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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Chromobacterium violaceum ATCC 12472 SUSUNDAN ViYOLASIN
EKSTRAKSiIYONU VE ViYOLASININ ANTiBAKTERIYEL VE ANTIKANSER
OZELLIKLERININ INCELENMESI

Cagdas Deniz PERIZ

Silleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Seyhan ULUSOY

Viyolasin, Gram-negatif bakteri Chromobacterium violaceum tarafindan tretilen,
anti-bakteriyel, anti-protozoal, anti-viral, anti-fungal, anti-oksidan ve anti-
kanser aktivitelere sahip olan mor renkli dogal bir pigmenttir.

Bu calismada viyolasin C. violaceum ATCC 12472 susundan, mikrodalga ve
ultrases uygulama yontemleri kullanilarak ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon
icin ¢oziicii olarak metanol, etanol, aseton ve etil asetat kullanilmistir.

Ekstraktlar B. cereus ATCC 11778, S aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 43300
(MRSA) icin antibakteriyel etki gosterdigi tespit edilmistir. Ekstratlarin
viyolasin miktarlar1 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi (HPLC) ile
belirlenmistir.

Etanol ve metanol ekstratlarinin HeLa hiicreleri lizerinde giicli sitotoksik etki
gosterdikleri tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Viyolasin, Chromobacterium violaceum, anti-bakteriyel,
anti-kanser, HPLC.
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

AN EXTRACTION OF THE VIOLACEIN FROM Chromobacterium violaceum
ATCC 12472 STRAIN AND ANTIBACTERIAL AND ANTICANCER ACTIVITY OF
VIOLACEIN

Cagdas Deniz PERIZ

Suleyman Demirel University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Seyhan ULUSOY

Violacein is a natural violet pigment from Gram-negative bacteria produced by
Chromobacterium violaceum, which has an antibacterial, antiprotozoal, antiviral,
antifungal, antioxidant and anti-cancer activity.

In this study, violacein was extracted from C. violaceum ATCC 12472 strain
using microwave and ultrasonic methods. Methanol, ethanol, acetone and ethyl
acetate were used as solvents for extraction.

The extracts were found to exert an antibacterial effect against B. cereus ATCC
11778, S. aureus ATCC 25923 and S. aureus ATCC 43300 (MRSA). Violacein
amounts in the extracts were determined by high-performance liquid
chromatography (HPLC).

Ethanol and methanol extracts were revealed to have a strong cytotoxic effect
on HeLa cells.

Keywords: Violacein, Chromobacterium violaceum, anti-bacterial, anti-cancer,
HPLC.

2016, 56 pages
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1. GIRIS

Viyolasin, Chromobacterium violaceum tarafindan tretilen ve dogal antibiyotik
olarak bilinen mor bir pigmenttir. Bir indol olarak viyolasinin psikrotrofik
bakteri RT102, Janthinobacterium lividum ve Alteromonas luteoviolacea denilen
suslarindan da degisken verim ve kosullarda tretimi rapor edilmesine ragmen
C. violaceum’dan tretimi tercih edilmektedir. Bunun sebebi veriminin daha
yuksek olmasidir (Duran vd., 2012; Page, 2015). Bir bisindol olarak viyolasin;
Collimonas sp., Duganella sp. Janthinobacterium sp. Microbulbifer sp. ve
Pseudoalteromonas sp. dahil olmak lizere farkli bakteri suslar1 tarafindan da
uretilmektedir. Bu viyolasin treticileri filogenetik olarak cesitlidir ve izole
edilebilecek bir cok kaynaklar1 vardir. Cizelge 1.1'de goriildigi gibi, bu
bakteriler deniz silingerleri yiizeyleri ve zeytin bahgelerinin rizosferinde ve

hatta buzullar i¢inde bulunabilirler (Choi vd., 2015; Sasidharan vd., 2015).

Cizelge 1.1 Viyolasin iiretebilme yetenegine sahip olan tiirlerin lokalitesi (Choi

vd., 2015).
Sus Tiiri Lokalitesi
Chromobacterium violaceum Goller, Atik Sular,Topraklar
Collimonas sp. Arktik Kiy1 Sulari
Duganella sp. Tarim Topragi (Zeytin)
D. violaceinigra Orman Toprag:
Janthinobacterium lividum Buzullar
J. svalbardensis Buzullar
Pseudoalteromonas sp. Derin Deniz Sular1(320m)
P. luteovioacea Deniz Silingeri Yiizeyi

C. violaceum ATCC 12472 susunun lrettigi ve indol tiirevi olan viyolasin
pigmenti vioA, vioB, vioC, vioD ve vioE olarak adlandirilan gen serileri tarafindan
tiretilir. Bir viyolasin zinciri 8 kilo baz (kb)’dir (Harrison ve Ronczka, 2013;
Page, 2015) .Viyolasin’in kimyasal yapisi1 Sekil 1.1’de goriildiigi gibidir (Marlon
vd., 2006; Dantas vd., 2012; Gallardo vd., 2014).



Sekil 1.1. Viyolasin’in Kimyasal Yapis1 (Marlon vd., 2006)

Viyolasin pigmentinin rapor edilmis cesitli biyolojik o6zellikleri antifungal
aktivite, antitiimoral aktivite, antiparaziter aktivite, antiprotozoal aktivite,
antioksidan aktivite, antiviral aktivite ve antibakteriyel aktivite olarak
sayilabilir (Mendes vd., 2001; Duran vd., 2007). Antifungal aktiviteye 6rnek
olarak; meyvelerde beyaz kok ciuiriikliigii hastaligina karsi uygulanabilirligi
ortaya konmustur. Ayrica gesitli bitki ve insan patojeni olan mantar tiirlerinde
de etkilidir (Nakata vd., 1979; Sasidharan vd., 2015). Antiprotozoal aktivitede
ise saflastirilmis viyolasin Spumella sp. ve Ochromonas sp. gibi silli protozoa
tirlerinde yiiksek oranda toksisite gosterdigi bilinmektedir. Ayn1 zamanda
viyolasin Trypanosoma cruzi ve Leishmania amazonensis’e kars1 antiparaziter

aktivite gostermektedir (Lopes vd., 2009).

Viyolasin, biyolojik fonksiyonlarindan dolay1 6nemli bir antioksidan aktiviteye
sahiptir. Bakterilerin lrettigi serbest radikallerle reaksiyona girerek hiicrelere
zarar vermesini Onler. Ayrica viyolasin hepatit-A, adenoviris, poliovirus,
rotavirus, ve herpes virlisiine karsi antiviral aktivite gostermektedir (Rettori
1996; Duran vd., 2007; Gilnaydin ve Erdem, 2015). Yapilan c¢esitli
antimikrobiyal testlerde viyolasinin Gram-pozitif bakterilerin blyilimesini
olaganiistii bir sekilde inhibe etme yetenegine sahip oldugu goriiliirken Gram-
negatif bakteriler lizerinde oldukca az etkili olmustur, Clostridium welchii adi
verilen bakteri haricinde diger Gram-pozitif bakteriler iizerinde antibakteriyel
etkiye sahiptir. Ayrica Neisseria meningitidis disinda kalan diger Gram-negatif
bakterilerin biiylimesi lizerinde hafif de olsa inhibisyona neden oldugu rapor

edilmistir (Duran vd., 2007). Ek olarak bir antibiyotik tek basina bakteri



tizerinde etkili olamazken, ¢esitli konsantrasyonlarda saf viyolasin eklendikten
sonra antibiyotigin daha etkili sonuglar ortaya koydugu tespit edilmistir (Lopes
vd., 2009; Leal vd., 2015). Antitiimoral aktiviteye 6rnek olarak ise; ¢esitli kanser
hiicreleri tlizerinde apoptozis yetenegine sahip oldugu tespit edilmistir.
Viyolasinin insan kolon kanseri, akciger kanseri, meme kanseri, serviks kanseri,
lenfoma ve l6semi hiicre hatlarinda apoptozise neden oldugu ve reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) iretimine engel oldugu tanimlanmistir. Ayrica timor
olusumunu azaltmada etkili oldugu belirtilmistir (Melo vd., 2000; Melo vd.,
2003; Carvalho vd., 2006; Mehta, 2012; Leal, 2015).

Acil homoserin lakton (AHL) iiretimine bagli olarak sentezlenen viyolasinin
miktar1 gorsel olarak izlenebilir ve kantitatif olarak o6lciilebildiginden cevreyi
algilama  sisteminin indirgenmesi yoniinde yapilan arastirmalarda
kullanilabilmektedir. Cevreyi algillama sistemi, bakteri hiicreleri arasindaki
iletisimin sinyal molekiilleri araciligiyla diizenlenmesi ve bu sayede bakterilerin
antibiyotiklere kars1 daha dayanikli olmasina olanak saglayan bir sistemdir. Bu
sistem bloke edilerek sorun ortadan kaldirilmasi ile ilgili calismalar mevcuttur

(Kodach vd., 2006; Choi vd., 2015).

Endiistriyel uygulama alanlar1 olarak viyolasinin kumas ve sa¢ boyasi
tretiminde mikrobisit olarak kullanildig1 belirlenmistir. Benzer sekilde ipek,
pamuk ve yilinde bunun yani sira naylon yapiminda kullanilmaktadir. Sonug
olarak C. violaceum metabolitlerinin klinik, endiistriyel ve biyoteknolojik agidan
onemli uygulamalarinin oldugu bilinmektedir (Gourson vd., 1999; Duran ve
Menck, 2001;Duran vd., 2012; Choi vd. 2015). Viyolasin gibi dogal irtnler
gelecek vaat eden farmakolojik aktivitelere sahip tiilkenmeyen kaynaklar olmasi

acisindan da oldukc¢a 6nemlidir (Rettori ve Duran, 1998).

