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OZET
METISILIN DIRENCLI STAPHYLOCOCCUS AUREUS' A KARSI FARKLI
BITKILERIN ANTIBAKTERIYEL VE ANTiBIYOFILM
AKTIVITELERININ BELIRLENMESI VE FARMASOTIK ACIDAN
ONEMLI PROTEAZLARA KARSI BITKI INHIBITORUNUN ETKIiSI

Mustafa VURKUN

Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Giilten OKMEN
Kasim 2018, 54 sayfa

Diinya Saghk Orgiitii’niin raporuna gore, metisilin direncli Staphylococcus aureus
(MRSA) ve S. aureus antibiyotiklere karsi direng gelistirmis, bu suslardan 6lim
orani % 26 iken, direngli olmayan suslardan 6liim orani ise % 17 © dir, kadar oldugu,
bununla birlikte Diinya' da ila¢ direncinin tehlikeli bir boyuta ulastig1 ve yaklasik
%90 oldugu rapor edilmektedir. Bu calisma, insan sagligina onemli bir tehdit
olusturan metisiline direngli S. aureus' a kars1 yeni ve etkili bir antibakteriyel ajan
gelistirmeyi amaglamakta, ayrica bakterinin bazi viriilans faktorlerine karsi inhibitor
etkisi olabilecek bitki inhibitorlerini arastirmaktadir. Bu ¢alismada, 5 farkli bitkinin
antibakteriyel aktivitesi belirlenmis ve en yiiksek aktivite Vitex agnus-castus (12
mm) bitkisinden elde edilmistir. En diisiitk minimum inhibitér konsantrasyonu (MIC)
3250 pg/ml, en diisiik minimum bakterisidal konsantrasyon (MBC) ise 6500 pg/ml
olarak ayni bitkiden saglanmistir. Anti-biyofilm caligmalari sonucunda en yiiksek
anti-biyofilm aktivitesi ayn1 bitkiden % 79 olarak bulunmustur. Vitex agnus-castus’
un ayrica proteazi, trombini ve kollajenazi inhibe ettigi de belirlenmistir. Vitex
agnus-castus' un firsat¢i bir patojen olan MRSA i¢in yeni bir ila¢ maddesi olarak
kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Staphylococcus aureus, Antibakteriyel Aktivite, Antibiyofilm
Aktivitesi, Proteaz Aktivitesi, Bitki Inhibitorii, Anti-
Trombin, Anti-Kollajenaz



ABSTRACT
DETERMINATION OF ANTIBACTERIAL AND ANTIBIOFILM
ACTIVITIES OF DIFFERENT PLANTS AGAINST METHICILLIN-
RESISTANT STAPHLOCOCUS AUREUS, AND EFFECT OF PLANT
INHIBITOR AGAINST PHARMACEUTICALLY IMPORTANT
PROTEASES

Mustafa VURKUN
Master of Science (M.Sc.)
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Gulten OKMEN
November 2018, 54 pages

According to the World Health Organization report methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) and S. aureus have developed resistance to
antibiotics, mortality rate form these strains is 26 %, while mortality rate of the other
not resistant strains to antibiotics is about 17 %, however any drug resistance in
World which reaches a dangerous level and it is about 90 % in the reported. This
study aims to develop a new and effective antibacterial agent against methicillin
resistant S. aureus which is a major threat to human health, in addition to investigate
the plant inhibitors that may have an inhibitory effect against some virulence factors
of bacterium. In this study, antibacterial activities of 5 different plants were
determined and the highest activity was obtained from Vitex agnus-castus (12 mm)
plant. The minimum inhibitory concentration (MIC) was 3250 pg/ml and the lowest
minimum bactericidal concentration (MBC) was 6500 pg/ml from same plant. At the
result of anti-biofilm studies, the highest anti-biofilm activity was found as 79 %
from same plant. Furthermore, it was determined that Vitex agnus-castus also
inhibited protease, thrombin and collagenase. It is thought that Vitex agnus-castus
can be used as a new drug agent for MRSA which an opportunistic pathogen.

