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OZET

LIKEN OZUTLERININ STAPHYLOCOCCUS AUREUS QUORUM
SENSING MEKANIZMASI VE BiYOFILM FORMU UZERINE ETKILERININ
BELIRLENMESI

Antibiyotiklere direng¢ gosteren firsatg1 patojen bakterilerin  giderek
yayginlagsmasi sonucu kronik enfeksiyonlarin sayisi artmakta ve insan saghigi ciddi
sorunlarla karsilagsmaktadir. Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezleri (CDC) tarafindan
yayinlanan 2019 yili raporuna gore, ABD'de her yil 2.8 milyondan fazla antibiyotige
direngli enfeksiyon vakalarinin meydana geldigi ve bunun sonucunda 35.000'den fazla
insanin hayatin1 kaybettigi bildirilmektedir. Staphylococcus aureus (S. aureus), diinyada
gida ve yogun bakim initelerinden kaynakli olarak toplum ve hastane yoluyla
enfeksiyonlara yol acan ©nemli mikroorganizmalardan biri oldugu bilinmektedir.
Quorum Sensing (QS) mekanizmasinin, viriilans {iretimi ve biyofilm olusumu yoluyla
savunma mekanizmalarinin aktivasyonuna yanit olarak gen ekspresyon modelini
degistiren bakteriyel bir iletisim siireci oldugu literatiirde bildirilmektedir. QS
sistemlerinin dogal bilesiklerle inhibisyonu, geleneksel antibiyotiklere alternatif bir
yaklagim olabilmektedir. Liken Oziitlerinden biyoaktif metabolit {iretme potansiyeli,
yeni dogal ilaglar i¢in dikkat ¢ekmektedir. Bu calismada, S. aureus'a karsi liken
Oziitlerinin QS ve biyofilm inhibisyon potansiyeli arastirilmistir. Bursa—Alagam
yoresinden liken 6rnekleri toplanmistir ve aseton ¢oziiciisii ile ekstre edilmistir. Belirli
konsantrasyonlarda test edilmistir. S. aureus P2 Lac—gfp ve P3 Lac—gfp biyosensor
suslart ile S. aureus ATCC25923 yabanil tip susu, QS ve biyofilm deneyleri i¢in
kullanilmistir. Biyosensor suslarda anti—-QS ve yabanil susta anti—biyofilm igin
inhibisyon oranlar1 incelendiginde ortak olarak Usnea chaetophora, Hypogymnia
physodes ve Pseudevernia furfuracea liken ozitlerinin etkili oldugu goriilmiistiir. Liken
oOziitleri gibi dogal bilesiklerin taranmasi, gelecekteki QS inhibitor ilaglart i¢in firsatlar

saglayabilecegi diisiiniilmektedir.



ABSTRACT

DETERMINING THE EFFECTS OF LICHEN EXTRACTS ON
STAPHYLOCOCCUS AUREUS QUORUM SENSING MECHANISM AND
BIOFILM FORM

As opportunistic pathogenic bacteria resistant to antibiotics become more
widespread, the number of chronic infections is increasing, and human health is facing
serious problems. According to the 2019 report published by the Center for Disease
Control and Prevention, it is reported that more than 2.8 million antibiotic—resistant
infections occur in the USA every year, and more than 35.000 people die as a result.
Staphylococcus aureus (S. aureus) is known to be one of the important microorganisms
that cause infections in the community and hospital, originating from food and intensive
care units in the world. S. aureus is one of the important microorganisms that cause
community and hospital infections. It is specified in literary sources that QS mechanism
is a bacterial communication process that leads to changes in gene expression such as
producing virulence factors and forming biofilm as a response to the activation of the
organism's defense mechanism. Blocking the QS mechanism with natural sources can
be an alternative to antibiotics. Metabolite productions from lichens are noteworthy for
new natural remedies. In this study, the QS and biofilm inhibition potential of lichen
extracts against S. aureus was investigated. Lichen samples were collected from Bursa
region and extracted with acetone solvent. Tested at specific concentrations. S. aureus
biomonitor strains P2 Lac—gfp and P3 Lac—gfp and wild type strain S. aureus
ATCC25923 were used for QS and biofilm experiments. When the inhibition rates for
anti—QS and anti—biofilm were examined, Usnea chaetophora, Hypogymnia physodes
and Pseudevernia furfuracea lichen extracts were found to be effective. It is envisaged
that natural compounds such as lichen extracts may be opportunities for new QS

inhibitory agents.
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1. GIRIS

Antibiyotikler, mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde kullanilan, klinik arastirmalar i¢in 6nemli ilaglardir. Antibiyotiklerin kesfi
ile enfeksiyon hastaliklarina bagli morbidite (hasta olma orani) ve mortalitede (6liim
orani) oranlart azalmaktadir. Bununla birlikte mikroorganizmalarin direng kazandig ve
enfeksiyon  hastaliklarinin ~ tedavisinde  etkisini  kaybettigi  goriilmektedir.
Antibiyotiklerin, bakterileri 6ldiirme ya da tiremelerini durdurma etkilerini kaybetmeleri
antibiyotik direnci olarak bilinmektedir. Artan antibiyotik direncinin temelinde asiri
antibiyotik kullanimi, gereksiz receteleme, gida ve hayvancilikta yaygin antibiyotik
kullanim1 ve yeni antibiyotiklerin gelistirilmesindeki giicliiklerin yattig1 belirtilmektedir
(Ventola, 2015). Antibiyotiklerin yanlis, yaygin ve gereksiz kullanimi, enfeksiyon
hastaliklarinin tedavisini her gecen giin daha da zorlastirmaktadir. Ekonomik Kalkinma
ve Is Birligi Orgiitii (OECD), antibiyotik direncinin kiiresel baglamda yaklasik 700.000
kisinin 6liimiine neden oldugunu ve mevcut direng seviyesinin %40 oraninda artmasi
durumunda bu saymin 9.5 milyona ulasabilecegini tahmin etmektedir (OECD, 2016).

Diinyada ve iilkemizde antibiyotiklerin yaygin ve de yanlis kullanimlarina bagl
olarak bakterilerde hizla artan bir antibiyotik direnci meydana gelmektedir (Mohr,
2016). Avrupa'da her yil antibiyotige direngli bakterilerden kaynakli gerceklesen
enfeksiyonlardan dolayr 25.000 kisinin yasamini yitirdigi bildirilmektedir (ECDC—
EMEA, 2009). Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezleri (CDC) tarafindan yayinlanan
2019 yili raporuna gére, ABD'de her yil 2.8 milyondan fazla antibiyotige direngli
enfeksiyon vakalarinin meydana geldigi ve bunun sonucunda 35.000'den fazla insanin
hayatin1 kaybettigi bildirilmektedir (CDC, 2019). Dolayisiyla antibiyotiklere direng
gosteren patojenlerin yayginlasmasi sonucu risk faktorii yiiksek enfeksiyonlarin
sayisinin giderek artmasi ile insan sagligi ciddi sorunlarla karsilasmaktadir (Neufeld ve
ark., 2017).

Diinya c¢apinda yiiksek dagilim gosterebilen Staphylococcus aureus (S.
aureus)’un, firsatg1 patojen bakteri tiirlerinden biri oldugu bilinmektedir. Stafilokoklar
dogada ¢ok yaygin olarak bulunan Gram—pozitif, fakiiltatif anaerob (oksijen yoklugunda
yasayabilen) bakteriler olup enfeksiyon etkeni olarak en sik karsimiza c¢ikan
bakterilerden oldugu bildirilmektedir. ~ S. aureus, hastane ve toplum kaynakli

enfeksiyonlara onemli bir kaynak olusturmaktadir. Deri ve yumusak doku



enfeksiyonlari, bakteriyemi (kan dolagiminda bakterilerin varligi), endokardit (kalbin i¢
zarinda veya kalp kapakgiklarinda iltihaplanma), menenjit (beyin ve omurilik zarinda
iltihaplanma), perikardit (kalp dis zarinda iltihap), pulmoner enfeksiyonlarin en énemli
etkenlerindendir. S. aureus ayrica antimikrobiyal ajanlara karsi gelistirdigi direng
mekanizmalariyla onem kazanmaktadir (Randrianirina ve ark., 2007).

ABD Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi, cogu kritik enfeksiyonun %65'inin
bakterilerin olusturdugu biyofilmler tarafindan kaynaklandigini belirtmektedir (Hall—-
Stoodley ve ark., 2004; Lewis, 2007). S. aureus’un neden oldugu kronik biyofilm ile
iligkili enfeksiyonlar, ozellikle kalici tibbi cihazlarla iliskili oldugunda, siklikla
morbidite ve mortalitede 6nemli artiglara yol agmaktadir (Moormeier ve Bayles, 2017).
Bakteriler, biyofilm olusturmak icin proteinler, karbonhidratlar ve/veya hiicre dist
DNA'dan (eDNA) olusan, kendi iirettikleri bir hiicre dist matris (ECM) tiretirler; bu
hiicreleri, diigmanca veya asir1 ortamlarda hayatta kalmay1 kolaylastiran yapiskan bir
matris i¢inde kaplamaktadirlar (Flemming ve Wingender, 2001).

S. aureus dahil olmak iizere birgok bakteri sahip olduklar1 biyofilm formuna
dontisebilme yetenegi ile gesitli zorlu ortamlarda hayatta kalabilmektedir. Biyofilm
formu olugsumunun Quorum Sensing (QS) mekanizmas: ile baglantili bir siire¢ oldugu
literatiirde belirtilmektedir (Carlier ve ark., 2014). QS mekanizmasinda bakteriler
otoindiiktor olarak adlandirilan spesifik sinyal molekiilleri salgilamaktadir. Popiilasyon
yogunlugunun artmasiyla, salgilanan spesifik sinyal molekiillerinin sayisinda artis
gozlenmektedir. Ortamda birikmeye devam eden sinyal molekiileri belli bir esik sinirim
astiktan sonra, hiicrelerle etkilesime girmektedir (Solano ve ark., 2014).

