakteri siispansiyonu, 96’lik plakada bulunan 100 pL polifenol bilesik
serilerinin ve antibiyotik serisinin {izerine 100 pL aktarilarak bakteri yogunlugu 2 kat
seyrelerek (1/2) 5x10° CFU/mL olmustur. Dolayisiyla polifenol ve antibiyotik
serilerinin konsantrasyonlar1 da 2 kat seyreldigi i¢in (1/2) yariya diismiistiir. Negatif
kontrol grubu olarak MHB besiyeri; pozitif kontrol grubu olarak da mikroorganizmali
besiyeri kullanilmistir. Ayrica, polifenol bilesikleri DMSO’da ¢6ziildiigii i¢in de %0,1
DMSO kontrol grubu olusturularak 4 tekrarli seklinde 96’lik plakalara aktarilmistir. 24
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saat 37 °C sicakliktaki inkiibasyon sonrasinda mikroplakalar, ayr1 olarak, hem resazurin
hem de SYTO-9/PI boyasiyla boyanmustir.

3.1.2.3.1. Resaziirin ile MIK belirlenmesi
Inkiibasyondan sonra kuyucuklara 20 pL resaziirin boyas: eklenmis, 4 saat daha
inkiibe edilmistir. 4 saat sonunda kuyucuklardaki tiremeyi inhibe eden en diisiik madde

konsantrasyonu, MIK, renk degisimlerine gore yorumlanmuistir.

3.1.2.3.2. SYTO-9/PI ile canli ve élii hiicre belirlenmesi

Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar bosaltiip PBS ile yikandiktan sonra 3 pL
SYTO-9 ve 3 puL PI boyasi, 1 mL steril distile suda ¢oziildiikten sonra i¢inde 100 pL
PBS bulunan plakalara 10 pL olarak dagitilmistir. 30 dk 25 °C’de karanliktaki

inkiibasyonundan sonra ependorflara alinarak akis sitometresinde analiz edilmistir.

3.1.2.4. Biyofilm olusturma

Biyofilm olusumu, modifiye edilmis mikropalaka yontemiyle belirlenmistir
(Stepanovic vd., 2007). Gram boyamasi yapilan bakteri izolatlar1 bir gece 37 °C
sicakliktaki inkiibasyonda bekletildikten sonra bakteri izolatlar1 %0,25 glikoz eklenmis
TSB (Triptik Soy Broth ) besiyeri igerisinde McFarland 0,5 standartina gore
hazirlanarak mililitredeki mikroorganizma sayisi 10%¢ (10° CFU/mL) ayarlanmistir. Bu
bakteri siispansiyonu 10 kat seyreltilerek (1/10) bakteri yogunlugu 10’ CFU/mL
olmustur. Son hazirlanan bakteri yogunlugundan mikroplakalara 200 pL dagitilmistir.
Negatif kontrol %0,25 glikoz eklenmis TSB besiyeri kullanilmigtir. 48 saat 37 °C
sicaklikta inkiibe edilmistir. Siire sonunda mikroplakalar, 200 pL steril fosfat tamponu
(PBS) 2-3 kez yikanmis ve ters gevrilerek kurutulmustur. Kuyucuklar iizerine
biyofilmin fiksasyonunu saglamak amaciyla 150 pL etanol ilave edilmistir. 20 dakika
sonunda bosaltilip ters ¢evrilerek oda sicakliginda kurutulmustur. Diger asamada ise her
kuyucuga 150 pL gelecek sekilde %0,1°lik kristal viyole c¢ozeltisi eklenmis ve 15
dakika bekletilerek olusan biyofilmin boyanmasi saglanmistir. Sonra musluk suyu ile
yikanmis ve kurutulmustur. En son asamada ise spektrofotometrede 6l¢iim yapmadan
30 dakika once kuyucuklara 150 pL %95’lik etanol eklenmistir. 570 nm’ de okunan
dansite degerlerine gore biyofilm olusumu giiclii, orta, zayif ve negatif olarak

degerlendirilmistir. Deneyler birbirinden bagimsiz 3 tekrar olarak ¢alisilmistir.
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3.1.2.5. Antibiyofilm aktivitesi
Antibiyofilm aktivitesi; minimum biyofilm eradikasyon konsantrasyonunun
(MBEK) belirlenmesi ve SYTO9/PI boyalar1 kullanilarak akis hiicremetrede

belirlenmek tizere iki sekilde yapilmstir.

3.1.2.5.1. Resaziirinle belirlenen MBEK aktivitesi

Polifenol bilesiklerin antibiyofilm aktivitesi, minimum biyofilm eradikasyon
konsantrasyonu (MBEK), 96 kuyucuklu mikroplakalarda mikrodiliisyon yontemiyle
CLSI standartlarina gore belirlenmistir (Stepanovic vd., 2007; CLSI, 2012). Biyofilm
olusturan mikroorganizmalar, bir gece 37 °C sicakliktaki inkiibasyonda bekletildikten
sonra serum fizyolojik su igerisinde McFarland 0,5 standartina gore hazirlanarak
mililitredeki mikroorganizma sayist 10®°¢ (108 CFU/mL) ayarlanmistir. Bakteri
stispansiyonlari, %0,25 glikoz eklenmis TSB besiyeri igerisinde 20 kat seyreltilerek
(1/20), bakteri yogunlugu 5x10° CFU/mL ayarlanmistir. Hazirlanan bakteri
stispansiyonu 200 pL gelecek sekilde mikroplakalara dagitilmistir. Negatif kontrol
olarak %0,25 glikoz eklenmis TSB kullanilmistir. 48 saat 37 °C sicaklikta inkiibe
edilmistir. Siire sonunda mikroplakalar, 200 pL steril fosfat tamponu (PBS) 2-3 kez
yikanmig ve ters c¢evrilerek kurutulmustur. Daha 6nceden hazirlanan kurkumin, gallik
asit, resveratrol ve kloramfenikoliin rezervuarlarda bir seri diliisyonu yapilmistir. Bu
seri dilisyonlar belirlenen ilk konsantrasyona gore ayarlanmistir. Daha sonra hem
madde kontrolii i¢in hem de polifenol bilesiklerin antibiyofilm aktivitesi igin
kuyucuklara 100 pL madde konsantrasyonlarindan ve 100 pL de besiyerlerinden
eklenip, mikroplakalar 24 saat 37 °C sicaklikta inkiibe edilmistir. Daha sonra 20 uL
resazurin boyasi eklenip 4 saat daha inkiibe edilmistir. 4 saat sonunda kuyucuklardaki
renk degisimlerine gore sonuglar yorumlanmistir. Ayni zamanda mikroplakalar,
ELISA’da 570 nm dalga boyunda okutulmustur.

3.1.2.5.2. SYTO-9/PI ile belirlenen antibiyofilm aktivitesi

Bu islem igin biyofilm canlilik kiti olan SYTO-9 ve PI boyasiyla boyanarak hiicre
canliliklart analiz edilmistir (Thermo Fisher Scientific, ABD). 96’lik plakada bulunan
100 pL polifenol bilesik serilerinin ve antibiyotik serisinin {izerine, bakteri yogunlugu

10" CFU/mL’ye ayarlanmus bakteri siispansiyonundan 100 pL aktarilarak bakteri
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yogunlugu 5x10% CFU/mL olarak ayarlanmustir. Daha sonra mikroplakalar 48 saat 37
°C sicaklikta inkiibe edilmistir. Siire sonunda mikroplakalar, 200 pL PBS ile 2-3 kez
yikandiktan sonra mikroplakalara 100 uL PBS eklenmistir. 3 uL. SYTO-9 ve 3 uL PI
boyasi, 1 mL steril distile suda ¢6ziindiikten sonra i¢inde 100 uLL. PBS bulunan plakalara
10 pL olarak dagitilmistir. 30 dk 25 °C’de karanliktaki inkiibasyonundan sonra
ependorflara alinarak akis sitometrisinde analiz edilmistir.

Biyofilmin akis sitometri analizi, hiicre zari hasarinin miktarma bagli floresan
yogunlugunun bir fonksiyonu olarak o©lii, hasarli ve canli hiicreleri ayirt etmek ve
miktarin1 belirtmek i¢in kullanilmaktadir. SYTO-9/PI, hasarli hiicreleri ve canl
hiicreleri  belirlemekle birlikte ve hiicresel canliligi  degerlendirmek igin
kullanilmaktadir. PI, gegirgen bir hiicre zari ile 6lii hiicreleri; SYTO-9 ise hasarl
hiicreleri boyamaktadir (Xue vd., 2012). Akis sitometrisi (FCM), bir biyofilmdeki
hiicresel alt popiilasyonlar1 saymak i¢in hizli ve kesin bir alternatif sunabilmektedir.

(Muller ve Nebe-von-Caron, 2010).

3.2. In-vitro Hiicre Kiiltiirii Calismalar
3.2.1. Hiicre Kkiiltiirii cahismasinda kullanilanlar

3.2.1.1. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan cihazlar

Otoklav (Alp), Derin dondurucu buzdolabi1 (Altus, Argelik), Hassas terazi
(Ohaus), Laminar Flow Kabin (Heal Force), Steril CO, Inkiibatérii (Thermo Scientific),
Su banyosu (Nuve), Cedex (Innovatis), Akis Sitometri Cihazi (BD Accuri C6, ABD),
Inverted Mikroskop (Leica), Vorteks (Daihan), Mikroplaka Okuyucu (ELISA) (Biotek),
Masaiistii sogutmali santrifiij (Eppendorf).

3.2.1.2. Kullanilan sarf malzemeler

Coklu Pipet (12 Kanalli) (Axygen, Axypet), 5 ve 10 mL’lik steril enjektor
(Ayset), 5, 10 ve 25 mL’lik serolojik pipetler (Nest, China), 6, 24 ve 96 kuyucuklu
hiicre kiiltiir plakasi (Nest), 10, 100, 200, 1000 ve 5000 pL’lik Otomatik Pipetler
(Eppendorf), 10, 100, 200 pL’lik mikropipet ucu (Tarsons), 1000 pL’lik mikropipet ucu
(Thermo Scientific), Cedex lam1 (Roche, Almanya), Filtre (Sartorius stedim, Almanya),
Lamel (Isolab), Kryotiip (2 mL) (Greiner bio-one, Amerika), Sarjli pipetor (Starlab,
Almanya; Dlab), Parafilm (Pechiney, Fransa,), 2 mL’lik Ependorf tiip (Greiner bio-one,
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ABD), 25 cm?-75 cm?lik hiicre kiiltiir flaski (Nest, China), gecirgen kuyucuklu plaka
(Transwell) (CoStar).

3.2.1.3. Kullanilan kimyasal maddeler

Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Sigma-Aldrich, Almanya), Fetal Bovine Serum (FBS)
(Pan Biotech), Trypan Blue ( Biochrom AG), Gallik asit (Acros Organics), Resveratrol
(Sigma-Aldrich), Kurkumin (Sigma-Aldrich), Kloramfenikol (Acros Organics),
Mesalazin (5-ASA), Resazurin (Alfa Aezar), RPMI-1640 Medyum (1X) (HyClone,
Thermo Scientific) Tripsin- EDTA 10X (Pan, Biotech), Amfoterisin B (HyClone),
Penisilin Streptomisin (HyClone), Piromisin (Invivo Gen), WST-1 Sitotoksisite Kiti (25
ml) Cat n0:11644807001 (Roche, Almanya), MTT (Sigma Aldrich), 3-Merkaptoetanol
(Applichem, Almanya), Antihuman kitleri: (IL-18 (Biolegend), IL-10 (Biolegend), IL-6
(Biolegend), IL-8 (Biolegend), TNFa (Bechman Coulter))., E. coli Lipopolisakkariti
(LPS) (Sigma).

3.2.2. Hiicre Kkiiltiirii calismasinda kullanilan yontemler
3.2.2.1. Calismada kullanilan Hiicre Hatlar

Insan kolorektal adenokarsinoma hiicre hatt1 olan Caco-2, (ATCC kodu: HTB-37)
ve insan Monosit Hiicre Hatt1 THP-1 (ATCC kodu: TIB-202) ATCC (American Tissue

Culture Collection)’den saglanmustir.

3.2.2.2. Kullanilan polifenol ve kimyasal bilesiklerin hazirlanmast

Mesalazin, mesalamin ve 5-Aminosalisilik asit (5-ASA) ayni bilesik olarak
bilinmektedir. Bu molekiiliin kapali formiilii C;H;NO3’dur (Sekil 3.2). 153,135 g/mol
molekiiler agirliga sahiptir. Halen, Mesalazin, iilseratif kolitten muzdarip hastalarda
(Velayos, Terdiman ve Walsh, 2005), antiinflamatuar tedavide siklikla kullanilan
antiinflamatuar bir ilag olarak 6nemli bir rol oynamaktadir (Lim vd., 2016).

5-ASA’lar, IBH’yi tedavi edici bir bilesik olarak kabul edilmektedir. Bu tiir
bilesikler, sitokinlerin salinimini diizenlemektedir (Sutherland ve MacDonald, 2003).
Mesalazin, iilseratif kolitteki siddetin azalmasini siirdiiren ayn1 zamanda bu hastalarda

kolitle iligkili tiimorlerin gelisme riskinin azaltilmasinda rol oynayan etkin bir ilagtir

31



(Velayos, Terdiman ve Walsh, 2005). Bu nedenle bu g¢alismada mesalazin pozitif

kontrol olarak kullanilmustir.

H,N

OH

Sekil 3.2. Mesalazin kimyasal yapisi

Toz halindeki polifenol bilesikler (kurkumin, gallik asit, resveratrol) ve mesazalin
1 mL dimetilsiilfoksit (DMSO; Sigma) i¢inde ¢oziilerek 100 mM konsantrasyonda ana
stok hazirlanmistir. Bu stok sollisyondan, besiyeri kullanilarak cesitli seyreltme
islemleri yapilarak sirasiyla 1,95; 3,9; 7,81; 15,62; 31,25; 62,5; 125; 250; 500 ve 1000

uM konsantrasyonlar: elde edilmistir.

3.2.2.3. Caco-2 ve THP-1 hiicrelerinin kiiltiir ortaminda cogaltilmast ve deneylere
hazirlik

Kolorektal adenokarsinom hiicre hatti (Caco-2), %10 fétal bovine serum (FBS),
%1 penisillin/streptomisin, %0,1 piromisin ve %1 amfoterisin-B iceren RPMI-1640
besiyerinde; THP-1 hiicreleri, %10 FBS, %1 penisillin/streptomisin, %0,1 piromisin,
%1 amfoterisin-B ve %0,0004 merkaptoetanol iceren RPMI-1640 besiyerinde %5
CO2’li etlivde, %95 bagil nem’de 37 °C sicakliktaki kiiltlir ortaminda ¢ogaltilmigtir.
Kiiltiir kab1 %70 oraninda hiicre yogunluguna sahip oldugu zaman (yaklasik 2-3 giin)
alt kiltiirlere ayrilarak biiylimesi saglanmaktadir. Cogaltilan hiicrelerin bir kismi -80

°C’de stoklanarak ¢alismanin sonraki deneyleri i¢in stoklanmustir.

3.2.2.4. Hiicre sayimlart

Flasklarda bulunan Caco-2 hiicreleri PBS ile yikanmistir. Caco-2 hiicreleri igin
kiltiir kabinin biiytikliigline ve hiicrenin yogunluguna bagl olarak, flaska 250-450 uL
I1X tripsin konmus, bir iki dakika inkiibatorde bekletilerek hiicrelerin yapistiklari

flasktan kalkmalar1 saglanmistir. Tripsinin etkisini notralize etmek igin, kalkan
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hiicrelerin {lizerine hemen besiyeri ilave edilerek, besiyeri-hiicre karigimi santrifiij
tiipline aktarilmistir. THP-1 hiicreleri ise non-adhere hiicre olma &zellikleri nedeniyle
flasktan direkt santrifiij tiipiine alinmislardir. 1200 rpm’ de 5 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasinda, siipernatant dokiiliip pellet tizerine 1 mL taze besiyeri eklenmis ve
pipetleme yapilmistir. WST-1 ve MTT yontemleri uygulanmadan 6nce THP-1 ve Caco-
2 hiicreleri tripan mavisi soliisyonu ile boyanarak hiicre sayici cihaz (Cedex-Roche) ile

sayilmistir.