Keywords: Staphylococcus aureus, Antibacterial Activity, Antibiofilm Activity,
Protease Activity, Plant Inhibitor, Anti-Thrombin, Anti-Collagenase
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1. GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) 2014 raporuna goére, MRSA ve Staphylococcus
aureus’ un direngli suslarindan kaynaklanan 6liim oraninin %26' sindan, direngli
olmayanlarin ise %17 kadarindan sorumlu oldugu bildirilmistir. Ayni raporda
toplamda, MRSA’ nin beta-laktam ilaglara direncinin Afrika bolgesinde %100 lere,
Amerika’ da %90’ lara, Avrupa’ da ise %80’ lere ulastig1 rapor edilmektedir. Bu
bilgilerden de anlasilacag iizere raporlanmis vakalarda bile direng oranlart oldukca
yiiksektir. Bu verilere, raporlanmayanlar da eklendiginde tablo oldukg¢a vahimdir.
Ayni1 raporda Tiirkiye’ deki durum ise 2011-2013 yillar1 arasinda invaziv izolatlardan
yapilan ¢alismalar sonucunda S. aureus suslarinin metisiline direnci %31,5 olarak

rapor edilmistir (Anonim, 2014).

S. aureus’ a bagh gelisen oliimciil infeksiyonlar, 1941 yilinda penisilin G’ nin
klinikte kullanima girmesinden sonra dramatik olarak azalma gostermistir. Ancak
bundan ¢ok kisa bir siire sonra penisiline direng gdosteren S. aureus’ lar ortaya ¢ikmis,
bunu takip eden 20 yil iginde hastane ve toplum kaynakli S. aureus izolatlarinin
yaklasik %80’ 1 penisiline direngli hale gelmistir. Beta-laktamaz enziminin yol actig1
bu direng sorunu, 1959 yilinda beta-laktamaz enzimine dayanikli yari-sentetik bir
penisilin olan metisilinin klinikte kullaniminin baglamasiyla asilmistir. Ancak, S.
aureus infeksiyonlariin tedavisinde metisilin kullaniminin baglamasindan sadece iki
yil sonra, 1961 yilinda ilk metisiline diren¢li S. aureus (MRSA) izolat1
tanimlanmistir (Jevons, 1961; Brumfitt, vd., 1989; Appelbaum, 2007). Gliniimiizde
sadece hastane kaynaklt MRSA infeksiyonlarinin degil, ayn1 zamanda toplum
kaynakli MRSA [community acquired MRSA (CA-MRSA)] infeksiyonlarinin
goriilme sikliginda da 6nemli bir artis olmustur (Shorr, 2007; Deurenberg, vd.,
2007). MRSA, bir kez hastaneye girdikten sonra eradikasyonu olduk¢a zordur. Bu
nedenle hastanelerde  MRSA izolatlarinin saptanmasi, yayilimmnin Onlenmesi,
ozellikle hemodiyaliz ve cerrahi hastalar1 gibi yiiksek risk tasiyan hasta gruplarinda
MRSA kolonizasyonunun ortadan kaldirilmasi biiyiik 6nem tagimaktadir (Thompson,

vd., 1982; Hershow, vd., 1992; Morita, 1993).



1.1 Staphylococcus aureus

S. aureus insan ve hayvanlarin deri, iist solunum sistemi, alt lirogenital sistem ve
sindirim sistemi mukozalarinda kommensal olarak bulunabilen ve Staphylococcus

cinsi igerisinde yer alan en onemli tiirdiir (Akan, 2006; Peacock, 2006; Leonard,

2008).

Sporsuz, hareketsiz, kiire seklinde ve 0,5-1,5 um boyutlarl arasinda olabilen kok
seklinde bakterilerdir. Gram pozitif bir bakteri olan Staphylococcus aureus (S.
aureus), katalaz ve koagiilaz enzimlerine sahip olup, kiltir ortaminda hizli
tireyebilen ve kolonileri altin saris1 renginde olan bakterilerdir. Kanli agarda hemoliz
yapan, bir¢ok dis unsura dayanikli, 1siya kismen direngli olan ve yiiksek tuz igeren
ortamlarda da iireyebilmektedir. S. aureus suslarmin optimum iiremesi 30— 37 'C’ de
iken gelisme sicakliklar1 6-46 'C arasindadir, toksin olusturmak icin ise istenen
sicakliklar 10-48 ‘C arasindadir. pH olarak 7— 7,5 araligini tercih eder ancak pH 4-

9,3 araliklarinda da gelisimini saglayabilmektedirler.

