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ENDEMIK Hypericum salsolifolium BITKISININ ANTIKANSER VE
ANTIMIKROBIYAL OZELLIKLERINIiN iNCELENMESI
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KASTAMONU UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
GENETIK VE BIYOMUHENDISLIK ANA BILiM DALI

DANISMAN:PROF.DR MEHMET CENGIiZ BALOGLU

Bu tez ¢alismasinda, Hypericum salsolifolium bitkisinin toprak iistii kisimlarindan elde edilen
etil asetat, metanol ve su ekstraktlarinin antikanser, antimikrobiyal ve anti-qourum sensing
aktiviteleri belirlenmistir. Ekstraktlarin antikanser etkisi MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre
hatlar1 tizerinde MTT testi uygulanarak degerlendirilmistir. En etkili sonuglar MDA-MB-231
hiicre hatt1 lizerinde etil asetat ekstraktinda gézlemlenmis olup, 48 saatlik siire sonunda ICsp
degeri 270 pg/mL olarak hesaplanmistir. MCF-7 hiicre hattinda ise en diisiik ICso degeri 24
saat sonunda etil asetat ekstraktinda gozlenmis ve 192,1 pg/mL olarak hesaplanmistir.
Antimikrobiyal aktivite 3 Gram (+), 6 Gram (-) bakteri ve bir maya iizerinde agar kuyucuk
difiizyon yontemi ile arastirilmistir. Aktiviteye sahip ekstraktlarin minimal inhibitor
konsantrasyon (MiK) ve minimal bakterisidal konsantrasyon (MBK) degerleri belirlenmistir.
Agar kuyucuk diffiizyon sonuglarina gore en yiiksek zon ¢ap1 Bacillus subtilis (11 mm) ve
Staphylococcus aureus (8 mm) suslarina kars1 6l¢iilmistiir. EKstraktlarin anti-quorum sensing
aktivitelerini belirlemek icin, viyolasin pigmenti iiretimi ve biyofilm olusumu iizerindeki
inhibitor etkinlikleri sirasiyla Chromobacterium violaceum CV026 ve Staphylococcus aureus
ATCC 25923 suslar lizerinde arastirilmustir. Ekstraktlar viyolasin pigment tiretimini inhibe
edici etki gostermemistir. Biyofilm olusumunu en fazla inhibe eden ekstrakt %81,5 orani ile
etil asetat ekstrakti olmustur. Etil asetat ve metanol ekstraktlarinin yeni antikanser ajanlari
gelistirilmesi adina bir potansiyele sahip oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica, farkli kanser hiicre
hatlar1 tlizerinde ekstraktlarin etkinliginin test edilmesi ileriki, ¢alismalar i¢in 6nemlidir. S.
aureus susunda biyofilm olusumunu en ¢ok inhibe eden etil asetat ekstrakti, ileriki
caligmalarda anti-biyofilm ajani1 olarak kullanilabilir.

ANAHTAR KELIMELER: Hypericum salsolifolium, antikanser, antimikrobiyal, anti-QS
aktivite

Haziran 2024, 76 Sayfa



ABSTRACT

MSC THESIS

INVESTIGATION OF THE ANTICANCER AND ANTIMICROBIAL
PROPERTIES OF THE ENDEMIC Hypericum salsolifolium PLANT

GAMZE AKILLI

KASTAMONU UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
DEPARTMENT OF GENETICS AND BIOENGINEERING

SUPERVISOR: PROF. DR. MEHMET CENGIiZ BALOGLU

In this thesis study, the anticancer, antimicrobial and anti-quourum sensing activities of ethyl
acetate, methanol and water extracts obtained from the aerial parts of the Hypericum
salsolifolium plant were examined. The extracts were evaluated for their anticancer activity
using the MTT assay on MDA-MB-231 and MCF-7 cell lines. The most effective results were
observed in the MDA-MB-231 cell line in ethyl acetate extract, and the 1Csy value was
calculated as 270 pg/mL at the end of the 48-hour period. In the MCF-7 cell line, the lowest
ICso value was observed in ethyl acetate extract after 24 hours and was calculated as 192.1
ug/mL. Antimicrobial activity was investigated on 3 Gram (+), 6 Gram (-) bacteria and a yeast
by agar well diffusion method. Minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal
bactericidal concentration (MBC) values of extracts with activity were determined. According
to the agar well diffusion results, the highest zone diameter was measured in Bacillus subtilis
(11mm) and Staphylococcus aureus (8mm) strains. To assess the anti-quorum sensing
properties of the extracts, their ability to inhibit violacein pigment production in
Chromobacterium violaceum CV026 and biofilm formation in Staphylococcus aureus strains
was examined. The extracts did not have an inhibitory effect on violaceum pigment
production. The extract that most inhibited biofilm formation was ethyl acetate extract with a
rate of 81.5%. Ethyl acetate and methanol extracts are thought to have a potential for the
development of new anticancer agents. Additionally, testing the effectiveness of the extracts
on different cancer cell lines is important for future studies. Ethyl acetate extract, which most
inhibits biofilm formation in S. aureus strain, can be used as an anti-biofilm agent in future
studies.

KEYWORDS: Hypericum salsolifolium, anticancer, antimicrobial, anti-QS activity.
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1. GIRIS

Insan uygarliginin baslangicindan itibaren bitkiler, cesitli hastaliklarin tedavisi,
tyilestirilmesi ve hafifletilmesinde temel kaynaklar olarak énem kazanmistir. Tibbi
bitkiler, farmasotik, kozmetik ve besin degerleri bakimindan biiyiik ilgi goren genis
bir bitki grubunu icermektedir. Bu bitkilere olan talep, gelismis ve gelismekte olan
tilkelerde gesitli nedenlerden dolay1 artmaktadir (Ghorbanpour vd., 2017). Bitkilerin
tibbi kullanimina dair ilk yazili belgeler, Mezopotamya'da M.O. 2600 yillarina kadar
uzanmaktadir. Bu belgeler, gelismis bir tibbi sistemin varligini ortaya koyan yaklasik
1000 bitki kaynakl ilac1 icermektedir. Misir tibbiin tarihi ise M.O. 2900'e kadar
uzanmaktadir; ancak en &nemli kaynaklarindan biri M.O. 1550'den kalma "Ebers
Papiriisti"diir. Bu papirtiis, 700'den fazla bitki kokenli ilag igermekte olup, Misir'in tibbi

uygulamalar1 hakkinda 6nemli bilgiler sunmaktadir (Atanasov vd., 2015).

Diinya Saglik Orgiitine (DSO) gore giiniimiizdeki farmasétik ilaclarin %25’
bitkilerden saglanmaktadir. Diinya genelinde satilan ilaglarin ise %30’unun bitki
materyallerinden {iretildigi Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO) tarafindan belirtilmistir.
Bitkilerde bulunan bazi bilesenler sentezle iiretilebilmektedir. Gliniimiizde sentetik
bilesiklerden {iretilen ilaglar 6nemli bir yer tutsa da zamanla sentetik ilaclarin yan
etkilere neden olmasi ya da tedaviye yanit vermemesi gibi durumlarla karsilagilabilir.
Ayrica bazi bakteriler antibiyotik tarzi ilaglara direng¢ gdsterebilir. Bu durumda dogal

tirtinlere olan talep artmaktadir (Karaca vd., 2023).

Bitkilerin biiyiime ve gelismesinde etkili olan ¢ok sayida organik bilesikler
bulunmaktadir. Niikleotitler, amino asitler ve organik asitler gibi primer metabolitler
bitkinin yasamsal islevlerinde dogrudan etki gostermektedir (Tiring vd., 2021).
Sekonder metabolitler ise biiyiime ve gelismede dogrudan etki gostermemektedir.
Fenolik bilesenler, terpenler, azot iceren bilesikler ve kiikiirt iceren bilesenler olarak
siniflandirilmaktadir (Twaij ve Hasan, 2022). Bitkiler dogal antioksidan bilesiklerinin
baslica kaynagini olusturmakta ve bu nedenden dolay1 siiper antioksidanlar olarak
bilinmektedir. Antioksidanlarin en oOnemli gruplarmi ise fenolik maddeler

olusturmaktadir. Fenolik maddeler bitkilerin tiim kisimlarinda goriinen polifenolik



bilesiklerdir (Deveci vd., 2016). Polifenoller bitkilerin ikincil metabolitleridir ve genel
olarak ii¢ ana gruba ayrilir: flavonoidler, flavonoid olmayanlar ve tanenler.
Bitkilerdeki polifenoller biiyiime, iireme ve patojenlere karsi koruma gibi 6nemli rol
ustlenirler. Ayrica kanser, diyet, yaglanma, asttim vb. gibi bir¢ok hastaligin gelisimine

kars1 6nemli bir koruma saglamaktadir (Pandey ve Rizvi, 2009).

Bitkilerde bulunan sekonder metabolitler antimikrobiyal aktivitelerden sorumludur.
Antimikrobiyal O6zelliklere sahip olan baglica fitokimyasal gruplar: fenolikler ve
polifenoller, terpenoidler, alkaloidler, lektinler ve polipeptitlerdir. Bitkilerde bulunan
bu bilesiklerin antimikrobiyal etkisinin altinda yatan ¢esitli mekanizmalar vardir.
Fitokimyasallar mikrobiyal membranlar1 parcalayarak veya hiicresel metabolizmay1
bozarak etki gdsterebilir. Bunun yaninda biyofilm olusumunu da kontrol edebilirler.
Bitki antimikrobiyalleri bakteriyel kapsiil iiretimini engelleyebilir ve bazi bitki
bilesikleri c¢ogunluk algilamayr kontrol ederek bakteriyel viriilans1 azaltabilir

(Ginovyan vd., 2017).

Tiirkiye, genis bir bitki ¢esitliligine sahip olup 12.000’den fazla tiirii barindirmaktadir.
Bu nedenle ¢ok fazla endemik tibbi ve aromatik bitkiler yetismektedir (Altindal,
2019).

1.1  Hypericaceae Familyasi

Bircok taksonomit tarafindan Hypericaceae’nin ayr1 bir familya mi1 yoksa Guttiferae
(Clusiaceae) iginde Hypericoideae’nin bir alt familyast mi1 oldugu uzun bir siire
tartisgma yaratmistir. Cok sayida molekiiler filogenetik ¢alisma, Hypericaceae'nin
Guttiferae familyasinin diger {yelerinden bagimsiz oldugunu aciklamstir.
Hypericaceae olarak siiflandirilan dokuz taksonomik cins vardir: Cratoxylum Blume,
Eliea Cambess., Harungana Lam., Hypericum L., Lianthus N. Robson, Santomasia N.
Robson, Thornea Breedlove & E.M. McClintock, Triadenum Raf. Ve Vismia Vand
(YuV vd., 2021). Genellikle Cratoxyleae, Hypericeae ve Vismieae olarak fi¢
kategoriye ayilir. Tropikal, subtropikal ve 1liman bolgelerde yetisen 540-560 bitki tiirii
igermektedir. Hypericum L. cinsi bu ailenin %80'inden fazlasini olusturur (Hussein

Hasan vd., 2023).



Hypericaceae glandiiler noktalar veya ¢izgiler igeren 4-5 pargali perianth ¢igeklere
sahip olmalar1 bakimindan ayirt edici bir familyadir. Bu familya yaprak dékmeyen
veya nadiren yaprak doken ot, ¢al1 ve agaglardan olusmaktadir. Ayrica ¢ogu tiiriiniin
salg1 kanal1 tasidig1 ksantonlarin yaygin olarak goriildiigii bilinmektedir. Endospermas
tohumlara sahiptir. Meyve yapilar ise liziimsii veya kapsiil seklindedir (Simpson,

2010).

1.2 Hypericum L. Cinsi

Hypericum kelimesinin kokeni, eski Yunanlilar tarafindan kotii ruhlart uzaklastirmak
amaciyla tiirbelerde ve dini resimlerde kullanilmasina dayanmaktadir (YuV vd.,
2021). Hypericum cinsi diinyanin farkli cografyalarinda dagilim gosteren ¢ok yillik
otsu ve ¢alimsi bitkilerdir. Bu tiir bitkiler subtropik olmakla birlikte Afrika, Asya ve
Avrupa gibi pek ¢ok yerde dogal olarak yetismektedir (Akgoz, 2013). Antarktika harig
tiim diinyada goriilen yaklasik 500 tiir igerir. Akdeniz Havzasi, bu tiirlin 6nemli bir
cesitlilik merkezi olup, 22 boliimde 150'den fazla tiirii barindirmaktadir (Kakouri vd.,
2023). En taninmig Ve yaygin kullanilan tiirii Hypericum perforatum’ dur. Hypericum
L. tiirleri Tirk geleneksel tibbinda “kantoron, peygamber cicegi, kilicotu, kanotu,
kuzukiran ve binbirdelik otu” isimleriyle de bilinmektedir (Asan, 2020).

Haziran ile Eyliil arasinda ¢i¢ek acan ve boyu 1 metreye kadar uzanan Hypericum
tiirlerinin yapraklar1 ya da ¢igeklerinin siyah/kirmizi glandlar iceren hiperisin veya
ucucu yag iceren seffaf renkli glandlar barindirdigi bilinmektedir. Diger birgok
Hypericaceae liyelerinin aksine, Hypericum tiirlerinin meyveleri kapsiil formundadir.
Hypericum tohumlar kiigiiktiir ve silindirikten elips sekline dogru degisen sarimsi-

kahverengi ile koyu mor-kahverengi renge sahiptir (Okyay, 2020)

Hypericum cinsi naftodiantronlar, florogliisinol tiirevleri, flavonoidler, organik asitler,
ucucu yaglar, amino asitler, ksantonlar, tanenler, prosiyanidinler ve diger suda ¢oziiniir
bilesikler dahil olmak iizere birgok metabolit icermektedir (Yilmazoglu vd., 2022).
Gidalarda tat ve kozmetikte koku iiretimi yapan isletmeler, yapisinda bol miktarda

ucucu yag igeren bitki tlirleri hammadde kaynagi olarak kullanilmaktadir. Yapisinda



hiperisin, flavonoid ve fenolik bilesikler igermesi arastirmacilarin bu cinse ait bitkilere

olan merakini artirmistir (Tasar vd., 2022).

Bu cinse ait tiirler ve bilesikleri sitotoksik, antimikrobiyal, antiiflamatuar, antioksidan,
antifungal, antihiperglisemik ve asetilkolinesteraz aktivite sergilemektedir. Ayrica,
hafif depresyon, yaralar, yaniklar, ishal, agr1 ve ates gibi bir¢cok hastaliklarinin tedavisi

icin de kullanilmaktadir (Caldeira vd., 2022).

1.2.1  Hypericum salsolifolium Tiirit Hakkinda Genel Bilgiler

Hypericum salsolifolium, Tirkiyenin Giiney Anadolu Bolgesindeki bozkirlarda
yetisen otsu ve ¢alimsi olan bir endemik bitkidir. Bu tiir Urfa kantaronu olarak da
bilinir (Sekil 1.1).

H.salsolifolium ¢igekleri yiiksek miktarda hiperisin, psddohiperisin, hiperosid, rutin,
kuarsetin, izokuersetin, kersetin, amentoflavon, katesin ve epikatesin icermektedir.
Ayrica yaprak kisimlar1 Neoklorojenik asit, avicularin ve 2,4-dihidroksibenzoik asit

icermektedir fakat kafeik asitten yoksundur (Surmus Asan, 2019).
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Sekil 1.1 Hypericum salsolifolium bitkisi

Yapilan bir ¢aligmaya gore, H. salsolifolium un ekstraktlarinin fenolik bilesen analizi
ve amino asit profilinin belirlenmesinde LC-MS/MS yontemi kullanilmistir. Bunun

sonucunda ekstraktlarin vanilik asit, siringik asit, fumarik asit, kafeik, hidoksisinamik,



hidroksiben, salisilikasit, oleuropein, mirisetin, ellagikasit, kuersetin, naringenin,
luteolin ve kurkumin fenolik bilesikler igerdigi saptanmistir. Ayrica, metanol
ekstraktinin icerisinde valin, treonin, izol6sin, fenilalanin, 16sin, lizin, histidin,
triptofan ve metionin esansiyel amino asitleri belirlenmistir. H. salsolifolium bitkisinin
yiiksek diizeylerde kalsiyum, magnezyum ve potasyum ig¢erdigi bunun yaninda toksik
etki gdsteren agir metaller icermedigi tespit edilmistir (Agan vd., 2023).