Stafilokoklarda, bakteriyel yogunlugu algilama ve genetik adaptasyonlarla yanit
verme yetenegi, Aksesuar gen diizenleyici (Agr) adi verilen bir ana sistemden
kaynaklanmaktadir. Agr QS sistemi, transkripsiyonu sirastyla P2 ve P3 promotorleri
tarafindan yonlendirilen RNAII ve RNAIIl olmak tizere iki farkli transkripsiyonel
birimden olugsmaktadir (Le ve Otto, 2015). RNAII lokusu; agrB, agrD, agrC ve agrA
olmak tiizere dort gen icermektedir. Agr'nin hiicre dis1 sinyali, agrD’nin kodladig1 ve
tiyolakton yapist igeren otoindiiktor peptid (AIP) olarak adlandirilan bir peptid
oncisidir (Ji ve ark., 1995). AgrB, tiire baglh olarak olgun AIP'yi islemektedir ve bes
amino asit tiyolakton halkasi olan yedi ila dokuz amino asitli bir peptide aktarmaktadir.

AIP, fosfat1 AgrA'ya doniistiiren bir oto—kinaz reseptorii olan AgrC'yi aktive etmektedir.



Fosfo—AgrA, fenolde ¢oziiniir modiilinleri (bir peptid toksin ailesi) kodlayan genlerin ve
bir diizenleyici RNA, RNAIII kodlayan bir genin ekspresyonunu aktive etmektedir (Le
ve Otto, 2015).

Patojen bakterilerde antibiyotik direncinin giderek artmasi sonucunda bu tiirlerin
meydana getirdikleri hastaliklarin tedavisinde yetersiz kalinmasinin global bir sorun
haline gelmesinden dolay1 yeni tedavi stratejilerine ihtiya¢c duyulmaktadir (Fuqua ve
Greenberg, 2002). Son yillarda uygulanan antiviriilans tedavi yaklasimlarindan biri olan
QS sisteminin inhibisyonunu (QSI) saglayacak inhibitor molekiillerin belirlenmesinin
O6nemli bir asama oldugu diisiiniilmektedir. Literatiirde ¢esitli QSI molekiillerin dogal
kaynaklardan ornegin bitki, liken ve alg gibi elde edilebildigi veya sentetik olarak
iiretilebildigi goriilmektedir. Ilagc hammaddesi gelistirilmesinde sentezlenen dogal
bilesikler 6nemli yer tutmaktadir.

Mantarlar ve alglerin bir araya gelerek olusturdugu iirlin olan likenler, liken
maddeleri olarak isimlendirilen ve likene has sekonder metabolitleri sentezlemektedirler
(Huneck, 1999). Likenler ¢evresel kosullara uyum saglama ve savunma araci olarak bu
irettikleri metabolitleri kullanmaktadirlar (Cobanoglu ve ark., 2016). Metabolizmalar1
sonucu a¢iga ¢ikan ve antimikrobiyal etkiye sahip bu maddeler izole haldeki mantar ve
algde bulunmamaktadir (Harmala ve ark., 1992). Ogzellikle bu maddeler Gram—pozitif
bakterilerde, Gram—negatif bakterilere oranla daha etkili olmaktadir. Ulkemizde, son
yillarda liken kimyasinin, antimikrobiyal, antioksidan gibi biyolojik aktivitelerinin

arastirildig1 calismalar artmaktadir.

1.1. Biyofilm Olusumu

Hastaliklarin ~ biliylik  ¢ogunlugunun  biyofilm  olusturan  bakterilerden
kaynaklandig1 bilinmektedir. Planktonik bakterilerin (ylizeye bagli olmadan serbest
halde yasayan) neden oldugu enfeksiyonlar genellikle antibiyotikle tedavi edilebilirken,
biyofilm formuna sahip bakterilerin antibiyotiklere karsi 1000-3000 kat daha fazla
direngli olmaktadir (Mohammed ve Huang, 2007; Kalia, 2013). Biyofilm formlari,
bakterileri birbirine ve yiizeye baglayan matrikse gomiilii bakterilerden olusmaktadir
(Hmelo, 2017). Matriks yapisi; proteinler, karbonhidratlar ve/veya hiicre dist DNA’dan
iretilmektedir. Bu sayede hiicrelerin stresli veya asir1 ortamlarda hayatta kalmasi

saglanabilmektedir (Flemming ve Wingender, 2001). Biyofilm olusumu bakteri tiirleri



arasinda farklilik gosterse de temel ardisik agamalardan olugmaktadir. (i) baglanma, (ii)
birikim/olgunlagsma ve (iii) ayrilma/dagilma (O’Toole ve ark., 2000; Hall-Stoodley ve
ark., 2004; Kostakiti ve ark., 2013). Biyofilm tabakasi normal immiin (bagisiklik)
cevabi onlemekte ve antibiyotiklerin penetrasyonunu (hiicre i¢ine alinimi) bozmaktadir.
Bu nedenle biyofilm olusturan bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin ortadan
kaldirilmas: zorlagsmaktadir (Costerton ve ark.,1999; Stewart ve Costerton, 2001;
Donlan ve Costerton, 2002).
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Sekil 1.1. Biyofilm formu asamalari. 1) Bakterinin yiizeye tutunmasi, 2) Hiicrelerin
ylizeye baglanmalari, 3) Mikro kolonilerin olusmasi, 4) Mikro kolonilerin olgunlagsmasi,
5) Farkli bolgelere koloni olusturulmak tizere hiicrelerin biyofilm formundan kopmasi.

(Speziale ve ark., 2008).

1.2. Quorum Sensing Mekanizmasi

Bircok bakterinin virlilans faktorlerinin ve biyofilm olusumunun Quorum
Sensing (QS) mekanizmalariyla iliskili oldugu bilinmektedir (Mukherjee ve ark., 2017).
QS, bakterilerin hiicre yogunluguna ve ortama gore davranislarini uyarladiklari bir
mekanizmadir (Rémy ve ark, 2018). Bu mekanizmada mikroorganizma—
mikroorganizma ve konak¢i—mikroorganizma etkilesimleri olmak iizere davranislari
koordine ve senkronize etmek icin QS sinyalleri kullanilmaktadir (Popenfort ve Bassler,
2016). QS sinyal molekiilleri otoindiiktor (AI) olarak adlandirilmaktadir. Bakteri
popiilasyonu arttikca sinyal molekiillerinin yogunlugu da artmaktadir. Sinyal
molekiilleri belli bir esik simirim1 astikga etkilesime girerek, QS mekanizmasini aktive

etmektedir (Solano ve ark., 2014).



QS sinyal molekiilleri bakteriler arasinda farklilik gostermektedir. Gram—negatif
bakterilerde QS mekanizmast Agil Homoserin Lakton (AHL) adi verilen sinyal
molekiilleri ile yiiriitiilmektedir. Gram—pozitif bakterilerde ise Otoindiiktor Peptit (AIP)
ad1 verilen kisa oligopeptitler (iki ve/veya daha fazla sayida aminoasit iceren peptit
yapisi) tarafindan yiiriitilmektedir (Altinok ve ark., 2018). Belirtilen sinyal molekiilleri
ile aktive ettikleri QS mekanizmalar1 sayesinde bakteriler pigment iiretimi, motilite
(hareket yetenegi), biyofilm olusumu ve viriilans faktorleri gibi patojeniteye (hastalik
yapma yetenegi) neden olan islemleri yapmalarmi saglamaktadir (Rutherford ve

Bassler, 2012).
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Sekil 1.2. Gram— negatif ve Gram— pozitif bakterilerin sinyal yolaklar1 (Méndez—Vilas ,
2011).

1.3. Staphylococcus aureus

1.3.1. Morfolojisi ve ozellikleri

Staphylococcaceae familyasina ait olan Staphylococcus aureus, familyanin en
patojen tiridir. Gram—pozitif, kok (kiire) seklinde ve fakiiltatif anaerob (oksijen
yoklugunda yasayabilen) 6zellikte olup 7-48 °C arasinda iireyebilen bir bakteridir.
Insan ve hayvanlarin solunum sistemi ile sindirim sistemlerinde kommensal (bir
organizmanin lizerinde veya igerisinde yasayan ancak zarar vermeyen organizma)
olarak bulunmasina karsin enfeksiyon ve besin zehirlenmelerinde bu patojene siklikla
rastlanmaktadir (Saglam ve Seker, 2016). Cesitli ortam sartlarina oldukg¢a dayanikli ve
cevresel kaynaklarda yaygin bulunmaktadir. S. aureus yapay kalp kapakgiklart ve eklem



protezleri gibi tibbi ekipmanlarda bulunabilmesinin yan1 sira su ve siit lirlinlerinde de
bulunarak gida zehirlenmelerinde de saptanmaktadir (McConoughey ve ark., 2014).

Neden oldugu rahatsizliklar arasinda sepsis (kan zehirlenmesi), bakteriyemi (kan
dolasiminda bakterilerin varligi), pnomoni (akciger yangisi), endokardit (kalbin i¢
zarinda veya kalp kapakgiklarinda iltihaplanma) ve metastatik (sigramali) enfeksiyonlar
gibi hastaliklar ya da toksin kaynakli toksik soklar goriilebilmektedir (Yalaz ve ark.,
2004). Tedavileri icin gelistirilmis olan metisilin antibiyotigine direng olusturarak
Metisilin Direncli S. aureus (MRSA) bakterileri hayatimizda gériilmektedir (Ozen,
2011).

1.3.2. Biyofilm formu

Kronik enfeksiyonlar ve diren¢ kazanimlar1 Staphylococcus aureus’ un biyofilm
olusturma yetenegi ile iliskilendirilmektedir. Ozellikle yapay kalp kapakgciklari ve eklem
protezleri gibi tibbi cihazlarda biyofilm olusturarak kronik enfeksiyonlara neden
olmasiyla siklikla morbidite (hasta olma orani) ve mortalitede (6liim orani) Snemli
artiglara yol agmaktadir (Ribeiro ve ark., 2012; McConoughey ve ark., 2014;
Moormeier & Bayles, 2017). Biyofilm ¢alismalari, S. aureus biyofilmlerinin kalin hiicre
katmanlar1 halinde olgunlasarak sonrasinda ayrilma mekanizmalarinin tetiklendigini ve
alt popiilasyonlarinin mikro koloniler olusturarak dagildigin1 géstermektedir (Yarwood
ve ark., 2004; Horswill, 2008; Periasamy ve ark., 2012).