3.2.2.5. MTT ve WST-1 yontemi ile sitotoksisitenin belirlenmesi

Memeli hiicresinin hayatta kalmasi ve ¢ogalmasi i¢in kantitatif bir kolorimetrik
test gelistirmek i¢in bir tetrazolyum tuzu kullanilmaktadir. Test, 6lii hiicreleri degil,
canlilar1 tespit etmekte ve hiicrelerin aktivasyon derecesine baglidir (Mossman, 1983).

Bu nedenle bu testlerden biri olan MTT yontemi, sitotoksisite, proliferasyon veya
aktivasyon olgmek i¢in kullanilabilmeketedir. MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphentyltetrazoliumbromide] testi, ¢oziniir sart MTT tetrazolyum tuzunun,
mitokondriyal siiksinik dehidrojenazinin ¢oziinmeyen mavi bir MTT formazan iirliniine
indirgenmesine ve yiikseltgenmesine dayanmaktadir. MTT soliisyonu 5 mg/mL olacak
sekilde PBS icinde c¢oziiliip filtre edilerek stok boya hazirlanmistir. MTT canhi
hiicrelerle inkiibe edildiginde koyu mavi formazan iriinii lireten soluk sar1 renkli
substrattir. MTT formazan reaksiyon iiriinii, ortamda sadece kismen ¢oziinebilmektedir
ve bu ylizden alkol veya DMSO, formazani ¢6zmek ve optik yogunluk 6l¢iimii i¢in,
kullanilmaktadir (Mossman, 1983). Bu calismada, Caco-2 hiicresi adhere olmasi
nedeniyle sitotoksisite testi icin MTT yontemi kullanilmistir.

WST-1 (4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene
disulfonate), kiiltiir siipernataninda serbest¢e yayilan toksik olmayan, suda ¢oziiniir,
membran gecirgen tirlinlere metabolize edilmektedir (Galluzi vd., 2009). Bu bilesik
hiicre canliligi analizinde ve noétrofiller tarafindan siiperoksit iiretimi Slgiimii igin
kullanilmaktadir (Berridge ve Tan, 1998). THP-1 hiicresi siispanse bir hiicre olmasi

nedeniyle sitotoksisite testi icin WST-1 yontemi kullanilmistir.

3.2.2.6. Sitotoksisite yontemlerinin uygulanmasi

Caco-2 hiicreleri %10’luk FBS, %]1 Penisilin Streptomisin, %0,1 piromisin ve %1
amfoterisin-B igeren RPMI-1640 ortaminda, 37 °C’ de %5 CO2 inkiibatdriinde kiiltiire
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edilmistir. Hiicreler yeterince ¢ogaldiktan sonra hiicre sayimi yapilarak, 96 kuyucuklu
plakalara her bir kuyucukta 5000 hiicre olacak sekilde besiyeri ortaminda ekilmistir.
Caco-2 hiicrelerini yapismalar1 igin 24 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon
sonunda tiim kuyucuklar bosaltilmistir. DMSO’da ¢o6ziilerek hazirlanmis olan polifenol
bilesikler stok soliisyonundan hiicre kiiltiir besiyeri i¢inde gerekli seyreltmeler yapilarak
uygun polifenol bilesiklerin konsansantrasyonlar1 (1,95; 3,9; 7,81; 15,62; 31,25; 62,5;
125; 250; 500 ve 1000 uM) hazirlanmis ve 100 pL kuyucuklara dagitilmistir. Kontrol
grubundaki hiicrelere de %0,1 oraninda DMSO igeren besiyeri uygulanmistir. Madde
kontrolleri i¢in de sadece madde konsantrasyonlari ve besiyeri iceren karigim Steril
kuyucuklara dagitilmistir. Daha sonra plakalar 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siireleri sonunda madde kontrolleri i¢in kuyucuklarin iizerine 10 pL MTT
eklenmis, diger tiim kuyucuklar bosaltilip kuyucuklarin iizerine, 10 kat (1/10) besiyeri
ile seyreltilmis MTT soliisyonu, 100 pL ilave edilerek, hiicreler 3 saat inkiibatorde
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda plakalar1 bosaltip iizerlerine 100 pL DMSO
eklenmistir. Plakalarin absorbanst ELISA okuyucu cihazinda 540 nm dalga boyunda
okunmustur. Deneyler birbirinden bagimsiz 3 tekrar olarak c¢alisgilmistir. Renk
olusumuna gore alinan absorbans degerleri, hiicre canliligt ile direkt olarak
iligkilendirilmistir.

THP-1 hiicreleri %10’luk FBS ve %]1 Penisilin streptomisin, %0,1 piromisin, %1
amfoterisin-B ve 9%0,0004 merkaptoetanol iceren RPMI-1640 besiyerinde 37 °C
sicaklikta %5 CO2’li etiivde, kiiltiire edilmistir. Hiicreler yeterince ¢ogaldiktan sonra
hiicre saymmi yapilarak, 96 kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 5000 hiicre olacak
sekilde besiyeri ortaminda 100 pL gelecek sekilde ekilmistir. THP-1 hiicreleri
stispansiyon olduklar1 i¢in gerekli seyreltmeler yapilarak uygun polifenol bilesiklerin
konsansantrasyonlar1 (1,95; 3,9; 7,81; 15,62; 31,25; 62,5; 125; 250; 500 ve 1000 uM)
hazirlanmis ve 100 pL kuyucuklara dagitilmigtir. Kontrol grubundaki hiicrelere de %0,1
oraninda DMSO igeren besiyeri uygulanmistir. Madde kontrolleri i¢in de sadece madde
konsantrasyonlari ve besiyeri i¢eren karigim steril kuyucuklara dagitilmistir. Daha sonra
plakalar 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siireleri sonunda madde
kontrolleri i¢in kuyucuklarin tizerine 10 pl. WST-1 reaktifi diger kuyucuklarin {izerine
ise 20 uL WST-1 reaktifi ilave edilerek, hiicreler 3 saat inkiibatorde inkiibe edilmis ve
inkiibasyon sonunda absorbanslar ELISA okuyucu cihazinda 420 nm dalga boyunda,

okunmustur. Deneyler birbirinden bagimsiz 3 tekrar olarak ¢alisilmistir
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3.2.2.7. Ko-kiiltiir hiicre kiiltiirii modeli ile akis sitometride orneklerin sitokin

seviyelerinin belirlenmesi

Saglikli ya da kontrollii inflamasyon durumunda bagirsaklari taklit edebilen
makrofajlarin ve bagirsak epitel hiicrelerinin in vitro ko kiiltiir modeli gelistirilmistir.
Cok sayida bagirsak inflamasyon belirtisini gosterme yetenegi ile birlikte sunulan epitel
hiicreleri ve makrofajlarin ko kiiltiir modeli, bagirsaklarin saglik durumu ile ilgili
etkilerini arastirmada essiz bir olanak saglamaktadir. inflamasyon, fizyolojik olarak, Gr
(-) bakteri zarinda bulunan endotoksin LPS tarafindan uyarilarak gerceklestirilmektedir.
Model miimkiin oldugunca bagirsak inflamasyon siireglerine benzetilerek taklit
edilmektedir. Boylece sistem ideal olarak kiiltiiriin ek manipiilasyonu olmadan kendisini
iyilestirmek ve inflamasyon siirecini ¢6zmek zorundadir (Kampfer vd., 2017). Ayni
zamanda hiicre hasari, uyarilmig THP-1 hiicreleri ile ko kiiltiir modelinde dogrudan

baglantili olabilmektedir. (Miura, Friedlander ve Yuan, 1995).

3.2.2.7.1. Yontemin uygulanmasi

THP-1 hiicreleri ve Caco-2 hiicreleri, %10’luk Fetal Bovine Serum ve %l
Penisilin-Streptomisin iceren RPMI-1640 ortaminda, 37 °C* de %5 CO, inkiibatdriinde
kiltire edilmistir (THP-1 igin, %0,0004 merkaptoetanol eklenmistir). Hiicrelerin
yeterince ¢ogalmasi beklendikten sonra hiicre sayimi yapilarak hiicreler 24 kuyucuklu
plakalara her 2 mL’de 1x10° hiicre olacak sekilde besiyeri ortaminda ekilmistir. THP-1
hiicreleri ko-kiiltiir yonteminde kullanilan ozel filtreli insert kuyucuklarinin iizerine
ekilmistir. Daha sonra 24 saatlik inkiibasyondan sonra kontrol grubu hari¢ THP-1
hiicrelerine 1 pg/mL E. coli LPS verilmistir. Buradaki amag, THP-1 monosit
hiicrelerinde inflamasyon olusturarak sitokin saliimini indiiklemektir. 24 saat
inkiibasyondan sonra Caco-2 besiyeri degistirilerek kontrol grubu hari¢ 1Csg’si
belirlenen gallik asit konsantrasyonu ile mesazalin konsantrasyonu verilip, THP-1
hiicrelerinde olan 6zel filtreli insert pens yardimiyla Caco-2 hiicrelerinin bulunduklari
kuyucuklara yerlestirilmistir. Daha sonra THP-1 hiicrelerinin oldugu kuyucuktaki
besiyerinin tiimii 6zel filtreli insert i¢ine toplanmistir. 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Birakilan siireler sonunda hiicrelerin analizini yapmak i¢in, 6ncelikle tiim besiyerindeki
THP-1 hiicreleri falkon tiipiine toplanip 1200 rpm’da 5 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiijden sonra THP-1 hiicresinin siipernatant1 dokiiliip pelletin lizerine 1 mL PBS

eklenerek tekrar santrifiijii yapilmistir. Daha sonra siipernatant dokiiliip pelletin {izerine
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500 puL cytofix/cytoperm soliisyonu eklenerek 20 dakika boyunca buzda bekletilmistir.
Bu islem hiicre igi sitokinlerin seviyelerini belirlemek amaciyla ve hiicre zarinda por
agmak amaciyla uygulanan bir islemdir. Hiicre yiizeyi i¢in bu islem yapilmaz. Bu
siirenin sonunda hiicreler santrifiij edilip siipernatant1 dokiilmiistiir. Sonra pellete 500
pL “perm wash” soliisyonu eklenerek hiicreler santrifiij edilmistir. Son santrifiijden
sonra pellet resiispanse edilmistir. Ependorf tiiplerine konulan 5 pL IL-8 hiicre yiizeyi,
IL-1B, IL-10, IL-6 ve TNF-a olan hiicre i¢i sitokinlere ait monoklonal antikorlarin
tizerine 100 pL reslispanse edilmis siipernatandan eklenerek 20 dk oda 1sisinda inkiibe

edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda akis sitometri cihazinda analiz edilmistir.

3.2.2.8. Sitotoksisite yontemlerinin istatistiksel analizi

Istatistiksel ~degerlendirmeler igin GraphPad Prism 5.0 analiz programi
kullanilarak kontrole gore gruplarin % hiicre canlilik grafikleri ¢izilmis ve istatistiksel
analizler yapilmistir. Elde edilen verilere tek yonlii ANOVA ile post-hoc olarak Tukey
testi uygulanarak analiz edilmistir.

[statistiksel anlamlilik degerleri; p>0,05, p<0,05*, p<0,01**, p<0,001*** ve
p<0,0001**** olarak degerlendirilmistir.

3.3. In-Vivo Cahsmalar

Calismanin in vivo kismi, Anadolu Universitesi ile Taras Shevchenko Ulusal Kiev
Universitesi arasinda tamamlanan Mevlana Proje Tabanli Uluslararast Degisim

Programi kapsaminda Taras Shevchenko Ulusal Kiev Universitesi’nde gerceklesmistir.

3.3.1. Deney hayvanlar
29 adet erkek Wistar Albino tiirli siganlar (150-170 g), "Kiev Biyoloji ve Tip

Enstitiisii" Taras Shevchenko Ulusal Universitesi’ndeki (Kiev, Ukrayna) hayvan
tesisinde yetistirilmistir. Hayvanlar gece/glindiiz degisiminin (12 saat aydinlik / karanlik
dongiileri) saglandigi, 21-23 °C sicaklikta ve %30-35 nemdeki laboratuvar kosullarina
tutulmustur. Tiim hayvanlarin ¢calisma boyunca yemi ve suya erisimi saglanmistir.
Calisma, Kurumsal Hayvan Bakim ve Kullanim Kilavuzuna tam olarak uygun bir
sekilde gerceklestirilmistir. Deney tasarimi, Kiev Taras Shevchenko Ulusal Universitesi

"Biyoloji ve Tip Enstitiisii" ESC Biyo Etik Komitesi tarafindan onaylanmistir (2 Kasim
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2018’de yayinlanan 8 numarali protokol). Tez ekinde Etik Kurul Raporu (Etik Kurul
No: 3447-1V) bulunmaktadir (EK-7).

3.3.2. Invivo deney tasarim

Sicanlar tedavi protokoliine gore 4 gruba ayrilmistir (Cizelge 3.2.). Deneyin

tasarimi ise Cizelge 3.3.’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Deney gruplar: ve hayvan sayilart

Grup Grup Isimleri Hayvan sayist
Kodlar

Grup A % 1 Metil Seliiloz (MS) (intrarektal) n=5

GrupB % 6 fyodo-Asedamid (iA) (intrarektal) n=8

Grup C % 6 IA (intrarektal) + Gallik asit 60 mg/kg (gavaj) n=8

GrupD % 6 IA (intrarektal) + Gallik asit 80 mg/kg (gavaj) n=8

Cizelge 3.3. Deney tasaruminin tablo seklinde gosterimi

Calisma giinleri

Uygulanan Yontemler

1.

w

A

Giin Tartma, degerlendirme, intrarektal IA uygulayarak kolit modeli olusturma ve

intrarektal MS uygulanmasi

Giin Gavaj ile gallik asit uygulanmasi

Giin Tartma, degerlendirme ve gavaj ile gallik asit uygulanmasi
Giin Gavaj ile gallik asit uygulanmast

Giin Tartma, degerlendirme ve gavaj ile gallik asit uygulanmasi
Giin Gavaj ile gallik asit uygulanmasi

Glin Tartma, degerlendirme ve Otopsi (diseksiyon)

7. glinde siganlar 6tenazi edilmistir. Kolonda klinik ve makroskopik incelemeler,

tilseratif kolitin baslangicinin degerlendirilmesi, miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesinin

degerlendirilmesi ve glikoprotein seviyelerinin 6l¢timii seklinde gerceklestirilmistir.
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3.3.3. iyodo-asetamid (IA) ile indiiklenen kolonik inflamasyon modeli

%6 1A hazirlanmasi igin 0,3 g, iyodo-asetamid (Sigma-Aldrich, Almanya) 5 mL
%1 Metilseliiloz igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir. 0,1 mL %6’lik iyodoasetamid tek
seferde intrarektal olarak (aniisten 7 cm) 1 mL’lik siringaya takilmig Nelaton S-8
kauguk kateterle uygulanmistir. Sadece calismanin 1. giiniinde uygulanmistir. Boylece
deneysel kolit, %6 iyodo-asetamid ile indiiklenmistir. %6 IA’in ilk belirtileri (artan
vaskiiler gegirgenlik, mukozal 6dem), IA uygulanmasindan sonra 1-2 saat iginde
goriilmekte, kolonda iilserlere yol agmakta (6- 12 saat), ardindan yogun akut ve kronik

iltihap (7-14 giin) gézlenmektedir.

3.3.4. Gallik asit uygulanmasi

Deneyin 2. giiniinden itibaren 5 giin boyunca gallik asit (60 ve 80 mg/kg) steril
saf su igerisinde ¢Ozdiiriiliip, iki deney grubundaki her bir hayvana 1 mL gallik asit

gavaj1 yapilmistir.

3.3.5. Kolit baslangicinin klinik ve makroskopik olarak degerlendirilmesi

Diseksiyon asamasinda, 7 cm'lik distal kolon c¢ikarilmig, uzunlamasina agilmis,
serum fizyolojik suyla yikanmis ve hafif¢e filtre kagidi ile kurulanmistir. Makroskopik
kolonik lezyonlar (kolonik lezyon alanlar1 (mmz), kolonik genisleme (mm) ve kolon yas

agirliklar1 (g/100 g) degerlendirilmistir.