Metisiline direngli S. aureus hafif cilt infeksiyonlarindan, ciddi yara infeksiyonlarina
ve bakteriyemiye kadar degisen genislikte klinik tabloya neden olabilen, humanoz ve
zoonoz karaktere sahip bir bakteri tipidir (Anonim, 2005; CDC, 2008; Morgan,
2008). MRSA, infeksiyon kaynagina gore hastane ya da toplum kaynakli
olabilmektedir. Toplumdan kéken alan MRSA (CA-MRSA), deri ve yumusak doku
infeksiyonlarinin yani sira, artan oranda invaziv infeksiyonlarin nedeni olarak da
karsimiza ¢ikmaktadir. Hastane kaynakli MRSA (HA-MRSA) ise yillardir yiiksek
mortalite ile seyreden infeksiyonlarin en 6nemli nedenleri arasinda kabul edilmekte
ve son yillarda yapilan arastirmalar bu etkenler {izerinde yogunlagmaktadir

(Mulligan, vd. 1993; Chambers, 1997; Fey, vd. 2003).

Metisilin  (2,6-dimetoksifenil penisilin), stafilokokal beta laktamaz enziminin
hidrolizine direncgli penisilin grubu antibiyotikler icerisinde ilk elde edilen ve ilk
Klinik kullanima giren antibiyotik olarak bilinmektedir (Jevons, 1961; Enright, vd.
2002). S. aureus’ da metisilin direnci, penisilinaz tiretiminden farkli bir mekanizma

ile olur ve bakteri tarafindan beta-laktam grubu antibiyotiklere kars1 diisiik afiniteye



sahip yeni bir penisilin baglayan protein (PBP) olan PBP2a sentezine dayanmaktadir
(Mulligan, vd. 1993; Chambers, 1997; Berger-Bachi, vd., 2002; Hiramatsu, vd.,
2002).

MRSA infeksiyonlarimin ciddiyetini etkileyen ve tedaviyi giliclestiren en Onemli
faktor, metisilin direncinin yani sira, suslarda gelisen ¢oklu antibiyotik direncidir.
HA-MRSA infeksiyonlar1 arasinda ciddi seyirli ve 6liimciil pndmoni ile bakteriyemi
onemli yer tutmaktadir. CA-MRSA infeksiyonlarinin yaklasik %75’ 1 genellikle deri
ve yumusak dokularda lokalize olup, tedaviye yanit vermekle birlikte, bu tiirler hizli
yayilmasi ve hayati onem tasiyan organ ve sistemleri etkileyebilmesi ile HA-MRSA
infeksiyonlarindan daha ciddi bir klinik tabloya neden olabilmektedir. Son yillarda,
Panton-Valentine Lokosidin (PVL) genleri tasiyan CA-MRSA suslarina bagh ciddi
nekrotizan pndmoni, sepsis, haslanmis deri sendromu ve toksik sok sendromu da
bildirilmig (Zetola, vd., 2005), PVL geni pozitif CA-MRSA’ ya bagl infeksiyonlarda
oliim oraninin %35’ e ulastig1 belirtilmistir (David, vd., 2010). Uygun antibiyotik
kombinasyonlarinin yapilamamasi, tedavide gecikme ve bireylerde viral infeksiyon
varlifi CA-MRSA infeksiyonlarinin prognozunu olumsuz yonde etkilemektedir
(Zetola, vd., 2005; David, vd., 2010). MRSA infeksiyonlari, hayvanlarda da
insanlardakine benzer klinik bulgularla ortaya ¢ikmaktadir. Besin zinciri yolu ile bu

etkenler insana taginacagindan hayvanlarin sagaltimi da ayr1 6nem tasimaktadir

(Baptiste, vd., 2005; Rich, 2005; Weese, vd., 2006).