S. aureus’larda icaADBC adi verilen operon (gen kiimesi) bulunmaktadir. Bu
operon Polisakkarit Interseliiler Adezin (PIA) ve N-asetil-p-1-6-glikozamin (PNAG)
maddelerinden olusmus, poli-N-siiksinil-B-1-6-glikozamin (PIA-PNAG) adi verilen
tutunma matriksini tretmektedir (Cramton, 1999; Kiedrowski, 2011; Szweda, 2012;
Szczuka, 2013). PIA maddesi hiicrelerin yiizeye ve birbirlerine yapismasini saglarken,
PNAG maddesi ise biyofilm tabakasimnin ana bilesenini olusturmaktadir. icaA geni
PNAG maddesinin sentezinde goérev alan N-asetilglikozamil transferaz enzimini
kodlamasinda ve ekspresyonunda (protein yapilarina donlisme siirecleri) gorev
almaktadir. icaD geni ise enzimin maksimum ekspresyonunu saglamaktadir (Gad,
2009). Yapilan ¢aligmalarda icaA ve icaD geni arasinda baglanti oldugu tespit edildigi
bildirilmektedir. Tek basina diisiik aktivite gosterirken, birlikte islevsel olduklarinda

aktivitede belirgin artis gézlenmektedir. Operonda yer alan diger gen olan icaC geni



Polisakkarit Interseliiler Adezini (PIA) ifade ettigi diisiiniiliirken, icaB geninin tam
olarak islevi bilinmemektedir (Gad ve ark., 2009). Bununla birlikte icaB geninin bazi
kaynaklara gére PNAG maddesinin miktarin1 ayarlamada dolayli gorev aldigi

bildirilmektedir (Cerca ve ark., 2007).
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Sekil 1.3. Biyofilm operonunun semas: (Nguyen ve ark., 2020).
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Sekil 1.4. Biyofilm yap1 molekiillerinin kimyasal formiilleri (Gokcen ve ark., 2013;
Nguyen ve ark., 2020).

1.3.3. Quorum sensing mekanizmalari

Stafilokoklar bulunduklar1 ortama otoindiiktor (AI) adi verilen molekiilleri
salgilamaktadir. Bu molekiillerin yogunlugu belli bir esigi gegtiginde Quorum Sensing
(QS) mekanizmas1 aktive olmaktadir. Stafilokoklarda QS mekanizmasi, aksesuar gen
diizenleyici (Agr) sistemle diizenlenmektedir. Agr sistemi; P2 ve P3 promotdrlerini
igermektedir.

P2 promotorii agrB, agrD, agrC ve agrA iriinlerini olusturan RNA II'yi
kodlamaktadir (Yarwood ve ark., 2004; Novick ve Geisinger, 2008). P3 promotorii ise

Staphylococcus aureus’ ta yogunluga bagli olarak viriilans faktorlerini olusturan ve



patojeniteyi diizenleyen RNA III’ti kodlamaktadir (Janzon ve Arvidson, 1990; Morfeldt
ve ark., 1995; Novick ve Geisinger, 2008; Svenningsen, 2018). RNA III hiicre adezyon
(yapisma) ve rot (toksin baskilayici) proteinlerinin mRNA ¢evirilerini bloke eder.

P2 promotorii tarafindan olusturulan dort {riin  gercek sinyalizasyonu
gerceklestirmektedir. AgrD, onciil otoindiiktor peptid (pro—AIP) molekiiliinii
kodlamaktadir. AgrB, pro—AIP’yi isleyip olgun AIP’ye doniistiirmektedir ve hiicresel
bosluga tasimaktadir. AgrD ve agrB sinyal molekiiliinii tiretmek igin birlikte
caligmaktadir (Novick ve Geisinger, 2008; Le ve Otto, 2015). Hiicresel boslukta
zamanla biriken AIP molekiilii sensor bir kinaz olan agrC’ye baglanmaktadir (Peng ve
ark., 1988; Lina ve ark., 1998; Novick ve Geisinger, 2008). Birikim sonras1 agrC, bir
yanit diizenleyici olan agrA 'y1 fosforile ederek fosfo—agrA’ya doniistiirmektedir. Fosfo—
agrA, P2 ve P3 promotorlerine baglanarak dongiiyli yeniden baglatmaktadir (Novick,
2003; Novick ve Geisinger, 2008; Le ve Otto, 2015).
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Sekil 1.5. S. aureus QS sinyal yolagi (Eickhoff ve Bassler, 2018).

1.4. Quorum Sensing ve Biyofilm Inhibisyonu

Kiiresel antimikrobiyal diren¢ sorunu ve c¢ogu enfeksiyonun nedeni olarak
bakteriyel biyofilm olusturmanin 6nemi nedeniyle, anti—biyofilm aktivitesine sahip yeni
biyoaktif bilesiklere ihtiya¢ gerekmektedir (Balkan, 2020; Mishra ve Muthukaliannan,
2022). Gilinlimiizde bakteriyel biyofilm iligkili enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in
kullanilan antibiyotiklerin uygun olmayan klinik tepkileri ve hizli bozulmalari
bulunmaktadir (Davies, 2003). Biyofilm enfeksiyonlarini tedavi etmek icin kullanilan

cesitli teknikler arasinda faj aracili eradikasyon, Quorum Sensing Inhibitorleri (QSI) ve



diger fiziksel yontemler bulunmaktadir (Ivanova ve ark., 2017).

QS mekanizmasi, yapistirilan yiizeyde viriilans, yeterlilik ve biyofilm olusumu dahil
olmak tizere farkli siirecleri diizenlemektedir (Queck ve ark., 2008). QS sistemi,
bakteriye viriilans faktorlerini ve patojeniteyi diizenlemekte gorev almaktadir ve
salgilanmig sinyal molekdilleri iiretip serbest birakmaktadir (Abisado ve ark., 2018).
Sinyal molekiilleri araciligiyla QS sistemi aktivasyonu, patojenik bakterilerde
antibiyotik direnci gelistiren biyofilm olusumuna yol agmaktadir (Lee ve ark., 2014).

QS, patojenin viriilans faktorlerini ve biyofilm iiretimini diizenlemektedir.
Mikrobiyal hiicrelerin popiilasyon yogunlugundaki artig, mikroorganizmalar arasinda
hiicre—hiicre iletisimini miimkiin kilmaktadir ve bu da QS sinyali ile sonu¢lanmaktadir.
Farkli virillans diizenleyici faktorlerin  iiretimini ve biyofilm olusumunu
diizenlemektedir (Paluch ve ark., 2020; Mishra ve Muthukaliannan, 2022).

Viriilansla ilgili genler, QS mekanizmalar tarafindan diizenlenmektedir. QS
mekanizmasi bakterilerin viriilans faktoriinii kontrol etti§inden, yeni tedavi yontemlerini
bulmak i¢in ana hedef olarak kabul edilmektedir (Svenningsen, 2018). Biyofilmi
engelleyebilecek etkili QSI bilesiklerinin bulunmasi, antibiyotiklerin veya ilaglarin

antimikrobiyal direncini azaltmaktadir (Lee ve ark., 2014; Abisado ve ark., 2018).

1.5. Likenlerin Kullamimlari

Farmasotik hammaddelerin gelistirilmesi i¢in bitkiler veya bunlardan elde edilen
dogal veya yar sentetik iirlinler tercih edilmektedir. Bitkiler gibi likenler de eski
caglardan beri tibbi 6zellikleri nedeniyle birgok hastaligin tedavisinde kullanilmistir.
Likenler, ¢cok yonlii kullanimlar1 olan degerli kaynaklardandir. Antik c¢aglardan beri
sadece halk hekimliginde degil, diinyanin bir¢ok iilkesinde gida, kozmetik, baharat ve
boyalarda bilinmekte ve kullanilmaktadir (Balkan, 2020).

Likenler biyotik ve abiyotik streslere maruz kalmaktadir ve sekonder
metabolitlerin iiretimi ile bu durumlarla basa g¢ikmaktadir (Deduke ve ark., 2012;
Fernandez—Moriano ve ark., 2016). Likenler metabolizmalarmin bir sonucu olarak
yaklagik 1050 sekonder metabolite sahip oldugu bildirilmektedir (Shukla ve ark., 2010;
Cobanoglu ve ark., 2016). Literatiirlerde yer alan ¢aligmalar, hastaliklarin 6nlenmesinde
kullanilan likenlerin iyilestirici 6zelliklerinin asidik 6zelliklere sahip sekonder metabolit

bilesenlerinden kaynaklandigini gostermektedir (Ag¢ikgoz ve ark., 2013; Nguyen ve ark.,



2014). Bu metabolitlerin antimikrobiyal, antibakteriyel, anti—QS, anti—biyofilm,
antikanser, antioksidan, antifungal, antitiimdr, antiviral ve enzim inhibe edici 6zellikleri
gibi cok cesitli alanlarda yiiksek aktiviteleri literatiirdeki calismalarda sunulmaktadir
(Bhattarai ve ark., 2008; Guo ve ark., 2008; Paudel ve ark., 2012; A¢ikgéz ve ark.,
2013; Ozenoglu ve ark., 2013; Nguyen ve ark., 2014; Schinkovitz ve ark., 2014; Basile
ve ark., 2015; Nithyanand ve ark., 2015; Pathak ve ark., 2015; Yang ve ark., 2015;
Emsen ve ark., 2016; Gunasekaran ve ark., 2016; Jain ve Jain, 2016; Oran ve ark., 2016;
Saeed, 2016; Shrestha ve ark., 2016; Studzinska-Sroka ve ark., 2016; Xu ve ark., 2016;
Ozyigitoglu ve ark., 2017; Yang ve ark., 2018; Gokalsin ve ark., 2019).