3.3.6. Vaskiiler gecirgenligin In vivo ol¢iimii

Pettinger ve digerlerinin 1975°de Wistar erkek siganlarda gerekli ip (intra
peritonal) liretran dozunun 0,8-1,2 g/kg arasinda oldugunu belirtmektedirler (..., 1997).
Kolonik vaskiiler gecirgenligin kantitatif ¢alismalar i¢in, albumine baglanan ve sizan
makromolekiillerin, artan vaskiiler gecirgenligini ifade etmek i¢in Evans mavisi
kullanilmigtir. Kisaca, si¢anlara tretan (1,1 g/kg, ip) ile anestezi uygulanmis ve
otopsiden 15 dakika once intravendz olarak Evans mavisi (PBS i¢inde 0,4 mg / 100 g)
enjekte edilmigstir. Karin acgilmig; 7 cm kolon c¢ikarilmis, serum fizyolojik suyla
yikanmus, filtre kagidi ile hafifce kurutulmus ve tartilmistir. Evans mavisi, formamid
kullanilarak dokudan ekstrakte edilmis ve 610 nm'de spektrofotometreyle Olciilmiistiir.

Sonuglar, mg boya/g yas agirlik kolonu olarak ifade edilmistir.
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3.3.7. Mukus glikoproteinlerinin periyodik asit / Schiff boyama ile arastiriimasi

Mukus glikoproteinleri (miisin), gastrointestinal sistemin goblet hiicreleri
tarafindan sentezlenmektedir. Mukus glikoproteinleri, mukozal biitiinliigiine katkida
bulunmakta ve liimen ylizeyindeki mikroorganizmalarin biiylimesini diizenlemeye
yardimce1 olmaktadirlar (Forstner, Wesley ve Forstner, 1982).

Yiizey mukusu, epitel hiicre katmanindan 6-N, N-asetil-1-sistein (Sandoz, Isvicre)
ile ayrilmistir. Kolon orneginden yaklasik bir santimetre kesit alinarak Schiff
reaksiyonu yoluyla mukusun oligosakkarit kismini kalitatif olarak belirlemek i¢in 3 ml
6-N, N-asetil-1-sistein ¢06zeltisine yerlestirilmistir. Glikoproteinler, polyvinylidene
difluoride (PVDF) membraninda Schiff reaksiyonu yardimiyla belirlenmistir. PVDF
membrant (Hybond-P, Amersham International, Little Chalfont, Biiyiik Britanya) dnce
2 dakika boyunca %100 metanol ¢ozeltisine, sonra 2 dakika boyunca %80 metanol
cozeltisine daldirilmistir. Daha sonra membran, 2 dakika boyunca damitilmis suyla
yikanmis, boylece homojenlestirilmistir. Filtre kagidi lizerine konulup kurutulmustur.10
uL orneklerden alip PVDF membranina eklenmis tamamen emilene kadar 10-15 dakika
beklenmistir. Membran, 2 dakika boyunca damitilmis suda yikanmis, daha sonra %0,5
KOH ¢ozeltisi igeren %70 etanol igerisinde 10 dakika inkiibe edilmis ve tekrar
damitilmis su i¢inde 2 dakika boyunca yikanmigtir. Daha sonra membran 10 dakika
boyunca %0,5 periyodik asit ¢ozeltisine daldirilmis, 2 dakika boyunca damitilmis suyla
yikanmis ve 30 dakika boyunca siirekli ¢alkalama sirasinda Schiff reaktifinin etkisine
maruz birakilmigtir. Bundan sonra, membran 3 dakika boyunca %0,6 sodyum
metabisiilfat i¢inde iki kez homojen bir sekilde bekletilmistir. Daha sonra 2 dakika
boyunca da damitilmis su i¢inde yikanmistir. Sonra, membran 10 dakika boyunca acik
havada kurutulmus ve tarayici tarafindan taranmistir (Samsung SCX-4x21). Gortintiiler,
LI-COR Image Studio Lite Ver 5,2 yazilimi yardimi ile pozitif renkli noktalarin

yogunlugu dlgiilerek analiz edilmistir.
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a) b)

Gorsel 3.1. a) PVDF membraninin Schiff reaktifinin iginde ¢alkalama sirasinda goriintiisii;

b)Tiim islemlerden sonra PVDF membraninin goriintiisti

3.3.8. Kolonda miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesinin incelenmesi

Bagirsak  mukozasmma  nétrofil  infiltrasyonunun  bir  endeksi  olarak
miyeloperoksidaz aktivitesi (MPO) daha once tanimlanan yontem ile belirlenmistir.
(Krawisz ve ark. 1984).

Infiltrasyon, inflamasyonda olusan nétrofil ve lokositlerin hasarli dokuya sistemik
dokudan ge¢mesidir. (Doku ve organda bulunmamasi gereken hiicre birikmesi veya
sizmast).

MPO, inflamasyon ve enfeksiyon siireclerinde anahtar bir enzimdir (Rosso vd.,
2006). MPO ndétrofik graniilositlerin graniillerinde depolanan proinflamatuar bir
enzimdir (Schultz ve Kaminker 1962). Gallik asitleri i¢eren fenolik asitler, gii¢lii bir
MPO inhibisyonu gostermektedirler (Rosso vd., 2006; Kato vd., 2003). Lipofiliklik
acisindan farklilik gosteren gallik asit ve n-alkil ester tiirevleri, iki mekanizma
tarafindan antiinflamatuar aktivite gostermektedir: (1) MPO aktivitesinin giiglii
inhibisyonu, (2) bu enzim tarafindan iiretilen ve bir reaktif oksijen tiirii olan hipokloroz
asitin (HOCI) temizlenmesidir (Rosso vd., 2006).

MPO aktivitesinin artmasi, inflamasyonun oldugunun gostergesidir (Pulli vd.,
2013). MPO aktivitesinin degerlendirilmesi, inflamasyondaki etkilerinin anlagilmasi
igin ¢ok onemlidir ve literatiirde yaygin sekilde kullanilmaktadir (Ormrod, Harrison ve
Miller, 1987).

Bu ¢aligmada ise kolondaki nétrofil infiltrasyonu, MPO aktivitesi ile 6l¢iilmiistiir.
Kisaca, 300 mg HETAB (hekzadesiltrimetil amonyum bromiir) reaktifinden tartilip 60
mL 50 mM konsantrasyonunda olan fosfat tamponuna (pH 6,0) eklenerek, %0,5
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HETAB c¢ozeltesi hazirlanmistir. Yaklagik 50 mg kolonik doku, %0,5 HETAB
¢ozeltesine eklenip buz {izerinde homojenlestirilmistir. Homojenat 10 sn sonike edilmis,
i¢ kez dondurularak ¢6ziilmiis ve 14000 rpm'de 15 dk (4 °C) santrifiijlenmistir. Her bir
siipernatanttan 14 pL alinarak 96’lik plakalara dagitilmistir. Her bir kuyucuga 200 pL
reaktif tamponu (4,1 mL 1 mg/mL konsantrasyonunda olan o-dianisidin hidrokloriir
(ODHC), 4,4 mL 50 mM/mL konsantrasyonunda olan fosfat tamponu ve 12,2 mL
%0,0005 hidrojen peroksit) eklenmistir. MPO aktivitesi, seri olarak seyreltilmis MPO
(0,5; 0,25; 0,125; 0,06; 0,03; 0,015 U/mL) standardi1 kullanilarak 450 nm'de (BioTek,
Synergy HT) ELISA’da o6lgiilmiistiir. Sonuglar MPO aktivitesi U/g doku olarak ifade

edilmistir.

3.3.9. In vivo deneyin istatistiksel analizi

Kantitatif sonuclar, aritmetik ortalama +SEM olarak ifade edilmistir. Istatistiksel
anlamlilik, uygunluguna gore parametrik olmayan Mann-Whitney U-testi veya
Student’s t-testi ile belirlenmistir. Tiim analizlerde istatistiksel anlamlilik i¢in * p<0,05

degeri esik olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Mikrobiyolojik Calismalar
4.1.1. MiK sonuclarinin degerlendirilmesi

Bakterilerin MIK degerleri, resaziirin boyas1 kullanilarak makroskopik, SYTO-

9/PI boyalar1 kullanilarak da akis hiicremetrede degerlendirilmistir.

4.1.1.1. Resaziirin boyastyla belirlenen MIK sonuclarinin degerlendirilmesi

Polifenolerin  bakterilere karsi belirli konsantrasyonlardaki MIK degerleri
makroskobik olarak degerlendirilmistir. Resazurinle boyanan kuyucuklar, bakterilerin
canliliklarina gore inkiibasyondan sonra renk degistirirler. Resazurin hiicre canliligin
gosteren en etkili boyalardan biridir. Inkiibasyon sonucunda olusan mavi kuyucuklar
bakteriyel gelismenin olmadigini yani bakterilerin 6li oldugunu, pembe-kirmizi
kuyucuklar ise gelismenin oldugunu yani canliligin devam ettigini gdstermektedir. Ik
pembe-kirmiz1 kuyucuktan énceki mavi kuyucuk polifenoliin MIK degeri olarak kabul
edilmektedir. Gorsel 4.1.-Gorsel 4.4. arasinda ise ¢alismada kullanilan polifenollerin ve
kloramfenikolun bakteriler iizerindeki MIK degerlerinin makroskobik goriintiileri

verilmigtir.

E. faecalis S. aureus
(ATCC 51299) (ATCC 29213)

P. aeruginosa E. coli
(ATTC 27853) (ATCC 25922)

Géorsel 4.1. Kloramfenikolun dért bakteri iizerindeki MIK degerlerinin makroskobik goriintiileri
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E. faecalis S.aureus
(ATCC 51299) ATCC 29213)

E. coli

P. aeruginosa
(ATCC 27853) (ATCC 25922)

Gorsel 4.2. Gallik asitin dort bakteri iizerindeki MIK degerlerinin makroskobik goriintiileri
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Gorsel 4.3. Kurkuminin dort bakteri iizerindeki MIK degerlerinin makroskobik goriintiileri
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E. faecalis S. aureus
(ATCC 51299) (ATCC 29213)

sl el ) el L el G A R, ol ] i sl Rl el 0
‘ N \ N\ N
’ \ V.

P aeru inosa (ATCC
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(ATCC 25922)

Géorsel 4.4. Resveratrolun dort bakteri iizerindeki MIK degerlerinin makroskobik

gortintiileri

Makroskobik olarak degerlendirilen MIK degerleri tablo olarak Cizelge 4.1.’de

verilmigtir.

Cizelge 4.1. Polifenollerin ve pozitif kontroliin MIK degerleri

Bakteriler Kloramfenikol Gallik asit Resveratrol Kurkumin
S. aureus ATCC (29213) 15,62 uM 2353 uM 250 uM 136 uM
P.aeruginosa ATCC(27853) 1000 uM 37647 uM >1000 uM 68 uM

E. faecalis ATCC (51299) 310 uM 9412 uM >1000 pM 68 uM

E. coli ATCC (25922) 310 uM 9412 uM >1000 pM 34 uM

Calismada gallik asitin E. coli, P. aeruginosa, S. aureus ve E. faecalis’e karsi
MIK degerleri sirastyla 9412, 37647, 2353 ve 9412 uM veya 1600, 6400, 400 ve 1600
png/mL olarak analiz edilmistir.

Liu ve digerleri (2017), yaptiklar1 ¢alismada gallik asitin S. aureus’a karst MiK
degerini 2000 pg/mL olarak bulmuslardir. B. Makhlouf ve digerleri (2013), gallik asitin
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S. aureus’a karst MIK degerini 50 pg/mL olarak bulmuslardir. Luis ve arkadaslari
(2014), gallik asitin S. aureus’a karst MiK degerini 4 pg/mL olarak analiz etmislerdir.

Ozcelik ve digerleri (2011), gallik asitin E. coli, P. aeruginosa, S. aureus ve E.
faecalis e karst MIK degerlerini sirasiyla 4, 2, 16 ve 8 pg/mL olarak bulmuslardir. Jing
ve digerleri (2016), gallik asitin E. coli, P. aeruginosa ve S. aureus’a karst MIK
degerlerini sirastyla 1530, 510, 1785 pg/mL olarak bulmuslardir.

Maisuria, Hosseinidoust ve Tufenkji (2015), yapmis olduklar1 ¢alismada,
polifenollerin bazi bakteriler iizerindeki arastirmalarinda, gallik asitin E. coli ve P.
aeruginosa bakterilerine kars1 MIK degerlerini her iki bakteride de 5000 pg/mL olarak
bulmuslardir. Borges ve digerleri (2013), yapmis olduklar1 antibakteriyel aktivite
calismalarinda, gallik asitin E. coli, P. aeruginosa ve S. aureus bakterilerine karst MIK
degerlerini sirastyla 1500 pg/mL, 500 pg/mL ve 1750 pg/mL olarak bulmuslardir.
Jayaraman ve digerleri (2010), gallik asitin E. coli, P. aeruginosa ATCC (27853) ve S.
aureus’a ATCC (29213) karst MIK degerlerini sirasiyla 490, 533 ve 533 ug/mL olarak
bulmuslardir.

Calismamizdaki resveratroliin E. coli, P. aeruginosa, S. aureus ve E. faecalis’e
kars1 MIK degerleri sirastyla >1000, >1000, 250 ve >1000 uM veya >228, >228, 57 ve
>228 pg/mL olarak analiz edilmistir.

Man ve Chan (2002), resveratrolun P. aeruginosa ATCC (27853), S. aureus
ATCC (29213) ve E. faecalis e karst MIK degerlerini sirastyla 171, 342 ve 342 pg/mL
olarak bulmuslardir. Paulo ve digerleri (2010), resveratrolun E. coli ATCC (25922), P.
aeruginosa ATCC (27853), S. aureus ve E. faecalis’e karst MIK degerlerini sirasiyla
>400, >400, 100 ve 100 ug/mL olarak bulmuslardir. Kolouchova ve digerleri (2018),
resveratrolun P. aeruginosa ve E. coli’ye karst MIK degerini sirastyla >200 ve 200
pug/mL olarak analiz etmislerdir. Fulghesu ve digerleri (2007), yapmis olduklar1 farkl
bir calismada ise resveratrolun QS’1 inhibe ettigini gostermislerdir.

Calismamizdaki kurkuminin E. coli, P. aeruginosa, S. aureus ve E. faecalis’e
kars1 MIK degerleri sirasiyla 34, 68, 136 ve 68 uM veya 12,5, 25, 50 ve 25 pg/mL
olarak analiz edilmistir.

Karaman ve digerleri (2013), kurkuminin P. aeruginosa’ya kars1 MIK degerini 16
pg/mL olarak bulmuslardir. Hosny ve digerleri (2011), daha o6nceki calismada
kurkuminin bazi yiyecek {iretimlerinde P. aeruginosa’nin yogunlugunu anlaml

derecede azalttigin1 gostermistir. Heggel ve digerleri (2010), kurkumin yiiklenmis daha
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onceki ¢alismalarinda, kurkuminin, E. faecalis’i tamamen canligini durdurdugunu rapor
etmistirler.

Bu c¢alismalarda ve bizim calisigimiz ¢alismada ¢ikan farkli MiK sonuglarinin
nedeninin, bakterinin farkli suslarinin kullanilmasindan veya yapilan pasajlamalar
sonucunda bakterilerin kazandig1 direng veya gosterdigi mutasyonel degisikliklerden
kaynaklandigin1 diisiinmekteyiz. Ancak bazi polifenoller, ayn1 bakterinin ayni susunda
bazi ¢alismalarda paralellik gostermektedir. Bizim elde ettigimiz sonuclar da literatiirde

rastlanilan sonuglarla paralellik gostermektedir.

4.1.1.2. SYTO-9/PI ile belirlenen canli ve olii hiicrelerin degerlendirilmesi

Polifenolerin bakterilere karsi belirli konsantrasyonlardaki canlilik ve 6lim
oranlari, SYTO-9/PI boyasi kullanilarak akis sitometride degerlendirilmistir.