1.3 Kanser

Kanser kontrolsiiz biiyiime, tiimor olusumu ve ¢evredeki viicut kisimlarinin istilasi ile
karakterize edilir. Normal somatik hiicrelerin asir1 biiyiimesi tiimor gelisimine yol
acabilir fakat bu tiimorlerin tamami kanser olmayabilir. Baz1 tiimor tiirleri tek bir
bolgede kalir, komsu dokulari istila etmez ve boylece viicuda yayilmazlar. Bu tiimoérler
iyi huylu tiimor olarak adlandirir ve kanserli degildir. Ko6tii huylu tiimorler ise Sekil
1.2°de gorildiigi gibi tek bir bolgede kalmayip viicudun diger bolgelerine yayilirlar
(Kanwal vd., 2013). Tiimo6r olusumu, epitelyal hiicrede hiicre bdliinme olasiligini
artiran bir mutasyon ile baglar. Hiperplazi asamasinda, hiicrelerin asir1 cogalmasiyla
birlikte bolgesel hiicre yogunlugu artar, bu da tiimor olusum siirecinde onemli bir
adimdir. Displazi asamasinda asirt biiyiiyen hiicreler, orijinal formlarini ve
davraniglarint degistirir, boylece biiyliime potansiyeli artar. Hiicrelerin olgunlagsma
siirecine girmedigi, doku ozelliklerini kaybettigi ve kontrolsiiz bir sekilde ¢ogaldigi
neoplastik lezyon, in situ karsinom asamasini temsil eder. Kanser hiicreleri lenf sistemi
ve kan dolagimi yoluyla diger bolgelere ulasarak metastaz yaparlar. Bu kanserin
viicudun farkli bolgelerine sigramasina ve yeni tiimorlerin olusmasina yol agabilir (X.

Li vd., 2020).
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Sekil 1.2 Tiimor olusum asamalari (X. Li vd., 2020)

DNA dizisinde meydana gelen anormallikler kanser olusumunu tetiklemektedir.
Kanserler ebeveynlerden gelen genlerle aktarilabilirken hiicrelerdeki DNA’nin
mutajenlere maruz kalmasi ve replikasyonda meydana gelen hatalar sonucunda da
olusabilmektedir. Kalitsal mutasyonlar ve bagisiklik kosullar1 gibi igsel faktorlerin
yant sira ¢evresel faktorler de kanser olusumuna yol agmaktadir (Anand vd., 2008).
Saglikli hiicrelerde DNA hasari meydana geldiginde bu hasarin tamir edilmesi
gerekmektedir. Hasar tamir edilmezse apoptoz (programli hiicre 6liimii) ile hasar
goren hiicrenin uzaklastirilmast gerekmektedir. Ayni zamanda apoptoz hiicrelerin
uygun bir sekilde yok edilmesinde ve dokularin dengesinin korunmasinda (homeostaz)
etkili bir mekanizmadir. Kanser hiicreleri apoptoza direng gosteren bir mekanizmaya
sahip oldugundan programli hiicre oliimii gerceklesmemekte ve kanser hiicreleri
cogalma gostermektedir (Dagdeviren, 2021). Hanahan ve arkadaslar1 kanser
olusumuna sebep olan hiicreleri normal hiicrelerden ayiran 6zellikleri Sekil 1.3’deki
gibi alt kategoriye ayirmistir. Bu 6zellikler kanser olusum mekanizmasinin temelini

olusturmaktadir (Hanahan vd., 2000).
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Sekil 1.3 Kanser hiicrelerinin 6zellikleri (Gambhir, 2008)

Kanser, diinya genelinde goriilen stk yasam kayiplari nedenlerinden biridir ve bugiin
itibariyle 185 iilkede bilinen 36 kanser ¢esidi bulunmaktadir. Diinya genelinde siklikla
gozlenen kanser tirleri meme, akciger, kolorektal, prostat ve mide kanseridir.
Kadinlarda meme kanseri en sik teshis edilen kanser olup akciger kanserini geride
birakmaktadir. Goriilme siklig1 agisindan meme ve kolorektal kanserden sonra tiglincCii,
6lim orani agisindan ise ikinci sirada yer alan akciger kanseri erkeklerde kanser

morbidite ve mortalitesinin baslica sebeplerindendir (Sung vd., 2021).

Kanser hastalig1r tedavisinde en c¢ok kullanilan yontemler kemoterapi, cerrahi,
radyasyon ve immiinoterapi olarak siralanabilir. Kemoterapi ajanlarinin temel amaci,
hiicre boliinmesini ve ¢ogalmasini engelleyerek kanser hiicrelerini hedef almaktir. Bu
ajanlar genellikle DNA, RNA veya protein sentezi gibi biyolojik siireglere miidahale
ederler ve miidahale yeterli oldugunda apoptozu tetikleyerek kanser hiicrelerinin
6liimiine neden olurlar (Nakamura ve Maeda, 2023). Radyasyon, kanser hiicrelerini
etkisiz hale getirmek i¢in kullanilan fiziksel bir ajandir ve bu ajana iyonlastirici
radyasyon denir. Iyonlastirict radyasyon, elektrik yiiklii parcaciklar olusturur ve
dokularin hiicrelerinde birikerek enerji depolar. Biriken bu enerji, kanser hiicrelerinin

yok edilmesine ya da genetik degisikliklere neden olarak kanser hiicrelerinin 6liimiine



yol acabilir (Baskar vd., 2012). Kemoterapi ve radyoterapi gibi geleneksel kanser
tedavilerinden farkli olarak immiinotereapi bagisiklik sisteminin kanser hiicrelerine
cok yonlii ve ¢esitli hedeflere saldirmasim1 saglayan bir yontemdir. Bu yontem,
bagisiklik sistemi hiicrelerini ve molekiillerini diizenleyerek sistemi giiglendirmekte
boylece cesitli noktalardaki tiimor hiicrelerine etkili bir sekilde saldirabilir hale

getirmektedir (Tan vd., 2020).

131 Meme kanseri

Kadinlarda 6nemli saglik sorunu haline gelen meme kanseri iilkelerde siklikga
rastlanan kanserlerden biridir. Erkeklerde nadir olarak goriinen meme kanseri ise
diinya genelindeki tiim meme kanserlerinin yalnizca %1 ini ifade etmektedir. Bir¢ok
faktoriin meme kanserine neden oldugu belirtilse de spefisik risk faktdriinii belirlemek

miimkiin degildir (Gucalp vd., 2019).

Meme, Sekil 1.4‘de goriildiigii lizere lob olarak bilinen ve lobiillere ayrilan
boliimlerden olugmaktadir. Lob ve lobiilleri birbirine baglanmasini saglayan kiiciik

kanallar bulunmaktadir (Shareef vd., 2016).
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Sekil 1.4 Meme anatomisi (Feng vd., 2018)



Meme kanseri, memenin siit lireten bezlerinde ya da siitiin meme uglarina iletilmesini
saglayan kanallarda anormal hiicrelerin kontrolsiiz biiyiimesi ve metastaz yapmasi
sonucunda olusmaktadir. Meme de meydana gelen primer tiimor, invaziv hale geldigi
durumda bolgedeki lenf diigiimlerine ilerlemekte ve metastaz yapabilmektedir. Meme
kanseri akciger, kemik, beyin ve karaciger gibi organlara metastaz yaparak da

bireylerin liime yol agmaktadir (Baqutayan, 2012; Lu & Kang, 2007).

Yas, cinsiyet, alkol, obezite, hormonal durum, radyasyon ve genetik faktorler meme
kanseri olusumunu tetiklemektedir. Meme kanserinde en 6nemli risk faktorii yas
olarak kabul edilmektedir. Meme kanseri tiim yas gruplarinda gézlenmekle birlikte en
yiiksek diizeyde 50 yas alt1 kadinlarda goriilmektedir. Ostrojenler meme kanseri
gelisiminin patogenezinde 6nem arz etmektedir. Yiiksek Ostrojen seviyesinin ve bu
hormona uzun slire maruz kalmanin meme kanseri riskini ortaya koydugu
belirtilmistir. Erken menars ve ge¢ menopoz Ostrojone maruz kalma siiresiyle dogru
orantil1 olarak kansere yakalanma riskini artirmaktadir. Yapilan ¢aligmalar fazla yag
dokusuna sahip olmanin da Ostrojen diizeylerini yiikselterek meme kanserine
yakalanma riskini artirdigin1 gostermektedir. Meme kanseri vakalariim %35-10’luk
kism1 genetiktir ve en iyi bilinen genetik mutasyonlar BRCA1 ve BRCA2 genlerinde
meydana gelen mutasyonlardir. BRCA1 geni baskilayici bir gen olan BRCAZ2 gen iiriinii
ile birlikte ¢ift DNA iplik¢ik kiriklarinin  homolog rekombinasyon Yyoluyla
onarilmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Bu genlerde meydana gelen mutasyonlar
meme kanseri hastalarinin sadece %3-5’inde goriilmektedir (Momenimovahed &

Salehiniya, 2019; Smolarz vd., 2022).

Meme kanseri, genellikle Luminal A, Luminal B, HER2, normal benzeri ve bazal
benzeri olmak iizere bes molekiiler alt gruba ayrilmakta ve genellikle bu alt gruplar

mRNA profil modellerine gore siniflandirilmaktadir (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5 Meme kanserinin molekiiler alt tipleri (Mir & Din, 2023)

Luminal benzeri kanserler tiim kanserlerin %60-70'ini, HER2 tipi kanserler %12-
20'sini ve bazal benzeri kanserler ise tiim meme kanserlerinin yaklagik %15'ini
olusturmaktadir. Meme kanserinin en yaygin tipi olan luminal benzeri kanserler, A ve
B olmak iizere iki farkli alt gruba ayrilir. Hormon reseptorlerinin (HR) genetik
ekspresyonu luminal A ve B tipi i¢in ortak bir 6zelliktir. Fakat B tipi, hiicre dongiisii
genlerinin daha yiiksek ekspresyonuna ve daha diisiik PR ekspresyonuna sahip olmasi
nedeniyle A tipinden farklidir. B tipi, A tipine goére yiiksek siklikta p53 gen
mutasyonlart ile iligkilidir (Johnson vd., 2021).

Uclii Negatif Meme Kanseri (TNBC), ER(-), PR(-) ve HER(-) olarak karakterize
edilen heterojen bir tipdir. Bu tip 40 yas altinda ve BRCAL geninde mutasyon olan
kadinlarda daha yaygindir. Cogunlukla daha kotli prognozla iliskilendirilir. Bazal
benzeri ve TNBC terimleri birbiri yerine kullanilsa da TNBC' lerin tamami bazal tip

olarak smiflandirilmaz (Lukasiewicz vd., 2021).
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1.3.1.1 MDA-MB-231 Hiicre Hatt1

Uclii negatif meme kanseri hiicrelerinden biri olan MDA-MB-231, metastatik meme
adenokarsinomu olan 51 yagindaki bir kadinin plevral (gogiis boslugu) bolgesinden
elde edilmistir. MDA-MB-231 hiicreleri 6strojen (ER), progesteron (PR) ve HER2
(insan epidermal biiytime faktorii reseptorii) ekspresyonundan yoksun oldugundan son
derece agresiftir (Gogacz vd., 2023). ER ifadesinin yoklugu, MDA-MB-231
hiicrelerinin anti- hormon tabanli tedavilerde duyarsizliga neden olur. Uglii negatif
meme kanseri klinik agidan tedavi segeneklerinde sinirlidir. Bu sebeple, MDA-MB-
231 hiicre hatti, bu tiir meme kanserinin hiicresel temelini arastirmak ve yeni terapotik
yaklasimlar gelistirmek igin yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Mohammed vd.,
2020)

Epitel benzeri morfolojiye sahip olan bu hiicreler Sekil 1.6 belirtildigi gibi fenotipik

olarak ig sekilli hiicreleri igerir.

Sekil 1.6 MDA-MB-231 hiicre hattinin 151k mikroskobu altindaki goriintiisii

1.3.1.2 MCEF-7 Hiicre Hatt1

MCF-7 hiicreleri, ostrojen (ER) ve progesteron (PR) reseptorleri igin pozitif,
glukokortikoid (HER2) reseptorii igin ise negatif aktiviteye sahip olan Luminal A tipi
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meme hiicre hattidir. Bu hiicre hatti, Dr. Soule ve ekibi tarafindan metastatik meme
kanseri olan 69 yasindaki bir kadinin plevral enflizyonundan izole edilmis ve ismini
Michigan Kanser Vakfi’ndan (Michigan Cancer Foundation-MCF) almistir (Jain vd.,
2020). MCF-7, genellikle diisiik metastatik potansiyeli olan, az agresif ve yayilma
egilimi olmayan bir hiicre hattidir. Kolayca kiiltiirlenen bu hiicre hatt1 hedefe yonelik
tedaviyle tedavi edildiklerinden ve ER ekspresyonunu koruduklarindan dolay:r anti-

hormon tedavisi ¢alismalari i¢in ¢ok uygundur (Comsa vd., 2015).

Isik mikroskobu altinda genellikle Sekil 1.7° de belirtildigi gibi yuvarlak veya oval

sekilli goriinebilirler.

Sekil 1.7 MCF-7 hiicre hattinin 151k mikroskobu altindaki goriintiisii

1.4 Antimikrobiyal Aktivite

Antibiyotikler, mikroorganizmalarin biiyiimesini durdurma veya oldiirme yetenegine
sahip olan antimikrobiyal maddelerdir. insanlarda ve hayvanlarda bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisinde siklikla antibiyotiklere bagvurulmaktadir. Antibiyotiklerin
asir1 kullanimi, antibiyotik atilimi ve ¢evresel salinim oranlarinda 6nemli bir artisa ve
dolayisiyla bakteri suslarinda direncin yayginlasmasina neden olmaktadir

(Serwecinska, 2020). Antibiyotikler, duyarli bakterileri oldiiriiyorsa “bakterisidal”

12



veya mikroorganizmalarin biiyiimesini tersine c¢evrilebilir sekilde engelleyerek

“bakteriyostatik™ etki gdsterirler (Sharma vd., 2014).

Antimikrobiyal direng, mikroorganizmalarin daha once tedavi edilebilen
enfeksiyonlara karsi direng gelistirmesi ve antibiyotiklere karsi etkisiz hale gelme
durumunu ifade etmektedir (Mancuso vd., 2021). Antibiyotik direnci veya
antimikrobiyal direng, dogal ve kazanilmis direng¢ olmak {izere iki sekilde
olusmaktadir. Bakteriler, antibiyotigin etkilerinden korunmak i¢in mikroorganizmanin
dogal direncini olusturan fizyolojik degisiklikler ve genetik oOzelliklerden
kaynaklanabilen i¢sel mekanizmalar gelistirirler (Sharma vd., 2014). Kazanilmisg
direng, bakterilerin genetik 6zelliklerindeki degisiklikler sonucunda daha 6nce duyarl
oldugu antibiyotiklere karsi direng gelistirmesini ifade etmektedir. Bu tiir direng
genellikle bakteri genomundaki kromozomal veya ekstrakromozomal elementler

(plazmit, transpozon vb.) araciligiyla kazanilir (Cesur & Demirdz, 2013).

Antibiyotiklere direngli bakteriyel enfeksiyonlar son zamanlarda halk sagligi i¢in ciddi
bir tehdit unsuru olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Clinkii direngli bakteriler, mevcut
antibiyotiklerin yetersiz kalmasima ve tedavi seceneklerinin azalmasina neden
olmaktadir. Dolayistyla, yeni antibakteriyel ajanlara olan ihtiyacin artmasi antibiyotik

direnciyle basa ¢ikabilmek i¢in 6nemlidir (Chinemerem vd., 2022).

1.5 Qurum-Sensing (Cogunluk algilama)

Quorum Sensing (QS), bakterilerin hiicre yogunluguna bagli olarak belirli sinyal
molekiillerini algilamalar1 ve bu molekiiller araciligiyla ¢esitli fenotipik ve fizyolojik
davraniglarin1 diizenlemeleri olgusudur. QS, bakteriler tarafindan iiretilen bir sinyalin
uygun reseptoriine baglanmasiyla baglayan bir siirectir. Uygun reseptoriine baglanan
sinyal molekiileri ¢esitli genlerin ekspresyonunu modiile etmektedir. Bu durum
bakterilerde ¢esitli fenotipik ve fizyolojik davraniglarin ortaya ¢ikmasi ile

sonuclanmaktadir (Yi vd., 2021).