C. violaceum genellikle tropik ve alt tropik iklimlerde, su ve toprakta bulunan,
Gram-negatif, saprofit bir kokobasildir. Glukoz, trehaloz, N-asetil glukosamin ve
glukonazi fermente eder. Agar besiyerinde koyu mor metal renkli parlakliga

sahip disbiikey koloniler tiretir (Dias vd., 2005).



ik olarak Brezilya’da Amazon Nehri’'nden izole edilmistir (Lopes vd., 2009).
Aerobik ve anaerobik kosullara uyum saglayabilir. Buda esnek ve verimli bir
metabolizmaya sahip olmasindan kaynaklanmaktadir. Aerobik kosullarda enerji
elde etmek icin Embden-Meyerhoff yolu, trikarboksilik asit yolu ve diger
solunum yolu zincirlerini kullanir (Chong ve Lam, 1997). Insanlarda ve
hayvanlarda firsat¢1 patojendir. C. violaceum ile enfekte olan bir insanda
olusturdugu enfeksiyon seliilit ve cilt apseleriyle baslar ve akciger, karaciger ve
dalakta olmak iizere ¢oklu organ apseleriyle devam eder (Moore vd. 2001).
Immiin sistemi baskilanmis hastalarda éliimciil enfeksiyonlara neden oldugu
ciddi vakalarin Arjantin, Avustralya, Brezilya, Kiiba, Nijerya, Singapur, Tayvan
ve Vietnam’'da teshis edildigi belirtilmistir (Chong ve Lam, 1997; Bilton ve
Johnson, 2000).

C. violaceum’'un viyolasin iiretebilmesi icin oksijen ve L-triptofana ihtiyaci
oldugunu ve C. violaceum anaerobik kosullarda viyolasin liretemedigi tespit

edilmistir (Mendes vd., 2001).

C. violaceum ayrica izonitril bir grup iceren aerosiyanidin, ve C. violaceum’un
pigmentsiz susundan izole edilen aerokavin denilen antibiyotikleri
iretmektedir. Bu antibiyotikler Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilere karsi
(in vitro) antibakteriyel etki gostermektedirler (Parker vd. 1988; Singh vd.,
1988; Mehta, 2011).

C. violaceum tarafindan dogal olarak iiretilen viyolasinin antibakteriyel ve
antikanser oOzelliklerinin olmasi ve farmakolojik alanda alternatif tedavi
yontemlerine katkida bulunmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Ancak, viyolasin
tarafindan uyarilan sitotoksik mekanizmalar halen tam olarak anlagilamamistir
ve bu hiicre 6liimi mekanizmalar ile ilgili ¢alismalarin yapilmasi ve yeni
yontemlerin gelistirilmesi yeni tedavi yaklasimlari ve kullanim alanlarin

gelistirmek icin yararl olacagi diistiniilmektedir.

Rahman vd., (2015) tarafindan yapilan ¢evreyi algilama sistemi ¢alismalarinda

kullanilmak tizere Amommum tsao-ko ekstratini elde edilmek lizere mikrodalga


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Parker%20WL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3372351
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Singh%20PD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3372350

uygulama yontemi ile ekstraksiyon tercih edilmistir. Mikrodalgalar ytksek
frekansh elektromanyetik dalgalardir (300-300000 MHz). Mikrodalga enerji
kullanilarak i1sitmanin prensibi, iyonlarin iletimi ve dipol rotasyonu (dénme)
yoluyla molekiil tizerine mikrodalganin direkt etkisi temeline dayanir. Cogu
uygulamalarda bu iki mekanizma es zamanli meydana gelir. Basarili bir
ekstraksiyon gerceklestirmek icin uygun c¢o6ziici secimi ¢ok Onemlidir.
Ekstraksiyon genellikle kapali bir kapta gerceklestirilir. Bu durumda basing
artar ve ¢6zlcl kaynama noktasindan daha yiiksek sicakliklara kadar 1sitilabilir.
[sitma islemi 2 dakikadan daha az bir zaman alir. Daha sonra 6rnek 1sinlanir ve

genellikle 10-30 dakika araliginda ekstrakte edilir (Biiytiktuncel, 2012).

Falleh vd., (2012) tarafindan yapilan ¢alismada ise Mesembryanthemum edule
bitkisinin 6zilinii elde etmek i¢in etanol ve metanol kullanilarak ultrases
uygulama yontemi tercih edilmistir. Ve bu sayede antioksidan o6zellikleri
incelenmistir. Genel tanimiyla ultrases uygulama, ses dalgalarinin saniyede
20.000 veya daha fazla titresimleri sonucunda tretilen bir enerjidir. Ultrases
teknigi, ekstrakt eldesinde, 1sisal olmayan etkili bir alternatif metottur. Ultrases
uygulama, hiicre duvarlarini mekanik olarak parcalar ve materyal aktarimi
saglar. Hiicre duvarinin yikilmasiyla hiicre icindeki bilesenler, hiicre disina
kolayca c¢ikabilmektedir. Ultrases uygulamasi hiicre duvarini etkilediginden, bu
yontemle yapilan ekstraksiyon islemi diger ekstraksiyon yontemlerine gore
daha hizlidir. Ayrica ultrases uygulamasi ekstraksiyon kinetigini ve ekstraktin
kalitesini de arttirir. Diger yontemlere gore basit, hizli, ucuz ve daha verimlidir.
Bu ylizden sik¢a kullanilan ekstraksiyon yontemlerinden biridir (Ergiin vd.,

2013).

Bu calisma kapsaminda C. violaceum ATCC 12472 susundan ultrases ve
mikrodalga ekstraksiyon yontemleri ile viyolasin ekstrakte edilmistir.
Ekstraksiyon islemi sirasinda etanol, aseton, metanol ve etil asetat
kullanilmistir.

Ekstrakte edilen viyolasin miktar1 spektrofotometrik olarak OD 585nm de
Olgiilerek ppm olarak miktar1 belirlenmistir. Elde edilen viyolasinin

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 6051, Bacillus cereus



ATCC 11778, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC
25922, Staphylococcus aureus ATCC 43300 i¢in antibakteriyel ve servikal kanser

hiicreleri (HeLa) lizerine antikanser 6zellikleri incelenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Uluslararasi literatiirde viyolasinin farkli 6zelliklerini konu alan pek ¢ok calisma
mevcuttur. Viyolasinin antibakteriyel etkileri incelendiginde C. welchii haricinde
B. subtilis, B. megaterium, S. aureus ATCC 29213, ATCC 25923, ve ATCC 43300 gibi
Gram-pozitif bakterilere kars1 antibakteriyel etki gosterdigi tespit edilmistir.
Yine viyolasinin Neisseria meningitidis haricinde Flavobacterium balustinum,
Serratia marcences, ve E. coli gibi Gram-negatif bakterilere kars1 antibakteriyel
etki gostermedigi tespit edilistir (Duran vd., 1983; Nakamura vd., 2002, 2003;
Martins vd., 2011). Ayrica viyolasinin S. aureus gibi Gram-pozitif patojenlere

karsi antibiyotik olarak kullanilabilirligi rapor edilmistir (Duran vd., 2012).

Amerika Ulusal Kanser Enstitiisii’'nde, kanser hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan
calismalarda, saflastirilmis viyolasin GI50 ile MOLT-4 16semi, NCI-H460 biiyiik
hiicreli akciger kanseri ve KM12 kolon kanseri hiicre hatlarina karsi etkili
faaliyetler gosterdigini ortaya koymustur (Melo vd., 2000). Losemi hatlar1 da
dahil olmak tlizere neoplastik hiicre hatlarina karsi etkili oldugu tespit edilmistir.
Viyolasinin l6semi hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin normal l6kosit
hiicreleri ile kiyaslandiginda daha etkin oldugu bildirilmistir. Bu nedenle 16semi
tedavisinde umut verici aday olacag disiiniilmektedir (Melo vd., 2003). Yapilan
bir diger calismada ise viyolasinin HT29, Caco-2, SW480, HCT116, ve DLD1 gibi
insan kolon kanser hiicrelerinin viyolasine karsi oldukc¢a duyarli oldugunu

tespit edilmistir (Kocdach vd., 2006).

Mehta (2012), tarafindan yapilan ¢alismada tg farkli C. violaceum (14N23, 14N1,
12472) susundan edilen viyolasin; meme (BT20), kolon (SW620) ve serviks
(HeLa) kanser hiicreleri 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda maruz
birakilmistir. Bunun sonucunda viyolasinin SW620 kolon kanseri hiicre
hatlarinda 0.05 pg/ml BT20’de, 0.05pg/ml ve 0.025 pg/ml konsantrasyonlarda
etkili oldugu tespit edilmistir. Fakat HeLa hiicreleri tlizerinde fazla etkili
olmamistir. Kontrol hiicreleriyle kiyaslandiginda 14N1 ve 12472’den ekstrakte
edilen viyolasin BT20 meme kanseri hiicre hattinda sirasiyla 0.05 pg/ml ve 0.05

png/ml and 0.025pug/ml konsantrasyonlarda hiicre canliligimi inhibe etmistir.



Ayrica, BT20 meme kanseri hiicre hattinda, C. violaceum 12472’den ekstrakte

edilen viyolasin 14N23 ile kiyaslandiginda daha etkili oldugu gorilmustiir.

Leal vd.,, (2015), tarafindan yapilan ¢alismada ise viyolasinin neden oldugu
sitotoksisite, iki hiticre hattinda goézlenmistir. Ardindan, MRC-5 ve Hela

hiicrelerinin viyolasin ile tedaviye daha duyarl oldugu tespit edilmistir.