Tibbi Ozellikleri nedeniyle antik ¢aglardan beri diinyada bir¢cok hastaligin
tedavisinde kullanilan likenler, yeni anti-QS ve anti—biyofilm molekiillerin kesfinde
kullanilabilecek o6nemli bir biyokaynak grubu olarak kabul edilmektedir. Liken
ekstraktlarindan biyoaktif metabolitler iiretme potansiyeli, yeni QSI dogal ilaglar i¢in
oldukg¢a dikkat ¢ekmektedir.

Bu dogrultuda g¢alismamizin amaci antibiyotiklere alternatif olabilecek QSI
molekiillerini/6ziitlerini saptayarak yeni yaklasim i¢in biyokaynak olarak kazandirilmak
istenmektedir.

« Likenlerin temini. Zengin sekonder metabolit icerigine sahip olmasi nedeniyle

potansiyel inhibe edici etkiye sahip olabilecegi diisiiniilmiistiir.

+ Liken oziitlerinin eldesi. Igerdigi sekonder metabolitleri yogun sekilde elde

etmek amaciyla aseton ¢oziiciisii ile 6ziitii elde edilmistir.

» Liken oziitlerinin biliyiime egrilerine etkilerinin belirlenmesi. Antibiyotigin

aksine Oldiirmeden iletisim kesilmek istendiginden Oldiiriicii etkilerinin
olup/olmadig1 belirlenmistir.

« Liken oziitlerinin anti—QS / anti—biyofilm etkinliklerinin belirlenmesi. Oldiiriicii

etki gostermeyen konsantrasyonlardaki liken Oziitlerinin QS yolagindaki etkileri

ve buna bagli olarak biyofilm miktarlarindaki degisimleri gézlemlenmistir.

10



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal
2.1.1. Bakteri suslari
Staphylococcus aureus ATCC25923 (Yabanil Tip)
Staphylococcus aureus P2 Lac—gfp (Biyosensor Sus)

Staphylococcus aureus P3 Lac—gfp (Biyosensor Sus)

2.1.2. Kullanilan sarf ve kimyasallar
Tryptic soy broth (TSB) besiyeri (Sigma—Almanya)
Tryptic soy agar (TSA) besiyeri (Sigma—Almanya)
M9 minimal besiyeri (Amresco—ABD)

Bacto agar (BD-BD)

Nitril eldiven (Broche—Tiirkiye)
Portiip (Sinanson—Tiirkiye)

Cam deney tiipleri (Sinanson—Tiirkiye)
Kapsenberg tiip kapaklari (Sinanson-Tiirkiye)
Bek alevi

Platin 6ze

Cam baget

Ayirma hunisi (Sinanson—Tiirkiye)
Cam huni (Sinanson-Tiirkiye)

Silifli cam balon (Isolab—Tiirkiye)
Erlen (Isolab—Tiirkiye)

Otoklavl sisesi (Sinanson-Tiirkiye)

Porselen havan ve tokmak (Isolab—Tiirkiye)
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18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Plastik petri kaplar1 (Firatmed—Tiirkiye)

96 kuyucuklu siyah mikroplaka (Thermo—ABD)
96 kuyucuklu seffaf mikroplaka (TPP—Isvicre)
Filtre (Whatman—Ingiltere)

Pipet ucu (Rainin—-ABD)

Spektrofotometre kiiveti (Hellma—Almanya)
Santrifiij tiipleri (Isolab—Tiirkiye)

Portiip (Isolab—Tiirkiye)

Aliiminyum folyo (Koroplast-Tiirkiye)

Distile su

Etanol (Merck—ABD)

Aseton (Merck—ABD)

Asetik asit (Merck—ABD)

DMSO / Dimetil siilfoksit (C2HsOS) (Merck—ABD)

Gliserol (Isolab—Tiirkiye)
Kloramfenikol (Eczacibagi—Tiirkiye)
Kazamino asit (BD-ABD)

Tiyamin (Duchefa—Hollanda)
Glukoz (Merck—ABD)

Magnezyum siilfat (Merck—ABD)
Kalsiyum kloriir (Merck—ABD)
Sodyum kloriir (Merck—ABD)

Kristal viyole (Sigma—Almanya)
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11.
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13.

2.1.3. Kullanilan cihazlar

Dijital Hassas Terazi (Ohaus-A.B.D.): Besiyeri, 6ziit ve antibiyotik hazirlamada

kat1 malzemelerin tartimi i¢in kullanilmistir.

Rotary Evaporator (Heidolph-Almanya): Liken Oziitlerinin eldesinde fazla

¢oziicliyli ugurmak icin kullanilmistir.

Distile  Su Cihazn (Millipore-A.B.D.): Besiyeri, 0ziit ve antibiyotik

hazirlamalarinda kullanilmastir.

Manyetik Kanstirier  (WiseStir-Almanya): Besiyerleri ve kimyasallarin

homojenizasyonunda kullaniimistir.
Mikrodalga Firin (Phillips-Almanya): Besiyerleri hazirlanmasi i¢in kullanilmustir.

Otoklav (Niive-Tiirkiye): Besiyerlerinin ve cam malzemelerin sterilizasyonu igin

kullanilmastir.

Mikropipetler (Thermo-A.B.D.): Besiyerleri, kimyasallar ve bakteri kiiltiirlerinin

aktarimlarinda kullanilmistir.

pH Metre (Thermo-A.B.D.): Besiyerlerinin ve kimyasallarin pH ayarlamasinda

kullanilmustir.

Steril Giivenlik Kabini (Faster ve Esco-italya ve Singapur): Kimyasallarin ve

Oziitlerin hazirlanmasi ile deneylerin gerceklestirilmesinde kullanilmistir.

Buzdolab1 (Siemens-Almanya): Besiyerlerin, 6ziitlerin ve kimyasallarin +4 °C’de

muhafazalari i¢in kullanilmistir.

Derin Dondurucu (Vestel-Tiirkiye): Bakterilerin -20°C’de muhafazalar1 igin

kullanilmastir.

Ultra Derin Dondurucu (Esco-Singapur): Bakterilerin -80°C’de uzun siire

muhafazalari i¢in kullanilmistir.

Vorteks (Heidolph-Almanya): Bakteri kiiltiirlerinin, kimyasallarin ve oziitlerin

calkalanmasinda kullanilmustir.
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14.

15.

16.

17.

18.

Spektrofotometre (Beckman Coulter-A.B.D.): Bakteri Kkiiltiirlerinin  optik

yogunluklarinin 6l¢iimiinde kullanilmaistir.

Inkiibator (Memmert-Almanya): Bakteri suslarinin  inkiibasyonu igin

kullanilmastir.

Mikroplaka Inkiibatérii (BioTek-A.B.D.): Bakterilerin deney sirasinda

inkiibasyonu i¢in kullanilmstir.

Mikroplaka Okuyucu ve Gériintiileyici (BioTek-A.B.D.): Bakterilerin deney

Ol¢timleri i¢in kullanilmuistir.

Mikroplaka Yikayia (BioTek-A.B.D.): Bakterilerin biyofilm deneyleri i¢in

kullanilmistir.

2.1.4. Besiyerlerinin hazirlanmasi
2.1.4.1. Siv1 Besiyeri - Tryptic Soy Broth (TSB) Besiyeri
17 g Kazeinden Pepton
3 g Soyadan Pepton
2,5 g Glikoz Monohidrat
5 g Sodyum Klorit
2,5 g Dipotasyum Fosfat
30 g TSB toz besiyerinden tartilarak bir miktar distile suda ¢6zdiiriildiikten sonra

hacmi 1000 mL’ye tamamlanmistir. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilmistir.

2.1.4.2. Kat1 Besiyeri - Tryptic Soy Agar (TSA) Besiyeri
15 g Kazeinden Pepton
5 g Soyadan Pepton
5 g Sodyum Klorit
15 g Agar Agar
40 g TSA toz besiyerinden tartilarak bir miktar distile suda ¢ozdiiriildiikten

sonra hacmi 1000 mL’ye tamamlanmistir. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril

edilmistir.
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2.1.4.3. Sivi Minimal Besiyeri - M9 Minimal Besiyeri

- 6 g Disodyum Fosfat
- 3 g Potasyum Fosfat
- 0,59g Sodyum Klorit
- 1 g Amonyum Klortir

10,5 g M9 toz besiyerinden tartilarak bir miktar distile suda ¢ozdiiriildiikten
sonra hacmi 1000 mL’ye tamamlanmistir. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril
edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra oda sicakligindaki besiyerine %10’ luk
kazamino asit, %20’lik glukoz, 1M MgS0s, 1M CaCl, ve Tiyamin eklenmistir.
Biyosensor suslar i¢in 7,5 pg/mL son konsantrasyon olacak sekilde kloramfenikol

antibiyotigi eklenmistir.

2.2. Yontem

2.2.1. Likenlerin temini ve muhafazasi
Bursa—Alacam yoresinden, 40°05'48"N 29°17'48"E 1681 metre konumundan
toplanmis olan cesitli liken &rnekleri Marmara Universitesi Biyoloji Béliimii
Herbaryumu’ndan temin edilmistir. Kagit zarflarda ve saklama kutularinda muhafaza
edilmistir. Tiir tayinleri Prof. Dr. Giilsah COBANOGLU ve ekibi tarafindan, Smith
calismasi kaynak olarak kullanilarak yapilmigtir (Smith, 1921).

2.2.2. Calismalarda test edilen liken tiirleri
2.2.2.1. Usnea chaetophora Stirt.

Parmeliaceae familyasinda bulunan bir likendir. Soluk

grimsi—yesil renkleri arasinda goriilmektedir. Calilar
veya aga¢ kabuklarinda yetisirler. Agr1 kesici ve ates
diistiriicii olarak kullanimlar1 bulunmaktadir (Okuyama
ve ark.,, 1995). Enfeksiyon, ishal durumlarinda
kullanilirken aynm1 zamanda agri kesici ve mantar

Onleyici olarak da uygulanmaktadir (Paliya ve ark.,

2016). lkincil metabolitler: usnik asit, depsid,

depsidones, bisksantonlar, terpenoidler, alifatik asitler.