QS, aynu tiir bakteri hiicreleri arasinda gerceklestigi gibi farkl: tiirden bakteri hiicreleri
arasinda da gergeklesebilmektedir. QS sistemi, ilk olarak biyoliiminesans lireten Gram

negatif hiicre duvarina sahip bir deniz bakterisi olan Vibrio fischeri’de tanimlanmistir

13



Bu bakteri ve diger Gram negatifler QS sinyali olarak gesitli agil homoserin lakton
(AHL) molekiillerini kullanir. V. fischeri Luxl proteinler ile AHL sentezini
gerceklestirirken, LUXR proteinler ile sinyal molekiillerini algilar. Baslangicta
sentezlenen AHL molekiilleri difiizyonla ortama yayilmakta ve belirli bir
konsantrasyona ulastiginda LuxR promotoriine baglanarak LuxR-AHL kompleksi
olusturmaktadir. Bu kompleks V. fischeri’ de biyoliiminesans sentezinden sorumlu
genlerin dolayl1 olarak ekspresyonunu saglamaktadir (DeLisa & Bentley, 2002). Diger
Gram-negatif bakterilerde de LuxI/LuxR benzeri sistemler kullanmaktadir. Gram-
pozitif bakteriler ise sinyal molekiilii olarak oligopeptitleri kullanmaktadir. ilk
asamada, oligopeptit yapidaki sinyal molekiilii 6ncii peptit olarak sentezlenmekte ve
ABC tasiyicilar ile ortama salinmaktadir. Sinyal molekiillerinin konsantrasyonu

arttiginda histidin kinazlar tarafindan algilanmaktadir (Kumar & Nath Tripathi, 2021).
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Gram-pozitif Bakteriler Gram-negatif Bakteriler

Sekil 1.8 Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerde QS mekanizmasi (Nabeeh Jaafar vd.,
n.d.)

Bakterilerde QS sistemi, sinyal molekiillerinin iretiminin durdurulmasi, sinyal
molekiillerinin etkisizlestirilmesi veya enzimatik olarak yok edilmesi, sinyal
molekiillerinin reseptore baglanmasinin engellenmesi ve QS sinyal tarafindan
etkilenmesi gereken genlerin bloke edilmesi yoluyla inhibe edilebilir (Prazdnova vd.,
2022).
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15.1 Chromobacterium violaceum

Chromobacterium violaceum, Gram-negatif bir bakteri tiiriidiir ve mavi-mor renkli
koloniler olustururlar. Bu renk, viyolasin pigmentini kodlayan vio operonu tarafindan
QS mekanizmasi ile diizenlenir. Violasein tretimi ViOA, vioB, vioC, vioD ve vioE
enzimlerini kodlayan genden olusan Vio operonunun ekspresyonunu igerir. C.
violaceum' un QS sistemi, Cvil (otoindiikleyici sentaz) ve CVIR (reseptdr) genlerini
igeren bir transkripsiyonel diizenleyici ile iliskilidir. Bu genler sirasiyla Luxl ve
LuxR'ye homologdur. Cvil genleri, yag asitlerinin ve S-adenozilmetiyoninin AHL 'lere
dontigiimiinii saglar. Hiicre yogunlugu arttiginda AHL sinyal molekiilleri de artar ve
CviR ile baglanma sirasinda kompleks olusumuna yol agar. AHL/CViR kompleksi vio
operonunun promotor bolgesine baglanarak onun transkripsiyonunu aktive eder.
Hiicre yogunlugu diisiik oldugunda ise AHL konsantrasyonu esik degerinin altinda
kalir ve sinyal- reseptor kompleksi vio operonunun transkripsiyon faktoriini aktive

edemez (Kothari vd., 2017). C. violaceum'da QS sistemi Sekil 1.9°da gosterilmistir.

O AHL-CviR komplekst k
& (¢]
$ Promotdr
i o y (o]
s Transkripsiyon diizenlemesi 4 P ’WMﬁ

VioABCDE operon

Viyolasin

Sekil 1.9 C. violaceum'da QS sistemi (Ahmed vd., 2021)

1.5.2 Biyofilm olusumu

Biyofilmler, canli veya cansiz bir yiizeye tutunan bakteri topluluklaridir ve bu

topluluklar bakteriler tarafindan tiretilen bir polimerik matris i¢inde yer alir. Bu matris,
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hiicre dis1 polisakkarit matrisi (EPS) alarak adlandirilir. Biyofilmler, %10-25
mikrobiyal hiicrelerden ve %75-90 EPS matrisinden olusan heterojen bir yapidadir.
EPS, biyofilmi bir arada tutan bir iskele gorevi gorerek hiicre-hiicre iletisimine
yardimci olur. Ayrica biyofilm olusumu i¢in gerekli adezyon ve koadezyonu saglar.
EPS polisakkaritler, hiicre dis1 proteinler, yiizey aktif maddeler ve lipitler, hiicre dis1
DNA (eDNA) ve su bilesenlerinden olugmaktadir (Rather vd., 2021).

Biyofilm olusumu mikroorganizmalarin bir yilizeye tutunmasi, geri doniisiimsiiz
baglanma, mikrokoloni olusumu ve dagilma (disperisyon) olmak tlizere dort basamakta

meydana gelmektedir. Bu basamaklar Sekil 1.10°da gosterilmistir.
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Sekil 1. 10 Biyofilm olusum basamaklari (Sauer vd., 2022)

Elverisli besin ortamina sahip herhangi bir yiizey biyofilm olusumu i¢in uygundur. Bu
yiizeyler metal, cam, plastik, medikal implantlar, paslanmaz ¢elik gibi abiyotik ya da
yiizey doku hiicreleri, insan cildi ve hayvan dokular gibi biyotik olabilir (Oztiirk vd.,
2023). Mikroorganizmalarin ilk etkilesimleri geri donilisiimli ve geri doniisiimsiiz
tutunma olarak iki farkli sekilde gerceklesebilir. Doniisiimlii tutunmada, hiicre ve
yiizey arasinda van der waals etkilesim kuvvetleri, elektrostatik etkilesimler gibi zayif
etkilesimler meydana gelmektedir. Bu asamada mikroorganizmalar uzaklastirilabilir.
Geri doniistimsiiz tutunmada ise flagella ve fibria gibi yapilar lireterek yiizeye daha
kuvvetli bir sekilde tutunmaktadir (Yin vd., 2019). Geri doniisiimsiliz tutunmadan
sonra, tutunan hiicreler ¢ogalmaya devam eder ve EPS iireterek mikrokoloniler

olusturur. EPS yiizeylere tutunmaya, biyofilmin 3 boyutlu yapisini stabilize etmeye,
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hiicreleri bir arada gruplandirmaya ve oksidatif hasar gibi ¢esitli streslerden korumaya
yardimc1  oldugundan biyofilmin olusmasinda o6nemli rol oynamaktadir.
Mikroorganizma yogunlugu bir esik seviyeye ulastiginda ise ¢ekirdek algilama (QS)
sistemi etkin hale gelmektedir (Li vd., 2023). Son asamada olgun biyofilmden ayrilan
mikroorganizmalar planktonik formlarina geri donmekte ve bagka bolgelerde yeniden
biyofilm olusturmaktadir. Bu durum biyofilm olusumunun tiimiinde ortaya
cikabilecegi gibi yalmizca bir alanda da gergeklesebilir. Ortam sicakliginin farkl
olmasi, besin maddelerinin eksikligi ve oksijen yetersizligi gibi nedenler biyofilmin
dagilmasini etkilemektedir (Oztiirk vd., 2023).

Hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakteriler biyofilm olusturabilirler. Ancak en
yaygin biyofilm olusturan tiirler sunlardir: Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus viridans, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis ve Pseudomonas aeruginosa (Khatoon vd.,
2018).

1.5.2.1 Staphylococcus aureus Biyofilm Olusumu

Staphylococcus aureus biyofilm formasyonu olusturan patojenlerden biridir. S.aureus
biyofilminde EPS'nin ana bilesenini polisakkarit yapida hiicreleraras1 adezin (PIA)
olusturmaktadir. S. aureus 'ta biyofilm olusum mekanizmasi, ica lokusunda icaADBC
operonu tarafindan kodlanan proteinler yoluyla kontrol edilmektedir. Bu operon
PIA’nin iiretiminden sorumludur ve PIA bakterilerin yiizeye yapigmasini
saglamaktadir. /caADBC proteinleri, PIA' nin sentezini diizenleyerek biyofilm
olusumunu etkilemektedir. Agr ve LUxS/AI-2 sistemleri biyofilm olusumunun
diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Biyofilm olusturan hiicreler arasinda
iletisimi saglayan sinyal molekiillerinin tiretimi Agr sistemi tarafindan kontrol
edilmektedir. LuxS/Al-2 sistemi ise bakteriler arasindaki iliskiyi diizenlemektedir.
Agr sistemi biyofilm olusumunu tesvik etmekte ve RNAIII transkripsiyonunu artirarak

bu siireci diizenlemektedir (Peng vd., 2023; Wu vd., 2024).

1.6 Calismanin Amaci
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Bu ¢alisgmada Hypericaceae familyasina ait endemik Hypericum salsolifolium (Urfa
kantoronu) bitkisinin toprak iistii bolimlerinden hazirlanan etil asetat, metanol ve su
ekstraktlarinin MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlarina kars1 hiicre canlilik aktivitesi,
mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal ve anti-quorum sensing aktiviteleri
incelenerek bu bitkinin ilag etken maddesi olma potansiyelinin arastirilmasi

amaglanmstir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Hypericum L. cinsine ait bitkiler, tanimlanmis birgok tiirle birlikte tiim diinyada yaygin
olarak bulunmaktadir. Bu tiire ait bitkiler besinsel 6zelliklerinin yani1 sira farmakolojik
ozellikleriyle de dikkat ¢ekmis ve geleneksel tibbin bir pargasi olmustur. Hypericum
tirleri antikanser, antimikrobiyal, antiinflamatuar ve antioksidan, ozellikleri gibi
birgok biyolojik aktivite sergilemektedir (EI-Chaghaby vd., 2024). Bu cinse ait

bitkilerle yapilan bir¢ok caligsma literatiirde mevcuttur.

2.1 Hypericum L. Cinsine ait Kanser Calismalari

Caldeira ve arkadaslar1 (2023), H. foliosum'dan elde edilen hidroetanolik,
diklorometan ve su ekstraktlarinin A549 (kiiclik hiicreli olmayan akciger kanseri),
HCT8 (kolon kanseri) ve MDA-MB-23 (meme kanseri) hiicre hattina kars: in vitro
secici antikanser aktivitesini arastirmislardir. Belirtilen {i¢ kanser hiicre hattina karsi
diklorometan ekstraktinin daha yiiksek aktivite gosterdigi ifade edilmistir. ICso
degerleri sirastyla 71.49, 27.31 ve 9.51 pug/mL olarak belirlenmistir. Bagka bir
caligmada, Hypericum mysorense tiirline ait yapraklardan elde etilen metanol
ekstraktlarinin HT29 (kolon kanseri) ve A549 hiicre hatlar1 iizerinde antikanser
ozellikleri arastirilmistir. HT29 hiicreleri i¢in maksimum hiicre 6liimii, 100 pg/mL
konsantrasyonda %59,67 olarak, A549 hiicreleri i¢in maksimum hiicre oliimii 100
png/mL konsantrasyonda %63,27 olarak belirlenmistir. ICsp degerleri ise sirasiyla

10,56 pg/mL ve 10,30 png/mL olarak hesaplanmistir (Author, 2020).

Aztopal ve arkadaslar1 (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada Hypericum olympicum
ve Hypericum adenotrichum’ dan elde edilen metanol ekstraktlarinin A549 ve PC3
kanser hiicre hatlarina kars: sitotoksik/apoptotik aktivitesi arastirilmistir. PC3 hiicre
hattt A549 ile karsilastirildiginda H. olympicum ve H. adenotrichum ’a daha duyarl
oldugu fakat H. olympicum’un A549 ve PC3 kanser hiicre hatlar1 {izerinde H.
adenotrichum’a gore ¢ok daha iyi sitotoksik etki sergiledigi gézlenmistir. Yine
Hypericum perforatum tiiriiniin gévde ve ¢i¢eklerinden elde edilen ekstraktlarin HeLa,
K562, A549 ve MRC-5 hiicre hattina kars1 antikanser etkileri arastirilmistir. Metanol,

etil asetat ve hekzan bitkinin hem govde hem de ¢igek kismi igin ¢oziicli olarak
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kullanilmistir. En zayi1f sitotoksik etkiyi metanol govde ekstrakti gosterirken en yiiksek
etkiyi ise hekzan cicek ekstrakti gostermistir. Ekstraktlarin K562 hiicrelerine karsi
sitotoksik etkisi HeLa hiicrelerine kiyasla daha diisiik yogunluga sahip oldugu
aciklanmistir. Antikanser aktivitesinin daha iyi anlasilmasi i¢in 6ziitler hem 2D hem
de 3D hiicre kiiltiirlerinde HeLa hiicreleri tizerinde test edilmistir. 2D hiicre kiiltiiriinde
HeLa hiicreleri 3D ile karsilastirildiginda daha zayif sitotoksik etki gdsterdigi ifade
edilmistir (Mati¢ vd., 2021). Yapilan baska bir ¢alismada, H. lanuginosum bitkisinin
n -hekzan, aseton, metanol ve su ekstraktlarinin meme kanseri (MCF-7), hepatoseliiler
karsinom (Hep 3B ve Hep G2) ve servikal adenokarsinom (HeLa) hiicre hatlari
tizerinde antikanser 6zelliginin aragtirmistir. Ekstraktlarin tiimi hiicre hatlarina karsi
antikanser etki gdstermistir. Hep 3B hiicre hattina kars1 en yiiksek antikanser etki su
ekstraktinda gozlenmis, 1Cso degeri 46,9 £ 1,01 pg/mL olarak hesaplanmistir. Metanol
ekstrakti HeLLa ve MCF7 hiicrelerine karsi en yiiksek antikanser etki gostermis olup
ICs0 degerleri sirasiyla 16,07 £ 0,25 ve 33,92 + 0,91 pg/mL olarak belirlenmistir
(Jaradat, 2022). H. sampsonii’den elde edilen etanol ekstraktlarinin antikanser etkisi
insan melanom hiicresi (A375), insan mide kanseri (SGC-7901), insan rahim agzi
kanseri (SiHa), insan meme kanseri (MDA-MB-231) ve insan kemik iligi
noroblastoma hiicre hatlarina karsi degerlendirilmistir. Etanol ekstrakti A375, MDA -
MB-231, SiHa ve SHSY-5Y"ye kars1 orta diizeyde etki gosterirken SGC-7901'e kars1
aktivite gostermemistir (Chen vd., 2020).

H. amblysepalum’un ¢icek, meyve ve tohum kisimlarindan elde edilen metanol
ekstraktlariin HeLa ve NRK-52 hiicre hatlarina karsi antikanser o6zelliklerinin
arastirildigi bir deneyde en yiiksek sitotoksik etki tohum metanol ekstraktinda
gbzlenmistir. Cigek ekstraktinda ise kayda deger bir sonug elde edilmemistir. Bagka
bir ¢aligmada, Hyperium mysorense'nin toprak ustii, ¢igek, yaprak, kok ve govde
kisimlarindan elde edilen metanol ekstraktlarinin Ehrlich Assit Karsinomu (EAC)
tizerinde antikanser aktivitesi arastirilmistir. En iyi etki ¢igek ve gdvde kisimlarinda

elde edilmistir (Keskin, 2015; Raghu vd., 2009).
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2.2 Hypericum L. Cinsine ait Antimikrobiyal Calismalari

Giil ve arkadaslar1 (2021), H. perfoliatum, H. aviculariifolium, H. origanifolium ve H.
linarioides tiirlerinin ¢igek ve yapraklarindan elde edilen etanol ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktivitesini 7 Gram pozitif ve 2 Gram negatif bakteri susuna karsi
arastirmistir. Genellikle cigek ekstraktlar1 yaprak ekstraktlarina gore daha yiiksek
antimikrobiyal aktivite sergilemistir. En belirgin antibakteriyel aktivite, H.
perfoliatum’un ¢igek ekstresi tarafindan gosterilmistir. Ayrica Escherichia coli’nin bu

dort Hypericum tiirlerine karsi en direngli organizma oldugu belirlenmistir.

H. hookerianum’ un yapraklarindan elde edilen hekzan, etil asetat ve etanol
ekstraktlarmin Proteus vulgaris, Micrococcus luteus, E. coli ve B. subtilis suslarina
kars1 antibakteriyel aktivitesi analiz edilmistir. Yapilan testler sonucunda, en aktif etki
gosteren ekstraktin etanol ekstraktt oldugu belirlenmistir. Bitki ekstraktina karsi en
duyarli sus P. vulgaris olup bunu M. luteus, B. subtilis ve E. coli takip etmistir
(Mahendrakumar vd., 2017).

H. spectabile, H. pseudolaeve, H. thymbrifolium, H. neurocalycinum, H. malatyanum
ve H. perforatum'un ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesi, mikrodiliisyon testi
kullanilarak ¢esitli mikroorganizmalara kars1 aragtirilmistir. Test edilen gram pozitif
bakterilere karsi tiim ekstraktlarin (petrol eteri, dietil eter, kloroform, aseton ve
metanol) aktivite gosterdigi rapor edilmistir. Ayrica H. spectabile ve H.
pseudolaeve'nin bazi ekstraktlarinin C. albicans'a kars1 antifungal etkiye sahip oldugu
aciklanmistir  (Eroglu vd., 2019). Bir bagka c¢alismada Hypericum havvae
ekstraktlarimin  antifungal aktivitesi sivi mikrodilisyon yontemi kullanilarak
degerlendirilmistir. Kiiltiirlere kars1 giiglii etkiye sahip olan ekstraktlarin MIK
degerleri 3,12 ile 25,00 mg/ml arasinda degiskenlik gostermistir. Bitki ekstraktlarinin
yaprak + kok kombinasyonunun 1,56 mg/ml'lik MiK degeriyle Candida albicans ve
Cryptococcus laurentii'ye karst daha giigli anti fungal etkiye sahip oldugu
belirtilmistir (Dulger vd., 2014).