E. coli hiicrelerinin kantitatif floresans analizini gergeklestirmek i¢in SYTO-9 ve
PI gibi boyalarin gerekliligine ihtiya¢ duyulmaktadir. SYTO-9 ve PI boyalar
birlikteyken karsilagtirildiginda, PI yogunlugu artarken, E. coli hiicrelerinin dlimiindeki
SYTO-9 yogunlugu azalmaktadir. Boylece bu floresans teknigiyle boyanan E. coli
hiicrelerinin 6liim ve canlilik fark: arastirmacilara 1s1k tutmaktadir. Sonug olarak in vitro
ko kiiltiir modelinde E. coli LPS kullanildig: i¢in hiicre kiltiiriiyle paralellik saglamasi
acisindan polifenollerin E. coli bakterisi lizerinde etkinligi incelenmis ve sonuglar Sekil
4.1.’de verilmigtir. Polifenollerin P. aeruginosa, S. aureus ve E. faecalis iizerindeki
etkinlikleri sirasiyla EK-1, EK-2 ve EK-3 seklinde verilmistir. Ayn1 zamanda bu
yonteme gore tlim bakterilerin canlilik ve 6liim degerlendirilmesi ise Cizelge 4.2.°de

verilmistir.
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Cizelge 4.2. Polifenollerin bakteriler izerindeki etkisinin, canl ve 6lii hiicre olarak akis sitometride

degerlendirilmesi
Mikroorganizmalar  Polifenoller Sonu¢ anlamlar1 Kontrol 500 250 125 62,5 31,25
M M M pM pM
E. coli Gallik asit % Apoptotik hiicre 3,4 5,2 42 55 10,1 11,2
% Nekroz hiicre 4.2 5 3,6 4,3 51 6,3
% Canlt hiicre 92,4 89,7 919 90,1 84,7 82,4
Kurkumin % Apoptotik hiicre 5,8 0,3 14 4 39,4 40,2
% Nekroz hiicre 4,1 89,6 67,2 28,3 75 5,7
% Canlt hiicre 90,2 10,1 314 57,7 53,2 54,1
Resveratrol % Apoptotik hiicre 3,4 19 33 59 6,3 4,3
% Nekroz hiicre 4.2 51 25 3,9 6,9 6,1
% Canl1 hiicre 92,4 758 94,2 90,3 86,8 89,6
P. aeruginosa Gallik asit % Apoptotik hiicre 2,9 1 3 2 3,8 3,8
% Nekroz hiicre 0,8 1,2 14 15 2,3 2
% Canlt hiicre 96,3 97,8 955 96,4 94 94,1
Kurkumin % Apoptotik hiicre 2,9 0,8 0,5 0,2 19 23,1
% Nekroz hiicre 08 59,9 331 15,9 21,3 20,5
% Canli hiicre 96,3 39,3 66,4 84 76,7 56,4
Resveratrol % Apoptotik hiicre 2,9 0,9 0,9 1 2,1 3,7
% Nekroz hiicre 0,8 5 7,1 7 8 8,8
% Canlt hiicre 96,3 941 92 92 89,9 87,5
S. aureus Gallik asit % Apoptotik hiicre 5,3 3,6 9,2 8,5 16,4 75
% Nekroz hiicre 31 164 83 8,9 6,8 55
% Canl1 hiicre 91,6 80 82,5 82,7 76,8 87,1
Kurkumin % Apoptotik hiicre 1,7 3,3 4.8 10,7 29,8 57,3
% Nekroz hiicre 2,1 55,3 73,8 47,8 65,2 9
% Canl1 hiicre 96,2 414 214 41,4 5 33,8
Resveratrol % Apoptotik hiicre 0,6 3.2 2,7 4.2 2,8 45
% Nekroz hiicre 8,9 101 13 17,8 32,6 29,5
% Canl1 hiicre 90,4 86,7 84,3 78 64,6 66
E. faecalis Gallik asit % Apoptotik hiicre 4,2 6,1 9,4 54 75 8,9
% Nekroz hiicre 52 2,2 0,9 0,6 0,9 2,3
% Canlt hiicre 90,6 91,7 89,7 94 91,6 88,8
Kurkumin % Apoptotik hiicre 4,2 0,7 1,2 2,4 34 3,9
% Nekroz hiicre 5,2 931 939 94,8 91,9 82,3
% Canl1 hiicre 90,6 6,2 49 2,8 47 13,8
Resveratrol % Apoptotik hiicre 472 2,4 53 7,3 6,8 8,7
% Nekroz hiicre 52 4.8 19 14 3,3 45
% Canlt hiicre 90,6 92,8 928 91,2 89,9 86,8
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Yapmis oldugumuz SYTO-9/PI ile boyanan canli ve o6lii hiicre degerlendirme
calismasinda, gallik asitin 500, 250, 125, 62,5 ve 31,25 uM konsantrasyonlarinda, E.
coli tizerindeki canli hiicre orani sirastyla %89,7, %91,9, %90,1, %84,7 ve %82,4; E.
faecalis tlizerinde % 91,7, %89,7, %94, %91,6 ve %88,8; P. aeruginosa iizerinde %97,8,
%95,5, %96,4, %94, %94,1; S. aureus iizerinde %80, %82,5, %82,7, %76,8, %87,1
seklinde bulunmustur. Ayn1 zamanda gallik asitin 500, 250, 125, 62,5 ve 31,25 uM
konsantrasyonlarinda, E. coli lizerindeki apoptotik hiicre 6limii orani sirasiyla % 5,2,
%4,2, %5,5, %10,1 ve %11,2; E. faecalis tizerinde %6,1, %9.,4, %5.,4, %7,5 ve %8,9; P.
aeruginosa tizerinde %1, %3, %2, %3,8, %3,8; S. aureus lizerinde %3,6, %9,2, %38.5,
%16,4, %7,5 seklinde bulunmustur.

Calismada kurkuminin E. coli iizerindeki canliligi kontrole gore dnemli olglide
azaldig1 gozlemlenmistir. Resveratrolun E. coli iizerindeki canliligi ise kontrole gore
azalmistir. Sonug¢ olarak bu polifenoller bakteriler iizerinde hiicre canliligin
azaltmaktadir.

Wu ve digerlerinin (2016), polifenolik bir bilesik olan Cedrus deodara, 3-p-trans-
coumaroyl-2-hidroksikuinik asit (CHQA) ile ilgili yapmis olduklar1 ¢alismada akis
sitometrisinde SYTO-9 ve Pl ile boyanan S. aureus fizerindeki 5000 pg/mL
konsantrasyonunundaki canliligin kontrole gore  %90,5 den 9%48,7 distigini
bulmustur. Boylece kullanilan polifenol bilesigin S. aureus'un hiicre zarinda hasar
olusturdugunu gostermislerdir.

Zou ve digerleri (2019), Cin yaban mersini yapraklariyla (BLPs) ilgili yaptiklar
calismada ise; bu polifenol bilesigin S. epidermidis bakterisine kars1 antibakteriyel ve
antibiyofilm etkinligini arastirmislardir. Bu aragtirmalarini g¢esitli yontemler ile ¢alisan
aragtirmacilar SYTO-9 ve PI boyasini kullanarak hiicre canliliklariyla ilgili incelemede
bulunmustur. Calisma sonucunda arastirmacilar, BLPs’lerin, gidalardaki S. epidermidis'i
kontrol etmek i¢in dogal koruyucu olarak gelistirilme potansiyeline sahip oldugunu
gostermistir.

Bakteriden iiretilen New Delhi metallo-p-laktamaz (NDM-1) enzimi en gok f-
laktam antibiyotiklerine kars1 direnglidir ve son zamanlarda bu enzimi iireten bakterilere
karst yeni bir bilesik bulunmamaktadir (Chandar vd., 2017). Ayn1 arastirmacilar bu
caligmada 240 tibbi bitki tiirlerinin yapraklarindan etanol ektrelerinin E. coli NDM-1’¢
kars1 antibakteriyel aktivitesini arastirmislardir. Bunlar arasinda fenolik bilesik olan

Punica granatum L. (PG) ekstresinin akis sitometrisinde SYTO-9/PI boyasiyla

49



yaptiklar1 analizde hiicre canliligimin kontrole gore %88,3’den %20’lere diistiiglinii
analizlemiglerdir.

Camellia sinensis (yesil ¢ay), yapraklarinin antibakteriyel ve antiviral etkileri
vardir. Bu bitkide bulunan Epigallokatesin-3- gallat (EGCG) en ¢ok bulunan katesindir
ve bu etkilere katkida bulunur. EGCG'nin stabilitesinden dolayi, lipofilik bazli molekiil
olan Epigallokatesin Gallat-Stearat (EGCG-S) modifiye edilmistir (Aponte, 2018). Ayni1
arastirmact yapmis oldugu tez c¢alismasinda bu modifiye bilesigin 250 pg/mL
konsantrasyonunu S. aureus ve E. faecalis bakterilerine 24 saat uyguladigi ¢alismada
sadece SYTO-9 boyasini kullanarak floresans mikroskobunda elde ettigi goriintiilerde
bakterilerin 61diiglinii tespit etmistir.

Tez kapsaminda yaptigimiz bu calisma, diger calismalarda oldugu gibi
polifenollerin bakteriler tizerindeki etkinliginin arastirilmasinda kullanilan SYTO-9/PI
boyasiyla boyanan yoOntemle paralellik gdstermektedir. Sonug¢ olarak kontrole gore
hiicre canlihigi tim c¢alismalarda azalmis, apoptotik hiicre Oliimiinde ise

konsantrasyonlar diistiik¢e artmistir.

4.1.2. Biyofilm olusum sonu¢larimin degerlendirilmesi

Calismada kullanilan bakterilerin biyofilm olusturmasi i¢in belirlenen mikroplaka
yontemiyle gerceklestirilmistir. Uygulanan yontemin ardindan biyofilm olusturan
bakteriler kristal viyole ile boyanarak ELISA’da, 570 nm’de okunan dansite degerlerine
gore biyofilm olusumu giiclii, orta, zayif ve negatif olarak degerlendirilmistir (Cizelge
4.3.). Bir bakterinin Giiglii (+++), zayif (+) ve orta (++) biyofilm derecelendirilmesi
optik dansite (Op) degerlerinin ortalamalar1 alinarak hesaplanir. Opc degeri, steril
besiyeri ortalamasi ve standart sapma degeridir. Eger Op degeri <Opc ise bakteri
biyofilm iiretmedi; Opc<Op<2xOpc ise bakteri zayif biyofilm olusturduy;
2x0pc<Op<4xOpc ise bakteri orta biyofilm olusturdu; 4xOpc<Op ise bakteri giiglii
biyofilm  olusturdu  seklinde  yorumlanarak  bakterilerin  derecelendirilmesi

hesaplanmaistir (Stepanovic vd., 2007).

50



Cizelge 4.3. Biyofilm olusumunun degerlendirilmesi

570 nm (48 saat) Kristal viyole ile Biyofilm Biyofilm
Bakteriler boyanan  biyofilmin olusturma olusturma
ve steril besiyeri  mikroplaka ortalamalari anlamlari
iizerindeki gorseli Op Degerleri

(Optik dansite

degerleri)
Pseudomonas ‘ “ 2,997 Giiglii biyofilm
aeruginosa " (++4)
Staphylococcus 0,846 Giiglii biyofilm
S X -
Enterococcus 0,501 Orta biyofilm
faecalis - (++)
Escherichia coli _ 0,686 Orta biyofilm (++)
Steril besiyeri ‘ 0,196 -

Calismamizdaki E. coli, P.aeruginosa, S. aureus ve E. faecalis’e karsi biyofilm
olusumlar1 sirastyla orta (++), glcli (+++), gicli (+++) ve orta (++) seklinde
degerlendirilmistir.

Borges ve digerleri (2012), P. aeruginosa, S. aureus, E. coli bakterilerinin
biyofilm olusum yeteneklerini, Stepenovic ve digerlerinin (2007) smiflandirmasina
gore, sirastyla orta (++), zayif (+), giiglii (+++) olarak analiz etmislerdir. Jardak ve
arkadaglar1 (2017), P. aeruginosa ATCC (27853) ve S. aureus bakterilerinin biyofilm
olusum yeteneklerini sirasiyla orta (++) ve zayif (+) seklinde analizlemislerdir. Hassan
ve digerleri (2011), P. aeruginosa, S. aureus, E. coli ve E. faecalis bakterilerinin
biyofilm olusum yeteneklerini giiclii (+++), orta (++), gii¢lii (+++) ve orta (++) seklinde
analiz etmislerdir. Yapilan bu caligmalar, bizim sonuglarimizla paralellik
gostermektedir. Paralel olmayan wverilerin ise; sus farkliligindan kaynaklandigim

diisiinmekteyiz.

4.1.3. Antibiyofilm sonuclarinin degerlendirilmesi

Bakterilerin antibiyofilm etkinligi, resaziirin ile boyanan MBEK yontemi ve

SYTO-9/PI boyama ydntemi ile hiicre canlilig1 dl¢iilerek degerlendirilmistir.
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4.1.3.1. MBEK yéontemiyle antibiyofilm etkinliginin degerlendirilmesi

Polifenollerin  antibiyofilm aktivitesi, Minimum Biyofilm Eradikasyon
Konsantrasyonu (MBEK) yontemi ile gerceklestirilmistir. Uygulanan yontemin
ardindan mikroplakadaki bakterilerin antibiyofilm etkisi resazurin boyasiyla boyanarak
hiicrelerin canliligi degerlendirilmistir. Resazurinle boyanan kuyucuklar, bakterilerin
canliliklarina gore inkiibasyondan sonra renk degistirirler. Mavi kuyucuklar bakteriyel
gelismenin olmadigini yani bakterilerin canli olmadigini, pembe-kirmizi kuyucuklar ise
gelismenin oldugunu gdstermektedir. ik pembe-kirmizi kuyucuktan &nceki mavi
kuyucuk polifenol bilesige ait MBEK oldugunu gostermektedir. Buna gore antibiyofilm

sonuglarinin degerlendirilmesi Cizelge 4.4.’de verilmistir. Gorsel 4.5.’deki goriintiiler

ornek niteligindedir.

T RS ol il = |z
ootrel overal hontrol
: 3 N S

a) Kloramfenikoliin S. aureus (ATCC 29213) b) Kloramfenikoliin P. aeruginosa (ATCC 27853)
tizerindeki antibiyofilm etkisi tizerindeki antibiyofilm etkisi

00 | 64005 | 32005 | 1600)g | %0ig | @0 | 2004 0 W | B oMo | MO
& keotrel | Roowod

¢) Gallik asitin P. aeruginosa (ATCC d) Kurkuminin P. aeruginosa(ATCC
27853 ) iizerindeki antibiyofilm etkisi 27853) tizerindeki antibiyofilm etkisi

Gorsel 4.5. Antibiyofilm sonu¢larinin makroskobik gortintiileri



Cizelge 4.4. Polifenollerin bakteriler tizerindeki antibiyofilm etkileri

Bakteriler Kloramfenikol Gallik asit Resveratrol Kurkumin
E. coli >1000 uM >1000 uM >1000 uM >1000 uM
P. aeruginosa >1000 uM >1000 uM >1000 uM 250 uM

S. aureus 1000 uM >1000 uM >1000 uM >1000 uM
E. faecalis >1000 uM >1000 uM >1000 uM >1000 uM

MBEK yontemiyle belirlenen antibiyofilm sonuglarinda kloramfenikolun S.
aureus tzerindeki MBEK degeri 1000 uM; diger kullanilan bakteriler iizerindeki
MBEK degeri >1000 pM’dir. Gallik asit ve resveratrolun ¢alismada kullanilan tim
bakterilerdeki MBEK degeri >1000 puM’dir. Kurkuminin P. aeruginosa fizerindeki
MBEK degeri 250 puM; diger kullanilan bakteriler iizerindeki MBEK degeri >1000
uM’dir.

Liu ve digerleri (2017), gallik asitin S. aureus’a kars1t MBEK konsantrasyon
degerini 32000 pg/mL olarak bulmuslardir. Luis ve digerleri (2014), gallik asitin S.
aureus’a karst biyofilm olusumunu pozitif kontrole gore % 40 azalttigin1 4000 pg/mL
konsantrasyonunda analiz etmislerdir. Borges ve digerleri (2012), gallik asitin biyofilm
olusumunu engelledigini ve biyofilm canliligin1 azalttigi icin yani bakteriyel
hareketliligi durdurdugu icin yiiksek etki gosterdigini bulmuslardir. Borges ve digerleri
(2014), aym zamanda gallik asitin P. aeruginosa ve S. aureus’a karsi biyofilm
etkinliginin Onlenmesinde yiliksek potansiyel analiz etmiglerdir. Shao ve digerleri
(2015), gallik asitin E. coli tizerindeki biyofilm olusumunu 8000 pg/mL olarak
bulmuglardir.