Sekil 2.1. Usnea chaetophora likeni genel goriiniimii (2022).
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2.2.2.2. Hypogymnia physodes (L.) Nyl.

Parmeliaceae familyasinda bulunan bir likendir. Parlak
olmayan gri renge sahiptir. Diisiik pH’I1 aga¢ kabuklar
ve taglar lizerinde yetigirler. Agir metallere
duyarliliklar1 sebebiyle biyoindikatér c¢aligsmalarinda
kullanilirlar (Hamutoglu, 2013). Ikincil metabolitler:

atranorin, kloroatranorin, fizodik asit.

Sekil 2.2. Hypogymnia physodes likeni genel gériiniimii (2022).

2.2.2.3. Evernia prunastri (L.) Ach.

Parmeliaceae familyasindaki bir liken tiirtidiir. Yaygin

olarak yaprak doken agaglarin ve koknar ve ¢am gibi
kozalakli agaglarin kabugunda da bulunur. Rengi
kuruyken yesilden yesilimsi beyaza, 1slakken koyu
zeytin yesili ila sari—yesil arasinda degisir. ikincil
metabolitler: usnik asit, atranorin, kloroatranorin,

evernik asit.

Sekil 2.3. Evernia prunastri likeni genel goriintimii (2022).

2.2.2.4. Bryoria capillaris (Ach.) Brodo & Hawksw.

Parmeliaceae familyasinda bulunan bir likendir.
Kahverengi—gri renkleri arasinda goriilmektedir. Igne
yaprakli agaglarn {izerinde yetisirler (Oztiirk ve ark.,
2013). Siyrik ve yaralarda ayni zamanda ishal
durumunda kullanimlart bulunmaktadir (Crawford,
2015).

Ikincil metabolitler: alektorialik asit, atranorin,

barbatolik asit, fumarprotocetrarik asit.
Sekil 2.4. Bryoria capillaris likeni genel goriiniimii (2022).
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2.2.2.5. Pseudevernia furfuracea (L.) Zopf.

Parmeliaceae familyasinda bulunan bir likendir. Ust
ylizeyi kadifemsi dokuda ve gri-beyaz tonlarindadir.
Alt yiizeyi siyah tonlarindadir (Giiveng ve ark., 2012).
Agac kabugu, govdesi ve dallarinda bulunur (Isik,
2021).

Ikincil metabolit: benzoik asit, atranorin, oksifizodik

asit ve virensik asit.

Sekil 2.5. Pseudevernia furfuracea likeni genel goriintimii (2022).

2.2.2.6. Ramalina fraxinea (L.) Ach.

Ramalinaceae familyasinda bulunan bir likendir. Gri-
yesil veya yesilinden siyaha renklerinde goriiliir
(Acikgoz, 2011). Yaprakh agac govdelerinde, 6zellikle
mese, kavak ve sogiitte yaygindir.

Ramalina fraxinea, kikirdak likeni olarak bilinir. Renk,

soluk yesilden sari—griye, beyaz—griye kadar degisir.

Sekil 2.6. Ramalina fraxinea likeni genel goriiniimii (2022).

2.2.3. Liken oziitiiniin eldesi
Likenler 10’ar g tartilarak kiiciik parcalar haline getirilmistir. 100’er mL aseton
eklenmis ve 24 saat karanlikta bekletilmistir. Bekletilen 6rnekler filtre kagitlart ile
stiziilerek kati artiklarindan ayirilmis ve sivi kisimlart petrilere aktarilarak ¢oziiciiniin
ortamdan uzaklasmasi igin bekletilmistir. Net agirliklar1 belirlenerek tizerlerine stok
konsantrasyonlar1 16 ile 32 mg/mL olacak sekilde %100 dimetil siilfoksit (DMSO) ilave
edilmigstir. Hazirlanan oziitler 0.45 pm’lik filtrelerden gecirilerek steril edilmistir ve

kullanilincaya kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir.
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Sekil 2.7. Liken orneklerinin 6ziit asamalari—1. 1. Aseton ¢oziiciisii ile muamele, 2.

Steril cam petrilere aktarma, 3. Steril spatiil ile kuru 6ziit eldesi, 4. Tiiplere dagitim.

Sekil 2.8. Liken o6rneklerinin 6ziit agamalar1 —2.

Tablo 2.1. Calismada uygulanan liken 6ziitleri ve konsantrasyonlari.

Likenler Coziicii Stok (mg/mL) Ik Doz (ng/mL)
Hypogymnia physodes Aseton 32 80
Evernia prunastri Aseton 32 80
Bryoria capillaris Aseton 32 80
Ramalina fraxinea Aseton 32 80
Usnea chaetophora Aseton 16 80
Pseudevernia furfuracea Aseton 16 80

Kuru oziitlerin tlizerlerine kademeli olarak dimetil siilfoksit ilave edilmistir.
Coziinebilen en yiikksek konsantrasyonlar stok degerleri olarak Tablo 2.1.°de
verilmektedir. Deney uygulamalarinda kullanilmak tizere %2’ye seyreltilmistir. Bazi
liken 6ziitlerinde hidrofobik 6zelliklerinden dolay1 ¢okelti olusmustur. Bundan dolay1

miktarlar tekrardan diizenlenerek ilk doz ortak olacak sekilde ayarlanmaistir.

2.2.4. Bakteri suslarimin temini, cogaltilmasi ve saklanmasi
Calismada kullanilan biyosensor bakteri suslar1 Londra Imperial Universitesi,
Lynn Burchell ve Prof. Sivaramesh Wigneshweraraj tarafindan, Staphylococcus aureus
ATCC25923 susu Sesal Lab. biinyesinden temin edilmistir. Bakteri stok kiiltiirleri -80

°C’de ve gliserol icerisinde muhafaza edilmistir. Stok bakteri kiiltiirlerinden TSB
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besiyerlerine ardi ardina 2 kez pasaj alinmustir.

Tablo 2.2. Calismada kullanilan Staphylococcus aureus suslari.

5. aureus Sus Agiklama
ATCC25923  Yabaml tip (Wild type)

USA300.z ® prorp pCL5%3:x ® r2-oFr USA3IQ0wT
(Wigneshweraraj ve ark_, 2013)
USA300.= m psgrp pCLY%:x ® pi-grr USA3I00wT
(Wigneshweraraj ve ark_, 2013)

P2 LAC-gfp

P3 LAC-gfp

2.2.5. Liken oziitlerinin S. aureus ATCC25923 yabaml tip susunda
biiyiime egrilerine etkilerinin belirlenmesi (MiK)

S. aureus ATCC25923 susu kullanilarak liken Oziitlerinin anti—bakteriyel
etkileri, mikroplaka okuyucu ile TSB besiyerinde, 37 °C’de 16 saat siiresince OD
450nm absorbans Ol¢liimleri gerceklestirilerek  belirlenmistir.  Mikroplakalarin
kuyucuklara TSB besiyeri eklenmistir. Ik kuyucuklara Tablo 2.1.’de belirtilen
konsantrasyonlarda liken Oziitlerinin %2 seyreltilmis halleri eklenip pipetaj islemi
yapilarak kuyucuklardan bir sonraki kuyucuga aktarilmistir. Ayni islem tekrarlanarak
seri diliisyon gerceklestirilmistir. Seri diliisyon yapilarak her bir 6ziit grubunun 2
oraninda azalan konsantrasyonlar1 elde edilmistir. Negatif kontrol olarak segilen
kuyucuklara 6ziit ilavesi yapilmamistir. Bakteri susu 1 McFarland (yaklasik 3x10®
kob/mL) standardina ayarlanarak kor olarak belirlenen kuyucuklar hari¢ biitiin
kuyucuklara eklenmistir. Kor grubu olarak TSB besiyeri, negatif kontrol grubu olarak
TSB besiyeri ile bakteri siispansiyonu kullanilmistir. Bakterilerin biliyiime miktarlarini
gozlemlemek i¢in OD 450nm absorbans dlgtimleri gergeklestirilmistir. Bu deneylerde

pozitif kontrol olarak kloramfenikol antibiyotigi kullanilmistir.

2.2.6. Liken oziitlerinin S. aureus biyosensor suslarinda anti-QS
etkinliklerinin belirlenmesi

96 kuyucuklu optik siyah mikroplakalar ile mikroplaka okuyucu kullanilarak,

seri mikrodiliisyon yontemiyle, ¢alismada elde edilen Oziitlerin QS inhibisyon testleri

gerceklestirilmistir. Mikroplakalarin hazirlanisinda kuyucuklara M9 minimal besiyeri
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eklenmistir. ilk kuyucuklara Tablo 2.1.°de belirtilen konsantrasyonlarda liken
oziitlerinin %2 seyreltilmig halleri eklenip pipetaj islemi yapilarak kuyucuklardan bir
sonraki  kuyucuga aktarilmistir. Aym islem tekrarlanarak seri  diliisyon
gerceklestirilmistir. Seri diliisyon yapilarak her bir 6ziit grubunun '%2 oraninda azalan
konsantrasyonlar1 elde edilmistir. Negatif kontrol olarak secilen kuyucuklara oziit
ilavesi yapilmamistir. Biyosensor suslar 1 McFarland (yaklasik 3x10® kob/mL)
standardina ayarlanarak kor olarak belirlenen kuyucuklar hari¢ biitiin kuyucuklara
eklenmistir. Kér grubu olarak M9 minimal besiyeri, negatif kontrol grubu olarak M9
besiyeri ile bakteri siispansiyonu kullanilmistir. Biyosensor suslarin GFP ekspresyon
miktarlart mikroplaka okuyucu ile 37 °C’de 16 saat siiresince 485nm eksitasyon ve
535nm emisyon dalga boylarindaki floresans oOl¢iimleri ile biliylime miktarlarini

gbzlemlemek icin ise OD 450nm absorbans 6l¢iimleri gergeklestirilmistir.