Sengera ve arkadaslar1 (2023), Hypericum revolutum yapraklarindan ve gigeklerinden

elde edilen ucucu yagin antibakteriyel aktivitesini aragtirmistir. Test edilen tiim
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mikroorganizmalardaki MIiK degerinin 250 ila 15,6250 pg/ml araliginda oldugu
belirlenmistir. Yaglar, test edilen bakterilere (Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Acinetobacter baumannii, Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium,
Pseudomonas aeruginosa ve Haemophilus infuenzae) karsi %100 yag
konsantrasyonunda 20,67 + 0,33 ila 32,00 £ 1,00 mm arali§inda ortalama inhibisyon
gostermistir. Bitkide bulunan karyofilen, a- pinen ve kamfen bilesikleri sayesinde

antibakteriyel etkinin goriildiigii rapor edilmistir

Meral ve arkadaslart (2002) yaptiklar1 ¢alismada, H. triquetrifolium turra., H.
perforatum L. ve H. empetrifolium Willd. metanol ekstraktlarinin 4 Gram pozitif ve 4
Gram negatif bakteri susu tiizerindeki antibakteriyel etkinligini disk difiizyon
metoduyla incelemistir. U¢ Hypericum tiirii bakterilerin tiimiine kars: aktif olsa da S.
aureus tiiriinde en giiclii antimikrobiyal aktiviteyi gostermistir. En yliksek zon cap1

(20-26 mm) Hypericum perforatum L. tiiriinde elde edilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal
3.1.1 Calsmada Kullamlan Bitki Ornekleri

Tez ¢alismasinda kullanilan Hypericum salsolifolium bitkisi Sanliurfa ilinin, Birecik
ilcesi Yilmaz kdyii civarinda yliksekligi 463 m olan kalkerli toprak alanlarindan M.
Balos 5247 toplayict numarasi ile 18.06.2021 tarihinde toplanmistir. (37°03'54" K,
38°01'15" D). Bitki orneklerinin taksonomik olarak tanimlanmasi, Munzur
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoteknoloji Boliimii 6gretim iiyelerinden Prof. Dr. Ugur
CAKILCIOGLU tarafindan yapilmustir. Bitki ekstraktlar1 analize kadar +4°C’de
bekletilmistir.

3.1.2 Calismada incelenen Hiicre Hatlar

H. salsofolim’un toprak iistii kismindan elde edilen etil asetat, metanol ve su
ekstraktlarinin antikanser aktivitesini belirlemek i¢in MDA-MB-231 ve MCF-7 olmak
tizere iki farkli meme kanseri hiicre hatt1 ¢alisilmistir. Deneyde kullanilan MDA-MB-
231 ve MCF-7 hiicre hatlari, Kastamonu Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik

Boliimiinden elde edilmistir.
3.1.3  Cahsmada incelenen Mikroorganizma suslari

H. salsofolim’un toprak isti kismindan elde edilen etil asetat, metanol ve su
ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesi, 6 Gram-negatif, 3 Gram-pozitif ve bir maya
olmak tizere toplam 10 tiir mikroorganizmaya kars: arastirilmigtir. Chromobacterium
violaceum CV026 ve Staphylococcus aureus bakteri suslari ise Anti-QS inhibisyonunu
test etmek i¢in kullanilmigtir. Deneyde kullanilan mikroorganizma suslari, Amerikan
Tipi Kiiltiir Koleksiyonu (American Type Culture Collection, ATCC) referans
suslaridir.  Mikroorganizmalar Kastamonu Universitesi Merkezi Arastirma

Laboratuvart Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde yer alan Kanser Genetigi ve
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Biyoinformatik  Laboratuvarindan tedarik  edilmistir. Caligmada incelenen

mikroorganizmalar Tablo 3.1 de gosterilmistir.

Tablo 3.1 Calismada incelenen mikroorganizma suslari

Numara | Mikroorganizmalar

1 Bacillus subtilis ATCC 6633 Gram-pozitif basil
2 Staphylococcus aureus ATCC 25923 Gram-pozitif kok
3 Enterococcus faecalis ATCC 2921 Gram-pozitif kok
4 Acinetobacter haemolyticus ATCC 19002 Gram-negatif kokobasil
5 Enterobacter aerogenes ATCC 13048 Gram-negatif basil
6 Escherichia coli ATCC 25922 Gram-negatif basil
7 Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 Gram-negatif basil
8 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Gram-negatif basil
9 Salmonella Typhimurium ATCC 14028 Gram-negatif basil
10 Candida albicans ATCC 10231 Maya

11 Chromobacterium violaceum CV026 Gram-negatif basil

3.1.4  Kullamlan Besiyerleri ve Antibiyotikler

Agar kuyucuk diflizyon deneyi i¢cin MHA, Sivi mikrodiliisyon testi icin MHB ve
biyofilm testi icin LB Broth besiyerleri kullanilmistir. Viyolasin inhibisyon testi i¢in
ise LB Broth ve LByumusak agar (%0,5 agar) besiyerleri kullanilmistir. Agar kuyucuk
difizyon deneyi ve sivi mikrodiliisyon analizi yapilirken pozitif kontrol olarak
levofloksasin antibiyotigi kullanilmistir. Agar kuyucuk difiizyon deneyinde maya tiirti

icin pozitif kontrol olarak flukonazol antibiyotigi kullanilmustir.

3.1.5 Kullamlan Cihazlar, Materyaller ve Sarf Malzemeler

Bu arastirma, Kastamonu Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik Béliimii’nde yer
alan Molekiiler Biyoloji ve Genetik Laboratuvari ile Kastamonu Universitesi Merkezi
Arastirma Laboratuvart Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde yer alan Kanser
Genetigi ve Biyoinformatik Laboratuvari’nin alt yapisindan faydalanilarak

gerceklestirilmistir. Aragtirmada kullanilan kimyasallar Tablo 3.2 de gosterilmistir.
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Tablo 3.2 Calismada kullanilan kimyasallar.

Numara | Kimyasal Adi Uretici Firma

1 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum BioFroxx
bromid (MTT)

2 Penisilin/Streptomisin karigimi (%0,1) Lonza

3 Insiilin (0,01 mg/ml) PAN Biotech

4 Dimetilsiilfoksit (DMSO) Isolab

5 Fosfat Tampolu Tuz Cozeltisi (PBS) Gibco

6 Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM) Gibco

7 Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco

8 Non-Esansiyel Amino Asit (NEAA) PAN Biotech

9 Levofloksasin Oxoid

10 Frukanozal Oxoid

11 Etanol (EtOH) -

12 Kristal viyole Merck-Germany

13 Serum Fizyolojik (Sodyum klortir) Merck-Germany

14 Mueller Hinton agar (MHA) Biolife

15 Mueller Hinton broth (MHB) Biolife

16 Luria Bertani broth (LB) Nzytech

17 Nutrient agar (NA) Biolife

18 Sabouraud Dextrose Agar (SDA) Millipore- Germany

19 Bakteriyolojik Agar (%0,5) AppliChem

Deneylerde kullanilan ekipmanlar ve sarf malzemeler Tablo 3.3 de gosterilmistir.
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Tablo 3.3 Calismada kullanilan ekipmanlar ve sarf malzemeler

Numara | Cihaz ad1 Marka/Model
1 20 / +4 Buzdolab1 Arcelik / 4552
2 -80 Derin dondurucu Nuaire / Glacier-Nu 9668E
3 Buz Makinasi Hoshizaki / Scotsman
4 Hassas terazi Precise / XP220A
5 Saf su cihazi Human Corporation Zeneer Power
6 Ultra saf su cihazi Mpminipure / Dest-up
7 Vortex Wise-Mix/VM-10
8 Calkalamali Kuru Blok Isitict Biosan / TSH-100
9 Cekerocak Tezsan
10 Sinif TI Biyogiivenlik Kabini Tezsan / Classll
11 Test Kabini Niive / TK-252
12 CO: Inkiibatorii Niive / EC160
13 Is1 Kontrollii Inkiibator Thermo
14 Otoklav Niive / Steam Art
15 Masaiistii Santrifiij Niive / NF 800
16 Mikrosantrifiij Starlab
17 Sogutmalir Mikrosantrifiij Hettich / MICRO 220R
18 Faz Konstrast Goriintiileme Sistemli Leica/ DMil
Kameral1 Ters Mikroskop
19 Spektrofotometre Nano Drop Thermo Scientific / MultiskanGO
UV/Vis
20 Mcfarland Densitometer Cihazi Biosan / DEN-1B
21 Kimyasal Saklama Dolab1 Tez-san
22 96 Kuyucuklu Mikropleytler Techno Plastic Products
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Tablo 3.3’iin devami

23 Steril Besiyeri Kaplar1 (90mm ¢apli) Isolab

24 Falkon Tiipler (50 mL ve 15 mL) Isolab, Kirgen, CAPP

25 Hiicre Siyirict Techno Plastic Products

26 Thoma lami Marienfeld-Neubauer-improved

27 Hiicre petri kaplar Techno Plastic Products

28 Eppendorf Tiipler (Cryotiip) Isolab

29 Serolojik Pipetler Greiner bio-one

30 Mikropipetler (tek ve ¢ok kanalli) Eppendorf, Thermo, CAPP,

Topscien

31 Tek kullanimlik plastik 6zeler Medster

32 pH gosterge stribi Isolab

33 Pamuklu ekiivyon Cultiplast/LP Italiana spa
3.2  Metot

3.2.1  Bitki ekstraktlarimin Elde Edilisi

Ekstraktlarin elde edilmesi Konya Selguk Universitesi Biyoloji Boliimii Ogretim
Uyesi Prof. Dr. Gokhan Zengin tarafindan gerceklesmistir. Hypericum
salsolifolium’dan etil asetat (EA) ve metanol (MeOH) ¢oziiciileri araciligiyla yapilan
ekstraksiyon islemi maserasyon metodu ile gergeklestirilmistir. ilk olarak bitki
ornekleri toprak iistii kisimlarindan ayrilarak gélgede kurutulup degirmende toz haline
getirilmistir. Bu amagla, 5 gr bitki materyalleri 100 mL bu c¢oziiciiler ile oda
sicakliginda 24 saat boyunca ekstrakte edilmistir. Ardindan ¢oziicliler doner
buharlastiric1 kullanilarak uzaklastirilmistir. Su ekstrakti ise infiizyon yontemi ile elde
edilmis ve 5 gr bitkisel materyal 100 mL kaynar suda bekletilmistir. Ardindan karigim
stiziilmiis ve inflizyon teknigi kullanilarak saglanan sulu karisimlar liyofilize

edilmistir. Ekstraktlarin tamami deney geceklesene kadar +4 °C'de muhafaza
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edilmistir. Ekstraktlarin yiizde verimi asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir

(Abbas vd., 2021).

Elde edilen ekstrakt

x 100
Ekstre edilmek i¢in kullanilan bitki

Verim =

3.2.2 Bitki Ekstraktlarindan Calisma Konsantrasyonlar1 Hazirlama

Hiicre kiiltiirii deneyleri icin bitki ekstraktlar stok konsantrasyon 10 mg/mL olacak
sekilde DMSO, 1x PBS ve saf su gibi ¢oziiciilerde ¢oziilmiistiir. Etil asetat ekstrakti
ve metanol ekstrakti DMSQO’da, su ekstrakti ise 1x PBS’de ¢ozilmiistiir. Stok
konsantrasyonlardan seri sulandirma yapilarak 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL,
125 pg/mL, 62,5 pg/mL, 31,25 ug/mL hacminde c¢alisma stoklari hazirlanmistir.
Caligsma stoklar1 kullanima kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3 Hiicre Kiiltiri

Calismada, H. salsolifolium 'un toprak {istii kisimlarindan elde etilen EA, MeOH ve su
ekstraktlariin in vitro antikanser aktivitesi sirastyla MDA-MB-231 ve MCF-7 meme
kanseri hiicre hatlar1 tiizerinde test edilmis ve degerlendirilmistir. Antikanser
etkinliginin belirlenmesi i¢in Mitokondriyal Dehidrogenaz Enzim Aktivitesi (MTT)

yontemi kullanilmistir.

3.2.3.1 Hiicre Kiiltiiriiniin Devamhhg

» Hiicre kiiltiirii besiyerinin hazirlanmasi

MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinin ¢ogaltilmasi i¢in %10 FBS (Fetal bovine
serum), %1 NEAA (Non-essential aminoasit), %0,1 penisilin/streptomisin ve 0,01
mg/ml insiilin igeren 1X DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) besiyeri

kullanilmis ve +4°C’de muhafaza edilmistir.

» Hiicrelerin agilmasi
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Dondurulmus halde -80 °C'de muhafaza edilen cryotiip icerisinde hiicreler alindiktan
sonra, hiicrelerin ¢6zlilmesi i¢in oda sicakliginda bir siire beklenmistir. Daha sonra, 90
mm ¢apli hiicre kiiltiir plakalarina 7 mL DMEM besiyeri ve 1 mL ¢6ziilmiis hiicreler
eklenerek homojen bir hiicre dagilimi saglanmistir. Homojen dagilim hiicrelerin
besiyeri i¢inde esit sekilde dagilmasi ve saglikli bir sekilde ¢ogalmalarini saglamak

amactyla 6nemlidir.

» Hiicrelerin pasajlanmasi

Petrinin ylizeyini kaplayacak yogunluga ulasan hiicreler (%70-80) i¢in pasajlama
islemi gerceklesmistir. {1k olarak petri igerisindeki besiyeri aspire edilmis, 2 mL fosfat
tampon soliisyonu (1x PBS) eklenerek yikama islemi yapilmis ve petri yiizeyine
yapigsmayan hiicrelerin uzaklagmasi saglanmistir. Ardindan petri yiizeyine tutunan
hiicrelerin uzaklastirilmas: i¢in 1X Tripsin-EDTA kimyasalindan 1 mL petrilere
eklenmis, petriler hafifce calkalanmis ve 2-3 dk inkiibatorde bekletilmistir. Bu islem
hiicrelerin daha hizli ayrilmasi i¢in yapilmigtir. Siire sonunda tripsin aktivitesini
durdurmak igin eklenen tripsin hacminin iki kat1 kadar besiyeri (DMEM) transfer
edilmistir. Ardindan bir kaziyici yardimiyla petri yiizeyindeki hiicreler kazinmis ve
santrifiij yapilmasi i¢in 15’lik falkona toplanmistir. Santrifiij islemi 2000 rpm'de 5
dakika siireyle gergeklestirilmistir. Santrifiij islemi gegeklestikten sonra siipernatant
kisim ayrilmig ve falkona 3 mL taze besiyerinden (DMEM) ilave edilmistir. Ardindan
mikropipet yardimiyla pipetaj yapilarak peletin ¢6ziilmesi saglanmistir. 90 mm ¢aplh
tic petri kabinin her birine 7 mL DMEM ve 1’er mL ¢6ziilmiis hiicreler ilave edilmistir.
Petri iizerine ¢alisilan hiicrenin ad1, pasaj numarasi ve deneyin yapildigi tarih yazilarak
37°C ve %5 COz kosullarinda inkiibasyona birakilmistir. Tiim hiicrelerin morfolojileri,

biiyiimeleri ve canliliklar1 invert mikroskop ile 10X objektif altinda takip edilmistir.

» Hiicrelerin sayimi

Hiicre sayimu igin, santrifiijden sonra pelet 1 mL besiyeri (1x DMEM) ile siispanse
edilmistir. Siispansiyon 1/10 kat PBS ile seyreltilmig, Thoma laminin alt ve iist
tarafinda bulunan hiicreler mikroskopta sayilmistir (Sekil 3.1). Ardindan sayilan

hiicrelerin miktari, lamin her iki tarafinda bulunan bélgelerin ortalamasi alinarak
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belirlenmistir. Toplam hiicre sayis1 = Hiicre sayilarinin ortalamasi x seyreltme orani x
10* (Thoma lammin hacminden gelen katsayr) formiille hesaplanmistir. Sayim
sonunda 96 kuyucuklu pleytlere hiicreler inokiile edilmis ve inkiibasyona (37°C’de %5
CO») birakilmustir.