2.1. Viyolasin Pigmenti

Viyolasin, baslica C. violaceum’dan tretilen c¢esitli biyolojik 6zelliklere sahip,
indol tirevi mor bir pigmenttir (Duran vd., 2007; Leal vd. 2015). Viyolasin
tretimi, spesifik olarak N-heksanoil homoserin lakton tarafindan indiiklenir
(Blosser ve Gray, 2000). De Moss ve Evans, (1960) viyolasin sentezi icin
molekiiler oksijen ve triptofan’in gerekli oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica
oksijenin yoklugunda triptofandan sentez baslamadigin1 ortaya koymuslardir

Viyolasin biyosentezi Sekil 2.1'de goruldiigii gibidir (Mehta, 2011).
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Sekil 2.1. Viyolasin Biyosentezi (De Moss and Evan, 1960)

Viyolasin, cesitli biyolojik aktivitelere sahip oldugundan dolayr bilim
diinyasinda biiytk ilgi gérmiistiir. Herpes simpleks viriisii, poliovirus ,hepatit-A
viriisii, adenoviriis ve rotaviriise karsi antiviral aktivite gosterdigi tespit
edilmistir (May vd., 1991; Rettori 1996; Duran vd., 2007; Duran ve Menck, 2001;
Masuelli vd.,, 2015). Viyolasin bir mantar o6ldiiriici olarak da
kullanilabilmektedir. Dut agac¢larinda beyaz kok ciirtkligine neden olan
Rosellinia necatrix gibi fitopatojenik mantarlara karsi aktivite gostermistir

(Shirata vd., 2000). Ek olarak viyolasin bitki ve insan patojeni olan Cryptococcus



gastricus, Trichophyton rubrum, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani,
Aspergillus flavus, Penicillium expansum, ve Candida albicans gibi patojenik
mantar ve maya tiirleri ne karsi etkili olmustur. En iyi etkinlik insanda ayak
mantar1 enfeksiyonuna neden olan Trichophyton rubrum lizerinde gorilmiistur.
Piyasada mevcut olan bavistin ve amfoterisin B gibi yaygin antifungal maddeler
ile karsilastirildiginda, viyolasinin daha etkili oldugu tespit edilmistir
(Sasidharan vd., 2015). Hatta viyolasin azol grubu ilaglarla birlikte kombine
edilip uygulandigindan T. rubrum tizerinde oldukg¢a etkili oldugu tespit
edilmistir (Anju vd., 2015). Aym1 zamanda viyolasin, bitkiler ve amfibilerde
bulunan patojenik mantarlara karsi biyolojik kontrol potansiyelinin oldugu da
rapor edilmistir (Barreto, 2008; Brucker, 2008; Becker, 2009; Sasidharan vd.,
2015).

Klorokin duyarh ve direngli suslardan Plazmodium falciparum suslarini (in
vitro) mikromolar konsantrasyonlarda etkin bir sekilde o6ldiurdugi tespit
edilmistir. Hatta viyolasin, parazit tespit edildikten sonra (in vivo) Plasmodium
chabaudi chabaudi ile enfekte olan fareleri bu parazitten korudugu anlasilmistir

(Snounou vd., 2005; Stefanie vd., 2009; Lopes, vd., 2009; Mehta, 2012).

Viyolasin, Spumella sp. ve Ochromonas sp. gibi silli protozoa kiiltiirlerine karsi
ylksek toksisite gostermistir. Ayn1 zamanda Trypanosoma cruzi izerinde de
anti-tripanosidal aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Daha 6nce tarif edilen
biyolojik  6zelliklere ek olarak, viyolasin Leishmania amazonensis

promastigotlarina karsi da etkili oldugu tespit edilmistir (Duran vd. 2007).

Viyolasinin antibakteriyel etkilerinin de oldugu bilinmektedir (de Carvalho vd.,
2006; Duran vd., 2007). Ozellikle in vitro ¢calismalarla viyolasinin, Gram-pozitif
bakterilerin biliyiimesinde inhibe edici bir antibiyotik etkisi gosterdigi tespit
edilmistir. Gram-negatif = bakterilerin biiylimesinde ise yuksek
konsantrasyonlarda viyolasinin hafif bir inhibisyon sergiledigi belirlenmistir
(Duran vd., 2012). Minimum inhibitér konsantrasyonlarda Mycobacterium
tuberculosis’a (H37Ra) karsi in vitro antimikobakteriyel aktivite sergilemistir

(De Souza vd., 1999; Duran ve Menck, 2001; Mehta, 2011). Ayrica viyolasin



diger antibiyotikler ile kombinasyon halinde uygulandig1 zaman, bakterilerle
savasta tek bir antibiyotikten daha fazla etkili oldugu tespit edilmistir. Bu S.
aureus ATCC 43300 (MRSA) gibi patojenik bakterilerin antibiyotige direncli
suslarinda da etkili olmasiyla dikkat ¢cekmistir (Choi vd., 2015). Insanlarda dis
curimesine neden olan ¢oklu ila¢ direncine sahip Streptococcus mutans
biiylimesinde orta seviyeli inhibisyon meydana getirmistir (Patel vd., 2015).
Choi vd., (2015) tarafindan yapilan ¢alismada Duganella violaceinigra’dan
ekstrakte edilen viyolasin de S. aureus’un biiylimesini inhibe ettigini tespit

etmisgtir.

Viyolasinin biyolojik aktivitesi prokaryotlarla sinirli degildir. C. Elegans gibi
bakteriovorus, protozoa ve metazoa liyelerinde de olumsuz etkilere sahip

oldugu bilinmektedir (Choi, vd., 2015).

Viyolasinin anti-kanser aktivitesinin de oldugu deneyler sonucunda tespit
edilmistir (de Carvalho vd., 2006; Duran vd. 2007). Viyolasinin terapotik
uygulamalar bir¢cok yeni arastirmalarin odak noktasi olmustur (Melo vd., 2003;
Saraiva vd., 2004). Losemi, akciger kanseri, meme kanseri, serviks kanseri, bas
ve boyun kanseri ve kolon kanseri hiicre hatlarinda antikanser etkileri tespit
edilmistir (Melo vd., 2000 ,2003; Kocdach vd., 2006; Mehta, 2011; Masuelli,
2015). Yapilan bir diger ¢alismada l6semi hiicreleri, lenfoma, akciger ve kolon
kanseri hiicrelerinin kiiltiirlerinde ve AIDS ile ilgili lenfomalarda tedavi edici
ozelliklerinin oldugu ortaya konmustur (Duran ve Haun, 1997; Melo vd., 2000).
Kodach (2006) tarafindan yapilan ¢alismada ise HT29, SW480, HCT116, ve
DLD1 gibi insan kolon kanser hiicrelerinin viyolasine karsi oldukca duyarh
oldugunu rapor edilmistir. Viyolasin farelerde bulunan tiimér hiicrelerinin
hacminde azalmaya neden olmus ve timorli farelerin 6miirlerini uzatmayi
basarmistir. Bunun 6nemi viyolasinin ilk in vivo anti-tiimoér aktivitesi olarak
tanimlanmis olmasidir (Bromberg vd., 2010). Daha 6nemlisi viyolasin c¢esitli
kanser hiicrelerinde apoptosize neden oldugu halde normal insan lenfositleri ve
monositlerinin etkisiz oldugu gosterilmistir (Ferreira vd., 2004). Goriilen biitiin
durumlarda viyolasinin normal hiicreler tlizerinde toksisite yaratmasi icin

kanser hiicrelerine kiyasla daha ylksek miktarda viyolasin gerektirdigi
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gorulmistir (Melo vd. 2000; Bromberg ve Duran, 2001). Bunlara ek olarak
viyolasin normal hiicrelere kiyasla kanser hiicreleri lizerinde daha toksik olmasi

klinik kullanim i¢in olduk¢a 6nemlidir (Choi vd., 2015).

2.1.1. Cevreyi algllama sisteminde viyolasinin rolii

Dogadan elde edilen bakteriyel suslardan iiretilen viyolasin biyofilm tiretimi ile
iligkili olan ikincil metabolittir. Ayrica C. violaceum ve diger suslar1 dahilinde
liretimi cevreyi algillama sistemi tarafindan diizenlenmektedir. Ikincil
metabolitler genellikle bakterilerin lireme ve blyiime gibi 6nemli ihtiyaclari
disinda diger fonksiyonlarina da hizmet vermektedir. Bu molekillerin ¢ogu
biyolojik olarak aktif ve diger bakterilere karsi rekabet amach miicadele i¢in

bazi toksik 6zelliklere sahiptir.

Belirtildigi gibi, viyolasin lireten bakteriler, deniz, tath su ve toprak gibi ¢ok
cesitli dogal ortamlarda bulunmaktadir. Bu nedenle, viyolasinin ana biyolojik
veya ekolojik roliinii kesin olarak belirlemek olduk¢a glctiir. Viyolasin
ureticileri arasindaki bir ortak nokta genellikle sesil olarak yasamalaridir bu da
onlar1 predatorlere karsi savunmasiz yapmaktadir. Viyolasin onu tlireten sus i¢in
bazi savunma mekanizmalarinin olusmasinda hizmet etmektedir. Ayn1 zamanda
bu sesil bakterilere rekabet avantaji da saglamaktadir. Ayrica saflastirilmig
viyolasin kamgililar, siliyatlar ve amipler gibi farkli protozoon tiirlerinde de
viyolasin ireten biyofilm olusturdugu tespit edilmistir. Bu fonksiyonel
calismalar ikincil metabolit olan viyolasinin diger bakteriyel predatérler ve

rekabetciler karsi koruma sagladigini gostermektedir (Choi vd., 2015).

2.2. Chromobacterium violaceum ve Viyolasinin Kesfi

1880 yilinda italyan arastirmaci Bergonzini Modena Universitesi'nde ¢alisma
yaptig1 sirada kazayla bir kesif yapmistir. Mart ayinin sonuna dogru “bozunmay1
geciktirici eylem mekanizmalari’n1 ¢alismak i¢in ovalbumin soliisyonlari
hazirlamaktadir. Arastirmaci deneyden sonra kontrol soliisyonlarini ortadan

kaldirmay1 unutmasiyla ornekler tizerinde beklenmedik bir hal gézlemlemis ve
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bunu fantastik olarak tanimlamistir. Buharlastirma isleminden sonra ¢ok yogun
mor renkli ince bir film tabakasiyla kapli sollisyon elde etmistir. Baslangicta bu
renklendirmeyi sergileyen Cromococcus violaceus denilen bakteriden
kaynaklandig1 siiphelenilse de bu olasilik ¢6ziilmezligi nedeniyle ortadan
kaldirilmistir. Yapilan testlerden sonra, bu renklenmenin yeni bir bakteri olan
Cromobacterium violaceum adl bakteri oldugu sonucuna 1881 yilinda "yeni bir
bakterinin kesfi” olarak varilmistir ve yayinlanmistir (Bergonzini, 1881). De
mos Boisbaudran tarafindan tescil edilen, goriinen spektrum absorbanslarina
dayanarak bu organizmanin Cromobacterium violaceum, bilesigin ise viyolasin
oldugunu rapor etmistir (De Moss, 1967). Daha sonra bu bakterinin adi
Zimmerman tarafindan Chromobacterium violaceum olarak degistirilmistir

(Zimmerman, 1881).