Sumitkumar ve digerleri (2009), fenol ve dogal fenolik bilesiklerin, tokoferol ve
etil linoleat harig, P. aeruginosa tarafindan olusturulan biyofilmde anlamli bir azalma
oldugunu gostermislerdir.

Lee ve digerleri (2013), resveratrolun oligomerlerinden olan stilbenoid tetramerin
P. aeruginosa ve E. coli’ye karsi biyofilm olusumunu inhibe ettigini bulmuslardir. E.
coli tizerindeki 5 pg/mL konsantrasyonu, %90’dan fazlasini inhibe ettigi i¢in daha etkili
bulmuslardir. Cho ve digerleri (2015), kirmiz1 sarap i¢indeki resveratrolun S. aureus’a
kars1 antibiyobilm etkisini analiz etmislerdir. Kolouchova ve digerleri (2018),
resveratrolun P. aeruginosa ve E. coli’ye karst MBEK degerini ise >170 ve 125 pg/mL

olarak bulmuslardir.
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Pravin ve digerleri (2016), kurkuminin giiglii bir biyoaktif madde oldugunu, ek
olarak antimikrobiyal ve antibiyofilm etkilerine sahip odugunu vurgulayarak, tim bu
patojenik bakteriyel izolatlarda kurkuminin MBEK degerini 128 pg/mL olarak
bulmuslardir. Karaman ve digerleri (2013), kurkuminin P. aeruginosa biyofilminin
tedavisinde kurkumin kullanimi i¢in tatmin edici verileri saglamak amaciyla daha
kapsamli ¢aligmalar gerektigini vurgulamislardir.

Antibiyofilm iizerine literatiirde yapilmis birgok c¢alisma mevcuttur. Bu
caligmalarda kullanilan yontem, bizimde temel bir ¢alisma olmasi agisindan
kullandigimiz  MBEK belirleme yontemidir. Calismamizda akis hiicremetrenin
mikrobiyolojik ¢aligmalarda kullanilabilirligine 6nemli bir 6rnek sunmak ve elde edilen
verileri arttirabilmek icin SYTO9/PI boyalarini kullanarak, canli, 6lii ve apoptotik hiicre
yiizde oranlari akis hiicremetrede c¢alisilmis, elde edilen veriler Cizelge 4.5.°de

sunulmustur.

4.1.3.2. SYTO-9/PI ile belirlenen biyofilmde canly ve élii hiicrelerin degerlendirilmesi

Polifenolerin bakterilere karsi antibiyofilm etkinligi, SYTO-9/PI boyasiyla da
degerlendirilmistir. Calismada kullandigimiz dort bakterinin de antibiyofilm etkinligi
akis sitometrisinde incelenmistir.

In vitro ko kiiltir modelinde E. coli LPS kullanildig1 igin hiicre kiiltiiriiyle
paralellik saglamasi agisindan polifenollerin E. coli bakterisi tizerinde etkinligi
incelenmistir (Sekil 4.2.). Polifenollerin P. aeruginosa, S. aureus ve E. faecalis
tizerindeki antibiyofilm etkinlikleri sirasiyla EK-4, EK-5 ve EK-6 seklinde verilmistir.
Ayni zamanda bu yonteme gore tiim polifenollerin, tim bakteriler iizerindeki

antibiyofilm degerlendirilmesi ise Cizelge 4.5.de verilmistir.
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Sekil 4.2. Polifenollerin E. coli biyofilmi iizerindeki etkisinin, canl: ve olii hiicre olarak akis sitometride

degerlendirilmesi
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Cizelge 4.5. Polifenollerin biyofilm iizerindeki etkisinin, canli ve 6lii hiicre olarak akig sitometride

degerlendirilmesi
Mikroorganizmalar Polifenoller Sonug¢ Kontrol 1000 500 250 125 62,5
anlamlar pM M M pM pM
E. coli Gallik asit % Apoptotik h. 6,3 10,6 20,1 26,3 13,7 10,4
% Nekroz h. 16 0,5 1 0,3 0,3 04
% Canli hiicre 92,2 89 79 735 86 89,1
Kurkumin % Apoptotik h. 5 3,2 2,1 2,2 3,2 34
% Nekroz h. 2,8 31,2 27,7 15,5 6,2 19
% Canli hiicre 92,3 65,7 70,2 82,4 90,6 94,7
Resveratrol % Apoptotik h. 2,5 0,6 1 11 1,8 2,2
% Nekroz h. 0,5 14 0,2 0,5 0,3 04
% Canli hiicre 97,1 98 98,8 98,3 97,9 97,5
Kloramfenikol % Apoptotik h. 7,7 2,3 22 56,4 34 36,5
% Nekroz h. 6 0,3 2,1 6,8 0,3 4
% Canli hiicre 86,2 97,4 76 36,8 96,3 59,5
P. aeruginosa Gallik asit % Apoptotik h. 8,1 23,6 30,1 22,1 353 32,8
% Nekroz h. 0,6 41 1,3 9,1 9 25
% Canli hiicre 91,3 72,3 68,7 68,8 55,7 64,8
Kurkumin % Apoptotik h. 7.4 34 15,3 19,1 17,4 23,9
% Nekroz h. 11 13,5 20,5 21 21,3 12,8
% Canli hiicre 91,5 52,5 64,2 60 61,3 63,4
Resveratrol % Apoptotik h. 8,1 13,5 21,5 27,8 19,5 29,2
% Nekroz h. 0,6 6,3 28,4 16,1 21,2 6,4
% Canli hiicre 91,3 80,1 50,1 56 59,3 64,4
Kloramfenikol % Apoptotik h. 9,2 40,9 49,6 79,3 53,1 27,2
% Nekroz h. 1,7 19,3 24,2 59 8,1 9,5
% Canli hiicre 89,1 39,9 26,2 14,8 38,8 634
E. faecalis Gallik asit % Apoptotik h. 51 9,6 11,4 12 17,7 16,4
% Nekroz h. 2 2,9 0,9 1,2 15 1
% Canli hiicre 92,9 87,5 87,6 86,8 80,9 82,6
Kurkumin % Apoptotik h. 7,6 05 2,9 2,6 33 2,4
% Nekroz h. 3,2 21 31,3 51 57,6 50,5
% Canl1 hiicre 89,2 78,4 65,8 46,4 39,1 47,1
Resveratrol % Apoptotik h. 54 0,6 1,9 8,5 9,7 12,2
% Nekroz h. 2,2 0,8 1,7 1,3 1,1 18
% Canl1 hiicre 92,3 98,7 96,4 90,2 89,1 86
Kloramfenikol % Apoptotik h. 6,8 31,7 45,7 13,3 27,7 2.8
% Nekroz h. 16 75 6 10,2 18,2 19,7
% Canl1 hiicre 775 60,9 48,3 76,4 54,2 77,5
S. aureus Gallik asit % Apoptotik h. 0,2 31 33 3,6 4,3 71
% Nekroz h. 0,5 5 74 16,2 16,3 14,9
% Canli hiicre 99,2 92 89,4 80,1 79,4 78
Kurkumin % Apoptotik h. 0,8 8 73 9,3 4,7 35
% Nekroz h. 49 16,4 10,7 6,6 22,9 3,7
% Canl1 hiicre 94,3 75,6 82,1 84,1 72,4 92,8
Resveratrol % Apoptotik h. 4,6 0,1 1,2 15 1,3 0,8
% Nekroz h. 1,7 3,8 141 18 12 12
% Canli hiicre 93,6 96,1 84,6 80,5 86,7 87,2
Kloramfenikol % Apoptotik h. 0,2 0,3 1,2 0,8 1,8 2,6
% Nekroz h. 0,4 35 43 01 15, 0,8

% Canl1 hiicre 99,4 96,2 94,5 99,1 83,2 96,6

Yapmis oldugumuz SYTO-9/PI ile boyanan antibiyofilm calismasinda, gallik
asitin 1000, 500, 250, 125 ve 62,5 uM konsantrasyonlarinda, E. coli iizerindeki canli
hiicre oran1 sirasiyla %89, %79, %73,5, %86 ve %89,1; E. faecalis {izerinde %87,5,
%87,6, %86,8 %80,9 ve %82,6; P. aeruginosa iizerinde %72,3 %68,7, %68,8, %55,7,
%64,8; S. aureus lizerinde %92, %89.4, %80,1, %79,4 ve %78 scklinde bulunmustur.
Ayn1 zamanda gallik asitin 1000, 500, 250, 125 ve 62,5 uM konsantrasyonlarinda, E.
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coli tizerindeki apoptotik hiicre 6liimii oran1 sirasiyla %10,6; %20,1; %26,3; %13,7 ve
%10,4; E. faecalis tizerinde %9,6, %11,4, %12, %17,7 ve %16,4; P. aeruginosa
tizerinde %23,6, %30,1, %22,1, %35,3, %32,8; S. aureus iizerinde %3,1, %3,3, %3,6,
%4,3, %7,1 seklinde bulunmustur.

Kalanchoe blossfeldian bitkisinin fitokimyasal analiziyle gallik asit ve diger bazi
polifenollerin varligi ortaya ¢ikmustir (Pryce, 1972). Bu yilizden Sarkar ve digerleri
(2015), bu bitkinin ekstresinin konfokal lazer tarama mikroskobunda (KLSM), SYTO-9
ve PI boyasiyla boyanan P. aeruginosa iizerindeki antibiyofilm etkinligini
incelemislerdir. Arastirmacilar bu bitkinin antibiyofilm etkisini kontrole gore
kiyaslayarak canliligin azalmis oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢aligmada KLSM’de
incelenen goriintiide, yesil floresansinin turuncuya gegmesi canliligin azalmis oldugunu
gostermektedir.

Cin tibbi bitkisi olan Galla chinensis toksik olmamakla birlikte antibakteriyel ajan
olarak da diisiiniilmektedir. Bu bitkinin ektresi ve bilesikleri ayn1 zamanda gallik asit ve
tirevleri bakimindan zengindir ve antimikrobiyal 6zellige sahiptir (Chen vd., 2006;
Djakpo ve Yao, 2010). Wu ve digerleri (2019), Galla chinensis ekstresi ile yaptiklari
calismada S. aureus’a karst MIK degerini 15-31 pg/mL olarak analiz etmislerdir ve
KLSM’de inceledikleri gorlintiide, S. aureus iizerindeki antibiyofilm etkinligini
kontrole gore azalmis oldugunu tespit etmislerdir.

Gida ile temas eden yiizeylerde S. aureus biyofilm olusumu, besin
kontaminasyonunun ana nedenidir. Bitkilerde en yaygin metabolitlerden biri olan
organik asitler birgok iilkede gida kaynakli patojenlerin kontaminasyonunu azaltmak
icin rutin olarak kullanilmaktadir (Theron ve Lues, 2007). Gallik asit gibi organik
asitlerin S. aureus biyofilm olusumuna kars1 inhibitor etkisi vardir. Bu nedenle Bai ve
digerleri (2019), organik asit olan kuinik asitin antibiyofilmi etkinligini aragtirmislardir.
Aragtirmacilar, KLSM’de goriintiiledikleri kuinik asitin 1250 pg/mL konsantrasyonunda
S. aureus ATCC (29213) iizerindeki biyofilm olusumunu azaltmis oldugunu tespit
etmislerdir. Bunu SYTO-9 ve PI boyalarim1 kullanarak inceledikleri canliligin yesilden
kirmiziya gecerek azalmis oldugunu gostermislerdir.

Jadaun ve digerleri (2015), yapmis olduklar1 ¢alismada kurkumin ve bal (ChC)
ikilisini birlestirerek P. aeruginosa iizerinde virulans faktorlerini ve antibiyofilm
etkilerini arastirmislardir. Arastirmacilar, KLSM’de inceledikleri goriintiilerde ChC’nin

kontrole gore %50 canlilig1 azalttigini tespit etmislerdir.
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Yaptigimiz ¢aligmada SYTO-9/P1 ile belirlenen polifenollerin bakteriler
tizerindeki antibiyofilm etkinliginde, hiicre canliligi diger ¢aligmalara paralellik

gostererek kontrole gore azalmaktadir.

4.2. In Vitro Hiicre Kiiltiirii Sonuglari

4.2.1. Polifenol bilesiklerin THP-1 Hiicresindeki sitotoksik etkilerinin WST-1

yontemi ile de@erlendirilmesi

Oncelikle THP-1 hiicrelerinin, 420 nm dalga boyunda ELISA’da okutulan
absorbanslari, Microsoft Office Excel programina aktarilip polifenollerin en etkili
oldugu konsantrasyonlari bulabilmek igin % Microsoft Office Excel programindan
alman 1Csp diizeyleri hesaplanmistir. 1Cso degeri (Inhibitor Concentration), hiicrelerin
%50'sinin belirli bir siirede 6ldiirtildiigi ilag konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir.
Belirlenen ICsp konsantrasyonlar1 Cizelge 4.6.’da verilmistir. Daha sonra polifenol ve
mesazalin (pozitif kontrol) konsantrasyonlarnin Microsoft Office Excel programindan
alinan % hesaplari Graph Pad Software programinda % hiicre canlilik grafiklerine
cevrilmisgtir. Bu grafikler Sekil 4.3.°de verilmistir. Ayrica hiicrelerin mikroskop

altindaki goriintiisii Gorsel 4.6.”de verilmistir. (n= tekrar sayist)

:

Kontrol 31,25 pM 62,5 pM 125 pM 250 pM 500 pM

Gorsel 4.6. Gallik asitin THP-1 hiicreleri iizerindeki belirli konsantrasyonlardaki mikroskop

gortintiileri
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Gallik asitin THP-1 hilcreleri {izerindeki sitotoksik ethisi ~ Kurkurrinin THP-1 hilcreleri (izerindeki sitotoksik etkisi
150, 150,

Yo Hixre Cardihicy
YoHixre Cardihce

0
Kontrol31,25 625 125 250 500 Konrol 3125 625 125 280 500

Korsartrasyoniar (V) Konsartrasyoriar (M)

Resveratroliin THP-1 hilcreleri {izerindekd sitotoksik etidsi - Mesalazirin THP-1 hilreleri (izerindekd sitotoksik efiisi
184 180,

Yo Hicre Candihice
Yo HiIcTe CasdihiSn

0
Kontrol31.25 625 125 250 500 Kontrd 3125 625 125 250 500

Korsartrasyoriar (:M) Korsartrasyoriar ()

Sekil 4.3. Polifenol ve mesalazin (pozitif kontrol) konsantrasyonlarinin, THP-1 hiicreleri
tizerindeki % hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi

(*p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001) (n=8)
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Cizelge 4.6. THP-! hiicrelerinin ICsy konsantrasyonlari

Polifenoller 1Csp
Gallik asit 378 uM
Resveratrol 363 uM
Kurkumin 642 uM
Mesazalin >500 uM

WST-1 yontemine gore hesaplanan THP-1 hiicrelerinin % canlilik degerleri
konsantrasyon artisina bagli olarak azalmistir. THP-1 hiicrelerinin istatistiksel
anlamlilik degerleri kontrol gruplarina gore belirlenmistir. Gallik asitin, kurkuminin ve
resveratroliin, tiim konsantrasyonlarindaki istatistiksel anlamlilik degeri ile mesalazinin
250 ve 500 uM konsantrasyonlarindaki istatistiksel anlamlilik degeri p<0,0001 ****;
mesalazinin 125 uM konsantrasyonunda istatistiksel anlamlilik degeri p<0,001 ***
62,5 uM konsantrasyonunda ise p<0.05 * olarak belirlenmistir. 31,25 uM
konsantrasyonunda ise istatistiksel anlamlilik bulunmamustir.

Polifenoller arasindan 1,2,3,4,6-penta-O-galloyl-B-D-glikoz (PGG), prototipik bir
gallotannin ve hidrolizlenebilir tanenin biyosentetik yolundaki merkezi bilesigidir.
hidrolizlenebilir tanenler, glikozun gallik asit esterleridir (Zhang vd., 2009). Zhao ve
digerleri (2015), PGG’nin etkisi, THP-1 makrofajinda ¢alistiklar1 deneyde, 20-80 uM
konsantrasyon araliginda anlamli bir inhibisyon bulmuslardir. 0,1-10 uM konsantrasyon
araliginda anlamli bir inhibisyon bulamamislardir. PGG’nin ICsy degeri ise 60-80 uM
arasindadir.