1710 kat
seyreltilmis hiicre
slispansiyonu

Sekil 3. 1 Thoma lamu

> Hiicrelerin dondurulmasi

Tripsin-EDTA ile yiizeyden kaldirilan hiicreler, falkon tiipe toplanip 2000 rpm'de 5
dakika santrifiij yapilmistir. Siire tamamlandiktan sonra, siipernatant atilip pelet
¢Oziilmiistiir. Coziilen pelet crytiipde 1/10 oraninda DMSO (1 mL hiicre + 100uL
DMSO) ile seyreltilmistir. Tiiplerin lizerine hiicre ad1, pasaj numarasi, tarih ve pasaji

yapan kisinin ismi yazilarak hiicreler -80°C’de muhafaza edilmistir.
3.2.3.2 Hiicre Canhlik Testi (MTT)

Hiicre canlilik aktivitesi, MTT [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum
bromid] testi ile belirlenmistir (Tonder, 2015). ilk olarak %70-80 yogunlukta hiicre
iceren petriden besiyeri uzaklastirilmis ve 2 mL 1x PBS ile yikama islemi
gerceklestirilmistir. Ardindan petri izerine yapisan hiicrelerin kalkmasi igin 1 mL 1x
Tripsin-EDTA kimyasalindan eklenmis ve 2-3 dk inkiibatérde bekletilmistir. Tripsin

aktivitesini engellemek i¢in eklenen tripsin miktarmin iki kati kadar besiyeri
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eklenmistir. Ardindan bir kaziyic1 yardimiyla hiicreler kazinmis ve santrifiij yapilmasi
icin falkona toplanmistir. Santrifiijden sonra pelet 1 mL besiyeri (1x DMEM) ile
siispanse edilmistir. Siispansiyon 1/10 kat seyreltilmis ve Thoma alami iizerinde
hiicreler mikroskopta sayilmistir. Hiicrelerin 96 kuyucuklu pleyte ekimi yapilarak
37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda 96 kuyucuklu pleytte
biiyliyen hiicreler lizerine kontrol kuyucuklari hari¢ 10’ar pL etil asetat, metanol ve su
ekstraktlarindan eklenmistir. Kontrol kuyucuklarina ise ekstraktlarin ¢oziiciilerinden
ayni hacimde eklenmistir. Bu islem 96 kuyucuklu pleyt iizerinde 3 teknik tekrarl
olarak yapilmistir. Ekstraktlarin 24 ve 48. saatlerdeki etkisi incelenmek iizere pleyt
37°C’de inkiibatore kaldirilmistir. Siire sonunda kuyucuklardaki besiyeri (1IXDMEM)
aspire edilmis ve ekstraktlarin her bir konsantrasyondaki etkilerini gézlemlemek icin
fotograflar1 ¢ekilmistir. Fotograflama islemi tamamlandiktan sonra her bir kuyucuga
MTT c¢ozeltisinden (0,025 g MTT + 250 uL FBS + 49,75 mL saf 1X DMEM) 100’uL
transfer edilmis ve pleyt 4 saat inkiibasyona (37°C’de %5 CO2) birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra kuyucuklarda bulunan MTT ¢dzeltisi uzaklastirilmis ve her bir
kuyucuga 100’er uL saf DMSO konulmustur. Blank olarak son bir kuyucuga 100 pL
saf DMSO eklenmis ve pleyt 400 rpm’ de 25dk tutularak formazan kristallerinin
homojen bir sekilde ¢oziilmesi saglanmigtir. Daha sonra kuyucuklardaki absorbans
degeri blank kuyucuguna karsi spektrofotometrede 570 nm’de Olglilmiistiir. Elde
edilen degerler kontrol kuyucuguna gore kiyaslanip yiizde cinsinden hesaplanmuistir.
Bu hesaplama ekstrakt absorbans degerinin kontrol absorbans degerine bdliiniip
ardindan 100 ile carpilmasiyla elde edilmistir. Deneyler birbirinden bagimsiz olarak
en 3 teknik tekrarla gerceklestirilmistir. Hiicre canliligi % cinsinden hesaplandiktan
sonra, ICso degerleri GraphPad Prism 8 programina konsantrasyon degerleri ve

bunlarin karsilik geldigi hiicre canliligi degerlerinin girilmesiyle belirlenmistir.

3.24  Antimikrobiyal Aktivite

3.2.4.1 Bitki Ekstraktlarindan Calisma Konsantrasyonlarimin Hazirlanmasi

Antimikrobiyal aktivite deneyleri igin ekstraktlar aseptik kosullarda tartilarak, nihai
konsantrasyonu 10 mg/mL olacak sekilde hazirlanmistir. Stoklarin hazirlanmasinda

EA ekstraktlarin1 ¢6zmek i¢in %100 DMSO; MeOH ve su ekstraktlarini ¢ozmek i¢in
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%60 DMSO kullanilmistir. Hazirlanan ¢alisma stoklar1 kullanilincaya kadar -20°C’ de

muhafaza edilmistir.

3.24.2 Cahsmada Kullanilan Besiyerleri ve Mikroorganizma Kiiltiirlerinin

Hazirlanmasi

Ticari olarak toz halinde temin edilen Muller Hinton Agar (MHA), Muller Hinton
Broth (MHB) ve LB broth besiyerleri iiretici firmalarin dnerileri dogrultusunda distile
suda hazirlanmig ve pH degerleri 6l¢iilmiistiir. LB soft agar hazirlamak i¢in ise LB
broth besiyerine son konsantrasyonu %0,5 olacak sekilde bakteriyolojik agar
eklenmistir. Daha sonra hazirlanan besiyerleri 121°C*de 15 dk otoklav islemine tabi
tutulmustur. Otoklav sonrasi besiyerleri ~50°C’ye kadar sogutulmus ve 90 mm caph
petriler igerisinde 25 mL hacminde dokiilmistiir. Dokiilen besiyerleri donduktan

sonra kullanilincaya kadar 4°C’de muhafaza edilmistir.

Calismada kullanilan mikroorganizmalarin -80°C’de saklanan stoklarindan genel bir
agar besiyerinde canlandirmalart yapilmis ve safliklari kontrol edilmistir. Ardindan
izole kolonilerden genel bir agar besiyerinde alt kiiltiir hazirlanmis ve hazirlanan bu

taze alt kiiltiirlerden deneyler gerceklestirilmistir
3.2.4.3 Agar Kuyucuk Difiizyon Testi

Test edilen mikroorganizmalarin taze kiiltiirlerinden steril serum fizyolojik (%0,9
NaCl) soliisyonu igerisinde bir hiicre densitometresi kullanilarak McFarland 0.5
(bakteriler igin 1-2 x 108 kob/mL; maya igin 1-2 X 10° kob/mL) yogunlugunda
inokulum hazirlanmistir. Hazirlanan bu inokulumdan bakteriler icin MHA, maya i¢in
SDA besiyerine pamuklu ekiivyon ile ii¢ yonlii ekimleri gergeklesmistir. Ardindan
besiyeri lizerine 6 mm ¢apinda kuyucuklar agilmis ve kuyucuklarin i¢ine ekstraktlarin
10 mg/mL ¢aligma stoklarindan 50 pL damlatilmistir (500 pg/kuyucuk). Deneylerde
referans antimikrobiyal ajan olarak bakteriler i¢in levofloksasin (5 pg/kuyucuk); maya
icin flukonazol (25 pg/kuyucuk) kullanilmistir. Negatif kontrol olarak ise ekstraktlarin
coziiciileri kullanmilmistir. Kiiltiirler 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire
sonunda, kuyucuklarin etrafindaki inhibisyon zon ¢aplar1 bir cetvel yardimiyla mm

cinsinden Olgiilmiistiir.
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3.2.4.4 MIK Tespiti

Antimikrobiyal aktiviteye sahip ekstraktlarin minumal inhibitdr konsantrasyon (MIK)
degerleri Wiegend ve arkadaslarimin (2008) tarif ettigi sekilde 96 kuyucuklu
mikropleytte stvi mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmistir. Ozetle ekstraktlarmn MHB
besiyerinde 2000-62,5 pg/mL araliginda seri sulandirmalari hazirlanmistir. Son olarak
kuyucuklara final konsantrasyonu 5 x 10° kob/mL olacak sekilde inokulum
eklenmistir. Her bir ekstrakt i¢in birer kuyucuk iireme kontrolii (ekstrakt icermeyen)
ve sterilite kontrolii (bakteri igermeyen) olarak kullanilmistir. Deneylerde referans
antimikrobiyal ajan ve negatif kontrol olarak sirasiyla yukarida bahsedilen
antimikrobiyaller ve ekstraktlarin ¢oziiciileri kullanilmistir. Son olarak mikropleytin
steril kapagi kapatilmis ve 37°°C de 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklarda gdzle goriiniir bakteri {iremesinin olmadig

son ekstrakt konsantrasyonu MiK degeri olarak kabul edilmistir.

MIK degerlerinin tespit edilmesinden sonra ekstraktlarn minimal bakterisidal
konsantrasyon (MBK) degerleri arastirilmistir. Bu amagla MIK ve iizeri
konsantrasyonlardan genel bir besiyerinde alt kiiltiirler hazirlanmis ve sonucunda <50

koloni veren ilk ekstrakt konsantrasyonu MBK degeri olarak kabul edilmistir.
3.25 QS Inhibisyon Testleri
3.2.5.1 Viyolasin inhibisyon Testi

Ekstraktlarin viyolasin pigment iiretimini inhibe etme yetenekleri McClean vd., (1997)
tarif ettigi sekilde C. violaceum CV026 biyoindikator susu kullanilarak yumusak agar
yontemi ile arastirilmustir. Tlk olarak C. violaceum CV026 susunun LB agar iizerindeki
taze kiiltiiriinden bir koloni alinarak 5 mL LB broth igerisine inokiile edilmis ve
ardindan 37° C> de 150 rpm’de bir gece inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
sonunda kiiltirden 50 pL alinarak 5 mL hacmindeki erimis LB agar (%0,5 agar)
igerisine inokiile edilmistir. Agar-kiiltiir karisimina son konsantrasyonu 5 uM olacak
sekilde eksojen C6-AHL sinyal molekiilii eklenmis ve karisim maksimum hizda
vortekslendikten sonra Onceden hazirlanmis olan LB agar plaklarmin iizerine

dokiilmistiir. Yaklasik 30 dk agar-kiiltlir karisiminin donmasi beklenmis ve ardindan
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her bir ekstrakt i¢in ylizeyde 6 mm ¢apinda kuyucuklar a¢ilmistir. Kuyucuklarin igine
ekstraktlarin 10 mg/mL ¢alisma stoklarindan 50 pL. damlatilmistir (500 pg/kuyucuk).
Pozitif kontrol olarak C. violaceum ATCC 12472 susunun bir gecelik kiiltiirtiniin
siipernatantindan 50 pL damlatilmistir. Negatif kontrol olarak ise ekstraktlarin
¢oziiciisii kullanilmistir. Kiiltiirler 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda kuyucuklar etrafinda pigment iiretiminin inhibe edildigi fakat
bakteri bliylimesinin inhibe edilmedigi renksiz, opak, buzlu cam goriintiisiinde bir zon

capinin varlhigi aragtirilmistir.
3.2.5.2 Biyofilm Inhibisyon Testi

Ekstraktlarin biyofilm inhibitor etkinligi S.aureus ATCC 25923 susu iizerine kristal
viyole yontemi ile arastirilmistir (Coffey & Anderson, 2014). Baslangigta S. aureus’un
taze kiiltlirtinden bir koloni alinarak 5 mL LB broth igerisine inokiile edilmis ve 37°°C
de 150 rpm’de 16 saat inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon sonunda kiiltiir temiz LB
broth ile 100 kat seyreltilmistir. Deney diiz tabanli1 96 kuyucuklu polistren mikropleyt
kullanilarak gergeklestirilmis olup, kuyucuklara bu inokiiliimden 190’ar pL transfer
edilmistir. Blank kuyucuguna ise bakteri icermeyen 200 pL steril LB broth
konulmustur. Ardindan ekstraktlarin kuyucuklardaki son konsantrasyonun 500 pL
olmast i¢in (sub-MIK degeri) 10 mg/mL ¢alisma stoklarindan 10’ar pL alinmis ve 190
uL’nin tizerine transfer edilmistir. Kontrol olarak kuyucuklara son konsantrasyonu %3
ve %5 olmak lizere DMSO’ dan 20°ser pL eklenmis ve mikropleyt 37°°C de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir.  Siire sonunda kuyucuklardaki igerik dikkatlice
uzaklagtirilmistir. Planktonik hiicrelerin uzaklastirilmasi i¢in kuyucuklar distile su ile
ii¢c kez yikanmis ve kurutulmustur. Ardindan kuyucuklara 200 pL. hacminde %0,1°lik
kristal viyole transfer edilmis ve 5 dk oda sicaklifinda bekletilmistir. Ardindan
kuyucuklarda ki boya dikkatli bir sekilde uzaklagtirilmis ve fazla boyanin
uzaklastirilmasi i¢in yukarida agiklanan yikama islemleri tekrarlanmistir. Son olarak
kuyucuklara biyofilm tabakasi tarafindan tutulan boyanin ¢oziilmesi i¢cin 200 pL
hacminde %96 etanol eklenmistir. Kuyucuklardaki absorbans degeri etanol iceren
blank kuyucuguna kars1 spektrofotometre de 550 nm dalga boyunda okutulmustur.
Ekstrakt ile muamele edilmis kuyucuklarin absorbans degeri, kontrol kuyucugun

absorbans degerine boliinmiis ve sonrasinda 100 ile c¢arpilmistir. Bu yontemle,
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ekstraktlar ile muamele edilmis kuyucuklardaki biyofilm oram1 % olarak

hesaplanmustir.

3.2.6 Iistatistiksel Analizler

Deneyler birbirinden bagimsiz olacak sekilde en az ii¢ kez tekrarlanmistir. Hiicre
canlilig1 yiizdesi Microsoft Office Excel 2016 programu ile hesaplanmis ve sonuglar
grafiklerle gosterilmistir. Verilerin istatistiksel analizi IBM SPSS 23. paket
programinda bagimsiz grup t-testi ile yapilmistir. Antikanser ve anti-biyofilm aktivite
deneylerine ait veriler ortalama + standart hata seklinde sunulmus ve p< 0,05 olan

degerler anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1  Antikanser Aktivite Bulgular

41.1 Bitki Ekstraktlarinin MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 Uzerindeki Antikanser
Aktivite Bulgular:

Hypericum salsolifolium bitki ekstraktlarinin hiicre canliligina olan etkisini incelemek
amaciyla MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicre hatlari etil asetat, metanol ve
su ekstraktlar1 ile farkli konsantrasyonlarda (1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL,
125 pg/mL, 62,5 ng/mL, 31,25 pg/mL) islem goérmiistiir. Ekstraktlarin 24 ve 48.
saatteki etkinliginin degerlendirilmesi i¢in hiicre canliligi deneyi yapilmistir. Muamele
sonrasinda, hiicrelerin canlilik durumu 24 ve 48. saatlerde ters mikroskop altinda
gozlemlenmis ve hiicre gorselleri elde edilmistir. Hypericum salsolifolium bitkisinin
etil asetat ekstraktinin MDA-MB-231 hatt1 i¢in 24. saatteki etkisi g6z Oniinde
bulunduruldugunda, hiicrelerin 1000 pg/mL konsantrasyonda %23,36 ‘sinin canli
kaldig1 belirlenmistir. Ayrica, ICso degeri 24. saat igin 408,5 olarak bulunmustur.

Hiicrelerinin morfolojik goriintiileri ve ICso grafigi Sekil 4.1°de gosterilmistir.
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Kontrol
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Sekil 4.1 Etil asetat ekstrakti ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicre hattinin 24 saat
sonundaki morfolojik goriintiileri ve ICso degeri

Hypericum salsolifolium bitkisinin etil asetat ekstraktinin MDA-MB-231 hatti
iizerindeki etkisinin 48. saatte incelenmesi sonucunda, hiicrelerin 1000 pg/mL
konsantrasyonunda %3,38’inin, 500 pg/mL konsantrasyonunda ise %32,91 inin canli

kaldig1 belirlenmistir. 1Cso degeri ise Sekil 4.2°de gosterildigi gibi 48. saat igin 270,1
ug/mL olarak bulunmustur.
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Sekil 4.2 Etil asetat ekstrakti ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicre hattinin 48 saat
sonundaki morfolojik goriintiileri ve ICso degeri

Hypericum salsolifolium bitkisinin metanol ekstraktinin MDA-MB-231 hatti tizerinde
24. saatteki etkisine bakildiginda, canlilik oraninda en belirgin azalma 1000 ug/mL ve
500 pg/mL konsantrasyonlarda gozlemlenmistir. Hiicrelerin 1000 pg/mL
konsantrasyonda %56.64 ,500 pg/mL konsantrasyonda ise %53,66 oraninda canli

kaldig1 tespit edilmistir. 1Csg degeri ise 24. saat i¢in 1152 pg/mL olarak hesaplanmistir
(Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 Metanol ekstrakti ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicre hattinin 24 saat
sonundaki morfolojik goriintiileri ve ICso degeri.