2.3. Chromobacterium violaceum’un Ozellikleri

C. violaceum tropikal ve subtropikal bolgelerde, toprakta ve suda genis yayilim
gosteren, Gram-negatif, fakiiltatif bir beta proteobakteriyum olan bir bakteridir.
%5 koyun kani iceren kanli agarda inkiibe edildiginde olusan koloniler siyah ya
da ¢ok koyu mor olarak gortilmektedir. Toprak ve su disinda siit ve siit triinleri,
kontamine olmus sularda yada kontamine olmus topraklarda yetisen maydanoz,
seker pancar1 gibi bircok besin maddesinde de bu mikroorganizmaya

rastlanmistir (Dias vd., 2005; Mehta, 2012; Choi, vd., 2015).

C. violaceum viyolasin ad1 verilen mor bir pigment iiretir. Urettigi viyolasin
pigmentinin pek cok biyolojik aktivitesi mevcuttur. Ayrica ila¢ sanayinde de
urettigi antibiyotikler biiyiik 6nem tasimaktadir (Kaufman vd., 1986; Lopes vd.,
2009; Mehta, 2012; Leal, 2015). Bu bakterinin, anaerobik ve aerobik kosullarda
yasamasl mimkiin oldugu halde viyolasini yalnizca oksijen varhiginda, yani
aerobik kosullarda tretebildigi belirlenmistir (Duran vd., 2012). C. violaceum
ayrica prosiyanidin (Parker vd., 1988) ve aerokavin gibi baska antibiyotikler de
tiretir (Liu vd., 1988; Lopes vd., 2009).
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1905 yilinda Wooley tarafindan potansiyel patojenitesi tespit edilmistir. Bu da
Filipinlerde bufalolarda septisemiye neden olan organizma olarak
tanimlanmistir (Holt ve Krieg 1984; Ponte ve Jenkins, 1992). Malezya'da
kaydedilen ilk rapordan bu yana, insan C. violaceum enfeksiyonlar1 diinya
genelinde rapor edilmistir. C. violaceum yiliksek mortalite orani ile siddetli
enfeksiyonlara neden olmaktadir. C. violaceum ile enfekte olan canlilarda
hastalik seltilit ve deri apseleriyle baslar ve bunlarin hizli gelismesiyle sepsis ve
coklu organ abseleriyle devam etmektedir. Bu organ abseleri 6zellikle karaciger
ve dalakta meydana gelmektedir (Moore vd., 2001; Duran ve De Souza, 2001;
Chattopadhyay vd., 2002; Page, 2015). Daha sonraki c¢alismalarda C.
violaceum’un insanlarda ciddi enfeksiyonlara yol agmasina ragmen, etki alaninin
cok diisiik oldugu gorilmiistir. Amerika Birlesik Devletleri'nde enfekte
bireylerin teshisi ve analizinden sonra, C. violaceum’un esas olarak bagisiklik
sistemi baskilanmis hastalarda ciddi enfeksiyonlara neden olabilen diisiik
derecede patojen madde oldugu tespit edilmistir. Bu noktaya kadar bahsedilen
tim olgular pigment iceren bakterilerdir, fakat pigmentsiz suslarin da
enfeksiyonlara yol actig1 vakalar da mevcuttur (Sivendran ve Tan, 1977; Petrillo

vd., 1984; Mendes vd., 2001).

C. violaceum’un bir baska géze carpan 6zelligi ise, neden oldugu enfeksiyonun
tedavi sirasinda kullanilan bir ¢ok antibiyotige karsi direngli olmasidir. Bunun
sebebi viyolasin pigmenti ¢evreyi algilama sistemi sayesinde bakteriye savunma

mekanizmasi kazandirmasidir (Fantinatti-Garboggini vd., 2004).

2.4. Mikrodalga ve Ultrases Uygulama Ekstraksiyon Yontemleri

Mikrodalgalar 0.3-300 GHz araliginda degisen elektromanyetik radyasyonlardir
ve genellikle dogal urtnlerde 2.5-75 GHz'de ekstraksiyon
gerceklestirilmektedir. Mikrodalga enerjisinin etkinligi biiyilk oranda
¢cozlclniin icerigine, bitki materyaline ve uygulanan mikrodalga giiciine bagh
olmaktadir. Polar molekiiller ve iyonik tiirlerin bulundugu durumlarda daha

hizli bir enerji yayilmas1 gerceklesmektedir. Klasik temas yoluyla 1s1 iletimi
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yontemlerinin aksine, mikrodalgalar 6rnegin tamamini ayni anda 1sitilmaktadir.
Mikrodalga yardimiyla ekstraksiyon iki farkli sistemle gercgeklestirilmektedir.
En yaygin sistem, sicaklik ve basin¢ kontrol edilebilen kapali bir kap icerisinde
yapilan kapali sistem ekstraksiyonudur. Diger yontem ise atmosferik basing
altinda acik kap icerisinde gercgeklestirilmektedir. Bu yontemin avantaji,
ekstraksiyon stresinin ve kullanilan ¢oziicii miktarinin biiyiik oranda az
olmasidir. Mikrodalga Ekstraksiyon yontemiyle bitkilerdeki polifenoller ve
lignanlar ayristirilabilmektedir (Kaufmann ve Christen 2002; Kaufmann vd.,

2007; Beejmohun vd., 2007; Cellat, 2011).

Ses dalgalari-destekli sivi ekstraksiyonu, ultrases ekstraksiyon olarak
adlandirlir. Bu yontemde o6rnege 20 kHz dustiindeki frekanslarla akustik
titresimler uygulanir. Bu titresimler sivinin icinden gectiginde kavitasyon
(bosluk olusumu) meydana gelir. Ultrason enerjinin neden oldugu kavitasyon
olarak bilinen bu etki sivi ortamda ¢ok sayida ufacik kabarciklar iiretir ve
katilarin mekanik olarak sarsilmasina neden olarak partikiillerin kopmasini
saglar. En cok kullanilan ve en ucuz ultrasonik radyasyon kaynag: ultrasonik
banyodur. Ultrases uygulama genellikle yag, esansiyel yaglar, antioksidanlar gibi
maddelerin ekstraksiyonunda kullanilmaktadir. Soyadan yag ekstraksiyonunda
ultrases uygulamasi ekstraksiyon verimini 6nemli dl¢iide arttirmistir. Gingseng
saponinlerinin ekstraksiyonunun ultrases destekli sistemde geleneksel Soxhelet
ekstraksiyonundan ii¢ kat daha hizli oldugu tespit edilmistir (Tadeo vd., 2010;
Biiytktuncel, 2011).
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3. MATERYAL METOT

3.1. Kullanilan Besiyerleri ve Bakteriyel Suslar

Tez c¢alisma kapsaminda kullanilan bakteri suslar1 Stleyman Demirel
Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii bakteri kiiltiir
koleksiyonundan saglanmistir. Bu suslar Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Bacillus subtilis ATCC 6051, Bacillus cereus ATCC 11778, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC 43300 ve Chromobacterium violaceum ATCC 12472 seklindedir. Bu suslar
uretilmek tlizere Miiller Hinton Agar, Kanli Agar ve Luria Bertani (LB) sivi

besiyerleri kullanilmistir.

Calismalarin yapilabilmesi icin steril kabinler kullanilmis, kullanimdan once
ultraviyole lambalar1 agilmis ve ¢alismadan en az 15 dk 6nce % 70’lik etil alkolle

kabin ici silinmek suretiyle kullanima hazir hale getirilmistir.

3.2. Chromobacterium violaceum’dan Viyolasin Ekstraksiyonu

ilk olarak C. violaceum ATCC 12472 susu -80°C’den alinarak kanh agar (%2)
besiyerine 6ze yardimiyla ekilerek 35°C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Daha
sonra gelisen mor renkli kolonilerden 06ze yardimiyla 2 koloni alinarak
hazirlanan 5ml LB sivi besiyerine inokule edilmis, 35°C’'de 120rpm’de
calkalamali inkiibatorde 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon islemi
gerceklestikten sonra tiplerde mor renkli tanecikler seklinde treme
gozlemlenmistir. Sonrasinda 100ml’lik (icerisinde 50ml LB olan) siseler
hazirlanip otoklavlanmistir. Otoklav sonrasi siselere 5ml icinde tretilen C.
violaceum ATCC 12472 kiiltiiriinden 200’er pl olacak sekilde pipetlenmis ve
calkalamali inklibatérde 24 saat 35°C’de 120rpm’de inkiibe edilmistir. 100ml’lik
siselerde tretilen C. violaccum ATCC 12472 Kkiiltirlerinin OD600nm

absorbanslar dl¢iilerek hiicre yogunluklar belirlenmistir.
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50ml LB siv1 besiyeri iceren siselerde C. violaceum ATCC 12472 iretimi
gerceklestirildikten sonra iki farkli ekstraksiyon yodntemi (mikrodalga ve
ultrases uygulama) uygulanarak ekstraksiyon islemi yapilmistir. Sonrasinda bu
kiltirlerin  tamami santrifiij tiplerine aktarilarak (4000 devir, 30dk)
santrifiijlenmistir. Santrifiij sonunda iist faz atilmistir ve pelet lizerine pigment
ekstraksiyonu icin farkl siselere ayri ayri etanol, metanol , aseton ve etil asetat

toplam 25ml olacak sekilde 5’er ml 5 kez eklenmistir.

3.2.1. Ultrases uygulama ile viyolasin ekstraksiyonu

Ultrasonik dalgalar bir ortamdan gecerken kiitle transferine neden olan i¢ ve dis
dirence tesir eden bir seri etkide bulunurlar. Ultrason destekli ekstraksiyon
uygulamalarindaki yuksek yogunlukta ve ylksek frekanstaki ultrason
dalgalarinin materyal uzerindeki etkilerine yonelik calismalar literatiirde
bulunmaktadir. Ultrason etkisiyle hiicre duvarlarini yikarak icerisindeki
ekstrakte edilmesi istenen bilesenlerin ortaya c¢ikmasi kolaylasmaktadir.
Ultrason destekli ekstraksiyon sistemi ucuz, basit ve verimli olmasi nedeniyle
geleneksel ekstraksiyon tekniklerine iyi bir alternatiftir. Bu nedenle ultrason
destekli ekstraksiyon gelecekteki uygulamalar i¢in 6nemli potansiyele sahiptir

(Vinatoru vd., 1999; Ilgiin, 2014).