2.2.7. Liken oziitlerinin S. aureus ATCC25923 yabanil tip susunda anti—
biyofilm etkinliklerinin belirlenmesi

Liken oziitlerinin S. aureus ATCC25923 susu biyofilm formu {izerine
inhibisyonu testleri 96 kuyucuklu seffaf mikroplakalar kullanilarak seri mikrodiliisyon
yontemi ile gergeklestirilmistir. Mikroplakalarin  kuyucuklarina TSB  besiyeri
eklenmistir. Ilk kuyucuklara Tablo 2.1.’de belirtilen konsantrasyonlarda liken
oziitlerinin %2 seyreltilmis halleri eklenip pipetaj islemi yapilarak kuyucuklardan bir
sonraki  kuyucuga aktarilmigtir. Ayni1 islem tekrarlanarak seri diliisyon
gerceklestirilmistir. Seri diliisyon yapilarak her bir 6ziit grubunun '2 oraninda azalan
konsantrasyonlar1 elde edilmistir. Negatif kontrol olarak segilen kuyucuklara oziit
ilavesi yapilmamustir. S. aureus ATCC25923 bakteri susu OD 625nm: 0.02 olacak
sekilde spektrofotometrede ayarlanmis ve kor olarak belirlenen kuyucuklar hari¢ biitiin
kuyucuklara eklenmistir. Kor grubu olarak TSB besiyeri, negatif kontrol grubu olarak
TSB besiyeri ile bakteri siispansiyonu kullanilmigtir. Mikroplakalar 37 °C’de 24 saat
stiresince inkiibe edilmistir. 24 saatlik inkiibasyonun sonunda mikroplakalardaki tiim
kuyucuklar planktonik bakteri hiicrelerinin uzaklastirilmasi i¢in bosaltilmig ve steril
FTS ile yikanmistir. Yikanan mikroplakalar 60 °C’de 30 dakika siiresince kurumaya
birakilmistir. Islem sonrasinda mikroplakalarm her bir kuyucuklarma %0,1°lik kristal

viyole soliisyonu eklenmis ve 37 °C’de 10 dakika siiresince karanlik ortamda
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bekletilmistir. Bekleme siiresi tamamlandiginda fazla boyanin ortamdan uzaklagtirilmasi
icin mikroplakalar distile su ile yikanmis ve 60 °C’de 30 dakika siiresince kurumaya
birakilmistir. Mikroplakalar kuruduktan sonraki asamada tiim kuyucuklara igerlerinde
yer alan kristal viyole sollisyonunu ¢6ziip absorbans Ol¢limii saglayabilmek amaciyla
asetik asit eklenmigtir. S. aureus ATCC25923 susunun biyofilm formu iizerine
inhibisyon testleri multimod mikroplaka okuyucu cihazi kullanilarak OD 590nm’de

absorbans 6l¢iimleri alinarak gergeklestirilmistir.

l Son seyreltmede disan atihr, ‘
el\stmk ekstrakt ‘

1

789101112

(3 f‘?“"oﬁ‘ 10000
DCJQCQQO“”(XX)\

\)\/\/ \)\/ )\/

Bakteri-tireme kontrolii |H<_/(J\_./\_/ \J\J\_, \,/C J \__/\_/ == Besiveri kontroli

Sekil 2.9. Deney diliisyon uygulama semas.
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3. BULGULAR ve TARTISMA

3.1. Bulgular

3.1.1. Liken oziitlerinin S. aureus ATCC25923 yabanil tip susunda
biiyiime egrilerine etkileri (MIK)

Usnea chaetophora, Hypogymnia physodes, Evernia prunastri, Bryoria
capillaris, Pseudevernia furfuracea ve Ramalina fraxinea likenlerinin ilk dozlar1 80
ug/mL olan aseton Oziitleri Staphylococcus aureus ATCC25923 yabanil tip susuna
uygulanmigtir. OD 450nm’de biiyiime egrileri {izerindeki etkilerine bakilmistir.
Kontrol grubuna goére diisik OD degerine sahip olan Ornekler gerceklesen

inhibisyon miktarin1 belirtmektedir (Sekil 3.1.).
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Dakika*

Sekil 3.1. MIK grafik 6rnegi.
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Dakika*
4 Kontrol 80 pg/mL @40 pg/ml =20 pg/mL +10 pg/mL X5 pg/mL

Sekil 3.2. Farkli konsantrasyonlarda Usnea chaetophora liken 6ziitii uygulanmis S.

aureus ATCC25923 susuna ait biiyiime egrisi. Kontrol grubuna 6ziit eklenmemistir.
(*birim 20dK).
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Dakika*
AKontrol W30 pg/ml ® 40 pg/mL =20 pg/mL +10 pg/mL

Sekil 3.3. Farkli konsantrasyonlarda Hypogymnia physodes liken 6ziitii uygulanmis S.

aureus ATCC25923 susuna ait biiyiime egrisi. Kontrol grubuna 6ziit eklenmemistir.
(*birim 20dK).
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1.8 . v
Evernia prunastri — Staphylococcus aureus ATCC25923
1,6 4
n e ® ® ® ©® o & @ & & o o & o oo o+ o
1,4 [ ] + + + + + + + + + + + + + + + + +
- +
*
1,2 4 .
T RS RN EE RN EE EE RN RN BN RN RN RN BN B B ]
1 []
= A
% AN
a
Co,s8 A =
¥ a
0,6 A 'y
[
0.4 A
-
2
a
0.2
s !
A
0
S S S > S =] > S S S > S S > S S <> < S ) o S S S >
Sy ® oy &y vy ey ¥y ¥y yryosoy v
S & T & &I TIPSO TSIl
Dakika*
A Kontrol W80 pg/mL ® 40 pg/mL =20 pg/mL + 10 pg/mL

Sekil 3.4. Farkli konsantrasyonlarda Evernia prunastri liken o6ziiti uygulanmis S.
aureus ATCC25923 susuna ait biiylime egrisi. Kontrol grubuna 6ziit eklenmemistir.
(*birim 20dK).
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Dakika*
A Kontrol W80 ng/mL @40 pg/mL =20 pg/mL + 10 pg/mL

Sekil 3.5.: Farkli konsantrasyonlarda Bryoria capillaris liken oziitii uygulanmis S.
aureus ATCC25923 susuna ait biiylime egrisi. Kontrol grubuna 6ziit eklenmemistir.
(*birim 20dK).
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1,4 .
Pseudevernia furfuracea — Staphylococcus aureus ATCC25923
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Dakika*
4 Kontrol W30 pg/mlL ®40 pg/mlL =20 pg/mL +10 pg/mL X5 pg/mL

Sekil 3.6. Farkli konsantrasyonlarda Pseudevernia furfuracea liken 6ziitii uygulanmig S.

aureus ATCC25923 susuna ait biiyiime egrisi. Kontrol grubuna 6ziit eklenmemistir.
(*birim 20dK).
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Dakika*
AKontrol W80 pg/ml. 40 pg/mL =20 pg/mL +10 pg/mL

Sekil 3.7. Farkli konsantrasyonlarda Ramalina fraxinea liken o6ziiti uygulanmis S.

aureus ATCC25923 susuna ait biiyiime egrisi. Kontrol grubuna 6ziit eklenmemistir.
(*birim 20dK).
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3.1.2. Liken oziitlerinin S. aureus P2 Lac biyosensor susunda anti-QS
etkileri
Usnea chaetophora, Hypogymnia physodes, Evernia prunastri, Bryoria
capillaris, Pseudevernia furfuracea ve Ramalina fraxinea likenlerinin aseton
Oziitlerinin biliylime egrilerine etki etmeyen dozlar1 S. aureus biyosensor suslarina
uygulanmistir. GFP ekspresyon miktarlar1 485nm (eksitasyon) ve 535nm
(emisyon)’de floresans olgiimleri ile biiyiime miktarlarini gézlemlemek i¢in ise OD
450nm’de bakilmistir. Kontrol grubuna goére diislik floresans/absorbans degerine

sahip olan ornekler gergeklesen inhibisyon miktarini belirtmektedir (Sekil 3.8.).
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Sekil 3.8. QS grafik 6rnegi.
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Dakika*
AKontrol =20 pg/mL +10 pg/mL X5 pg/mL

Sekil 3.9. Farkli konsantrasyonlarda Usnea chaetophora liken 6ziitii uygulanmis S.

aureus P2 Lac biyosensor susuna ait floresans/absorbans egrileri.

eklenmemistir. (*birim 20dK).

Kontrol grubuna 6ziit
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Dakika*
A Kontrol ® 40 pg/mL =20 pg/mL + 10 pg/mL

Sekil 3.10. Farkli konsantrasyonlarda Hypogymnia physodes liken 6ziitii uygulanmis S.

aureus P2 Lac biyosensor susuna ait floresans/absorbans egrileri. Kontrol grubuna 6ziit

eklenmemistir. (*birim 20dk).
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Dakika*
AXKontrol M 80 pg/mL ® 40 png/mlL =20 pg/mL +10 pg/mL

Sekil 3.11. Farkli konsantrasyonlarda Evernia prunastri liken

aureus P2 Lac biyosensor susuna ait floresans/absorbans egrileri.

eklenmemistir. (*birim 20dKk).

0ziitli uygulanmis S.