Kim ve digerleri (2011), kurkumini THP-1 hiicreleri iizerinde, pozitif kontrol
olarak kullandiklar1 c¢alismada, kurkumin 30 pg/mL (82 pM)'den diisiik
konsantrasyonda sitotoksisite gostermedigini bulmuslardir. 1Csp’sini >82 puM olarak
bulmuslardir.

Mahbub ve digerleri (2013), yapmis olduklar1 c¢alismada, bazi polifenol
bilesiklerin ICsg degerlerini THP-1 hiicreleri iizerinde su sekilde vermistir: quercetin
(37), apigenin (180), chrysin (500), rhein (158), emodin (10), aloe-emodin (450), cis
stilben (45), trans stilben (380) uM olarak bulmuslardir.

Dugo ve digerleri (2017), THP-1 makrofajlar tizerindeki yapmis olduklari kakao
extrakt calismasindaki polifenol bilesiklerini sonuglarini degerlendrirken GAE (Gallik
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asit esdegeri) standardi olusturarak  belirtmiglerdir. GAE’nin  5-100 upM
konsantrasyonlar1 arasinda anlamli bir sekilde hiicre canliligi artmistir. 100 pM
konsantrasyonu ile kontrol kiyaslandiginda, hiicre canliligt %30 artmistir. Yani

farklilastirilmis hiicrelere karsi, toksik etki gostermedigini belirtmislerdir.

4.2.2. Polifenol bilesiklerin Caco-2 hiicresindeki sitotoksik etkilerinin MTT

yontemi ile degerlendirilmesi

Ilk olarak Caco-2 hiicrelerinin, 540 nm dalga boyunda ELISA’da okutulan
absorbanslari, Microsoft Office Excel programina aktarilip polifenollerin en etkili
oldugu konsantrasyonlar1 bulabilmek i¢in % Excel programindan alinan ICsq diizeyleri
hesaplanmistir. Belirlenen ICsg konsantrasyonlar1 Cizelge 4.7. ‘da verilmistir. Ayrica
gallik asitin mikroskop goriintiileri Gorsel 4.7.’de verilmistir. Daha sonra polifenol ve
mesalazin (pozitif kontrol) konsantrasyonlarinin Microsoft Office Excel programindan

% hesaplar1 alinarak, Graph Pad Software programinda % hiicre canlilik grafiklerine

cevrilmistir. Bu grafikler Sekil 4.4.”de verilmistir.

Kontrol 31,25 uM 62,5 ptM 125 pM 250 pM 500 pM

Gorsel 4.7. Gallik asitin Caco-2 hiicreleri iizerindeki belirli konsantrasyonlardaki mikroskop

gortintiileri
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Resveratroliin Caco-2 hilcreler iizerindekd sitotoksik etiisi  Gallik asitin Caco-2 hilcreleri iizerindekd sitotoksik ethisi
150, 150,

o HUocroe Coedihige
Yo Hicre Casdihicy

Kontrol31,25 625 125 250 500
Korsartrasyorar (V)

Nesalazinin Caco-2 hilcreleri {zerindeki sitotoksiketiisi -~ Kurkuminin Caco-2 hicreleri {izerindekd sitotoksik etiisi

180 190,
9 9
- m ook ook e - -
N e 5
| . __
\ 3
Kot 3125 825 15 20 50 Kortrol3125 625 15 20 50
Kersartrasyertar (V) Korsartrasyoniar (M)

Sekil 4.4. Polifenoller ve mesazalin (pozitif kontrol) konsantrasyonlarimin, Caco-2 hiicreleri

tizerindeki % hiicre canliik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (****
p<0,0001) (n=8)

MTT yontemine gore hesaplanan Caco-2 hiicrelerinin % canlilik degerleri
konsantrasyon artigina bagli olarak 6nemli derecede azaldigi gézlemlenmistir. Caco-2
hiicrelerinin istatistiksel anlamlilik degerleri kontrol gruplarina gore belirlenmistir.
Gallik asitin, kurkuminin ve mesalazinin tiim konsantrasyonlardaki istatistiksel
anlamlilik degeri ile resveratroliin 31,25 uM olan konsantrasyonu hari¢ digerlerinin

istatistiksel anlamlilik degerleri **** p<0,0001 olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.7. Caco-2 hiicrelerinin ICsy konsantrasyonlart

Polifenoller 1Cx
Gallik asit 50 uM
Resveratrol 324 uM
Kurkumin 253 uM
Mesazalin 500 uM

Forester ve Waterhouse (2010), Caco2 hiicrelerinde gallik asitin ICsp degerini
68,7 uM olarak analizlemisler ve hiicre ¢ogalmasini da yaptiklar1 ¢aligmada etkili bir
sekilde azalttigim1 bulmuslardir. Forester ve digerleri (2014), Caco-2 hiicrelerinin
canliliklarin azaldigin1 doza ve zamana bagli olarak, GA’nin 10-100 uM araligindaki
konsantrasyonlarinda  bulmuslardir.  Rashidi  ve  digerleri (2014), GA’in
konsantrasyonlarindaki artis1, Caco-2 hiicrelerindeki canliligt azalmakta oldugunu
analizleyerek Caco-2 hiicrelerinin anti kanser 6zelliklerini gostermislerdir. GA’nin ICsy
degerini ise ¢alismada 30,5 ug/mL (179 uM) olarak bulmuslardir. Wang ve digerleri
(2016), Caco-2 hiicresinde GA’nin 10 uM konsantrasyonunda, hiicre canlilik yiizdesini
%89 olarak analizleyerek istatistiksel olarak anlamli bulmuslardir.

De Maria ve digerleri (2013), Caco-2 hiicrelerindeki reseveratrolun ICsy degerini
156 uM/mL olarak analiz etmislerdir. Bir baska c¢alisma, resveratrolin 25 pM
konsantrasyonu, Caco-2 hiicreleri iizerinde 6nemli bir antiproliferatif etki gostermistir.
%70 biiytimeyi inhibe ettigini gostermislerdir (Schneider vd., 2000). Panaro ve digerleri
(2012), Caco-2 izerinde, resveratrolun 1-100 pM konsantrasyonlarinda hiicre
canliliginin etkilemedigini bulmuslardir.

Wahlang, Pawar ve Bansal (2011), Caco-2 hiicrelerindeki kurkuminin ICsg
degerini 265 uM olarak analiz etmislerdir. He ve digerleri (2011), kurkumin tedavisinin,
kolorektal kanserli hastalarin genel sagligim iyilestirdigi ve dolayisiyla tiimor hiicre
apoptozunu hizlandirdigr sonucuna varmislardir. Literatiir ¢alismalarindaki sonuglar ile

calismamizda elde ettigimiz sonuglar paralellik gostermektedir.
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4.2.3. Ko-kiiltiir hiicre Kiiltiirii modeli ile akis sitometride orneklerin sitokin
seviyelerinin degerlendirilmesi

Gallik asit polifenoller arasinda ICsy degeri en etkin bilesik oldugu i¢in, ko kiiltiir
yontemiyle gallik asitin ko kiiltiir modelinde pro/antiinmflamatuar sitokinler acisindan
degerlendirilerek immiinolojik etkileri arastirilmistir. Sonuglar kontrol ve mesalazin ile

karsilastirmasi yapilarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.8.) (Sekil 4.5.).

~ F03 Mesazaline TMNF-Alpha F04 Gallik Asit TMF-Alpha
- Eglel:(ggtml THF-Alpha = Gate: P2 Gate: P2

Count
Count

Count

wl W W at Wb 2?2 wl wt uF wl -2 wl et wt WF wl 2
THF-ALPHA-A TNF-ALPHA-A THF-ALP HA-A
EO01 Kontrol IL-8 ED3 Mesazaline IL-6 ED4 Gallik Asit IL-6
o Gater P2 o Gate: P2 Gate: P2

Count
Count

Count

Count
Count

Count

<01 Kontrol IL-1 Beta ©03 Mesazaline IL-1 Beta C04 Gallik Asit IL-1 Beta
= _Gate: P2 = _Gate: P2 = _Cate: P2

Count
Count

Count

Wl wd W wt S
IL-1 BETA-A

EO1 Kontrol IL-8 BO3 Mesazaline IL-8
= _CGate: P2 Gate: P2

150

150

Count

Sekil 4.5. Gallik asitin ko kiiltiir modelinde sitokin seviyelerinin akis sitometride 6l¢iilmesi
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Cizelge 4.8. Gallik asitin sitokin sonuglarimin ¢izelgede gosterilmesi

Ornekler % (-) % (+)
Kontrol 1L-8 57,5 23,2
Mesalazin IL-8 26,2 57,5
Gallik asit IL-8 29,2 52,7
Kontrol IL- 1 8 47,9 38,4
Mesalazin IL-1 55,9 28,9
Gallik asit IL-1 B 54,1 30,3
Kontrol TNF- o 34,1 57,5
Mesalazin TNF- a 45,9 45,2
Gallik asit TNF- o 418 49,9
Kontrol IL-10 42 45,7
Mesalazin IL-10 39,3 48,9
Gallik asit IL-10 354 53,4
Kontrol I1L-6 35,9 53,1
Mesalazin IL-6 40,8 47,3
Gallik asit IL-6 35,8 53,3

THP-1 hiicreleri 1 pg/mL E. coli LPS ile uyarildiktan sonra, Caco-2 hiicreleri ile
ko-kiiltiir hiicre kiiltiirii modelinde; IL-8, %23,2 olarak bulunmus, mesalazin ve gallik
asit uygulamasindan sonra bu deger sirasiyla %57,5 ve %52,7 olarak Slgiilmiustiir. 1L-
1B, %38,4 olarak bulunmus mesalazin ve gallik asit uygulamasindan sonra bu deger
strastyla %28,9 ve 30,3 olarak ol¢lilmiistiir. TNF-a %57,5 olarak bulunmus, mesalazin
ve gallik asit uygulamasindan sonra bu deger sirasiyla %45,2 ve 9%49,9 olarak
Olctilmistiir. IL-10, %45,7 olarak bulunmus, mesalazin ve gallik asit uygulamasindan
sonra bu deger sirasiyla %48,9 ve %53,4 olarak oOlgilmustiir. 1L-6, %53,1 olarak
bulunmus, mesalazin ve gallik asit uygulamasindan sonra bu deger sirasiyla %47,3 ve
%>53,3 olarak Olgiilmiigtiir. Oransal olarak degerlendirildiginde Cizelge 4.7.’ye gore
gallik asit E. coli LPS uygulamasindan sonra sadece TNF-a ve IL-18 seviyelerinde
inhibisyon goézlemlenmistir. 1,15 kat TNF-a ve 1,27 kat IL-1B seviyeleri iizerinde
inhibisyon saglanmistir. I1L-6, IL-8 ve [IL-10 sitokin seviyelerinde artma
gozlemlenmistir. Sitokin seviyelerinde artigin olmasi, gallik asitin bu sitokinler iizerinde

proinflamatuar etkisi oldugunu gostermektedir.
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Bazi ¢aligmalarda aragtirmacilar, proinflamatuar sitokin iiretimindeki gallik asitin
inhibitor etkisindeki konsantrasyonlarin 10-50 uM araliginda oldugunu gostermislerdir
( Kim vd., 2011; Kim vd., 2006; Choi vd., 2006).

Nile ve digerleri (2016), yapmus olduklar1 bir ¢alismada E. coli LPS ile uyarilmis
THP-1 hiicreleri iizerinde ferulik asit ile ilgili on tane bilesigin TNF-a ve IL- 6
seviyelerini  belirlemis ve antiinflamatuar  aktivitesinin  inhibisyon analizini
degerlendirmislerdir. Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda gallik asit ile ilgili olarak 10 uM
konsantrasyonunda %48 TNF-a inhibisyonu ve %75 IL-6 inhibisyonu
gozlemlemiglerdir.

Rupasinghe ve digerleri (2015), yapmis olduklart bir g¢aligmada LPS ile
indiiklenmis THP-1 hiicrelerinde, polifenol ekstraktinin proinflamatuar sitokinleri
kapsayan TNF- a ve IL- 6’y1 baskilayabildiklerini analiz etmislerdir.

Drummond ve digerleri (2013), yapmis olduklar bir ¢alismada bitki ektresinden
izole ettikleri polifenol bilesiklerini (apigenin, kuersetin ve salisilik asit), LPS ile
stimiile edilmis THP-1 makrofajlariyla inkiibe etmisler ve IL-18, TNF-o ve IL-6
seviyelerini 6lgmiislerdir. Yaptiklari ¢alismada apigenin ve kuarsetinin 10 uM
konsantrasyonunda IL-6 seviyesi anlamli derecede azalmis, ayni zamanda hem apigenin
10 uM konsantrasyonu hem de kuarsetinin 25 uM konsantrasyonunda TNF-a. seviyesi
anlamli derecede azalmistir. Arastirmacilar, kuarsetinin 50 uM konsantrasyonunda IL-
18, TNF-a ve IL-6 seviyelerini sirasiyla %4, %16 ve %79; apigeninin 50 pM
konsantrasyonunda IL-18, TNF-a ve IL-6 seviyelerini sirasiyla %3, %11 ve %69;
salisilik asitin 50 uM konsantrasyonunda IL-16, TNF-a ve IL-6 seviyelerini ise sirasiyla
%36, %100 ve %69 olarak bulmuslardir.

Liu ve digerleri (2018), yaptiklari bir ¢alismada Salvia miltiorrhiza f. alba
(Lamiaceae) koklerinden (RSMA) elde edilen ekstreden cesitli fenolik asitleri izole
etmiglerdir. Fenolik asitler, RSMA'nin baslica etkili bilesenlerindendir. Arastirmacilar
bu fenolik asitlerin LPS ile uyarilmis THP-1 hiicrelerindeki TNF-o, IL-6 ve IL-1B
seviyelerindeki etkilerini arastirmislar ve tiim fenolik asitlerin 5 ve 25 uM
konsantrasyonlarinda TNF-a, IL-6 ve IL-18’ y1 inhibe ettigini bulmuslardir.

Rathor ve digerleri (2014), Ganoderma lucidum’un hidro-etanolik (HEGL)
ekstrenin THP-1 hiicrelerindeki TNF-o ve IL-1p’nin E. coli LPS ile uyarilmis salinimini
anlamli derecede baskiladigini bulmuslardir. HEGL’in 25, 50, 100, 250 and 500 pg/mL
konsantrasyonlarinda sirasiyla %5,9, %22,5, %42,98, %46,16, %60,18 oraninda TNF-
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a’yt inhibe ettigini bulmuslardir. Ayni zamanda ayni konsantrasyonlarinda yine
sirastyla %28,87,  %22,51, %31,25, %3591 ve %31,61 IL-1p inhibisyonu
gozlemlemislerdir.

Zhao ve digerleri (2019), fenolik bilesiklerden olan vanilinin antiinflamatuar
etkinliklerini arastirmiglardir. LPS ile uyarilmig THP-1 hiicrelerindeki vanilinin 10, 100
ve 500 uM konsantrasyonlarindaki IL-18, TNF-a, IL-6, IL-8 ve IL-10 seviyelerinin
inhibisyonunu goézlemlemislerdir. Arastirmacilar, sonuglart LPS tarafindan uyarilmis
THP-1 hiicrelerinin gelisimini 6nleyen etkili ve iyi bir antiinflamatuar 6zellik gosteren
vanilinin iyi bir inhibitor etkisi oldugunu vurgulamaktadir.

Tez kapsaminda yapmis oldugumuz bu ¢alismamiz ko kiiltiir hiicre modeli ile akis
sitometride Olgiilen sitokin seviyeleri, diger ¢alismalarda yapilan LPS ile uyarilmis
THP-1  hiicrelerinin  sitokinlerinin  inhibisyonuyla  paralellik  saglamaktadir.
Literatiirlerde gallik asit bilesigiyle Caco-2 ve THP-1 ko kiiltiir hiicre modeli ile sitokin
seviyelerinin aragtirilmasi bulunamamistir. Bu ¢alismanin bu kapsamdaki ¢alismalara

inflamasyonla ilgili saglik alanindaki gelismelere 151k tutacagini diistinmekteyiz.