Ultrases destekli ekstraksiyon yonteminde ¢oziicililer eklendikten sonra her bir
ornek ultrases banyoda 10 ve 20dk dakika bekletilmistir. Ultrases uygulama
sonrast elde edilen viyolasin steril 50°lik falkonlara aktarilarak doner
buharlastiricida (45°C, 200 devir) takilarak ¢ozictlleri tamamen ugurulmustur.
Bu islem sonunda steril tiiplerde yalnizca viyolasin pigmenti kalmistir. Bu tiipler
hassas tartida tartiip agirliklarn kaydedilmistir. Sonra DMSO eklenerek
viyolasin ¢oziilmiis ve spektrofotometrede OD 585nm’de absorbanslari
Olctlerek viyolasin miktar1 ppm olarak belirlenmistir. Her bir ¢oziicl icin
ekstraksiyon islemi en az ikiser kez tekrarlanmistir. Elde edilen ekstraktlar

kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.
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3.2.2. Mikrodalga ile ekstraksiyon yontemi

Mikrodalgalar  0.3-300 GHz  araliginda  degisen elektromanyetik
radyasyonlardir. Molekiillerin kutuplarindaki ytkseltgenen zayif hidrojen
baglarinin koparilmasi prensibine dayanir. Yapilan ¢alismalarda serumdan ve
iskelet dokularindan ila¢ (pentobarbital, ketamin, diazepam) ekstraksiyonu i¢in

mikrodalga yontemi kullanmilmistir (ilgiin, 2014; Cellat, 2011).

Calisma sirasinda viyolasin ekstraksiyonu igin kullanilan bir diger ydntem
mikroldalga ile ekstraksiyon yontemidir. Ayr1 ayr1 siselerde {retilen C.
violaceum ATCC 12472 Kkiiltiirleri santriflij islemi (4000devir, 30dk) sonrasi
pelet icerisindeki viyolasinin ekstraksiyonu icin lizerine 25ml etanol, aseton,
metanol ve etil asetat eklenmistir. Sonrasinda 6rnekler 2450 MHz, 30°C’de 20
dakika mikrodalga’da bekletilmistir. Daha sonra 6rnekler steril falkonlara alinip
doner buharlastiricida (45°C, 200 devir) ¢oziiciiler tamamen ugurulmustur.
Viyolasin pigmenti tlizerine DMSO eklenerek c¢6ziinmesi saglanmistir. Bu
islemlerden sonra ornekler spektrofotometrede OD585nm’de her birinin
absorbanslar 6lgiilerek viyolasin miktar1 ppm olarak belirlenmistir. Her bir
¢ozlicl icin ekstraksiyon islemi en az ikiser kez tekrarlanmistir. Elde edilen

ekstraktlar kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.3. Viyolasin Orneklerinin Antibakteriyel Ozelliklerinin incelenmesi

Ekstrakte edilen viyolasin o6rneklerinin antibakteriyel o6zellikleri kuyucuk
difiizyon testi kullanilarak incelenmistir. Oncelikle -80 derecede bulunan S.
aureus ATCC 25923, B. subtilis ATCC 6051, B. cereus ATCC 11778, P. aeruginosa
ATCC 27853, E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 43300 adli bakteriler oze
yardimiyla 6nceden hazirlanmis MH agar tlizerine ekilmistir. Bu petriler, S. aures
ATCC 25923, P. aeruginosa ATCC 27853, E. coli ATCC 25922 ve S. aureus ATCC
43300 i¢in 35°C’'de, B. subtilis ATCC 6051, B. cereus ATCC 11778 i¢in 30°C’de 24
saat inkiibatorde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi her bir érnekten oze

yardimiyla iki koloni alinip 50ml LB besiyerine inokule edilmistir. Biitiin tiipler
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karistirilarak 4-6 saat yatay calkalayicida inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
bu bakteri kiiltiirleri 0,5 Mc Farland bulanikhiga esdeger bulaniklikta
ayarlanmistir. Sonrasinda %0,5 agar iceren yumusak agar (5ml) icerisine 100l
bakteri kiiltiirlerinin her birinden eklenerek LB agar petrilerine ikinci kat olarak
dokiilmistiir. Yumusak agar katilastiktan sonra tizerine kuyucuklar agilmistir.
Bu kuyucuklara viyolasin orneklerinden 50°ser upl yuklenmistir. Bir diger
kuyucuga ise kontrol olarak levofloksasin kullanilmistir. Sonrasinda S. aures
ATCC 25923, P. aeruginosa ATCC 27853, E. coli ATCC 25922 ve S. aureus ATCC
43300 icin 35°C’de, B. subtilis ATCC 6051, B. cereus ATCC 11778 i¢in 30°C’'de 24

saat inkiibe edilip inhibisyon zon ¢aplar 6l¢iilerek sonuglar degerlendirilmistir.

Etkili ekstratlarin S. aureus ATCC 25923, B. cereus ATCC 11778 ve S. aureus ATCC
43300 (MRSA) icin minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri
incelenmistir. Bunun icin mikroplaka kuyucuklarina 850 ul Miieller Hinton (MH)
besiyeri eklenmistir. Sonrasinda bir gece inkiibe edilen S. aureus ATCC 25923, B.
cereus ATCC 11778 ve S. aureus ATCC 43300 (MRSA) kiiltiirleri 0.5 Mc Farland
bulanikliga esdeger bulaniklikta ayarlanip kuyucuklara 20’ser pl eklenmistir.
Ardindan viyolasin 6rneklerinden son derisimi%?7.5, %3.75, %1.875, %0.9375
olacak sekilde seyreltilerek mikroplaka kuyucuklarina eklenmis ve 24 saat B.
cereus ATCC 11778 i¢in 30°C ve S. aureus ATCC 25923 ve S. aureus ATCC 43300
(MRSA) i¢in 35°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi érneklerden énceden
hazirlanmis LB agar petrilerine damlatililarak 24 saat 30°C veya 35°C’de inkiibe

edilmis ve sonuglar degerlendirilmistir.

3.4. Mikrodalga ve Ultrases Uygulama ile Elde Edilen Ekstraktlarin
Viyolasin ve Deoksiviyolasin Miktarlarinin Yiiksek Performansh Sivi

Kromatografi (HPLC) Yontemi ile Belirlenmesi

Analizler Shimadzu (Japan) marka HPLC sistemi ile yapildi. HPLC sistemi, sistem
kontrol tinitesi (SCL 10AVP), pompa (LC-10ADVP), Diode Array dedektor (SPD-
M10AVP), manuel enjektor, kolon firin1 (CTO-10ACVP) ve degasser (DGU-14A)
olus- maktaydi. Calismada Agilent zorbax XDB-C18, (5u, 4.6 mm IDx 250 mm)

kolon ve (70:30 v/v) metanol:su Kkarisimindan olusan hareketli faz
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kullanilmistir Enjeksiyon hacmi 20 pL, akis 0.8ml/dakika ve kolon firini sicaklig
30°C, viyolasin ve deoksiviyolasin analizi i¢in dalga boyu 585 nm olarak

ayarlanmistir.

3.5. Viyolasin Orneklerinin HeLa Hiicreleri Uzerine Etkisinin Incelenmesi

HeLa (serkival kanser hiicreleri) hiicrelerine viyolasinin etkisinin incelenmesi
icin, dncelikle plate kuyucuklarina, kuyucuk basina 10000 hiicre olacak sekilde
HeLa hiicreleri eklenerek ve 37°C de 30 dk inkiibe edilmistir. 24 saat
inkiibasyondan sonra kuyucuklara son derisimleri %5, 2.5, 1.25 olacak sekilde
viyolasin orneklerinden eklenerek Real-Time Cell Analyzer (RTCA) station
(Roche Diagnostics) cihazinda inkiibe edilmistir (Sekil 3.1). Cihazda 72 saat

boyunca her 15 dakikada bir 6l¢tim alinarak sonuglar degerlendirilmistir.

L L L

RTCA Control Unit RTCA DP Analyzer

Sekil 3.1. Roche xCELLigence System
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Viyolasin Ekstraksiyonu

C. violaceum ATCC 12472 susu kulanilarak LB sivi besiyerinde Kkiiltiirler
gelistirilmistir (Sekil 4.1). Daha sonra bu kiiltiirlerden ultrases ve mikrodalga

yontemleri kullanilarak viyolasin ekstraksiyonu yapilmistir.

Sekil 4.1. C. violaceum ATCC 12472 susunun Urettigi viyolasin pigmentinin sivi
besiyeri icindeki goriintiisi

4.1.1. Viyolasinin ultrases uygulama ile ekstraksiyonu

C. violaceum ATCC 12472 kiiltiirlerinin ultrases uygulama ile ekstaksiyon 6ncesi
600 nm icin absorbans degerleri Olglilerek kaydedilmistir. Sonrasinda bu
kultirlerden ultrases uygulama ile ekstrakte edilen viyolasin érneklerinin 585
nm i¢in absorbans degerleri dl¢iilerek viyolasin miktarlar1 degerlendirilmistir.
Buna gore en yiiksek derisimde viyolasin metanol 10dk (ODsgs:46.2) ultrases
uygulama sonucu elde edilirken en diistik viyolasin ise aseton 20dk (ODsgs:17.5)

ultrases uygulamasi ile elde edilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Ultrases uygulama yontemi ile ekstrakte edilen 6rneklerin 585 nm i¢in 6l¢iilen absorbans degerleri
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C. violaceum ATCC 12472 kiltirlerinin 600 nm icin absorbans degerleri
kaydedilmistir (Sekil 4.3). Bu sonuclara gore susun biyokiitlesiyle pigment

liretimi arasinda bir iliski olmadig tespit edilmistir.

10
9
8
7
g 6
S s
S 4
3
2
1
0
Metanol Metanol Etanol Etanol Aseton Aseton Etil Etil
10dk 20dk  10dk 20dk 10dk  20dk Asetat Asetat
10dk  20dk

Sekil 4.3. Ekstraksiyon oncesi liretilen C. violaceum ATCC 12472’nin 600 nm igin
absorbans degerleri

4.1.2. Viyolasinin mikrodalga ile ekstraksiyonu

C. violaceum ATCC 12472 kiiltiirlerinin mikrodalga ile ekstraksiyon 6ncesi 600
nm i¢cin absorbans degerleri Olgiilerek kaydedilmistir. Sonrasinda bu
kultirlerden mikrodalga ile ekstrakte edilen viyolasin 6rneklerinin 585 nm i¢in
absorbans degerleri olciilerek viyolasin miktarlar1 degerlendirilmistir. Buna
gore en ylksek derisimde viyolasin metanol (ODsgs:29.1) ile elde edilirken en

diisiik viyolasin ise etil asetat (ODsgs5:8.86) ile elde edilmistir (Sekil 4.4).
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Bu sonuclara gore ultrases ekstraksiyon ile elde edilen viyolasin 6rneklerinin
585 nm i¢in o6lciilen en yiiksek absorbans degeri metanol 10dk icin (ODssgs:

46.2), mikrodalga icin metanol (ODsgs:29.15) gore daha yliksektir.