Diinya' da hastane infeksiyonu etkenleri arasinda oOnemli olan MRSA’ lar,
antimikrobiyallere kars1 gelistirdikleri diren¢ mekanizmalar1 nedeniyle son yillarda
onemi giderek artmistir. Bu yiiksek diren¢ hastalar icin biiyilik risk olusturmaktadir.
Bunun sonucu olarak hastalar ya daha toksik ilag alacaklar ya da ikinci bir ilag almak
zorunda kalacaklardir. Bu da maliyeti ve yan etkileri artiracaktir. MRSA
infeksiyonlarinin sagaltiminda uygun antibiyotik se¢imi biiylik Onem tasimakta,
ozellikle bakterisid etkili antibiyotiklerin tercih edilmesi Onerilmektedir. Bu
kapsamda MRSA sagaltiminda yeni antibiyotik arayislar1 biiylik Onem arz
etmektedir. Bu c¢alisma konu iizerindeki eksik bilgiye katki saglamayi

amagclamaktadir.



1.2 S. aureus' un Virulans Faktorleri

S. aureus' un virulans: sadece antibiyotiklere gelistirdigi direngten kaynaklanmaz
bundan baska ¢ok sayida virulans faktorii bulunmaktadir. S. aureus' un virulansini
belirleyen diger faktorler ekzotoksin ve enzimler gibi ekzoproteinlerin bir grubunun
salgilanmasidir, bunlar niikleazlar, proteazlar, lipazlar, hiyaluronidaz ve kollajenazdir

(Dinges, vd., 2000).
1.2.1 Proteazlar

Hidroliz reaksiyonlari, hiicre metabolizmasinda biiylikk ©6neme sahiptir. Bu
reaksiyonlarin katalizlenmesinden proteaz enzimi sorumludur. Proteazlar, polipeptit
ve protein zincirlerinin hidrolizlenmesinden sorumlu, proteinaz veya peptidaz olarak
da adlandirilabilinen enzimlerdir. Proteazlar, besinlerle alinan proteinin, polipeptit
zincirlerindeki amid baglarim1 hidrolizleyerek pargalarlar. Proteazlar, sindirim
sisteminde bol miktarda yer almasindan dolayr ilk kesfedilen enzimlerdendir.
Proteazlar Ekzopeptidazlar (E.C.3.4.21-99), Aminopeptidazlar (E.C.3.4.11),
Dipeptidil peptidaz (E.C.3.4.14), Tripeptidil Peptidaz (E.C.3.4.14), Karboksipeptidaz
(E.C. 3.4.16-3.4.18), Serin tip proteaz (E.C. 3.4.16), Metallaoproteaz (E.C. 3.4.17),
Sistin tip proteaz (E.C 3.4.18), Peptidil dipeptidaz (E.C. 3.4.15), Dipeptidaz
(E.C.3.4.13), Omega Peptidaz (E.C. 3.4.19) olarak siniflandiriimaktadir (Rao, vd.,
1998).

1.2.2 Kollajen ve kollajenaz

S. aureus tarafindan iiretilen 6nemli bir proteaz olan ve kollajeni degrede eden
enzime kollajenaz adi verilmektedir. Okaryot canli hiicrelerinin birbirlerine
baglanmasi olayina hiicre adezyonu denir. Hiicreler ya hiicre-hiicre adezyonu ya da
hiicre baglantis1 icin fizyolojik bir ¢ati saglayan hiicre dist komponentlere
baglanirlar. Bu hiicre dis1 komponentlere hiicre disi1 matriks (ekstracellular matriks-
ECM) denir. Hiicre adezyonu ve ECM birlikteligi, doku morfolojik ve fizyolojik
gelisimi ile muhafazasi i¢in son derece elzemdir. Matrikste veya adezyonda
gerceklesen anormallikler doku isleyisini bozar ve insanda hastaliklara neden olur.
Kollajen, ECM’ de en ¢ok bulunan proteindir (Anonim, 2018). Kollajen tendon,
kikirdak, kemiklerin organik matriksi ve goziin korneasinda bulunan basit, fibriler

skleroproteindir. Memeli hayvanlarin viicut agirliginin %6’ sin1, tim viicut



proteinlerinin %30’ unu olusturmaktadir. Kollajen, dokularin dayanikliligin1 saglar,
sekillerini korur ve dokuya gerilme direnci saglar. Kollajen, ayn1 zamanda kanin
pihtilasmasinda rol oynamaktadir. Trombin proteiniyle etkilesime girerek yarayi
kapatir, kan pihtis1 zamanla biiziildiigii halde kollajen yarali doku tlizerinde yeni bir
hiicre tabakasi olusuncaya kadar yarayir ortmektedir. Kollajenin dokulardaki orani