4.3. In vivo Calismalarin Sonuclar
4.3.1. Gallik asidin sicanlarda IA ile indiiklenmis iilseratif kolit iizerine etkisi
Viicut agirligl, IBH patogenezinin yogun bir klinik belirtisidir. Calismada deneyin
1. giinline gore, kontrol grubundaki si¢anlarin (MS ile tedavi edilen) viicut agirligi
yaklasik %34’lik, 60 mgkg GA ile tedavi edilen siganlarda ise %21’°lik artis
gozlemlenmistir. Ancak 80 mg/kg GA dozu, IA ile indiiklenmis siganlara gére viicut
agirhg iizerinde ¢ok onemli bir etki yaratmamustir. Istatistiksel anlamlilik degerleri
sadece 7. giinde, MS ile IA+GA (80 mg/kg) gruplar1 anlamli farklilik bulunmustur

(p<0,05). Diger giin ve gruplar arasinda istatistiksel anlamlilik degeri bulunmamistir

(Sekil 4.6.).
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Vicut agriiklannn degisimi
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Sekil 4.6. [4 kaynakl: kolit ile sicanlarda farkli dozlarda gallik asit uygulamasindan
sonra 1., 3., 5., ve 7. giindeki viicut agirliklarinin degigimi. (* p<0,05)
(n=5-8)

Pandurangan ve digerlerinin (2015) dekstran sodyum siilfat (DSS) ile indiiklenen
kolit modeli c¢alismasinda; GA uygulanan gruptaki siganlarin viicut agirhigi, kontrol
grubuna kiyasla, azaldigini, DSS ile indiiklenmis kolit modeline kiyasla da arttigini
gbzlemlemislerdir.

Zhu, Gu ve Shen (2019) farelerde yaptiklari bir ¢alismasinda, kontrol grubundaki
farelerin normal diyetle beslendiklerini belirterek viicut agirliklarinin deney boyunca
arttigin1 bildirmisler. 2,4,6-Trinitrobenzen siilfonik asit (TNBS) ile IBH indiiklenen
gruptaki farelerin viicut kilo alimi kontrol grubuna goére kiyasla olduk¢a az iken, 60
mg/kg GA ile tedavi edilmis farelerin kilo alimindaki degisim neredeyse kontrol
grubuna yakin ve hasta grubuna kiyasla daha fazla oldugunu bildirmisler.
Aragtirmacilar, GA’nin ilseratif kolite sahip farelerin viicut agirliklarinin artiginda
oldukca 6nemli bir koruyucu etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir.

Tez kapsaminda yapmis oldugumuz bu c¢alismamiz, diger ¢aligmalarla paralellik
gostermektedir. Kontrol grubunda normal diyetle beslenen sicanlarin viicut agirligi
deney siiresince artmistir. Benzer bir sekilde; 1A ile indiiklenen kolit modelinde, 60
mg/kg dozundaki GA’in tedavi edici etkinligi 6n plana ¢ikmis ve deney boyunca bu
gruptaki siganlarin kilosunda tipki kontrol grubunda oldugu gibi artis oldugu analiz
edilmistir. Istatistiksel olarak da incelendiginde; kontrol grubu ile 60 mgkg GA
uygulanan grup kiyaslandigi zaman aralarinda herhangi bir farka rastlanmamistir. 80
mg/kg GA tedavisi ise Onemli bir etki yaratmamis ve hatta hastalifin patogenezinde

negatif bir etki ortaya ¢ikarmistir. Sonug olarak 6zellikle 60 mg/kg GA dozunun, UC
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patogenezinin olusumunu azaltmada Onemli bir etken madde olabilecegini
diistinmekteyiz.

Bazi kanitlar, mukozal bagisiklik sisteminin dengesizliginin, inflamasyona neden
olabilecegini net bir sekilde gostermektedir. Kolon mukozasinda meydana gelecek bu
kronik inflamasyon, iilserasyonlara, 6dem ve lezyonlarin olusmasina neden olacaktir
(Kandhare vd., 2012; Alenazi, 2013).

Yaptigimiz ¢alismada, kolonik lezyon boyutlari, kolonik genisleme ve katlanma
kayb1 (inflamasyon ve ddem belirtecleri) gibi birtakim parametreler analiz edilmis ve 1A
ile indiiklenen kolit modeli grubuna karst GA (60 ve 80 mg/kg) gruplarinin doza bagl
olarak bu belirteclerdeki kotii prognozu azalttig: tespit edilmistir (Sekil 4.7). Istatistiksel
acidan herhangi bir anlamlilik derecesi tespit edilmemis olmasiyla birlikte grafikler
incelendiginde 60 mg/kg dozda GA uygulanan grubun 80 mg/kg dozda GA uygulanan
gruba kiyasla sonuglarin kontrol grubuna daha yakin oldugu net bir sekilde
goriilmektedir. Yine kolon yas agirligi incelendiginde (Sekil 4.7. D), 60 mg/kg GA
uygulanan grupta kontrol grubu ile kiyaslandiginda herhangi bir fark bulunmamasi bize
GA’in 60 mg/kg dozunun kolit modeli iizerindeki tedavi edici etkinligini
gostermektedir. 80 mg/kg GA dozu incelendiginde ise IA ile indiiklenen kolit
grubundaki doku yas agirligindan hi¢ bir farki yoktur. Bu da bize 80 mgkg GA
dozunun bagirsak dokusu iizerinde herhangi bir tedavi edici etkinliginin olmadigini
gostermektedir. Sekil 4.7. D’de goriildiigii gibi MS ve IA arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilk gériilirken (* p<0,05); MS ve IA+80 mg/kg GA arasinda
istatistiksel a¢idan ileri derecede anlamli bir farklilik (** p<0,01) goriilmektedir. Gorsel
4.8.°de ayn1 zamanda yas kolonun gruplara gore kolit olusturup olusturmadiginin

gorselleri de bulunmaktadir.

M5 IA IA+GA TA+GA

(60 mg'lg) (80 mglg)

Gorsel 4.8. Yas kolonlarin kolit olusturup olusturmadiginin makroskobik goriintiileri
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Sekil 4.7. I4 kaynakli kolit modeli ve sicanlarda Galik asit uygulamasindan sonra

kolonik mukozada doza bagl olarak degisen makroskobik sonuglar. Sonuglar
ortalama + SS olarak ifade edilmistir. A) Kolonik katlanma kaybi;, B)
Genigleme; C) Lezyon bélge; D) Kolon yas agirligimin kantitatif ol¢iimii ve
istatistiksel degerlendirilmesi (* p<0,05; ** p<0,01)

Pandurangan ve digerlerinin (2015), DSS ile indiikledikleri kolitli farelerde,
kontrol grubundaki farelere kiyasla kolon uzunlugunda istatistiksel acidan anlamli bir

kisalma gozlemlerken; tedavi edici olarak GA uygulanan grupta kolon uzunlugunun
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yeniden arttigin1 ve uzunlugun kontrol grubuna kadar yaklastigini gézlemlemislerdir.
Sonug olarak arastirmacilar 10 mg/kg GA'in, DSS ile indiiklenmis kolitli farelerin kolit
siddetini ve kolon genislemesini azalttigin1 ve ayn1 zamanda hiicresel yaralanma ile
iliskili morfolojik degisikliklerin zayifladigini, bagirsak mimarisinin iyice korundugunu
ve inflamasyonun 6nemli bir gostergesi olan hiicre infiltrasyonun 6nemli bir sekilde
azaldigini gozlemlemislerdir.

Khodayar ve digerlerinin (2018) siganlar iizerinde yaptiklari bir ¢alismda, TNBS
ile indiiklenmis IBH sican modelinde gallik asitin koruyucu etkilerini
degerlendirmislerdir. Gallik asitin 6zellikle 100 mg/kg dozu ile makroskobik ve
mikroskobik kolon hasarini iyilestirdiklerini belirtmislerdir.

Zhu, Gu ve Shen (2019) farelerdeki ¢aligmalarinda, kolon dokusunun agirligini ve
uzunlugunu oOl¢miislerdir. TNBS ile indiiklenmis sicanlardaki kolonun uzunlugunu,
kontrol grubundaki siganlarin kolon uzunlugu ile karsilagtirdiklarinda bir kisalmanin
oldugunu gozlemlemislerdir. TNBS ile indiiklenmis grup ile GA (20, 40 ve 60 mg/kg)
gruplarindaki sicanlarin  bagirsaklart kiyaslandiginda; bagirsak agirliklarinda ve
uzunluklarinda doz miktar1 arttikca bir artis ve kontrol grubuna yaklagsma durumu
gozlemlemislerdir. GA tedavisinin, TNBS ile indiiklenmis kolonik doku hasarina karsi
ciddi derecede pozitif yonde artan bir etki gostermis oldugunu tespit etmislerdir. Bu
yiizden bu verilerin, GA’nin, TNBS ile indiiklenmis kolit modelindeki bagirsak doku
deformasyonunu iyilestirmede, 6nemli bir role sahip oldugunu isaret etmiglerdir. Aym
zamanda arastirmacilar GA'nin TNBS ile indiiklenen kolite kars1 koruyucu etkilerinin,
antiapoptotik etkilerinin de aracilik edebilecegini belirtmislerdir.

Yapilan diger caligmalar da bizim simdiki calismamizi destekler niteliktedir.
Kolonun makroskobik olarak degerlendirilmesiyle sonug¢larimizin diger ¢aligmalara
paralellik gosterdigini gormekteyiz. Yapilan GA uygulamasi, kolon genisliginde ve 1A

kaynakli hiicresel yaralanmanin iyilesmesinde 6nemli bir rol oynamistir.

4.3.2. 1A ile indiiklenen kolitli sicanlarda gallik asidin cekum iizerine etkisinin
degerlendirilmesi
Arka bagirsak fermenterleri olarak, kemirgenler ve tavsanlar, sindirime giren
yiyeceklerin tutuldugu, mikroplarla karistirildigi ve fermente edildigi biiyiik bir ¢gekum
veya kolon igermektelerdir (Xiao vd., 2015). Cekumdaki sindirilmeyen materyaller,

bagirsak bakterileri i¢in potansiyel bir kaynaktir. Cekal genislemenin, konvansiyonel
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hayvanlarda mikrobiyal fermentasyonla pargalanmasi gerecken maddelerin miktarina
bagli oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle, ¢ekum agirhigindaki degisim, kolondaki
fermentasyon siirecinin bozuldugunu gosteren disbiyozun (kalin bagirsakta bakteriyel
bozulma) bir isaretidir (Savage ve Dubos, 1968; Tulstrup vd., 2015; Sivaprakasam vd.,
2017).

Sekil 4.8.’de goriildiigii gibi, 80 mg/kg dozunda gallik asit ile yapilan tedavi, 1A
ile indiiklenmis tlseratif kolitli siganlara gore ¢ekum yas agirligi artmistir. 60 mg/kg
dozunda gallik asit ile yapilan tedavi, 1A ile indiiklenmis iilseratif kolitli si¢anlara gore
cekum yas agirhigmi azaltmistir. Ayn1 zamanda, MS ile IA gruplar1 arasinda istatistiksel
anlamlilik degeri * p<0,05; IA ile IA+80 mg/kg GA gruplari arasinda ise istatistiksel

anlamlilik degeri ** p<0,01 olarak analiz edilmistir.
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MS IA IA+GAIA+GA

60 mg/kg 80 mg/kg
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Sekil 4.8. 14 kaynakli kolitli sicanlarda Qalik asit uygulamasindan sonra ¢ekumun yas

agwrhigimin doza bagh degisimleri ve istatistiksel degerlendirilmesi (*
p<0,05; ** p<0,01) Sonuglar ortalama + SS olarak ifade edilmistir.

Tulstrup ve digerlerinin (2015), yaptiklar bir ¢alismada antibiyotiklerin, bagirsak
disbiyoz degisimini incelemisler ve amoksisilin ve vankomisin uygulamasindan sonra
cekum agirliginin arttigini gostermislerdir.

Loesche’nin (1969) yapmis oldugu c¢alismada, gnotobiyotik (canlilar iizerinde,
mikroorganizmalarin  bulunmadigi veya sadece bilinen ya da belirtilen
mikroorganizmalar ile iligkili olan organizmalar ya da kosullar) farelerin ve sicanlarin

cesitli  bakteriyel kontaminasyonlarmin ¢ekal biylikliigli iizerindeki etkisini
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arastirmistir. Karigik ileum bakterilerinin, ¢ekumdaki ¢6ziiniir protein ve karbonhidrat
birikimini 6nleyerek ¢ekumun biiytikliigiini diisiirdiigiinii bulmustur.

Diger calismalardaki sonuglarda oldugu gibi bizim g¢alismamizda da c¢ekum
agirhg doza bagl olarak degiskenlik gostermistir. Yani IA ile indiiklenmis cekuma
kiyasla 60 mg/kg GA uygulamasinda bakteriyel bozulma azalmis, 80 mg/kg GA

uygulamasinda bakteriyel bozulma artmistir.

4.3.3. 1A ile indiiklenen kolitli sicanlarda gallik asidin vaskiiler gecirgenlige etkisi

IBH'deki kritik bir etiyolojik faktdr, mukus tabakasinin bakteri ve bakteri iiriinleri
icin daha gecirgen hale gelmesidir (Bischoff vd., 2014). Bagirsak gecirgenligi sadece
epitelden degil, ayn1 zamanda mikrovaskiiler endotel bariyerlerden de etkilenmektedir
(Sun vd., 1998). Mikrovaskiiler endotel bariyerinin intestinal homeostazin
savunulmasindaki rolii, siralanan etkenlere ragmen cok bilinmemektedir: 1) kilcal kan
akisi, oksijen ve besin iletimi i¢in esastir; 2) dolasimdaki lokositlerin ve diger
inflamatuar hiicrelerin ve proteinlerin mukozaya ekstravazasyonunu (enjeksiyon
sirasinda kullanilan maddenin damar disina sizmasi) onleyen bir “kap1 bekgisi” olarak
hizmet etmektedir; 3) dogustan gelen bagisiklik cevapta, proinflamatuar sitokinlerin
sentezi ve salinmasinmasinda biiyiik bir role sahiptir (Sun vd., 1998; Foitzik vd., 1999).

Iyodoasetamid ile indiikklenen UC gelisimi, iyodoasetamidin intrarektal
uygulanmasindan 15 dakika sonra kolonik vaskiiler ge¢irgenlikteki artis ile baglar ve 1-
2 saat sonunda en yiiksek etkisi ile kendini gosterir (Tolstanova vd., 2012).

Evans mavisi (EM), canlilig1 ayirt etmek i¢in kullanilan bir azo boyasidir. Aym
zamanda intravaskiiler hacmi sinirlandiran plazma proteinlerine baglanan bir boyadir
(http 4).

EM lavmani, IA ve 60 mg/kg GA grubundaki siganlara diseksiyondan 30 dakika
once verilmistir. 60 mg/kg GA uygulamasi, IA ile indiiklenmis kolite gore
kiyaslandginda damar gegirgenligini azalttigi gozlemlenmistir. Ayn1 zamanda, MS ile
IA gruplari arasinda istatistiksel anlamlilik degeri p<0,001; IA ile IA+ 60 mg/kg GA
gruplar1 arasindaki istatistiksel anlamlilik degeri p<0,01; MS ile iIA+ 60 mg/kg GA
gruplar1 arasinda ise istatistiksel anlamlilik degeri p<0,001 olarak analiz edilmistir

[Sekil 4.9. ()].
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Kolonik mukozada, GA uygulamasinda EM ekstravazasyonlar1 belirgin sekilde
hafiflemistir. EM ile muamele edilen mavi alanin biiylikligli ve yogunlugu damar
gecirgenligi seviyesini temsil etmektedir [Sekil 4.9. (b)].