C. violaceum ATCC 12472 kiltirlerinin 600 nm i¢in absorbans degerleri
kaydedilmistir (Sekil 4.5.). Bu sonuglara gore susun biyokiitlesiyle pigment

tretimi arasinda bir iligki olmadig tespit edilmistir.

(65}

600nm
o

Etanol Metanol Aseton Etil Asetat

Sekil 4.5. Ekstraksiyon 6ncesi tliretilen C. violaceum ATCC 12472’nin 600 nm igin
absorbans degerleri

4.2. Viyolasin Orneklerinin Antibakteriyel Ozelliklerinin incelenmesi

Mikrodalga ve ultrases ekstraksiyon yontemleriyle elde edilen viyolasin
orneklerinin antibakteriyel ozellikleri agar difiizyon testiyle arastirilmistir.
Daha sonra MIK degerleri belirlenmistir. Testlerde S. aureus ATCC 25923, B.
subtilis ATCC 6051, B. cereus ATCC 11778, P. aeruginosa ATCC 27853, E. coli
ATCC 25922, S. aureus ATCC 43300 (MRSA) suslar kullanilmistir.
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4.2.1. Ultrases uygulama ile ekstrakte edilen viyolasin érneklerinin

antibakteriyel 6zelliklerinin incelenmesi

Viyolasin ekstraksiyonu icin ultrases uygulama kullanilarak etanol 10dk (15.5
mm) ve 20dk (14.5mm) ile ekstrakte edilen 6rneklerin S. aureus ATCC 25923
susu Uzerine antibakteriyel etkilerinin en ytliksek oldugu tespit edilmistir (Sekil

4.6).
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Sekil 4.6. Ultrases uygulama ile ekstrakte edilmis viyolasin 6rneklerinin S. aureus ATCC 25923 icin kuyucuk diflizyon yontemiyle elde
edilmis inhibisyon zon ¢aplar1 (mm).



Viyolasin ekstraksiyonu icin kullanilan ¢éziiclilerden metanoliin, 10dk (13mm)
ve 20dk (13mm) ultrases uygulama ekstraktlarinin etanol 10dk (15.5mm) ve
20dk (14.5mm) orneklerine gore daha diisiik inhibisyon gosterdigi tespit

edilmistir. Ancak sonuclar arasindaki fark istatiksel olarak 6nemsizdir.

Viyolasin ekstraksiyonu i¢in ultrases uygulama kullanilarak metanol 10dk
(11.5mm) ve 20dk (13mm) ile ekstrakte edilen 6rneklerin S. aureus ATCC
43300 (MRSA) susu lzerine antibakteriyel etkilerinin en yiiksek oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.7).
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Viyolasin ekstraksiyonu i¢in kullanilan ¢o6ziiciilerden etanoliin, 10dk
(11lmm) ve 20dk (11mm) ultrases uygulama ekstraktlarinin metanol
10dk (11.5mm) ve 20dk (13mm) orneklerine gore daha disik
inhibisyon gosterdigi tespit edilmistir. Ancak sonuglar arasindaki fark
istatiksel olarak oOnemsizdir. Ayrica etil asetat ile ekstrakte edilen
orneklerin S. aureus ATCC 43300 (MRSA) susu tlizerinde etkisiz oldugu

tespit edilmistir.

Viyolasin ekstraksiyonu i¢in ultrases uygulama kullanilarak aseton
10dk (10.5mm) ve 20dk (11mm) ile ekstrakte edilen 6rneklerin B.
cereus ATCC 11778 susu lUzerine antibakteriyel etkilerinin en ytliksek

oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Ultrases uygulama ile ekstrakte edilmis viyolasin 6rneklerinin B. cereus ATCC 11778 i¢in kuyucuk difiizyon yontemiyle elde
edilmis inhibisyon zon caplar1 (mm)



Viyolasin ekstraksiyonu i¢in kullanilan ¢6ziiciilerden etanoliin, 10dk (8.5mm),
20dk (10mm) ve etil asetatin, 10dk (9mm) ve 20dk (9mm) ultrases uygulama
ekstraktlarinin aseton 10dk (10.5mm) ve 20dk (11mm) 6rneklerine gore daha
diisiik inhibisyon gosterdigi tespit edilmistir. Ancak sonuclar arasindaki fark

istatiksel olarak 6nemsizdir.

Daha sonra bu 6rneklerin S. aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 43300 (MRSA)
B. cereus ATCC 11778 i¢in MIK degerleri belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Ultrases uygulamasi ile elde edilen ekstraktlarin S. aureus ATCC
25923, S. aureus ATCC 43300 ve B. cereus ATCC 11778 icin %
MiK(hacim/hacim) degerleri (*:MIK degeri test edilen derisimin
listiindedir veya yoktur).

% MIK Degerleri (hacim/hacim)

S. aureus S. aureus B. cereus
Ornek ismi ATCC 25923 |ATCC 43300 |[ATCC11778
Etanol 10dk * * 7.5
Etanol 20dk 3.75 3.75 1.875
Metanol 10dk 3.75 1.875 3.75
Metanol 20dk 3.75 3.75 1.875
Aseton 10dk * * 3.75
Aseton 20dk 3.75 * 3.75
Etil Asetat 10dk | * * 7.5
Etil Aseat 20dk * * 7.5

Ultrases uygulama ile elde edilen viyolasin 6rneklerinin B. cereus ATCC 11778,
S. aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 43300 (MRSA) icin antibakteriyel etkisi
oldugu tespit edilmistir. Ancak viyolasin o6rneklerinin P. aeruginosa ATCC
27853, E. coli ATCC 25922, B. subtilis ATCC 6051 icin antibakteriyel etkisi
olmadig tespit edilmistir. En ytliksek antibakteriyel etkinlik, etanol ve metanol
ile ekstrakte edilen viyolasin 6rnekleri icin tespit edilirken; daha sonra sirasiyla

aseton ve etil asetat ile ekstrakte edilen viyolasin 6rnekleri etkili bulunmustur.
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4.2.2. Mikrodalga yontemi ile ekstrakte edilen viyolasin 6rneklerinin

antibakteriyel etkilerinin incelenmesi
Viyolasin ekstraksiyonu icin mikrodalga kullanilarak aseton (11mm) ile

ekstrakte edilen orneklerin S. aureus ATCC 25923 susu lizerine antibakteriyel

etkilerinin en ylksek oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Mikrodalga ile ekstrakte edilmis viyolasin 6rneklerinin S. aureus ATCC 25923 i¢cin kuyucuk difiizyon yontemiyle elde edilmis
inhibisyon zon ¢aplar1 (mm).



Viyolasin ekstraksiyonu i¢in kullanilan ¢6ziictilerden metanol (9.5mm) ve etanol
(9mm) ile ekstrakte edilen orneklerinin aseton (11mm) ile ekstrakte edilen
orneklerinden daha dusik inhibisyon gosterdigi tespit edilmistir. Ancak
sonuclar arasindaki fark istatiksel olarak 6énemsizdir. Etil asetat ile ekstrakte
edilen orneklerin ise S. aureus ATCC 25923 susu lzerinde etkisiz oldugu tespit

edilmistir.

Viyolasin ekstraksiyonu i¢in mikrodalga kullanilarak metanol (12.5 mm) ile
ekstrakte edilen orneklerin S. aureus ATCC 43300 (MRSA) susu iizerinde
antibakteriyel etkilerinin en yiiksek oldugu tespit edilmistir. (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Mikrodalga ile ekstrakte edilmis viyolasin orneklerinin S. aureus
ATCC 43300 (MRSA) i¢in kuyucuk diftizyon yontemiyle elde edilmis
inhibisyon zon ¢aplar1 (mm).

Viyolasin ekstraksiyonu icin kullanilan ¢oziictilerden aseton (10.5mm) ve etanol
(11.5mm) ile ekstrakte edilen Orneklerinin metanol (12.5mm) ile ekstrakte
edilen orneklerinden daha diisiik inhibisyon gosterdigi tespit edilmistir. Ancak
sonuclar arasindaki fark istatiksel olarak 6nemsizdir. Etil asetat ile ekstrakte
edilen 6rneklerin S. aureus ATCC 43300 (MRSA) tlizerinde antibakteriyel etkisi

tespit edilmemistir.
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Viyolasin ekstraksiyonu i¢in mikrodalga kullanilarak metanol (9mm) ile

ekstrakte edilen 6rneklerin B. cereus ATCC 11778 susu lizerinde antibakteriyel

etkilerinin en yiiksek oldugu tespit edilmistir. Aseton, etil asetat ve etanol ile

ekstrakte edilen 6rneklerin ise bu sus lizerinde antibakteriyel etkisinin olmadigi

tespit edilmistir (Sekil 4.11).

Sekil 4.11.

E. caraul
Inhibleyon 2on gapl (mm ]

. 7.

Lceton Mikmodalga

T
Efanol Mikrodalga

Metanol Mk dalga EHl s biMihrodaiga
Mikrodalga ile ekstrakte edilmis viyolasin 6rneklerinin B. cereus
ATCC 11778 i¢gin kuyucuk diftizyon yontemiyle elde edilmis

inhibisyon zon ¢aplar1 (mm).

Daha sonra bu orneklerin S. aures ATCC 25923, S. aureus ATCC 43300, B. cereus
ATCC 11778 igin MIK degerleri belirlenmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Mikrodalga uygulamasi ile elde edilen ekstraktlarin S. aureus ATCC

25923, S. aureus ATCC 43300 ve B. cereus ATCC 11778 igcin %
MiK(hacim/hacim) degerleri ( *:MIK degeri test edilen derisimin
listiindedir veya yoktur).