Sekil 1’ de 6zetlenmistir (Altinigik, 2018).
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Sekil 1 Kollajenin dokulardaki orani

S. aureus’ un virulans faktorlerinden bazilar1 protein yapidadir ve hiicre duvari
yapisini olusturan peptidoglikana bagli olarak bulunurlar. Bu proteinler bakterinin,
IgG ve fibrinojen gibi kan proteinlerine veya fibronektin ve kollajen gibi
ekstraselliiler matriks proteinlerine baglanmasini saglamaktadir. Bu tip hiicre disi
matriks proteinlerine baglanan ylizey adezinlerine, adezif matriks molekiillerini
taniyan mikrobiyal yiizey elemanlar: (microbial surface component recognizing
adhesive matrix molecules; MSCRAMM) denmektedir. S. aureus’ un yapiskan
yiizey proteinlerinin amaci i¢in iki olas1 gérevi oldugu diisiiniilmiistiir. Bunlardan ilki
bakterinin kan veya doku komponentleri ile kaplanarak bagisiklik sisteminden
kacmasint  saglamak, ikincisi ise dokuya baglanmasimi kolaylagtirmaktir

(Langevelde,1998; Bien, vd. 2018).



Hemen hemen biitiin S. aureus suslari, ekzotoksinler, niikleazlar, proteazlar, lipazlar,
hiyaliironidaz ve kollajenaz gibi ekzoproteinler olustururlar. Bu proteinlerin ana
islevi, lokal olarak konak¢isi oldugu dokuda bakteriyel biiyiime i¢in gerekli besinler
ve tutunma i¢in yiizey olusturmaktir (Dinges vd., 2000; Vijayakumar vd., 2017).

Kollajenazlar, matriks metalloproteinazlardan olup, fibrillar kollajenin yikilmasindan
sorumlu en 6nemli enzimlerdir (Madlener, 1998). Matriks metalloproteinazlarin
varliginin oldugu patolojik hastaliklar kanser ve damar sertligi basta olmak iizere
artrit, nefrit, gastrointestinal iilser, peridontal hastalik, kornea iilseri, deri tlseri,
multipl skleroz, norolojik hastalik, Alzheimer, karaciger fibrozu, fibrotik akciger
hastaligi, amfizem, kan beyin bariyerinin yikilmasidir (Lambert vd., 2004). Matriks
metalloproteinazlar yapilarina, molekiil agirliklarina veya substrat 6zgiilliigiine gore
siniflandirilmaktadir. Kollajenaz saglam fibriler kollajeni, jelatinaz ise denatiire
kollajeni (jelatin) ayrica metalloelastaz ise elastini yikima wugratir. Matriks
metalloproteinazlar genellikle ¢oklu substratlar1 yikar. Yeni iiyelerin katilimi ile
stirekli genisleyen bu enzim ailesinin bugiine kadar klonlanmis ve sekanslanmis 66’
dan fazla {iyesi bulunmaktadir (Jones vd., 2003). Bu iiyeler substrat 6zgiilliiklerine
gore kollajenazlar, jelatinazlar, stromelisinler, matrilizinler, membran tipi matriks
metalloproteinazlar ve digerleri olmak tizere alti alt grupta toplanmislardir (Visse

vd., 2013; Nissinen ve Kahari, 2014).

Bakteri ayrica farmakdtikal ve tarim endiistrisinde dnemli rolleri olan proteazlar: da
tretmektedir. Bunlardan bazilar1 trombin, Kkollajenaz, katepsin, elastaz ve
kimotripsindir. Proteazlar ¢ok sayida patolojik siirecin i¢inde aktif rol
oynamaktadirlar. Artrit, timor olusumu, metastaz, infeksiyonlar ve dejeneratif
hastaliklarin bir ya da daha fazlasinin proteolitik enzim katilimi sonucunda ortaya
ciktig1 vurgulanmaktadir (Brown, 1994). Mikrobiyal proteazlar, en 6nemli hastalik
olusturma faktorlerinden biri olarak rapor edilmektedir (Jones, 1997). Calismada
kullanacagimiz S. aureus' un proteaz aktivitesinin oldugu bilinmekte ve biiyiik
proteolitik enzimler salgilamaktadir, bunlar aureolisin, serin glutamil endopeptidaz
(bir serin proteazdir), stafofain ve sistein proteazdir (Arvidson, 2000). Serin