***p<0,001
e N
***n<0,001 **9<0,01
60 - N —/——
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Sekil 4.9. [A kaynakl kolitli sicanlarda Galik asit uygulamasindan sonra kolonun

permeabilitesinin belirlenmesi ve istatistiksel degerlendirilmesi (** p<0,01;

**k%

p<0,001). (a) Kolon mukozasinda damar disina ¢ikmis Evans mavisi
ekstraksiyonuyla damar gegirgenliginin kantitatif olgiimleri. (b) Sican

kolonunun makroskobik goriiniitiisii.(N=5-8 si¢an)

Bagirsak bariyer islev bozukluguna bagl artan bagirsak gegirgenliginin, cesitli
hastaliklarda diisiik dereceli iltihaplanmaya neden olabilen mikrobiyal translokasyona
neden oldugu diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, bu olaylar dizisi heniiz kapsaml1 bir
sekilde degerlendirilmemistir. Fukui’nin (2016) yapmis oldugu calismada, bagirsak
gecirgenliginin inflamasyon riskini gercekten etkiledigini diisiinmiiyor olmasina
ragmen, bagirsak bariyer biitiinliigiiniin bozulmasinin artan bagirsak gecirgenligine
sebep olabilecegi ve dolayisi ile inflamatuar degisikliklere sebep olabilecegi yoniinde
klinik ve deneysel kanitlar sunmustur.

Yapmis oldugumuz ¢alismada, IA ile indiiklenmis kolitin, GA ile tedavi edilmis

kolite kiyasla EM gegirgenliginin yogunlugu ve konsantrasyonunun, daha fazla oldugu
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analiz edilmistir. Sonuglar bize 60 mg/kg GA uygulamasinin, vaskiiler gecirgenligin
seviyesini digiirdiigiinii gostermistir. Yani, GA’nin iyilestirici etkisinden dolayi,
bagirsak bariyer isev bozuklugu IA ile indiiklenen kolite gore daha hafif kalmasi,

inflamasyonun daha az etkinlikte oldugunun bir gostergesidir.

4.3.4. Mukus glikoproteinlerinin periyodik asit/Schiff boyama ile degerlendirilmesi

Calismamizda, mukustaki toplam glikan igerigini tespit eden Schiff reaksiyonu
kullanilmistir. Sekil 4.10.’da, A ile indiiklenmis kolitli sicanlarda kolonik mukozadaki
mukus seviyesi, kontrol grubuyla (MS) karsilastirildiginda, 1,3 kat azalma
gozlemlenmistir. 60 mg/kg GA uygulanan siganlar kontrol grubuyla karsilastirildiginda
kolon mukozasindaki mukus seviyesi 1,3 kat artma gozlemlenmistir. Bu degerlendirme

de istatistiksel anlamlilik bulunmamustir.

0 T T

&

5

& 20000

8D

] 15000 — i
o

= o~

l: = .
55 10000

= '

]

B 5000

b

="

=]

=

Q

MS iA IA + 60 mg/kg GA

Sekil 4.10. I4 kaynakl: kolitli sicanlarda Gallik asit uygulamasindan sonra kolonik mukozadaki
glikoproteinlerin mukus seviyesinin kantitatif élgiimleri. Sonuglar ortalama + SS

olarak ifade edilmigtir. (N = 5-8 sican)

MS IA [A+ 60 mg/kg GA

Gorsel 4.9. PVDF membramindaki Schiff reaksiyonu ile glikoproteinlerin makroskobik

goriintiisii
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Miisin glikoproteinleri, kolonik mukozal yiizey iizerinde siirekli bir koruyucu
bariyer olarak goriinen viskoelastik bir jel olusturmaktadir. Ancak, saglik ve hastaliktaki
yapi ve islevleri belirsizligini korumaktadir (Smith ve Podolsky, 1986).

Kolonik i¢ mukus tabakasi canliyr patojenlerden ve kommensal kaynakli
enflamasyondan korumaktadir ve UC'de hasarli oldugu bilinmektedir (Van der Post vd.,
2019). Bu yiizden UC patogenezindeki potansiyel katkilarini gérebilmek i¢in bu calisma
yapilmistir. Mukus bariyer bilesimindeki degisiklikler sadece toplam glikoprotein
sayisindaki diisiise degil, ayn1 zamanda glikan ¢ekirdeginin bozulmasina da baglidir.
Glikanlar, bakterinin hiicre duvari yapilarindan biridir ve miisin molekiil kiitlesinin
%60-80'ini olusturur. Glikan c¢ekirdegi miisinlerin protein kismmi korumakta ve
bakterilerin kolonik mukozanin epitel hiicreleri ile temas etmesini engellemek icin
mukus bariyerini daha verimli hale getirmektedir. Bdylece inflamasyon gelisimini
onlemektedir. Yaptigimiz galismada IA ile indiiklenen kolitin kontrole gére azalmasini,

glikan cekirdeginin bozulmasiyla iligkili oldugunu diistinmekteyiz.

4.35. 1A ile indiiklenen Kkolitli sicanlarda gallik asitin MPO aktivitesi iizerine

etkisinin degerlendirilmesi

Lokosit infiltrasyonu IBH patojenezinin bir dzelligi ve inflamasyon seviyesinin
belirtisi oldugundan, gallik asidin MPO aktivitesi tizerindeki etkisi arastirilmistir.

IA ile indiiklenen kolitli siganlarin bagirsak dokusundaki MPO aktivitesi MS
grubu ile kiyaslandiginda MPO aktivitesinin istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli bir
sekilde artmis oldugu goriilmektedir (p<0,001). 60 mg/kg dozdaki GA grubunun, 1A
grubuna kiyasla MPO aktivitesini 0nemli oOlg¢lide azaltirken, herhangi bir grupla
karsilastirildiginda ise anlamli bir farklilhik bulunmamistir. 80 mg/kg dozundaki gallik
asit, IA grubuna kiyasla MPO aktivitesini istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli bir
fark yaratacak sekilde diistirmistiir (p<0,001) (Sekil 4.11.).
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*** p<0,001 *** p<0,001
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MPO aktivitesi (U/g) doku
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MS IA  IA+GA IA+GA
(60mg/kg) (80 mg/kg)

Sekil 4.11. [4 kaynakl: kolitli sicanlarda Galik asit uygulamasindan sonra kolonda MPO
aktivitesi. Kolonik dokudaki MPO aktivitesinin kantitatif dlgiim sonuglart ve
istatistiksel degerlendirilmesi (*** p<0,0001). Sonug¢lar ortalama + SS

olarak ifade edilmigtir.(n=5-8 si¢an)

Pandurangan ve digerlerinin (2015), farelerde yapmis olduklar1 ¢alismada, DSS
ile indiiklenen kolit modellerinde, GA’nin, DSS grubuna kiyasla, MPO aktivitesinin
onemli derecede diismesine neden oldugunu gostermislerdir. Yine baska bir ¢aligmada;
Khodayar ve digerleri (2018), doza bagli GA’nin MPO aktivitesini baskiladigini
gostermislerdir. Arastirmacilar bu calismalarinda; farkli gruplarin kolon dokusunun
MPO aktivitesindeki degisiklikleri analiz ederek, gallik asitin in vivo antiinflamatuar
etkilerinin varhigimi kanitlamiglardir. TNBS ile indiiklenen gruptaki siganlarin bagirsak
dokusundaki MPO aktivitesi, kontrol grubundan istatistiksel agidan anlamli olarak ¢ok
daha yiiksekti (p<0,001) ve farkli (25, 50, 75, 100 mg/kg) gallik asit
konsantrasyonlarinin kullanildig1 calismada 100 mg/kg'lik olan dozun, kolon hasarini
azaltmada en etkili doz (p<0,001) oldugunu belirlemislerdir. Ayrica, gallik asit
uygulamasimnin, MPO aktivitesi lizerinde doza bagli olarak anlamli Gl¢iide azalma
oldugu arastirmacilar tarafindan bildirilmistir. Bu veriler daha 6nce Pandurangan ve
digerlerinin (2015) ¢alismasinda da dogrulanmistir. Rosso ve digerleri (2006), gallik
asidin ve tiirevlerinin MPO aktivitesini 6nemli 6l¢iide engelledigini géstermistir.

Bizim ¢alismamizda yapmis oldugumuz MPO aktivitesi analizi diger ¢aligsmalara

paralellik gdstermistir ve GA kolon dokusunun inflamasyonunu engellemistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Literatiirlerde, dogal bilesiklerin antioksidan, antiinflamatuar, antimikrobiyal ve
antitimoral gibi birgok etkinlikleri hakkinda kapsamli bir¢ok arastirma yapilmistir. Bu
calisma gallik asit, kurkumin ve resveratrol gibi bazi dogal bilesiklerin hem bagirsak
mikrobiyotasinda yasayan hem de patojen olarak bilinen P. aeruginosa, S. aureus, E.
faecalis ve E. coli bakterileri tizerinde gesitli yontemler kullanilarak antibakteriyel ve
antibiyofilm etkilerini aragtirmak ve bu dogal bilesiklerin Caco-2 insan kolon kanseri ve
THP-1 insan monosit hiicre hatlar1 iizerinde antiproliferatif etkilerini degerlendirmek
amaciyla planlanmistir. Calismada bakteriler i¢in pozitif kontrol olarak kloramfenikol;
hiicre hatlar1 i¢in mesalazin kullanilmistir. Ayn1 zamanda gallik asit in vitro kokiiltiir
modelinde pro/antiinflamatuar sitokinler ac¢isindan degerlendirilerek immiinolojik
etkileri arastirtlmis ve in vivo ilseratif kolit olusturulmus siganlarda etkileri
degerlendirilmistir.

Tez kapsaminda yapilan antibakteriyel ve antibiyofilm caligmasinda
konsantrasyon artigina bagli olarak gallik asit, kurkumin ve resveratrolun P. aeruginosa,
S. aureus, E. faecalis ve E. coli bakterilerine kars1 hiicre proliferasyonunu azalttig
gbzlemlenmistir. Farkli yontemler kullanilarak karsilastirilmasi amaclanan bu c¢alisma,
ozellikle mikrobiyoloji alaninda akis sitometri kullanimina Onemli bir Ornek
olusturmaktadir.

Caco-2 ve THP-1 hiicreleri iizerinde gallik asit, kurkumin ve resveratrolun
konsantrasyon artisina bagl olarak hiicre proliferasyonunu anlamli bir sekilde azalttig
gdzlemlenmistir. Ozellikle Caco-2 hiicresinde gallik asitin diger dogal bilesiklere gore
ICs0 dozunun 50 uM oldugu bulunmustur.

Yapilan bu arastirmalar dogrultusunda in vitro ko kiiltiir modelinde inflamasyon
olusturmak i¢in E. coli LPS kullanilmistir. E. coli normal bagirsak florasinin baskin tiirii
oldugu ve ayn1 zamanda bagirsak enfeksiyonunu olusturan bakteriler arasinda oldugu
i¢in tercih edilmistir. Calismada THP-1 monosit hiicrelerinin E. coli LPS ile uyarilarak
inflamasyon olusturulduktan sonra 50 uM gallik asit, in vitro olarak olusturulmus THP-
1 ve Caco-2 ko kiiltiir modelinde pro/antiinflamatuar sitokinleri agisindan immiinolojik
olarak degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucunda TNF-o ve IL-18 seviyelerinde
inhibisyon oldugu goézlemlenmistir. IL-6, IL-8 ve IL-10 sitokin seviyelerinde artma

gozlemlenmistir. Sitokin seviyelerinde artisin olmasi, gallik asitin bu sitokinler {izerinde
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proinflamatuar etkisi oldugunu gostermektedir. Immunolojik degerlendirme sonucunda,
gallik asit hem antiinflamatuar hem de proinflamatuar bir etki gostermektedir.

Tez galismasinin in vivo kisminda gallik asitin tlseratif kolit olusturulmus
siganlarda, viicut agirliklari, kolonun klinik ve makroskobik degerlendirmeleri, vaskiiler
gecirgenligi ve MPO aktivitesi aragtirllmigtir. Sonug olarak siganlardaki iilseratif kolit
modelinde, gallik asitin 60 mg/kg dozunun iyilestirici etkileri gézlemlenmistir. Ayrica
gallik asit patogenez olusumunu azaltmada 6nemli bir etken madde olmustur.

Bu tez, amaci ve bulgular1 dogrultusunda literatiirdeki bulgulara paralellik
gostererek Onemli sonuclar elde etmistir. Ayrica literatiirlerde, bu tez kapsaminda,
kapsamli bir mikrobiyolojik, in vitro ve invivo ¢alismalarina rastlanilmamastir.

Biyofilm ile ilgili bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalar degiskenlik
gostermesinden dolayr daha fazla arastirmanin yapilmasi gerektigini, ozellikle QS
inhibe edici Ozellikte bilesiklerin kesfedilmesi gerektigini bu nedenle de QS
mekanizmasi lizerinde ayrintili ¢alismalara ihtiya¢ duyuldugunu diistinmekteyiz. Ayrica
bu tezin, biyofilm olusumunun inhibe edilmesi ve biyofilm kokenli enfeksiyonlarin

durdurulmastyla ilgili yapilacak olan ¢alismalara katki saglayacagini diisiinmekteyiz.
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EK-5. SYTO-9/PI ile degerlendirilen polifenollerin E. faecalis iizerindeki antibiyofilm

etkileri
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EK-6. SYTO-9/PI ile degerlendirilen polifenollerin E. faecalis iizerindeki antibiyofilm

etkileri
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EK-7. Etik Kurul Raporu

CONCLUSION

Bioethics commission
Educational and scientific centre "Institute of biology and medicine"
of Taras Shevchenko National University of Kyiv

from 2.05.2019

Name of investigarion: «Evaluation of immunological effects of sorbicillin-like
compounds in in vivo/in vitro inflammatory bowel discase model» in cooperation Taras
Shevchenko National University of Kyiv with Anadolu University within the program
MEVLANA EXCHANGE PROGRAMME 2018-2019. Authors: G. Tolstanova, A. Zholos, L.
Skivka, Z. Canturk, M. Dikmen, Yu. Oztiik, L. Garmanchuk, T. Dovbynchuk, S. Goénel. O.
Ivashchenko, V. Stetska, Y. Makedon.

Bioethics commission:

Order Ne 3 Educational and scientific centre "Institute of biology and medicine" from head
of the commission, Sokur O.V., Doctor of Science; vice head of the commission, Makarchyk M.Ju.,
Professor, Doctor of Science; members of the comission - Beregova T.V.. Professor. Doctor of
Science. Zasekin D.A., Professor, Doctor of Veterinarian Science, Maljuk M.O., Professor. Doctor
of Veterinarian Science, Levkiv M.Ju.: secretary of the commission - Dranitsina A., PhD.

Bioethics commission of Educational and scientific centre "Institute of biology and
medicine” of Taras Shevchenko National University of Kyiv examined scientific work
«Evaluation of immunological effects of sorbicillin-like compounds in in vivo/in vitro
inflammatory bowel disease model» by authors: G. Tolstanova, A. Zholos, L. Skivka, Z.
Canturk, M. Dikmen, Yu. Oztiik. L. Garmanchuk., T. Dovbynchuk, S. Génel, O. Ivashchenko, V.
Stetska. Y. Makedon.

Bioethics commission considered: all experiments were designed in accordance with
Helsinki declaration (International medical assemble), international principles of the European
Convention for the protect of vertebrate animals used for experimental and other scientific
purposes (European convention, Strasburg, 1986), Declaration of Principles on Tolerance (28
session of UNESCO, Paris, 1995), Universal Declaration on Bioethics and Human Rights (UN,
1997), norms of the Convention for the Protection of Human Rights in field of new biomedical
technologies adopted in 1997 in the city and the article 26 of the Law of Ukraine "On protection of
animals from cruelty" (Ne 3447-1V, 21.02.2002).

All experiments are considered as accordant to norms of bioethics, following international
regulations for the conduct of experlmental work and clinical trials and may be used in
publication. A

{ <
Head of the commission

& {Oﬁ/ Dr.of Sci Sokur 0.V
( _“ . ~.~ § /_—~ Dr.of Science Sokur

f., Dr.of Science Makarchyk M.Ju.

‘ice head of the commission \ ,/‘,(/—/"i
// /

2ZEC7—Prof., Dr.of Science Beregova T.V.

Members of the comission S

7/ )/ ="y — Prof., Dr.of Science Zasekin D.A.
o/ /(,, /.
/ /& o PhD Maljuk M.O

. / // ' Levkiv M.Ju.

Secretary of the comission PhD Dranitsina A. C%
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