% MIK Degerleri (hacim/hacim)

S. aureus S. aureus B. cereus
Ornek ismi ATCC 25923 |ATCC 43300 |ATCC11778
Etanol * 3.75 3.75
Metanol 7.5 3.75 3.75
Aseton 7.5 * 3.75
Etil Asetat * * *
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Mikrodalga ekstraksiyon yontemi ve ultrases ekstraksiyon yontemleriyle
ekstrakte edilen viyolasinin B. cereus ATCC 11778, S aureus ATCC 25923, S.
aureus ATCC 43300 (MRSA) adh suslar iizerinde antibakteriyel etkiye sahip
oldugu ancak P. aeruginosa ATCC 27850, E. coli ATCC 25922, B. subtilis ATCC
6051 suslar tizerinde antibakteriyel etkisinin olmadig tespit edilmistir. Ek
olarak bu sonuglar S. aureus (MRSA) adli ¢oklu direng¢ goésteren patojen
bakterinin viyolasine karsi duyarli oldugunu gostermektedir. En yiiksek
inhibisyonun ultrases uygulama ile ekstrakte edilen 6rneklerden elde edildigi

tespit edilmistir. Ancak sonuclar arasindaki fark istatiksel olarak énemsizdir.

4.3. Viyolasin miktarlarinin HPLC ile Belirlenmesi

Ultrases uygulama metanol, etanol, etil asetat, aseton ve mikrodalga uygulamasi
metanol, etanol, etil asetat, aseton ekstraksiyonu ile elde edilen viyolasin
miktarlari saf viyolasin standart1 kullanilarak mg ekstrakt icinde pg viyolasin ve

deoksiviyolasin olarak HPLC kullanilarak belirlenmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Saf viyolasin (1) ve deoksiviyolasin (2) HPLC kromatogamau.

36



HPLC sonuglarina gore, ultrases uygulama ile farkli ¢oziiciilerin ekstraktlar:
karsilastirildiglt zaman en yiliksek derisimde viyolasin ve deoksiviyolasinin
metanol ekstraksiyonu (82.0+7.7 pg viyolasin/mg ekstrakt, 20.7+1.2 pg
deoksiviyolasin/mg ekstrakt) ile elde edildigi tespit edilirken en diisiik
derisimde viyolasin ve deoksiviyolasinin etil asetat ekstraksiyonu (4.7+0.1 pg
viyolasin/mg ekstrakt: 0.67+£0.002 pg deoksiviyolasin/mg ekstrakt) ile elde
edildigi belirlenmistir (Sekil 4.13, 4.14, 4.5, Cizelge 4.1).

Cizelge 4.3. Ultrases uygulama ve mikrodalga uygulamasi ile metanol, etanol,
etilasetat ve aseton ekstraktlarina ait viyolasin ve deoksiviyolasin

degerleri (ug viyolasin/mg ekstrakt).

Viyolasin Deoksiviyolasin
i ug SD pg viyolasin/mg SD
Ornekler viyolasin/mg ekstrakt
ekstrakt
Ultrases Uygulamasi
Metanol UB |82.0 7.7 20.7 1.2
Etanol UB 48.5 1.5 15.8 3.7
Aseton UB 60.8 2.1 15.9 1.5
Etil Asetat UB | 4.70 0.12 0.670 0.002
Mikrodalga Uygulamasi

Metanol M 68.8 4.4 17.2 2.3
Etanol M 44.5 1.0 11.9 1.1
Aseton M 49.8 3.8 15.7 1.2
Etil AsetatM |5.9 0.1 3.4 0.1
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Sekil 4.13. Ultrases uygulama ile metanol, etanol, etilasetat ve aseton
ekstraktlarina ait HPLC kromatogrami viyolasin 1: Metanol, 2:
Aseton, 3: Etanol, 4: Etil asetat ekstrakti; deoksiviyolasin 1a:
Metanol, 2a: Aseton, 3a: Etanol, 4a: Etilasetat ekstrakti.
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a) b)

Sekil 4.14. Ultrases uygulama ile metanol, etanol, etil asetat ve aseton
ekstraktlarina ait mg ekstrakt icinde pg viyolasin (a) ve
deoksiviyolasin(b) miktarlari.

HPLC sonuclarina gore, mikrodalga ile farkli c¢oziictlerin ekstraktlar:
karsilastirildiglt zaman en yiliksek derisimde viyolasin ve deoksiviyolasinin
metanol ekstraksiyonu (68.8+44.4 pg viyolasin/mg ekstrakt, 17.2+2.3 pg
deoksiviyolasin/mg ekstrakt) ile elde edildigi tespit edilirken en diisiik
derisimde viyolasin ve deoksiviyolasinin etil asetat ekstraksiyonu (5.9+0.1 pg
viyolasin/mg ekstrakt: 3.4+0.1 pg deoksiviyolasin/mg ekstrakt) ile elde edildigi
belirlenmistir (Sekil 4.15, 4.16, 4.7, Cizelge 4.1).
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Sekil 4.15. Mikrodalga uygulamasi ile metanol, etanol, etilasetat ve aseton
ekstraktlarina ait HPLC kromatogrami viyolasin1:Metanol, 2: Aseton,
3: Etanol, 4: Etilasetat ekstrakti; deoksiviyolasinla:Metanol, 2a:
Aseton, 3a: Etanol, 4a: Etil asetat ekstrakti
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4.4. Viyolasinin HeLa Hiicreleri Uzerine Etkileri

Viyolasinin HeLa hiicreleri iizerinde antikanser etkileri incelenmek {lizere
ultrases ekstraksiyon yontemi ile ekstrakte edilen viyolasin 6rneklerinden

etanol 10dk, metanol 10dk 6rnekleri secilmistir.

00,4
00,4 —— %5 viyolasin
o . .
003 —=—%2.5 viyolasin il
— —— %1.25 viyolasin
£ 00,3 p
s —a— Kontrol
£ 00,2
L
9
3 00,2
i)
2 001
00,1 N
00, M
-00,1 Zaman(dakika)
00 010 020 030 040 050 060 070

Sekil 4.17. Ultrases uygulama Etanol ekstraktinin HeLa hiicreleri tizerine etkisi
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Sekil 4.18. Ultrases uygulama Metanol ekstraktinin HeLa hiicreleri lizerine etkisi

Ultrases uygulama  Metanol ekstraktinin HeLa hiicreleri {izerine etkisi
incelenmek iizere secilen viyolasin ekstraktlarinin (etanol, metanol) degisen
konsantrasyonlarinda (%5, %2.5, %1.25) 20. dakikadan itibaren HeLa
hiicrelerini tamamen 6ldiirdiigi tespit edilmistir (Sekil 4.17, 4.18).
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Glinimuzde yasam ve ¢alisma kosullarinin degismesi, ilag tiiketimlerine 6zen
gosterilmemesi ve gereksiz fazla miktarda antibiyotik kullanimina bagh olarak
bakterilerin antibiyotik direnglerinin artmasi, teknolojinin gelismesiyle hazir
gidalarin daha fazla tiiketilmesi ve bunlarin igeriginde bulunan katki maddeleri,
asir1 sigara tiuketimi gibi etkenlerden dolay1 artan kanser vakalari, buna bagh
olarak gelisen hastalik cesitlerinin artmasi uizerine yeni tedavi yontemleri ve
alternatif yeni ila¢g arayisi her gecen giin artmaktadir. Dogada kesfedilmeyi
bekleyen pek ¢ok molekiil (pigmentler vs.,) yeni tedavi yontemleri ve alternatif
ila¢ tiretimine katki saglamaktadir. Bu dogal molekiillerden biri olan viyolasin
onemli biyolojik aktiviteler ve farmakolojik 6zelliklere sahip dogal antibiyotik
olarak nitelendirilmektedir. Daha 6nceki ¢alismalarda viyolasinin antibakteriyel
ve kanser hiicrelerinin biliytimesini inhibe etme yetenegine sahip oldugu tespit
edilmistir (Melo vd., 2000; Duran ve Menck, 2001; Melo vd., 2003; Ferreira vd.,
2004; de Carvalho vd., 2006; Kodach vd., 2006; Duran vd., 2007; Mehta, 2012).

Bu c¢alismanin amaci, C. violaceum ATCC 12472 susundan daha dnce viyolasin
ekstraksiyonu icin kullanilmamis ultrases ve mikrodalga yontemleri
uygulanarak, ekstrakte edilen viyolasinin antikanser ve antibakteriyel
ozelliklerinin incelenmesidir. Konu ile ilgili olarak yurt disinda ¢alismalar

bulunmasina ragmen, iilkemizde yapilmis ¢alisma bulunmamaktadir.

C. violaceum ATCC 12472 susundan ekstrakte edilen viyolasin gicli
antibakteriyel etkilere sahiptir. Antibakteriyel o6zelliginin yam1 sira
antibiyotiklerle kombinasyon halinde uygulandiginda viyolasinin etkinligini
arttirdig1 tespit edilmistir. Memelilerde S. aureus ve E. coli mastite neden olan
etiyolojik  ajanlardir.  Genellikle penisilin adli antibiyotikle tedavisi
onerilmektedir. Ancak bu antibiyotige karsi1 S. aureus diren¢ gostermektedir.
Viyolasin ile penisilin, mastit enfeksiyonu tasiyan sigirlardan izole edilen S.
aureus suslarina birlikte uygulandiginda biiytimelerini tamamen inhibe ettikleri
tespit edilmistir (Cazoto vd., 2011). Bu sekilde ¢oklu diren¢ gdsteren patojen
bakterilerde (MRSA) dahi etkili olmasi sebebiyle dikkat c¢ekmistir. Hatta
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insanlarda dis clrimesine neden olan ¢oklu ila¢ direncine sahip S. mutans
biiylimesinde orta seviyeli inhibisyon meydana getirmistir Bu yiizden gelecegin

umut verici antibiyotik adayidir (Patel vd., 2015; Choi vd., 2015).