proteazin fibrinojen-bagli proteini ile ylizey proteini A' y1 etkili bir sekilde



pargaladigi gosterilmistir (McGavin, vd., 1997; Karlsson, vd., 2001). Aureolisin ise
yiizey ile iliskili kiimelenme faktoriiniin ayrilmasindan sorumludur (McAleese, vd.,
2001). Bakteri, insan veya hayvan kanini varfarin, heparin, hirudin veya kalsiyum

selatdrleri gibi koagiilasyon inhibitorlerinin varliginda pihtilastirabilir (Much, 1908).

Bakterinin kalp kapak¢igi yiizeyinde trombositler ile etkilesimi sonucunda in vivo
ciddi sorunlar ortaya cikmaktadir, Ornegin bakterinin hem tutunma hem de
trombositleri ¢oktiirme yetenegi ile endokarditis ortaya ¢ikmaktadir (Herzberg, 1983;
Herzberg, 1990). Bununla birlikte son yillarda bakteri-trombosit etkilesimleri
konagin bir savunma mekanizmas: olarak Onerilmekte, bu mekanizma kalp
kapakgigi-tutunan organizmalar trombosit mikrobisidal proteinin uyardigi trombinin
lokal olarak elenmesi yoluyla eradike olabilir (Dankert, 1988). Memeli trombositleri
katyonik antimikrobiyal peptidlerin (CAPs) bir kismini1 ayirir, bunlara trombosit
mikrobisidal proteinler (PMPs) adi verilir, bunlar S. aureus' u da kapsayan onemli
kan-bozan patojenleri 6ldiirmektedir (Wu, vd., 1994; Yeaman, vd., 1997; Bayer, vd.,
1998; Yeaman, vd., 1998; Bayer, vd., 2000). Simdiye kadar en iyi karakterize edilen
PMP trombin-uyaran PMP-1' dir, yaklasik 8 kDa' luk peptid, zarar gérmiis veya
infekte olmus endovaskiiler yiizeylerde fizyolojik olarak stimule olan yanitta goriiliir
(Koo, vd., 1996a; Koo, vd., 1996b; Yeaman, vd., 1998; Koo, vd., 1999; Xiong, vd.,
1999; Xiong, vd., 2002). PMP-1 infektif endokarditis gibi endovaskiiler
infeksiyonlara karst konagin yanitinda anahtar rol oynamaktadir (Wu, vd., 1994;
Dhawan, vd., 1997; Yeaman, 1997; Fowler, vd., 2000; Kupferwasser, vd., 2002).

1.3  Biyofilm

Biyofilm, herhangi bir canli veya cansiz materyal ylizeyine yapisarak kendisinin
olusturdugu organik bir madde olan ekzopolisakkarid matriks i¢ine gomiilii ve ayni
zamanda hareketsiz bir bigimde birbirlerine, bir yilizeye veya bir ara ylizeye tutunmus
halde varligin1 siirdiiren mikroorganizmalarin olusturdugu topluluktur (Giindogan ve
Ataol, 2012). Biyofilm, mikroorganizmalar1 konakgisi oldugu canlinin savunma
hiicrelerinden, antibiyotiklerden, kimyasallar ve yiizey dezenfektanlarindan koruyan
ekzopolisakkarit yapida bir bariyerdir (Cucarella vd,. 2004). Infeksiyona sebep olan

bu mikroorganizmalarin, konakg¢isi oldugu canlinin igerisinde veya konakg¢inin



yasadig1r cevrelerde biyofilm iiretebilmeleri de infeksiyonun tedavisini oldukca

giiclestirmektedir (Wilkins vd., 2014).