Kontrol grubuna 6ziit
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Bryoria capillaris — P2 Lac
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Dakika*
A Kontrol ® 40 pg/mL =20 ng/mL +10 pg/mL

Sekil 3.12. Farkli konsantrasyonlarda Bryoria capillaris liken oziitii uygulanmis S.

aureus P2 Lac biyosensor susuna ait floresans/absorbans egrileri. Kontrol grubuna 6ziit

eklenmemistir. (*birim 20dk).
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Dakika*
A Kontrol ® 40 pg/mL =20 pg/mL +10 pg/mL X5 pg/mL

Sekil 3.13. Farkli konsantrasyonlarda Pseudevernia furfuracea liken 6ziitii uygulanmis
S. aureus P2 Lac biyosensor susuna ait floresans/absorbans egrileri. Kontrol grubuna

oziit eklenmemistir. (*birim 20dk).
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Dakika*
AKontrol W80 pg/mL @40 pg/mL =20 pg/mL +10 pg/mL

Sekil 3.14. Farkli konsantrasyonlarda Ramalina fraxinea liken 6ziiti uygulanmis S.
aureus P2 Lac biyosensor susuna ait floresans/absorbans egrileri. Kontrol grubuna 6ziit

eklenmemistir. (*birim 20dKk).
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3.1.3. Liken oziitlerinin S. aureus P3 Lac biyosensor susunda anti—-QS

etkileri
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Dakika*
A Kontrol =20 pg/mL + 10 ng/mL x5 pg/mL

Sekil 3.15. Farkli konsantrasyonlarda Usnea chaetophora liken 6ziitii uygulanmis S.
aureus P3 Lac biyosensor susuna ait floresans/absorbans egrileri. Kontrol grubuna 6ziit

eklenmemistir. (*birim 20dK).
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Dakika*
AKontrol ® 40 pg/ml =20 pg/mL +10 pg/ml,

Sekil 3.16. Farkli konsantrasyonlarda Hypogymnia physodes liken 6ziitii uygulanmis S.
aureus P3 Lac biyosensor susuna ait floresans/absorbans egrileri. Kontrol grubuna 6ziit

eklenmemistir. (*birim 20dK).
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Dakika*
4 Kontrol W80 pg/mL ©40 pg/mL =20 pg/mL + 10 pg/mL

Sekil 3.17. Farkli konsantrasyonlarda Evernia prunastri liken

Oziiti uygulanmig S.

aureus P3 Lac biyosensdr susuna ait floresans/absorbans egrileri. Kontrol grubuna 6ziit

eklenmemistir. (*birim 20dKk).
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Dakika* -
AKontrol *40 pg/ml 20 pg/mL ® 10 pg/mL.

Sekil 3.18. Farkli konsantrasyonlarda Bryoria capillaris liken oziitii uygulanmis S.
aureus P3 Lac biyosensor susuna ait floresans/absorbans egrileri. Kontrol grubuna 6ziit

eklenmemistir. (*birim 20dKk).
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Pseudevernia furfuracea — P3 Lac
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Dakika*
A Kontrol ®40 pg/mL =20 pg/mL +10 pg/mL X35 pg/mL

Sekil 3.19. Farkli konsantrasyonlarda Pseudevernia furfuracea liken 6ziitii uygulanmis
S. aureus P3 Lac biyosensor susuna ait floresans/absorbans egrileri. Kontrol grubuna

oziit eklenmemistir. (*birim 20dk).
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Dakika*
AKontrol W80 pg/mL ®40 pg/mL =20 pg/mL +10 pg/mL

Sekil 3.20. Farkli konsantrasyonlarda Ramalina fraxinea liken 6ziitii uygulanmis S.
aureus P3 Lac biyosensor susuna ait floresans/absorbans egrileri. Kontrol grubuna 6ziit

eklenmemistir. (*birim 20dk).
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3.1.4. Liken é6ziitlerinin S. aureus ATCC25923 yabanil tip susunda anti—
biyofilm etkileri

Usnea chaetophora, Hypogymnia physodes, Evernia prunastri, Bryoria

capillaris, Pseudevernia furfuracea ve Ramalina fraxinea likenlerinin aseton

Oziitlerinin biliylime egrilerine etki etmeyen dozlart Staphylococcus aureus

ATCC25923 yabanil tip susuna uygulanmistir. OD 590nm’de biyofilm formu

tizerine etkilerine bakilmistir. Kontrol grubuna goére diisiik OD degerine sahip olan

ornekler gerceklesen inhibisyon miktarini belirtmektedir (Sekil 3.21.).

Bivofilm fretinumi arthran doz
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Sekil 3.21.: Biyofilm grafik 6rnegi.
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Usnea chaetophora — Staphylococcus aureus ATCC25923
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Sekil 3.22. Farkli konsantrasyonlarda Usnhea chaetophora liken 6ziitii uygulanmis S.

aureus ATCC25923 yabanil tip susuna ait biyofilm yiizdeleri. Kontrol grubuna 6ziit
eklenmemistir.
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Hypogymnia physodes — Staphylococcus aureus ATCC25923
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Sekil 3.23. Farkli konsantrasyonlarda Hypogymnia physodes liken 6ziitii uygulanmis S.

aureus ATCC25923 yabanil tip susuna ait biyofilm yiizdeleri. Kontrol grubuna 06ziit
eklenmemistir.
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Evernia prunastri — Staphylococcus aureus ATCC25923
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Sekil 3.24. Farkli konsantrasyonlarda Evernia prunastri liken oziitii uygulanmis S.

aureus ATCC25923 yabanil tip susuna ait biyofilm yiizdeleri. Kontrol grubuna oziit

eklenmemistir.
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Sekil 3.25. Farkli konsantrasyonlarda Bryoria capillaris liken oziitii uygulanmis S.

aureus ATCC25923 yabanil tip susuna ait biyofilm yiizdeleri. Kontrol grubuna 06ziit

eklenmemistir.
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Pseudevernia furfuracea — Staphylococcus aureus ATCC25923
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Sekil 3.26. Farkli konsantrasyonlarda Pseudevernia furfuracea liken 6ziitii uygulanmis

S. aureus ATCC25923 yabanil tip susuna ait biyofilm yiizdeleri. Kontrol grubuna 6ziit

eklenmemistir.
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Sekil 3.27. Farkli konsantrasyonlarda Ramalina fraxinea liken 6ziiti uygulanmis S.

aureus ATCC25923 yabanil tip susuna ait biyofilm yiizdeleri. Kontrol grubuna 06ziit

eklenmemistir.
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Tablo 3.1. Liken 6ziitlerinin deney sonuglari.

S. aureus S. aureus
ATCC25023 P2 ng’gfp P3 ng’gfp ATCC25923
Liken MIK RFU/OD RFU/OD Biyofilm
OD 450nm % inhibisyon % nhibisyon OD 590nm
% Inhibisyon ° 4 ° y % Inhibisyon
Pseudevernia %58.490 920,522 %70.74>  %58.98° %42.50>  %50.143 %96.862  9483.863
furfuracea ’ ' 9%39.324 %53.584 0%41.744
Hypogymnia %14.171 %69.972 %61.39° %45.042 %38.223 %91.642 %55.593
phygodes ' (%)41.804 %28.834 %49.814
Usnea %70.190  %53.802 %65.453 %57.81* %23.793 %35.264 0$90.023 9435.10%
chaetophora ' ' %46.50° %33.52° %9.06°
Evernia %7081 %68.84! %57.442 %53.611 %45.142 %16.701 95.902
prunastri ' %47.833 %35.87° 9%14.423
Ramalina 9%16.661 %66.33! %61,582 %39.33! %50.292 %-39.68! 9%-38.272
fraxinea ’ %49.013 %41.18° %-78.16°
Bryoria 9%6.441 9%50.682  %42.79° %46.722  %34.41° %30.732  %-1.773
capillaris ' %25.49* %19.46* %-15.73*

80ug/mL("), 40pg/mL(%), 20pg/mL(%), 10ug/mL(*), Spg/mL(°)

3.2. Tartisma

Antibiyotiklerin gereksiz ve yanlis kullanimlarina bagli olarak ortaya g¢ikan
antibiyotik direnci, giiniimiizde saglik agisindan en biiyiik tehditlerden biridir (WHO,
2020). Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezleri (CDC) tarafindan yayimnlanan 2019 yili
raporuna gore, ABD'de her yil 2.8 milyondan fazla antibiyotige direncli enfeksiyon
vakalarinin meydana geldigi ve bunun sonucunda 35.000'den fazla insanin hayatini
kaybettigi bildirilmektedir (CDC, 2019). Antibiyotik direnci olusumu siiresince patojen
bakterilere dayaniklilik saglayan biyofilm formunun iiretiminin, QS mekanizmasi ile
diizenlendigi yapilan ¢aligmalarda belirtilmektedir (Paluch ve ark., 2020; Mishra ve
Muthukaliannan, 2022). Yapilan c¢alismalar dogrultusunda QS mekanizmasinin
inhibisyonunu saglayacak QSI 6zellikte materyal ve/veya metabolitlerin bulunmasiyla
soruna alternatif ¢6ziim bulunabilecegi diistiniilmektedir (Brackman ve ark., 2015;
Pérez—Pérez ve ark., 2017).

QSI molekiiller sentetik olarak iiretilebildigi gibi bitki, liken ve alg gibi dogal
kaynaklardan da elde edilebilmektedir. Likenlerin ¢evreye uyum saglama ve savunma
amaciyla Urettikleri metabolitlerin; antibakteriyal, anti—biyofilm ve antikanser gibi

ozellikler gostermesi sebebiyle, yapilan caligmalarda QS ve biyofilm inhibisyonu i¢in
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potansiyel tasidiklari belirtilmektedir (Nithyanand ve ark., 2015; Studzinska-Sroka ve
ark., 2016; Xu ve ark., 2016; Gokalsin ve ark., 2020).

Belirtilen ¢ikis noktalar1 dogrultusunda zengin sekonder metabolit igerigine
sahip liken grubuna ait alt1 tiir likenin anti—QS ve anti-biyofilm etkinlikleri ¢alisilmistir.
Bu ¢alismada Usnea chaetophora, Hypogymnia physodes, Evernia prunastri, Bryoria
capillaris, Pseudevernia furfuracea ve Ramalina fraxinea tiirleri QSI 6zellikleri
acgisindan arastirilmastir.