Hypericum salsolifolium bitkisinin metanol ekstraktinin MDA-MB-231 hatt1 igin 48.

saatteki etkisine bakildiginda, hiicrelerin 1000 pg/mL  konsantrasyonunda

%16,83’inin, 500 pg/mL konsantrasyonunda ise %30,56’sinin canli kaldigi. Ayrica,

48. saat i¢in I1Cso degeri 294 pg/mL olarak hesaplanmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 Metanol ekstrakti ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicre hattinin 48 saat
sonundaki morfolojik goriintiileri ve ICsp degeri.

Hypericum salsolifolium bitkisinin su ekstraktinin MDA-MB-231 hatti i¢in 24. saatte
Ki etkisi g6z oniinde bulunduruldugunda canlilik oraninda 6nemli bir azalma meydana
gelmemistir. Hiicrelerin 1000 pg/mL konsantrasyonda %95,99’unun canli kaldig:
belirlenmis ve ICso degeri 24. saat igin 1134 pg/mL olarak bulunmustur (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Su ekstrakt: ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicre hattinin 24 saat sonundaki
morfolojik goriintiileri ve ICso degeri

Hypericum salsolifolium bitkisinin su ekstraktinin MDA-MB-231 hatt1 i¢in 48. saatte

ki etkisine bakildiginda Sekil 4.6° de goriildiigii {izere hiicre canliliginda 6nemli bir

azalma olmamistir. Hiicrelerin 1000 pg/mL konsantrasyonda %68,21°inin canh

kaldig1 belirlenmis ve ICso degeri 48. saat i¢in 1379 ug/mL olarak bulunmustur.
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Sekil 4.6 Su ekstrakti1 ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicre hattinin 48 saat sonundaki

morfolojik goriintiileri ve ICso degeri
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Grafik 4.1 Hypericum salsolifolium ekstraktinin ¢esitli konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat sonra
MDA-MB-231 hiicre hatti lizerinde canlilik oranlari. Veriler ortalama + standart
hata olarak sunulmustur. * p<0,05.

Tablo 4.1 Ekstraktlarin MDA-MB-231 hiicre hatti iizerine hiicre canlilik aktivitesi degerleri.
Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir.

Hiicre Canlihigi (%)
24.saat 48.saat
Ekstrakt EA MeOH Su EA MeOH Su

konsantrasyonu

Kontrol 100+0,0 100+£0,0 | 100+0,0 100+0,0 100+0,0 100£0,0

31,25 pg/mL 95,02+2, | 88,85£15 | 106,66+1 | 96,73+2, | 92,90+2, | 101,55+2
3 2 .3 4 4 3

62,5 pg/mL 93,24+1, | 86,38+14 | 105,84+3 | 95,05+3, | 87,01+3, | 101,87+3
6 ,6 7 0 5 4

125 pg/mL 75,0248, | 77,9112 | 105,391 | 74,39+3, | 78,08+0, | 100,53+2
3 2 7 0 7 0

250 pg/mL 60,29+8, | 74,0348, | 108,56+3 | 52,4243, | 56,74+6, | 100,04+2
4 2 2 1 0 0

500 pg/mL 50,99+8, | 53,66+1, | 102,53+6 | 32,91+3, | 30,56+5, | 90,51+1,
3 6 7 3 2 8

1000 pg/mL 23,36+2, | 56,64+6, | 95,99+1 | 3,38+1,2 | 16,83+3, | 68,21+6,
3 8 8 2
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Antikanser aktivite bulgularina gore MDA-MB-231 hiicre hattinda 24 ve 48. saatlerde
en diislik hiicre canliligina ve 1Cso degerine sahip ekstraktin etil asetat oldugu tespit
edilmistir. Etil asetat ekstrakti ile karsilastirildiginda metanol ekstrakti hiicre
canliligin1 daha az etkilemistir. Ayrica su ekstraktinin hiicre canliliginda en az azalma
gosterdigi belirlenmistir. Uygulanan konsantrasyonlarda ekstraktlarin MDA-MB-231
kanser hiicrelerine karsi canlilik oraninda meydana getirdigi etki Grafik 4.1°de

gosterilmistir. Hiicre canlilik oran1 yilizdesel (%) olarak Tablo ‘de belirtilmistir.

4.1.2 Bitki Ekstraktlarmin MCF-7 Hiicre Hatti Uzerindeki Antikanser
Aktivite Bulgular:

Hypericum salsolifolium bitkisinin etil asetat ekstraktinin MCF-7 hiicre hatt1 i¢in 24.
saatteki etkisi goz Online alindiginda, hiicrelerin 1000 pg/mL konsantrasyonda
%12,52°sinin, 500 pg/mL  konsantrasyonda  %10,73’tiniin, 250 pg/mL
konsantrasyonda ise %40,96’sinin canli kaldig1 belirlenmistir. 24. saat i¢in 1Cso degeri

192,1 pg/mL olarak hesaplanmistir (Sekil 4.7).

250 pg/mL 500 pg/mL 1000 pg/mL
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Sekil 4.7 Etil asetat ekstrakti ile muamele edilen MCF-7 hiicre hattinin 24 saatteki
morfolojik goriintiileri ve ICso degeri.

Hypericum salsolifolium bitkisinin etil asetat ekstraktinin MCF-7 hatt1 i¢in 48. saatteki

etkisi degerlendirildiginde, hiicrelerin 1000 pg/mL konsantrasyonda %17,22 ‘inin,

500 pg/mL konsantrasyonda %27,75’inin ve 250 pg/mL konsantrasyonda

%39,78’inin canli kaldig: tespit edilmistir. 1Cso degeri ise 48. saat i¢in 216,15 ng/mL

olarak hesaplanmustir (Sekil 4.8).

125 pg/mL

31.25 pg/mL

250 pg/mL 1000 pg/mL
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Sekil 4.8 Etil asetat ekstrakti ile muamele edilen MCF-7 hiire hattinin 48 saatteki morfolojik
goriintiileri ve ICso degeri.

Hypericum salsolifolium bitkisinin metanol ekstraktinin MCF-7 hiicre hatt1 igin 24.
saatteki etkisine bakildiginda, hiicrelerin 1000 ug/mL konsantrasyonda %46,60’inin

canli kaldig1 tespit edilmistir. ICso degeri ise 24. saat i¢in 258,2 png/mL olarak
hesaplanmistir (Sekil 4.9).

g B
31,25 pg/mL

125 pg/mL

250 pg/mL 500 pg/mL 1000 pg/mL
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Sekil 4.9 Metanol ekstrakti ile muamele edilen MCF-7 hiicre hattinin 24 saatteki morfolojik
goriintiileri ve ICsq degeri.

Hypericum salsolifolium bitkisinin metanol ekstraktinin MCF-7 hiicre hattina kars1 48.

saatteki etkisi géz oniine alindiginda, hiicrelerin 1000 pg/mL konsantrasyonda %42,31

‘inin, 500 pg/mL konsantrasyonda %45,81’inin, 250 pg/mL konsantrasyonda ise

%47,96’sinin  canli kaldigi gozlemlenmistir. 1Cso degeri 372,9 pg/mL olarak

hesaplanmustir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 Metanol ekstrakt ile muamele edilen MCF-7 hiicre hattinin 48 saatteki morfolojik
goriintiileri ve ICsq degeri.

Hypericum salsolifolium bitkisinin su ekstraktinin MCF-7 hiicre hatt1 i¢in 24 ve 48.
saatteki etkilerine bakildiginda hiicre canliligin %50’nin {izerinde kalmasi nedeniyle

ICs0 hesaplanamamugtir.
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Grafik 4.2 Hypericum salsolifolium ekstraktinin g¢esitli konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat
sonra MCF-7 hiicre hatt1 tizerinde canlilik oranlari. Veriler ortalama + standart
hata olarak sunulmustur. * p<0,05.

Tablo 4.2 Ekstraktlarin MCF-7 hiicre hatti tizerine hiicre canlilik aktivitesi degerleri.
Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir.

Hiicre Canlihigi (%)
24 .saat 48.saat
Ekstrakt EA MeOH Su EA MeOH Su
konsantrasyonu
Kontrol 100+£0,0 | 100+£0,0 | 100+0,0 | 100+£0,0 | 100£0,0 | 100+0,0
31,25 pg/mL 101,57, | 104,49+£9 | 95,5446, | 95,90+2, | 87,42+6, | 88,28+1,
2 7 3 1 8 7
62,5 ng/mL 83,63+8, | 93,104 | 94,3044, | 91,20+12 | 79,3148, | 90,210,
5 1 1 3 7
125 ng/mL 67,89+9 | 58,2849, | 96,66+5, | 62,96+12 | 59,47+11 | 87,131,
4 5 2 ,6 2
250 pg/mL 40,964, | 33,88+7, | 99,1540, | 39,78+15 | 47,96+19 | 95,21+0,
7 3 4 9 ,6 5
500 pg/mL 10,73£2, | 26,83+9, | 100,81+3 | 27,75+14 | 45,81+13 | 99,44+1,
2 2 7 8 0
1000 pg/mL 12,5+£3,3 | 46,608 | 112,5+11 | 17,22+6, | 42,31+11 | 97,0743,
2 2 2 5
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Antikanser aktivite bulgularina gére MCF-7 hiicre hatt1 i¢in 24 ve 48. saatlerdeki hiicre
canliligini en ¢ok etkileyen ve en diisiik ICso degerinin elde edildigi ekstrakt etil asetat
olmustur. Metanol ekstraktinin hiicre canliligini daha az etkiledigi, su ekstraktinin ise
hiicre  canliliginda  azalma  gOstermedigi  g6zlemlenmistir.  Uygulanan
konsantrasyonlarda MCF-7 kanser hiicreleri lizerinde ekstraktlarin canlilik orani etkisi
Grafik 4.2°de gosterilmistir. Hiicre canlilik orani yiizdesel (%) olarak Tablo 4.2°de
belirtilmistir.

4.2  Antimikrobiyal Aktivite Bulgular:

Ekstraktlarin antimikrobiyal etkinligi agar kuyucuk difiizyon ve sivi mikrodiliisyon

yontemleri ile arastirilmistir.

4.2.1 Agar Kuyucuk Difiizyon Testi

Hypericum salsolifolium’ un toprak ftsti kismindan hazirlanan ekstraktlarin
antimikrobiyal aktiviteleri, mikroorganizma suslar1 lizerinde agar kuyucuk difiizyon
yontemi ile test edilmistir. Sonuglar incelendiginde en yiliksek zon ¢aplar1 11 mm ile
B. subtilis ve 8 mm ile S. aureus bakterilerine karsi elde edilmistir (Sekil 4.11). Pozitif
kontrol olarak kullanilan levofloksasin antibiyotiginin zon ¢ap1 B. subtilis i¢in 26 mm

iken S. aureus igin 22 mm olarak Sl¢lilmiistiir
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Bacillus subtilis Staphylococcus aureus

Sekil 4. 11 Antimikrobiyal aktivite sonucu olusan zon ¢aplar. (1. Pozitif kontrol, 2:
Negatif kontrol, 3: Etil asetat ekstrakti, 4: Metanol ekstrakti, 5: Su
ekstrakti).

Diger mikroorganizmalara kars1 etil asetat, metanol ve su ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktivitesi gozlenmemistir. Bu bakterilere karsi levofloksasinin zon
caplar su sekilde olgtilmistiir: Acinetobacter haemolyticus 30 mm, Escherichia coli
33 mm, Enterobacter aerogenes 20 mm, Enterococcus faecalis 20 mm, Klebsiella
pneumoniae 25 mm, Pseudomonas aeruginosa 12 mm, Salmonella Typhimurium 24
mm, E. aerogenes, K. pneumoniae, P. aeruginosa ve S. Typhimurium’un agar

kuyucuk diffiizyon test sonuglar1 Sekil 4.12°de gosterilmistir
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Pseudomonas aeruginosa Salmonella Typhimurium

Sekil 4.12 E. aerogenes, K. pneumoniae, P. aeruginosa ve S. Typhimurium’a karsi
ekstraktlarin antimikrobiyal aktiviteleri (1: Pozitif kontrol, 2: Negatif kontrol, 3:
Etil asetat ekstrakti, 4: Metanol ekstrakti, 5: Su ekstrakti).

4.2.1.1 MiK ve MBK Degerleri

Agar kuyucuk diffiizyon yontemi ile antimikrobiyal aktivitesi tespit edilen etil asetat
ekstraktinin S. aureus ve B. subtilis’e kars1 MIK ve MBK degerleri belirlenmistir.
Buna gore B. subtilis i¢in MIK ve MBK degerleri 1000 pg/mL olarak tespit edilirken
S. aureus ig¢in sirastyla 1000 pg/mL 2000 pg/mL olarak saptanmistir. Pozitif kontrol
olarak kullanilan levoflaksasin antibiyotiginin MIK degeri B. subtilis i¢in 0,5 pg/mL
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iken S. aureus icin 1 pg/mL olarak belirlenmistir. Negatif kontrol olarak kullanilan
DMSO ¢éziiciisiiniin MIK degeri her iki sus i¢in >%10 olarak tespit edilmistir.

4.3 QS inhibisyon Test Bulgulari

Hypericum salsolifolium bitkisinin toprak tstii kisimlarindan hazirlanan etil asetat,
metanol ve su ekstraktlarinin QS inhibitor etkinlikleri C. violaceum CV026 ve S.
aureus biyoindikator ATCC 25923 suslarina kars1 sirasiyla viyolasin pigment iiretimi

inhibisyon ve biyofilm inhibisyon testleri ile testi ile arastirilmigtir

4.3.1 Viyolasin inhibisyon Testi

H. salsolifolium’un toprak istii kismindan hazirlanan etil asetat, metanol ve su
ekstraktlariin C. violaceum CV026’da viyolasin tiretimini engelleme potansiyeli
yumusak agar yontemi ile arastirllmistir. Sonug¢ olarak ekstraktlarin calisilan
konsantrasyonlarda viyolasin pigment iiretimini engelleyici bir etki gdstermedigi

tespit edilmistir (sekil 4.13).

Sekil 4.13  Ekstraktlarin C.violaceum CV026'da viyolasin iiretimini engelleme potansiyeli
(1: Pozitif kontrol, 2: Negatif kontrol, 3: Etil asetat ekstrakti, 4: Metanol
ekstrakti, 5: Su ekstrakti).

53



4.3.2  Biyofilm Inhibisyon Testi

Hypericum salsolifolium bitkisinin toprak tstii kisimlarindan hazirlanan etil asetat,
MeOH ve su ekstraktlarinin biyofilm inhibitor etkinligi S. aureus susu iizerine kristal
viyole yontemi ile arastirilmistir. Etil asetat ekstraktinin test edilen konsantrasyonu %5
DMSO igerdigi i¢in biyofilm inhibitor etkinligi %5 DMSO igeren kontrol kuyucuklari
ile karsilastirilmistir. Sonuglar incelendiginde etil asetat ekstraktinin biyofilm
olusumunu %81,5 oraninda inhibe ettigi tespit edilmistir. MeOH ve su ekstraktlarinin
ise test edilen konsantrasyonu %3 DMSO’da ¢oziildiigii igin bu ekstraktlarin biyofilm
inhibitor etkinlikleri sadece %3 DMSO uygulanmis kontrol kuyucuklar ile
karsilastirilmistir. Buna gore de MeOH ekstrakti biyofilm olusumunu %37,7 oraninda
inhibe ederken su ekstrakti ise %2,3 oraninda inhibe etmistir (Grafik 4.3).

2.0~

1.6+

A550

Grafik 4.3 Hypericum salsolifolium ekstraktlarinin S. aureus susu iizerine biyofilm inhibitor
etkinligi. Veriler ortalama + SD olarak verilmistir. * p<0,05 ** p<0,01. Negatif
kontrol: Hi¢gbir madde uygulanmamis kuyucuklarda ol¢iilen absorbans degeri.
EA ekstrakti, %5 DMSO uygulanmis kuyucuklarla; MeOH ve su ekstraktlari ise
%3 DMSO uygulanmis kuyucuklarla karsilagtirilmustir.
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5. TARTISMA

Bitki materyallerinin ekstrakte edilmesi, farkli ekstraksiyon yontemleri kullanilarak
gerceklestirilmektedir. En yaygin kullanilan yontemler arasinda soxhlet ekstraksiyonu,
maserasyon, infiizyon, dekoksiyon, perkolasyon, siiperkritik akiskan ekstraksiyonu,
mikrodalga destekli ekstraksiyon ve ultrasonikasyon ekstraksiyonu bulunmaktadir
(Tirk & Giray, 2020). Ekstraksiyon yontemleri elde edilen ekstraktin verimini (elde
edilen bilesik miktarini), fitokimyasal igerigini ve diger ozelliklerini belirlemede
onemlidir (Stéphane vd., 2021). Calismada kullanilan ekstraktlarin verimi yilizde
cinsinden hesaplanmistir. Metanol ekstraktinin %2,02 oraniyla en yiiksek verime sahip
oldugu belirlenmistir. Bunu sirastyla su (%1,94) ve etil asetat takip etmistir (%1,6). En
diisiik verim etil asetat ile elde edilmesine ragmen, bu ¢oziicliyle elde edilen ekstrakt
en etkili sonuglar1 gostermistir. Bu durum, etil asetatin spesifik bilesiklerin
ekstraksiyonunda diger ¢oziiciilere gore daha segici olabilecegini diisiindliirmektedir.
Etil asetat, biyolojik olarak aktif bilesiklerin ekstraksiyonunda daha verimli olabilir,
bu da daha diisiik verime ragmen yiiksek biyolojik aktiviteye sahip bilesikler elde

edilmesini saglayabilir.