Biyofilm, bakterilerin aglik ve kuruma gibi zorlu ¢evresel kosullara dayanmasina
saglar ve genis bir yelpazede kronik hastaliklara bu sayede neden olurlar. Bu
nedenle, bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda kalici nozokomiyal infeksiyonlarin
ana nedeninin bu oldugu disiiniilmektedir (Singh vd., 2000; Davies, 2003).
Nozokomiyal infeksiyonlarin yaklasik % 50' si kateter, kalp pili, eklem protezleri,
protezler, prostetik kalp kapakgiklari ve kontakt lensler ve benzerleri gibi medikal
tedaviler amaciyla kullanilan kalici cihazlari kullanan hastalarla sinirlidir (Piozzi vd.,
2004; Wu vd., 2015). Bu yabanci cisimler, bakteri hiicrelerinin eklenmesi igin ideal
bir ylizey saglar. Boylece implantlarin varliginda biyofilm olusumunda 6nemli bir
artis gozlenmistir (Donelli, 2001). Biyofilmler istilact bakterileri, konakgilarin
bagisiklik sistemine karsi, fagositlerin ve immiin sistemin bozulmus aktivasyonu
yoluyla korurlar ve ayn1 zamanda, konvansiyonel antibiyotiklere karsi direncini de

yaklagik bin kat arttirirlar (Roy vd., 2018).

Biyofilm gibi hiicre dis1 salgilarin stafilokoklarin patojenitesiyle iliskisi oldugu
varsayllmakta ve stafilokoklarn identifikasyonunda da kullanilan virulans
faktorlerinden biridir (Sneath, 1986). Staphylococcus cinsi bakterilerin biyofilmleri,
insanlarda cerrahi operasyonlar sirasinda ve implantlarin uygulanmasina bagli olarak
ciddi hastaliklara neden olan etkenlerdir (Cucarella vd., 2004; Schlegelova vd.,
2008). Kronik infeksiyonlarda biyofilmlerin etkisi, biyofilm olusumunda rol oynayan
genlerin karakterizasyonuna ilgiyi arttirmigtir. S. epidermidis ve S. aureus' ta
bulunan bir operon olan icaADBC gen dizisi, lineer f-1-6- N-asetil glukozaminin
uzantisina baglanarak proteinleri kodlar ve biyofilm olusumuna katilir (PIA / PNAG
olarak adlandirilir) (Cucarella vd., 2004).

Antimikrobiyal etkilerinin yani sira bazi dogal {rilinlerin oziitleri biyofilmin
olusmasini engelledigi bilinmektedir. Ancak yaygin olarak kullanilmakta olan
antimikrobiyal maddelere kars1 biyofilm igerisinde yasayan bakteriler,
yasamayanlara gore ¢ok yliksek oranda direng gostermektedir. Bu durumun nedenleri
arasinda sunlar bulunmaktadir; konak¢isinin igerisinde veya ortaminda mikrobiyal

kolonizasyon ile birlikte hiicre dis1 polimerik bilesenlerin ¢ok yogun bir sekilde



tiretilmesi, antimikrobiyal ajanlarin penetrasyonunun azalmasi, biyofilm igerisindeki
bakterilerin  olast  sinerjistik  etkilesimleri,  antimikrobiyal  direnglilik
determinantlarinin  yatay gen aktarim mekanizmalari, genotipik ve fenotipik

cesitliligin artmasidir (Carson, 2009).

Enfeksiyon hastaliklarinin sagaltiminda biyofilmlerin yeri ¢ok yeni oldugundan
farmakolojik olarak gelistirilmis ve Ozgiin bir bi¢cimde biyofilmleri temel alan
antimikrobiyal bir ajan heniliz bulunmamaktadir. Bunun disinda mevcut birgok
antimikrobiyal ajana karsi mikroorganizmalarin direng gostermesi, prosediirlerden
otiri yeni antibiyotiklerin piyasaya siirlilmesindeki kisitlayict  kosullar,
antimikrobiyal molekiillerin gelistirilmesinin yaninda, antibiyofilm stratejilerinin de

gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir (Karaca vd., 2017).