Araujo ve arkadaslari, Usnea tiirii likenlerden saflagtirdiklart usnik asitin
metisiline direngli S. aureus (MRSA) bakterilerine kars1 yiiksek etkili olduklarini rapor
etmiglerdir (Aragjo ve ark., 2015). Kosani¢ ve arkadaslari, Pseudevernia
furfuraceae'den elde edilen aseton Oziitlerinin, S. aureus'a karsi orta derecede azaltici
etki gosterdigini literatiire bildirmislerdir (Kosani¢ ve ark., 2013). Shcherbakova ve
arkadaglari, Evernia prunastri'den elde edilen hekzan, diklorometan ve asetonitril
oOziitlerinin, c¢esitli oranlarda S. aureus'a karsi inhibisyon aktivitelerinin oldugunu
literatiire bildirmektedirler (Shcherbakova ve ark., 2021). Cobanoglu ve arkadaslari, B.
capillaris'in S. aureus'a kars1 6ldiiriicti etki gostermedigini bildirmistir (Cobanoglu ve
ark., 2006). Bu bilgiler dogrultusunda yukarida belirtilmis olan alt1 liken tiiriiniin aseton
oziitlerinin S. aureus yabaml tip susunda biiyiime egrilerine etkileri saptanarak MIK
konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Belirlenen konsantrasyonlarin inhibisyon yiizdelerine
gore QS ve biyofilm deneylerinde bir ve/veya iki doz alt1 ile bagslanilmistir.
Calismamizda Usnea chaetophora ve Pseudevernia furfuracea liken aseton 6ziitlerinin
80 pg/mL konsantrasyonlarmin S. aureus ATCC25923 susunda biiyiime egrileri
tizerinde sirasiyla %70.19 ve %58.59 oraninda etkili olduklar1 g6zlenmistir (Tablo 3.1.).
Diger liken tiirlerinin 80 pg/mL konsantrasyonunda yaklagik %20 nin altinda inhibisyon
gosterdigi ve biitiin liken tiirlerinde 80 pg/mL konsantrasyonun altindaki dozlarin farkl
oranlarda biiylimelerini tesvik ettigi gorilmiistiir. Literatiir ile ¢alismamiz arasindaki
farkliliklarin segilen sus tipi ve uygulanan doz farkliliklarindan kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir.

Antibiyotik direncine neden olan biyofilm formunun, QS mekanizmasi ile
diizenlendigi literatiirde belirtilmektedir. Pompilio ve arkadaslari, Usnea cinsi likenlerde
yogun bulunan usnik asidin agrA ekspresyonu iizerindeki etkisinin oldugunu

gostermislerdir (Pompilio ve ark., 2016). Sully ve arkadaslari, savirin metabolitinin,
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AgrA'nin islevini bloke ederek S. aureus'ta agr quorum algilamasini engelledigini
bildirmektedirler (Sully ve ark., 2014). Cech ve arkadaslari, Ranunculaceae
familyasinin bitkisi olan Hydrastis canadensis oziitlerinin, S. aureus'un Agr sinyal
sistemini ve o—toksin iiretimini engelledigi gosterilmistir (Cech ve ark., 2012). Gékalsin
ve Sesal, evernik asit metabolitinin P. aeruginosa biyosensor suslari {izerinde anti-QS
inhibisyonu gergeklestirdiklerini bildirmislerdir (Gokalsin ve Sesal., 2016). Sesal ve
arkadaslari, Ramalina farinacea aseton oOziitlerinin P. aeruginosa biyosensor suslari
tizerinde anti—QS inhibisyonu gerceklestirdiklerini bildirmislerdir (Sesal ve ark., 2020).
Calismamizda P2 Lac ve P3 Lac biyosensor suslari kullanilarak anti—-QS deneyleri
yapilmistir. Genel olarak liken oziitlerimiz P2 Lac biyosensor susunda daha yiiksek
inhibisyonlar gostermistir (Tablo 3.1.). 20 ug/mL konsantrasyondaki 6ziitlerimizin P2
Lac biyosensor susu iizerinde %42.79 — %065.45 oranlari arasinda inhibisyon
gozlemlenmistir. Usnea chaetophora, H. physodes ve P. furfuracea liken oziitlerinde
sirastyla %65.45, %61.39 ve %58.98 oranlarinda inhibisyon tespit edilmistir. 20 pg/mL
konsantrasyondaki oziitlerimizin P3 Lac biyosensor susu iizerinde ise %50.14 — %23.79
oranlart arasinda inhibisyon gbézlemlenmistir. P. furfuracea liken 6ziitii iki biyosensor
sus icin ortak bakildiginda genel anti—QS i¢in likenlerin i¢inde en etkili olan olarak
belirtilebilmektedir. Calisilan liken 6ziitleri P2 ve P3 yolaklarinda tamamen inhibisyon
gostermemis olsalar da belirli oranlarda inhibisyon ger¢eklestirmis olduklarindan dolay1
QSI potansiyelli molekiiller arasinda yer alabilecegi diisiiniilmektedir.

Pompilio ve arkadaslari, atranorinin metisilin direngli S. aureus biyofilmi
tizerinde etki gosterdigini bildirmiglerdir (Pompilio ve ark., 2013). Mitrovic ve
arkadaglari, Pseudevernia furfuracea liken metanol oziitiiniin S. aureus biyofilmi
tizerinde etkisini gostermislerdir (Mitrovic ve ark., 2014). Millot ve arkadaslari, Evernia
prunastri ekstratinin C. albicans fizerinde anti-biyofilm aktivitesini belirtirken;
Gokalsin ve Sesal’in ¢aligmasinda da evernik asitin, P. aeruginosa biyofilmi {izerinde
inhibisyon etkisi oldugu bildirilmistir (Gokalsin ve Sesal, 2016; Millot ve ark., 2017).
Calismamizda Usnea chaetophora (20 pg/mL), Hypogymnia physodes (40 pg/mL) ve
Pseudevernia furfuracea (20 pg/mL) likenlerinin oziitleri sirasiyla %90.02, %91.64 ve
%96.86 oranlarinda biyofilmi inhibe ettigi goriilmistiir. Evernia prunastri liken oziitii
literatiirdeki diger tiirlerde yapilan calismalara kiyasla c¢ok daha diisiik oran

gozlemlenmistir. Bryoria capillaris ve Ramalina fraxinea tiirlerinin ise biyofilm
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tiretimini arttirdigr goriilmiistiir. QS ve biyofilm deney sonuglarinin literatiir ile bazi
orneklerde farkliliklar gostermesinin; sus farkliliklarindan, saf molekiil uygulamasindan
dolay1 metabolit yogunluk farkindan ya da farkli polaritedeki ¢oziiciilerin kullanilmis
olmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

QS deneylerinde birbirine yakin inhibisyon degerleri gosteren liken oziitlerinin
biyofilm deneylerinde tamamen farkli sekilde etki ettikleri goriilmiistiir. Bu veriler
dogrultusunda biyofilm formu olusumunun temellerinden biri QS mekanizmasi olsa da
yalniz olmadig1 ve bagka mekanizma/mekanizmalarla desteklendigi disiiniilmektedir.
QS ve biyofilm deneyleri ortak olarak degerlendirildiginde Usnea chaetophora,
Hypogymnia physodes ve Pseudevernia furfuracea likenlerinin diger likenlerden daha
fazla  ylizde inhibisyon saglamasi  sebebiyle = QSI  potansiyeli  olarak
degerlendirilmektedir. Bu yolla hem bakteriyemi, endokardit, menenjit ve perikardit
gibi 6nemli hastaliklara hem de gida yoluyla bulasarak ciddi zehirlenmelere sebep olan
S. aureus bakterisine dogal bir kaynak olarak alternatif tedavi yaklasimlari i¢in uygun

olabilecegi diisiiniilmektedir.
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4. SONUCLAR
Staphylococcus aureus, diinyada toplum ve hastane yoluyla enfeksiyonlara yol
acan en onemli etkenlerden biridir. S. aureus dahil olmak iizere birgok bakteri sahip
olduklar1 biyofilm formuna ile ¢esitli zorlu ortamlarda hayatta kalabilmektedir.
Biyofilm formu olusumunun Quorum Sensing (QS) mekanizmasi ile baglantili bir siire¢
oldugu literatiirde belirtilmektedir (Carlier & Eberl, 2014). QS sisteminin inhibisyonunu
(QSI) saglayacak inhibitér molekiillerin belirlenmesinin 6nemli bir asama oldugu
diisiiniilmektedir. Zengin sekonder metabolit i¢erigine sahip dogal kaynak olan likenler
bu ¢aligmalarda 6nemli yer tutmaktadir. Belirtilen verilere dayanarak, liken 6ziitlerinin
S. aureus QS ve Biyofilm formuna etkisi aragtirilmistir.
Calismamizda;
» Usnea chaetophora ve Pseudevernia furfuracea liken oziitlerinin S. aureus
biiylime egrilerinde %50 inhibisyon oraninin iizerinde etkili oldugu goriilmiistiir.
* Pseudevernia furfuracea liken Oziitiiniin iki biyosensoér sus igin ortak
bakildiginda genel anti—QS i¢in likenlerin i¢inde en etkili oldugu goriilmiistiir.
» Usnea chaetophora, Hypogymnia physodes ve Pseudevernia furfuracea liken
oziitlerinin biyofilmi inhibe ettigi; Bryoria capillaris ve Ramalina fraxinea

tiirlerinin ise aksine biyofilm formu tiretimini tesvik ettikleri goriilmiistiir.

Ulkemizde, son yillarda liken kimyasmin, antimikrobiyal, antikanser,
antioksidan, anti-QS ve anti-biyofilm gibi biyolojik aktivitelerinin arastirildigi
caligmalar artmaya baglamistir. Literatiir ve ¢alisma verilerine dayanarak bu liken
tirlerinin familyalarina ait diger tiirlerinin de ¢aligmalarda iyi sonuglar verebilecegi
diistiniilmektedir. Ortak sekonder metabolit igeren liken tiirlerinin farkli sonuglar
verebilmesi nedeniyle metabolitlerin birlikte calisma etkinlikleri agisindan daha detayli
calismalar gerekmektedir. QS deneylerinde yakin sonuglar veren tiirlerin biyofilm
sonuglarinin farkliligi géz Oniine alindiginda gen diizeyinde c¢aligmalarin yolaklar
acisindan daha spesifik sonucglar verebilecegi diisiiniilmektedir. Giincel yontemlerle
yapilan liken Oziitlerinin S. aureus QS ve biyofilm formuna etkisi konulu bu
calismamizin sonraki caligmalara kaynak olacagi ve bilimsel olarak katki saglayacagi

diistiniilmektedir.
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