Yapilan ¢esitli antimikrobiyal testlerde farkli konsantrasyonlarda viyolasinin
Gram-pozitif bakterilerin blyilimesini inhibe etme yetenegine sahip oldugu
gorulirken Gram-negatif bakteriler lizerinde olduk¢a az etkili oldugu tespit
edilmistir (Duran vd., 2007). Ek olarak viyolasin sadece biyiime inhibisyonu
degil aym1 zamanda bakterilerin o6limiine neden oldugu bilinmektedir.
Mycobacterium tuberculosis (H37Ra) karsi antimikobakteriyel in vitro aktivitesi,
rapor edilmistir (Duran ve De Souza, 2001) Viyolasin Flavobacterium
balustinum, Serratia marcences, ve E. coli gibi Gram-negatif bakteriler de
biiylimeyi inhibe etmedigi rapor edilmistir (Nakamura vd., 2002). Psikrotrofik
bakteri RT102 tiirinden ekstrakte edilen viyolasin ve deoksiviyolasin
karisiminin Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, B. subtilis, E. coli, P.
aeruginosa Uzerindeki antibakteriyel etkileri incelenmistir. Sonuc¢ olarak
viyolasin Gram- pozitif bakteriler olan S. aureus, B. megaterium, B. licheniformis
ve B. subtilis lzerinde artan konsantrasyonlarda bilyiime inhibisyonu
sergilemistir. Gram-negatif bakterilerden P. aeruginosa ve E. coli lizerinde ise
biiylime inhibisyonu tespit edilmemistir (Nakamura vd. 2003). Fakat
nanopartikiil yiiklenen viyolasin S. aureus ATCC 25923, E. coli ve Salmonella
enterica lizerinde in vitro antibakteriyel etki gostedigi rapor edilmistir (Martins

vd.,, 2010).

Bu calismada ise C. violaceum ATCC 12472 susundan mikrodalga ve ultrases
uygulama yontemleriyle ekstrakte edilen viyolasinin S. aureus ATCC 25923, B.
subtilis ATCC 6051, B. cereus ATCC 11778, P. aeruginosa ATCC 27853, E. coli
ATCC 25922, S. aureus ATCC 43300 (MRSA) suslar tlzerindeki antibakteriyel
etkileri incelenmistir. Sonu¢ olarak ultrases uygulama yontemi ile ekstrakte
edilen orneklerin S. aureus ATCC 25923, B. cereus ATCC 11778 ve , S. aureus
ATCC 43300 suslar: lizerinde biiyiime inhibisyonu gosterdigi tespit edilmistir.
Mikrodalga yontemiyle ekstrakte edilen 6rneklerin S. aureus ATCC 25923 ve S.

aureus ATCC 43300 suslar tizerinde buiytime inhibisyonu gosterirken B. cereus
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ATCC 11778 susunda ise diistik seviyeli inhibisyon tespit edilmistir. Ultrases ve
mikrodalga yontemleriyle ekstrakte edilen 6rneklerden higbirinin B. cereus
ATCC 11778, P. aeruginosa ATCC 27853 ve E. coli ATCC 25922 suslar1 lzerinde

antibakteriyel etkisi tespit edilmemistir.

C. violaceum ATCC 12472 susundan ekstrakte edilen viyolasinin 16semi, akciger
kanseri, meme kanseri, serviks kanseri ve kolon kanseri hiicre hatlarinda inhibe
edici etkisi oldugu tespit edilmistir (Melo vd., 2000 ,2003; Kodach vd., 2006; de
Carvalho vd., 2006; Mehta, 2012;). J. lividum adli bakteriden ekstrakte edilen
viyolasinin en o6liimciil kanser tiirlerinden biri olan bas ve boyun kanseri hiicre
hatt1 tizerinde in vivo ve in vitro etkileri incelendiginde viyolasinin inhibe edici
etki gosterdigi analiz edilmistir (Masuelli, 2015). MCF-7 insan goégiis kanseri
hiicrelerinin 48 saat viyolasine maruz birakilmasi sonucu bu hiicrelerde
apoptoza neden oldugu tespit edilmistir (Alshatwi vd., 2016). Ayrica viyolasin
HL60 16semik gibi cesitli kanser hiicrelerinde apoptozise neden olurken, normal
insan lenfositleri ve monositlerinde etkisiz oldugunun tespit edilmistir.
(Ferreira vd., 2004). Gimenez vd., (2005) tarafindan yapilan calismada ¢in
hamster1 fibroblast hiicreleri tizerinde yiiksek konsantrasyonlarda viyolasinin
sitotoksisite analizinde hiicre canliigini %50 inhibe ettigi tespit edilmistir.
Fakat insan l6semi hiicreleri lizerinde diisiik konsantrasyonlarda viyolasinin
normal fibroblast hiicrelerinden daha fazla toksisiteye sahip oldugu
bildirilmistir. Viyolasin normal hiicrelere kiyasla kanser hiicreleri tizerinde daha
toksik olmasi klinik kullanim i¢in 6nemlidir (Duran vd., 2012). Ayrica HT29,
Caco-2, SW480, HCT116, ve DLD1 gibi insan kolon kanser hiicrelerinin
viyolasine karsi olduk¢a duyarlh oldugunu tespit edilmistir (Kodach vd., 2006).
De Carvalho vd. (2006) tarafindan yapilan calismada ise Caco-2 ve HT29
hiicreleri 48 saat viyolasine maruz birakildiktan sonra Caco-2 hiicrelerinde
apoptoz daha hizli gergeklesirken, HT29 hiicreleri diren¢ gostermistir. Bu
tutarsizhgin Caco-2 ve HT29 arasindaki spesifik hiicre o6zelliklerine bagh
oldugunu oOne siirmislerdir. Viyolasinin in vivo ve in vitro calismalari
sonucunda , Ehrlich asit tiimoértine karsi anti-timor aktivitesi oldugu tespit
edilmistir (Bromberg vd., 2010). De Azevedo vd., (2000) tarafindan yapilan

calismada viyolasin, $-siklodekstrin ile birlikte uygulandiginda ¢in hamster1 V-
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79 hicre hatlar1 tlzerinde inhibisyonu %15 arttirdig1 tespit edilmistir.
Viyolasinin, [(-siklodekstrin ile birlikte uygulandigi baska bir c¢alismada
insanlarda o6limciil olan HL60 (Losemik) hiicre hatti lizerinde antitiimor
aktivite sergiledigi analiz edilmistir (Melo vd., 2003). Melo vd. (2009)
tarafindan yapilan ileriki ¢alismalarda ise HL60 hiicre hatt1 tizerinde, poli (D, L-
laktid-ko-glikolid) adli nanopartikil ytkli viyolasinin etkilerini incelenmistir.
Sonug olarak bu karisimin hiicrelerde apoptozu tetikledigi tespit edilmis olup
umut verici tedavi adayr olabilecegi  disiiniilmektedir. Degisen
konsantrasyonlarda viyolasinin, insan iiveal melanom hiicre hatlari iizerinde (in

vitro) %50 oraninda inhibisyon sergiledigi rapor edilmistir (Saraiva vd., 2004).

De Carvalho vd., (2006) tarafindan yapilan ¢alismada C. violaceum’dan sivi-sivi
ekstraksiyon yontemiyle ekstrakte edilen viyolasinin 48 saat sonunda kolon
kanseri hiicre hatti lizerinde apoptozise neden oldugu tespit edilmistir. Ayni
zamanda viyolasinin farelerde bulunan timor hiicrelerinde biiylimeyi azalttigi

ve bu farelerin 6miirlerini uzattigl tespit edilmistir (Bromberg vd., 2010).

Mehta (2012) tarafindan yapilan ¢alismada sivi-sivi ekstraksiyon yontemi
kullanilarak kanser hiicrelerinin biiylimesi lizerine etkilerini test etmek i¢gin C.
violaceum 14N23, 14N1, 12472, 140NP, 140P suslarindan ekstratlar
hazirlanmistir. Bu viyolasin ekstratlar1 0.05 pg/ml ve 0.025 pg/ml
konsantrasyonlarda kolon, go6giis ve serviks kanseri (HeLa) hiicrelerinin
canlilign1 inhibe etmis ve anlaml bir farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Fakat
C. violaceum 12472 susundan elde edilen ekstratin HeLa hiicreleri lizerinde
inibisyonu digerlerine kiyasla en az oldugu tespit edilmistir (Mehta, 2012). Bu
calismada ise C. violaceum ATCC 12472 susundan etanol 10dk ve metanol 10dk
ultrases uygulama ile elde edilen ekstraktlarinin degisen konsantrasyonlarinda
(%5, %2.5, %1.25) 20. dakikadan itibaren HeLa hiicrelerini tamamen 6ldirdigu
tespit edilmistir. Ekstraksiyon yontemi olarak kullanilan ultrases uygulama
yontemi digerlerine gore kisa zamanda viyolasin eldesi saglar. Bu calismada
farkli ekstraksiyon yontemi kullanilmasina ragmen viyolasinin kanser hiicre

hatlar1 tizerindeki inhibisyonu rapor edilen diger ¢alismalarla uyum igindedir.
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Ultrases uygulama ile partikil c¢apinin azalmasi ile, kati ve sivi kisimlar
arasindaki ylizey alani artar. Ultrasesin mekanik aktivitesi, ¢ozlicliniin dokulara
dogru olan dagilimini hizlandirir. Mekanik olarak hiicre duvan yikildigindan
hiicre i¢i bilesenler, ¢6ziicliye kolayca gecmektedir. Wang vd., (2008) tarafindan
yapilan c¢alismada bugday kepeginden fenolik bilesenlerin ekstraksiyonu
isleminin optimizasyonu sonucunda en uygun islemin %64’liik etanolle 60°C’'de
25 dakika stlireyle wuygulanan ultrases ekstraksiyonla elde edildigi
vurgulanmistir. Dereotunun ekstraksiyonunda kullanlan ultrason destekli
ekstraksiyon sisteminde alinan sonuglarin geleneksel ekstraksiyona gore 1.3 - 2

kat daha hizli oldugu bulunmustur (ilgiin, 2014).

Literatir incelemesinde, mikrodalga ve ultrases wuygulama yontemleri
kullanilarak viyolasin ekstraksiyonu yapilmis herhangi bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Bu c¢alismada ise mikrodalga ve ultrases uygulama
yontemleriyle ekstraksiyon yapilarak elde elde edilen viyolasin drneklerinin
antibakteriyel ve antikanser etki gosterdikleri tespit edilmistir. Bu calisma
viyolasinin bilinen o6zelliklerinin arttirilmasi, yeni ekstraksiyon yontemleri
eklenmesi, alternatif ila¢ ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesi agisindan 6nemli

olup literatiire katki saglayacagi diistiniilmektedir.
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