Kanser, bir dizi genomik veya molekiiler degisiklik sonucunda hiicrelerin kontrolsiiz
bliylimesi ve ¢ogalmasina yol agan, etkilenen bolgelerde doku kiitlesinde artisa neden
olan heterojen bir hastaliktir. Normal sartlar altinda bir hiicre belirli bir yagam siirecine
sahip olabilir ve bu siire¢ sonunda belirli sinyaller alarak programlanmis hiicre
6liimiine gecebilir. Bu durum organizmanin saglikli ve geng hiicrelerle yenilenmesine
olanak saglar. Kanser hiicreleri ise normal hiicreler i¢cin gerekli olan oksijen ve besin
gibi temel faktorleri kullanarak cogalma avantaji elde edebilirler. Bagisiklik sistemini
kandirir ve kendi ihtiyaglarim1 karsilamak i¢in diger hiicrelerin fizyolojisinden
yaralanabilir (Anand vd., 2023). Kanseri tedavi etmek i¢in kemoterapi, radyoterapi,
immiinoterapi ve hedefe yonelik tedaviler olmak iizere bir¢ok tedavi yOntemi
kullanilmaktadir. Fakat, her ilagta oldugu gibi bu tedavilerinde bir¢ok yan etkisi
olmaktadir. Bu nedenle, kanser tedavilerinde sifali bitkilerden faydalanilarak alternatif

tedavi yontemleri benimsenmektedir (El Orfi vd., 2022).

55



Calismamizda Hypericum salsolifolium bitkisinin toprak iistii kismindan hazirlanan
EA, MeOH ve su ekstraktlarinin, MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicre
hatlar1 {lizerine antikanser aktivitesi MTT testi ile degerlendirilmistir. 24. ve 48.
saatlerde ¢esitli konsantrasyonlardaki (31,25 pg/mL, 62,5 pug/mL, 125 pg/mL, 250
ug/mL, 500 pg/mL, 1000 ng/mL) etkiye bakilmigtir. MDA-MB-231 meme kanseri
hiicreleri tizerine EA ekstraktinin hiicre canlilik aktivitesi degerlendirildiginde en iyi
etki 500 pg/mL ve 1000 pg/mL konsantrasyonda gozlenmistir. EA ekstraktinin 500
pg/mL konsantrasyonda hiicre canliligl 48. saat icin %32,91 olarak hesaplanmistir.
EA ekstraktinin hiicre canliligi 24. saat i¢in 1000 pg/mL konsantrasyonda %23,36, 48.
saat i¢in ise %3,38 olarak belirlenmistir. MeOH ekstrakt: ise 48. saat sonunda 500
pg/mL ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarda en 1iyi etkiyi gdstermis ve hiicre canlilik
orani sirastyla %30,56 ve %16,83 olarak belirlenmistir. Siire sonunda, g¢alisilan
konsantrasyonlardaki antikanser aktivite incelenmis ve hiicre canliligmmin %50'nin

altina diistiigii belirlenmistir.

MCF-7 hiicre hattina kars1 EA ekstraktinin 24 ve 48. saatlerdeki etkisi incelendiginde,
en etkili sonuglarin 250 pg/mL, 500 pg/mL ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda
gozlendigi goriilmiistir. EA ekstraktinin 24. saatte hiicre canliligi 250 pg/mL
konsantrasyonda %40,96, 500 ug/mL konsantrasyonda %10,73 ve 1000 pg/mL
konsantrasyonda %12,52 olarak belirlenmistir. 48. saatte hiicre canlilig1 ise 250 pg/mL
konsantrasyonda %39,78, 500 pg/mL konsantrasyonda %27,75 ve 1000 pg/mL
konsantrasyonda %17,22 olarak hesaplanmistir. MeOH ekstraktinda ise 48. saate
kiyasla 24. saatte hiicre canliliginda daha belirgin bir azalma goriilmiistir. Su
ekstraktinin MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlar1 lizerinde 24 ve 48 saatlik siirelerde
calisilan konsantrasyonlarda, hiicre canliliginda anlamli bir azalma gozlenmemis ve

hiicre canlilik oraninin kontrol grubuna kiyasla %50' nin {istiinde oldugu belirlenmistir.

Hiicreleri yariya diigiiren inhibitor konsantrasyon degeri olarak bilinen I1Cso degeri,
GraphPad Prism 8.0 versiyonu kullanilarak hesaplanmistir. Test edilen saatler ve hiicre
hatlar1 dikkate alindiginda en diisiik ICso degeri EA ekstraktinda elde edilmistir. Test
edilen saatler i¢in diisiik ICso degeri, ekstraktin etkinligini gostermektedir. MDA-MB-
231 hiicre hatt1 tizerinde, EA ekstraktinin en diisiik ICso degeri 48. saatte belirlenmis
ve bu deger 270,1 pg/mL olarak hesaplanmigtir. MCF-7 hiicre hatti i¢in ise EA
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ekstraktinin en diisliik ICso degeri 24. saatte belirlenmis ve 192,1 ug/mL olarak
hesaplanmistir. MeOH ekstraktinin ICso degeri MDA-MB-231 hiicre hattinda 48.
saatte 294,0 ug/mL, MCF-7 hiicre hattinda ise 24. saatte 258,2 pg/mL olarak tespit
edilmistir. Su ekstraktinin etkisi incelendiginde, hiicre hatlarina karsi test edilen
saatler ve konsantrasyonlar goz oOniinde bulunduruldugunda hiicre canliliginin
%350’nin lizerinde oldugu tespit edilmistir. Su ekstraktinin MCF-7 hiicre hatt1 i¢in test

edildigi saatlerde 1Csg degeri hesaplanamamustir.

MDA-MB-231 hiicre hattinda en etkili sonuclar 48 saatte elde edilmistir. MDA-MB-
231 daha agresif ve direngli bir hiicre hattidir. Bitki ekstraktlar1 etkisini daha uzun bir
inkiibasyondan sonra gostermis olabilir. MCF-7 hiicre hatt1 daha diisiik maligniyete
sahip bir hiicre hatt1 oldugu icin ekstraktlarin etkili oldugu asama 24 saatlik bir siire
icinde olabilir. 48 saat sonra ekstrakt bilesenleri hiicre ile etkilesime girip etkisini
azaltabilir. Bu nedenle 24.saatte hiicre canliliginda daha belirgin bir azalmanin oldugu
diisiniilebilir. Bitki ekstraktlarinin hiicreler tarafindan algilanmasi, metabolize
edilmesi ve etkili bilesenlerin ¢esitli konsantrasyonlarda farklilik géstermesi hiicreden
hiicreye farklilik gosterebilir. Ekstraktlar, hiicre hatlarina karsi antikanser etkilerini
igerdikleri bilesikler sayesinde sergilemis olabilir. Bitkilerde bulunan flavonoidler
cesitli antikanser etkiler gostermektedir. Karsinojenez siirecinde ¢esitli sinyal iletim
yollar1 ile etkilesime ge¢cmekte ve metastazi azaltmaktadir. Flavonoidler, reaktif
oksijen tiirlerinin neden oldugu hasar1 azaltabilir, hiicre dongiisiinli durdurarak kanser
hiicrelerinin kontrolsiiz biiylimesini engelleyebilir, apoptoz ve otofajiyi uyarabilir
(Kopustinskiene vd., 2020; Mutha vd., 2021). Literatiirde meme kanseri hiicrelerinde
izorhamnetin, genkwanin, akasetin, silimarin, eriositrin, icariin, kaempferol, silibinin,
apigenin ve luteolin gibi belirli flavonoidlerin antikanser o6zellik gosterildigi
belirtilmistir (Park vd., 2022). Ayrica vanilik asit, anti-inflamatuar, anti-metastatik,
antioksidan ve anti-apoptotik etkiler olmak {iizere gesitli ozelliklere sahiptir (Kilig
Altun, 2020). Keser ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada H. scabrum gigeklerinden
elde edilen ekstraktlarin fitokimyasal igerik analizi ve sitotoksik aktivitesi
degerlendirilmistir. Icerik analizinde baslica katesin, vanilik asit, K vitamini ve
ergosterol bulunmustur. Ekstraktlar MCF-7 (insan meme adenokarsinomu), HCT 116
(insan kolon karsinom hiicre hatti) ve LNCaP (Prostat lenf nodu karsinomu) hiicre

hatlarina kars1 giiglii antikanser aktivite gdstermistir (Keser vd., 2020). Literatiirde
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bulunan baska bir ¢alismada ise farkli solventlerle hazirlanan H. salsolifolium bitki
ekstraktlarmin fenolik bilesik icerigi arastirilmustir. igerik analizinde siringik asit ve
vanilik asit en yiiksek degerde bulunmustur. Ayrica yiiksek diizeyde Ca, K ve Mg
elementlerinin varligi tespit edilmistir. Ekstraktlarin A549 (Akciger Kanseri Epitel) ve
BEAS-2B (Akciger Normal Epitel) hiicre hatlar1 iizerinde antikanser etki gosterdigi
ifade edilmistir (Agan vd., 2023). Bizim ¢aligmamizda da ekstraktlarin meme kanseri
hiicre hatlar1 tizerinde uygulanan konsantrasyon ve zamana bagli olarak hiicre
canliliginda bir azalma meydana getirdigi gozlemlenmistir. Bunun nedeni bu

bilesiklerden kaynakli olabilir.

Flavonoidler, ¢esitli sinyal yollarin1 hedef alarak da antikanser etki gostermektedir.
Tiimor baskilayic1 gen olarak da bilinen p53, hiicre dongiisiinii diizenleyen bir
transkripsiyon faktoriidiir. Flavonoidler ¢esitli kanser tiirlerinde p53 sinyal yolunu
etkileyerek B hiicreli lenfoma 2'yi (Bcl-2) inhibe etmekte ve kanserde onemli bir
diizenleyici yolu baskilamaktadir. Bel-2 proteininin agir1 ekspresyonu prostat kanseri,
meme kanseri, B hiicreli lenfomalar ve kolorektal kanserde belirtilmistir (Qian vd.,
2022; Rahman vd., 2021). Yapilan bir ¢alismada kuersetinin, MCF-7 insan meme
kanseri hiicre biiylimesini inhibe ettigi ve apoptozu indiikledigi belirtilmistir. Bunun
nedeninin Bcl-2 protein ekspresyonunun asagi ve Bax ekspresyonunun yukari
regiilasyonundan kaynakli olabilecegi diisliniilmiistiir (Duo vd., 2012) Literatiirde,
luteolin’in meme kanseri i¢in umut vadeden bir bilesik oldugu belirtilmektedir.
Luteolin meme kanseri hiicrelerinde Bax/Bcl-2 ve Kaspaz-3 seviyelerini arttirmakta
ve apoptozun uyarilmasinda bir rol oynamaktadir. Ayrica bir ¢alisma luteolin’in G2/M
ve S asamalarinda hiicre dongiistinii durdurdugunu ve MDA-MB-231 hiicrelerinde
biiylimeyi engelledigini agiklamistir (Cetinkaya ve Baran, 2023). PI3K/Akt hiicre i¢i
sinyal iletiminde 6nemli olan bir dizi protein kompleksidir. Bu kompleksin temel
bilesenleri ise fosfatidilinozitol 3-kinaz (P13K) ve protein kinaz B (Akt) adi verilen
enzimlerdir. Bu sinyal yolaklarinin bozulmasi ya da engellenmesi tiimor biiylimesini,
metastazi ve invazyonu tetiklemektedir. Bu sinyal yolu mTOR adli bir serin/treonin
kinaz dahil olmak tizere bircok hedef proteini aktive hale getirmektedir. Aktif olan
MTOR hiicre biiyliimesi ve protein sentezi gibi ¢esitli fonksiyonlarda gérev almaktadir.
Yapilan bir ¢caligmada apigenin bilesiginin karaciger kanser hiicrelerinde apoptoz ve

otofajiyi indiikledigini ve bunu PI3K/Akt/mTOR sinyal yolunu engelleyerek
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gerceklestirdigini 6ne stirmektedir (Javed vd., 2021; Yang vd., 2018). Tangeritin, 3-
hidroksiflavon, 3'.4'-dihidroksiflavon, 2',3'-dihidroksiflavon, fisetin, apigenin,
daidzein ve genistein gibi flavonoidlerin de antikanser etki gosterdigi bilgisi literatiirde
mevcuttur. Bu bilesenler hiicre donglisiinii durdurarak kanserojen metabolizmasini

diizenlemektedir (Berk vd., 2022).

Bizim calismamizda da antikanser etki gosteren ekstraktlarin iceriginde yukarida
belirtilen bilesiklerin ¢esitli sinyal yollarim1 etkiledigi diisiiniilmektedir. Ayrica
calismamiz, etil asetat ekstraktlarinin bilesiminin kanser hiicrelerini hedef alan ve daha
belirgin bir antikanser etkisine yol agan biyoaktif bilesikler igerebilecegini
diistindiirmektedir. Etil asetat yari polar bir ¢oziicli olarak kabul edilirken metanol,
polar bir ¢oziicii olarak siniflandirilir. Bir solventin polaritesi, biyoaktif bilesiklerin
dogal kaynaklardan ekstraksiyonunda onemli rol oynamaktadir. Ciinkii farklh
bilesikler, farkli polaritelerdeki solventlerde degisen ¢6ziiniirliiklere sahiptir (Oon vd.,
2021; Pringgenies vd., 2021). Etil asetat ekstraktlarinin neden kanser hiicrelerine karsi
metanol ve su ekstraktlarindan daha etkili oldugunun ardindaki mekanizmalarin tam
anlamiyla anlagilmasi igin daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir. Etil asetat, metanol
ve su ekstraktlariin kimyasal igerikleri farkli olabilir ve bu farkliliklar ekstraktlarin
biyolojik etkilerini belirleyebilir. Etil asetat ekstraktinda bulunan bazi 6zel bilesikler,
kanser hiicreleri iizerinde daha etkili olabilir. Bu bilesenlerin belirlenmesi ve
karakterize edilmesi, etkili bilesenlerin tespiti i¢in Onemlidir. Ayrica, etil asetat
ekstraktindaki bilesiklerin kanser hiicreleri iizerindeki etkileri gen ekspresyonu
diizeyinde incelenebilir. Ekstraktin hangi gen ekspresyonlarini etkiledigi belirlenerek

etkili mekanizmalar aydinlatilmalidir.

Antibiyotik direnci tiim diinyada 6nemli bir sorun haline gelmistir. Her gegen yil
bakterilerde yeni diren¢ mekanizmalar1 ortaya ¢ikmakta ve yaygilagsmaktadir. Bu
nedenle hastaliklarla miicadele etmede yeni ve etkili antimikrobiyal ihtiyaglara olan
talep artmaktadir. Bu ¢alismada H. salsolifolium'un toprak iistii kismindan elde edilen

ekstraktlarin bazi patojenlere karsi antimikrobiyal ve anti-QS 6zellikleri aragtirilmistir.

Antimikrobiyal analiz, Acinetobacter haemolyticus ATCC 19002, Bacillus subtilis
ATCC 6633, Enterococcus faecalis ATCC 2921, Enterobacter aerogenes ATCC
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13048, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella Typhimurium ATCC 14028,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Candida albicans referans suslar1 ile

yapilmustir.

Ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitesi, ¢esitli mikroorganizmalara karsi agar kuyucuk
difiizyon yontemiyle test edilmis ve ekstraktin etkili suslara karst minimum inhibitor
konsantrasyonu (MIK) s1vi mikrodiliisyon deneyi ile gerceklestirilmistir. Tespit edilen
MIK degerleri iizerinden minimum bakterisidal konsantrasyonu (MBK) belirlenmistir.
Sadece etil asetat ekstrakti antimikrobiyal aktivite gostermistir. Mikroorganizma
uygulanan ekstrakta ne kadar duyarl ise kuyucuk etrafinda olusmasini bekledigimiz
zon ¢aplar1 da o kadar genis olmaktadir. EA ekstrakti uygulamasi sonucunda en yiiksek
zon gaplari B. subtilis (11 mm) ve S. auresus (8 mm) bakterilerine karsi1 elde edilmistir.
B. subtilis icin MiK ve MBK degerleri 1000 pg/mL olarak saptanmistir. S. aureus icin
MIK ve MBK degerleri sirasiyla 1000 pg/mL ve 2000 pg/mL olarak belirlenmistir.

Literattirde, c¢esitli ¢Oziictiler kullanilarak Hypericum cinsine ait bitkilerin ¢esitli
kisimlarindan hazirlanan ekstraktlarin mikroorganizmalar {izerindeki etkisinin
incelendigi bircok calisma bulunmaktadir. Yapilan bir ¢alismada agar kuyucuk
diftizyon yontemi ve mikrodiliisyon analizi deneyleri yapilarak Hypericum atomarium
bitkisinin antimikrobiyal aktivitesi belirlenmistir. Agar kuyucuk difiizyon testi
sonuglarina gore en genis zon ¢ap1 Bacillus tiirlerinde elde edilmis ve bu durumu S.
aureus susu takip etmistir. MIK degerlerinde bakildiginda etil asetat ve kloroform
ekstraktlarmin Gram pozitif bakterilere karst daha etkili oldugu gériilmiistiir (Onem
vd., 2023). Saddige ve arkadaslarinin (2020) yaptigir bir ¢alismada Hypericum
tiirlerinden elde edilen farkli solvent ekstraktlarinin antibakteriyel aktivitesi Gram
pozitif (S. aureus ve B. subtilis) ve Gram negatif (E. coli, P. aeruginosa ve E.
aerogenes) bakteri tiirlerine kars1 mikrodiliisyon yontemi testi ile degerlendirilmistir.
En belirgin antibakteriyel etki H. olympicum tiiriinde, 6zellikle fenolik ve flavonoid
icerikleri agisindan zengin oldugu tespit edilen etil asetat ve n-butanol ekstraktlari
tarafindan sergilenmistir (MIK 0.001- 0.1 mg/mL). Baska bir ¢calismada Hypercium
tirlerinden elde edilen metanol ekstraktlarinin  antimikrobiyal aktivitesinin

degerlendirilmesi disk difiizyon testiyle yapilmistir. Ekstraktlar Escherichia coli,
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Klebsiella pneumoniae ve Proteus vulgaris bakterilerine ve maya kiiltiirlerine karsi
antimikrobiyal aktivite gostermemistir (Dulger vd., 2005). Literatiirde simdiye kadar
yapilan ¢alismalardan elde dilen sonuglar bizim sonucumuzla uyumludur. Bizim
sonuglarimizda da Gram-pozitif bakteri suslar1 ekstraktlara Gram-negatif
bakterilerden daha duyarliydi. Ekstraktlara kars1 duyarliliktaki farkliliklar bakterilerin
hiicre duvar1 yapisindan kaynaklanabilir. Gram-negatif bakteriler, Gram-pozitif
bakterilerin aksine bir dis zara ve periplazmik bosluga sahiptir. Gram-negatif
bakteriler de bulunan, lipopolisakkarit acisindan zengin olan dis zar cesitli
antibiyotiklere kars1 bir bariyer gorevi géormektedir. Gram-pozitif bakteriler ise bir dig

zar ve hiicre duvari konfigiirasyonundan yoksundur (Shuaib vd., 2013).

H. perforatum ‘dan elde edilen etanolik ekstraktinin antibakteriyel aktivitesinin
belirlendigi ¢alismada, ekstraktin Pseudomonas glycinea ve Azotobacter chrococcum
tirlerine kars1 yiikksek duyarlilik gosterdigi ancak Klebsiella pneumoniae {izerine
herhangi bir etkisi gostermedigi agiklanmistir (Milosevic vd., 2007). Baska bir
calismada, Hypericum perforatum subsp. ve H. perforatum subsp. angustifolium
ekstraktlarmin antibakteriyel aktivitesi degerlendirilmistir. Test edilen Gram-pozitif
bakterilere kars1 ekstraktlar inhibisyon gdstermis ve zon ¢aplari 10 ila 28 mm arasinda
Ol¢iilmiistiir. En yiiksek zon ¢api1 ise metanol uygulamasi sonucunda E. faecalis’e kars1
elde edilmistir. H. perforatum subsp. angustifolium tiiriinden elde edilen diklorometan
ekstrakti H. perforatum subsp.’ a gore kiyaslandiginda S. aureus, S. epidermidis ve B.
subtilis bakterilerine karsi daha giiclii etki gostermistir ( 21-28 mm zon ¢ap1 ). E.
faecalis'e kars1 aktivite ise her iki alt tiir i¢in de benzer sonug vermistir. Arastirmacilar
ekstraktlarin antimikrobiyal aktivite gostermesinin nedenini igerigindeki flavonoidler,
fenolik asitler, hiperisinler ve tanenlerden kaynakli oldugunu diisiinmektedir (Males
vd., 2006). Bir bagka ¢alismada, H. scabrum ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesini
disk diflizyon ve seri dilisyon analizi ile incelemislerdir. Ekstraktlarin E. coli ve P.

aeruginosa iizerinde etkili oldugunu bildirmislerdir (Ganji vd., 2017).

Hypericum scabrum'un farkli kisimlarindan elde edilen ekstraktlarin antimikrobiyal
aktivitesinin degerlendirildigi c¢alisma, MeOH, n-heksan ve diklorometan kok
ekstraktlarimin B. subtilis, C. albicans ve C. tropikalis ve S. aureus’a kars1 etkili
oldugunu bildirmistir (MIK = 156,25-312,5 pg/mL). Koklerden elde edilen
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ekstraktlarin test edilen mikroorganizmalara karsi etkili olmadigi goriilmiistiir. Toprak
tistii kismindan elde edilen n-heksan ekstrakti en iyi etkiyi S. aureus ve B. subtilis'e
kars1 gostermistir. Cicek kismindan elde edilen etil asetat ekstrakti test edilen
mikroorganizmalar iizerinde en iyi etki gosterdigi agiklanmistir (Ergin vd., 2022).
Marcetic ve arkadaslarinin (2016) yaptigi calismada, H. aegypticum subsp. Webbii ve
H. perforatum’dan elde edilen esansiyel yag ve MeOH ekstraktinin antimikrobiyal
etkisi mikrodilisyon analizi ile ger¢eklestirilmistir. H. perforatum tiiriiyle
kiyaslandiginda H. webbii'nin MeOH ekstrakt1 B. Subtilis (MIK 50 pg/ml), E. faecalis
(MIK 50 pg/ml), Staphylococcus epidermidis (MIiK 100 pg/ml) ve Micrococcus
luteus'a suslarina kars1 daha iyi aktivite gostermistir. Ancak bizim ¢alismamizda H.
salsolifolium ekstraktlar1 S. aureus ve B. subtilis suslar1 hari¢ bakterileri inhibe
etmemistir. Bunun nedeninin ekstraktlarin elde edildigi bitki kismi, kullanilan
ekstraksiyon yontemi ve solventten kaynakli oldugu disiiniilmektedir. Etki
mekanizmalarin1 ve antimikrobiyal tedavideki potansiyel uygulamalarini daha iyi
anlamak icin bu bilesikleri tanimlamak ve izole etmek i¢in daha fazla arastirma

yapilmasi gerekmektedir.

Bu galigma, literatiir arastirmalarina gore H. salsolifolium tiiriiniin antimikrobiyal ve
anti-QS etkilerinin incelendigi ilk ¢alisgma olma &zelligine sahiptir. Calismada H.
salsolifolium un toprak iistii kismindan elde edilen EA, MeOH ve su ekstraktlarinin
sentezlenen viyolasin ve biyofilm olusumu {izerindeki inhibisyon etkileri QS

mekanizmasiyla arastirilmistir.

Deney sonuglart incelendiginde test edilen konsantrasyonlarda ekstraktlarin C.
violaceum CV026 susunda viyolasin pigment {iretimini engelleyici bir etki
gostermedigi tespit edilmistir. C. violaceum AHL sinyal molekiiliinii kullanarak
viyolasin tiretimini diizenlemektedir. Ferula elaeochytris Korovin’in kok ekstraktinin
antimikrobiyal ve anti-QS aktivitelerinin arastirildigi ¢alisma ekstraktin viyolasin
pigment iiretimini engelleyememesinin nedenini ekstrakttaki bilesiklerin AHL
molekiilleri ile olan iligkisine baglamistir (Alkateeb vd., 2020). Fratianni ve
arkadaglart (2013) yaptig1 bir ¢alismada, H. connatum'un etanolik ve etil asetat
ekstraktlarinin C. violaceum DSM 30191 susu tizerinde QS inhibitor 6zelliklerini

arastirmistir. Herhangi bir miktarda etil asetat ekstrakti (10 ila 100 pg arasinda) icin
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QS aktivitesi gozlenmemistir. Etanol ekstrakti 50 pg konsantrasyonda 7.3 mm, 100 pg
konsantrasyonda ise 9.3 mm'lik bir inhibisyon gostermistir. Arastirmacilar bu
davranis1 etanol ekstraktinda apigeninin QS aktivitesini sinerjistik olarak
giiclendirebilecek rutinin varligina baglayarak yorumlamislardir. Etil asetat
ekstraktindaki diger flavonoidlerin, bu 6zelligi giiclendirmesinin pek olasi olmadigi
ifade edilmistir. Ayrica H. connatum'un antimikrobiyal aktivitesini de
degerlendirmislerdir. Etil asetat ekstrakti, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa patojenlerine karsi etanolik ekstrakttan

daha etkili bir antimikrobiyal aktivite sergilemistir (Fratianni vd., 2013).

Biyofilm olusumu, bakterileri konak¢mnin bagisiklik sistemi ve antibiyotiklerin
saldirisina karsi korumaktadir. S. aureus biyofilm olusturan en yaygin bakteri
suslarindan biridir. S. aureus biyofilm olusturmak i¢in bir yardimci diizenleyici faktor
(Agr) ve LuxS/Al-2 olmak tizere iki sistem kullanmaktadir. Bu sistemler, bakterinin

cevresel kosullara uyum saglamasina yardimci olmaktadir (Peng vd., 2023).

Literatiirde belirtilen bir¢ok c¢aligma, cesitli organizmalardan elde edilen biyolojik
materyallerin, farkli bakteri tlirlerinde biyofilm olusumunu inhibe etme potansiyeline
sahip oldugunu gostermektedir. Sekonder metabolitler basta olmak {izere bitkilerden
elde edilen bilesikler anti-biyofilm aktivitesi i¢in énemli kaynaklardir. Yapilan bir
calismada, H. perforatum dan elde edilen etanolik ekstraktlarin antibakteriyel ve anti-
biyofilm &zellikleri C. albicans, E. coli ve S. aureus mikroorganizmalarina karsi
arastirilmistir. Etanolik ekstraktlarin S. aureus biyofilmini %56,85 oraninda inhibe
ettigi belirtilmistir. Poliliretan malzeme ile birlestirildiginde ise biyofilm olusumunu
%92,85 oraninda inhibe etmistir. Ayrica ekstraktlar, S. aureus'a karsi giiclii bir
inhibitor aktivite gostermesine ragmen, C. albicans ve E. coli'ye kars1 herhangi bir
inhibitor etki gostermemistir (Nazh vd., 2019). H. atomarium Boiss'in metanol ve
kloroform ekstraktlarinin biyofilm olusumunu arastirildigi ¢alismada metanol
ekstrakt1 biyofilm olusumunu %62 oraninda inhibe ederken kloroform ekstrakti %52
oraninda inhibisyon gostermistir. Bu ekstraktlarin ana bilesenlerinin a-pinen, (+)-
katesin ve (-)-epikatesin oldugu belirtilmistir (Onem vd., 2023). Baska bir calismada,
H. lydium'un su ve etanol ekstraktlarinin Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve
MRSA izolatina kars1 potansiyel antibakteriyel aktivitesi incelenmis, antibakteriyel
aktiviteye sahip ekstraktlarin biyofilm olusumu arastirilmistir. Etanol ekstrakt1t MRSA
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ve S. aureus biyofilmlerini inhibe etmistir. Su ekstrakti ise test edilen bakteri suslarina
kars1 herhangi bir etki gostermemistir (Aygiil & Serbet¢i, 2020). Yapilan ¢aligmalar
ekstraktlarin S.aureus susunda biyofilm olusumunu inhibe edici etki gosterdigini

belirtmistir.

Mevcut deney sonuglarimiz, S. aureus susunda QS mekanizmasiyla diizenlenen
biyofilm olusumunun ekstraktlarin 500 mg/mL konsantrasyonunda kontrol grubuna
gore inhibe edildigini gdstermistir. En iyi inhibisyon etil asetat ekstraktinda gozlenmis
ve biyofilm olusumunu kontrole gire (%5 DMSO) %81,5 oraninda anlaml1 bir sekilde
inhibe etmistir (p<0.01). Metanol ve su ekstraktlar1 biyofilm olusumunu kontrole gore
(%3 DMSO) sirastyla %37,7 ve %2,3 oraninda inhibe etmistir. Biyofilm olusumunun
inhibe olmasinin nedeni ekstraktlarin, S. aureus’da biyofilm sentezi i¢in QS yollarimi
engellemesinden dolay1 olabilir. Bitki ekstraktlar1 i¢erdikleri bilesikler sayesinde Agr
ve LuxS sistemini inhibe etmis ya da sinyal algilanmasini engelleyerek biyofilm
olusumunu baskilamis olabilir. Etil asetatla elde edilen bitki ekstraktlar igerdigi bazi
bilesikler nedeniyle anti-yapisma 6zelligine sahip olabilir. Bu 6zellikler yiizeye bakteri

yapigmasini engelleyerek biyofilm olusumunun baslangi¢c asamalarini 6nleyebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢aligma, H. salsolifolium bitkisinin toprak istii kisimlarindan hazirlanan EA,
MeOH ve su ckstraktlarinin antikanser, antimikrobiyal ve anti-QS aktivitelerini
arastiran ilk ¢alisma niteligi tasimaktadir. Antikanser aktivitenin MDA-MB-231 ve
MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarina kars1 degerlendirilmesi sonucunda en iyi etki EA
ekstraktinda goriilmiis bunu MeOH ekstrakt: takip etmistir. Sonuglar bu ekstraktlarin
kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engelleyici bir etkisi oldugunu ve kanser tedavisinde
umut verici bir terapotik yontem olabilecegini gdstermektedir. ileri calismalarda
ekstraktlarin etki mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasi i¢in molekiiler diizeyde
arastirmalar yapilabilir. Ekstraktlarin apoptotik yollara etkisi, hiicre dongiisii ve
metastaz inhibisyonu iizerine etkinligi degerlendirilebilir. Etkili ekstraktlarin toksik
etkileri degerlendirilerek gilivenli doz araliklar1 belirlenebilir. Ayrica farkli kanser
hiicre hatlarmin ekstraktlar {izerindeki etkinliginin incelenmesi, kanser tedavisi i¢in

yeni yaklagimlarin gelistirilmesi agisindan 6nemlidir.

Calisilan konsantrasyonlarda, EA ekstraktinin B. subtilis ve S. aureus suslari tizerinde
antimikrobiyal etki gosterdigi sonucuna ulagilmistir. Antimikrobiyal analiz i¢in daha
kapsamli bir tarama yaparak ekstraktlarin gesitli mikroorganizmalar tizerindeki
etkinlikleri incelenebilir. Ayrica, etil asetat ekstraktinin piyosiyanin pigment iiretimi,
elastaz tretimi ve swarming hareketi gibi quorum sensing (QS) sistemi ile regiile
edilen diger viriilans faktorlerini inhibe etme yetenekleri arastirilabilir. Bu tiir
aragtirmalar, ekstraktlarin QS mekanizmalarini nasil etkiledigini daha 1yi anlamamizi
saglayabilir. Bitki ekstraktlarinin bakteri hiicrelerindeki gen ifadesini nasil etkiledigini
belirlemek i¢in transkriptomik analizler yapilabilir. Bu analizler bitki ekstraktlarinin
bakterilere karsi etki mekanizmalarini anlamak i¢in 6nemlidir. Ekstraktlarin test edilen
konsantrasyonlarda viyolasin pigment iiretimini inhibe etmedigi saptanmistir.
Sonuglar, EA ekstraktinin anti-biyofilm ajanlari gelistirilmesi i¢in yiiksek potansiyele
sahip oldugunu gostermistir. Etil asetat ekstrakti mevcut antibiyotikler ile
kombinasyon halinde kullanilarak antibiyotik direncinin azaltilmasina yonelik

caligmalar yapilabilir.
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