Antimikrobiyal ajanlarin etkinligi nedeniyle, glinlimiizde ¢oklu ilaca direng gelistiren
patojenlerin prevalansinda azalma goriillmektedir (Wu, 2004). Ancak yine de direng
geligtiren bakterilerde ki bu mekanizmalardan bir digeri de mikroorganizmanin
belirli bir ylizeye baglanmasiyla ekzopolisakkarit olusumu ve bir matris i¢inde
gomiilii olarak katmanlar (biyofilm) olusturmasidir (Donlan, 2002). Giiniimiizde S.
aureus’ un c¢esitli ylizeylere yapisabilme ve biyofilm olusturabilme yeteneginin
oldugu bilinmektedir. Bakterinin biyofilm olusturmasi icaADBC gen lokusunun
kodladigi polisakkarit interseliller adhesin' in (PIA) en Onemli roli tistlendigi
gosterilmistir (Donlan ve Costerton, 2002; Arciola, vd., 2015). Bu nedenle, biyofilm
iliskili infeksiyonlar1 kontrol etmek igin alternatif tedavi edici yontemleri arastirmak

bliylik 6nem arz etmektedir.

Birgok bitki icerdigi bilesiklerden dolayi ilgi ¢ekmekte (Liu, 2005) ancak az sayida
bitki antibiyofilm 0zelligi gostermektedir (Gowrishankar, 2012). Tibbi bitkiler
antimikrobiyal ajanlarin zengin bir kaynagi olarak bilinmekte olup, bir¢ok bitki
sentezledikleri ~ sekonder  metabolitler  nedeniyle  antimikrobiyal aktivite
calismalarinda kullanilmaktadir (Srivastava, vd., 1996). Yeni aktif maddelerin
arastirilmasi, ilag endiistri icin bitkisel molekiillerin veya bitkilerin {iretiminin
gelistirilmesi i¢in  tibbi bitkiler tizerindeki calismalarin hizla artmasina neden
olmustur (Poutaraud, vd., 2005). Bitki ugucu yaglar1 ve 6ziitlerinin antimikrobiyal
aktivitesi ham ve islenmis olarak bazi merhemlerin, besin koruyucularn,

farmasotiklerin, alternatif ilag ve dogal terapilerin temel bilesenini olusturmaktadir



(Hammer, vd., 1999; Digrak, vd., 2001; Poyrazoglu, vd., 2009; Karatas ve Ertekin,
2010). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tibbi bitkilerin ilaclarin en iyi kaynagi oldugunu
bildirmekte, bununla birlikte bu bitkilerin glivenligi, etkileri ve 6zellikleri i¢cin daha
fazla arastirilmasinin zorunlu oldugunu bildirmektedir (Nascimento, vd., 2000). Bu

calismada kullanacagimiz bitkiler hakkinda kisa bir bilgi agagida 6zetlenmektedir.

1.4 Bitkiler

1.4.1 Trigonella foenum-graecum L. (¢cemen otu)

Leguminoseae (Fabaceae) familyasindan olan Trigonella foenum-graecum L.
tilkemizde Cemen otu olarak, diger iilkelerde ise, fenugrec (Fransa), fieno greco
(Italya) alholva, feno-greco (Ispanya), Helba (Arapca), Methi (Hindistan, Pakistan)
olarak bilinmektedir (Suttie, 2016). Ozellikle Hindistan boyunca yetistirilmekte ve
tohumlar1 baharat, yapraklari ise sebze olarak kullanilmaktadir (Sharma, 1996; Vats,
2002). Bitkinin tohumlar1 gitogenin ve trigogenin, A vitamini, tannik asit, sabit ve
ugucu yaglar, diosjenin, alkaloidler trigonellin, trigokumarin, trigometil kumarin ve
steroid saponin icermektedir (Jayaweera, 1981; Petit, 1995). Diyabet tedavisi i¢in
geleneksel bir ilag olarak kullanilmaktadir (Basch, vd., 2003). Cemen otunun
hipoglisemi (Menczel, 1963; Ribes, vd., 1986; Sharma, 1986), hiperkolesterolemi
(Ajabnoor ve Tilmisany, 1988), antioksidan (Srinivasan, 2006; Khalaf, 2008) ve
antimikrobiyal (Wagh, 2007) gibi bir¢ok alanda 6nemi kanitlanmigtir.

1.4.2 Capparis spinosa L. (kebere)

Capparidaceae, Akdeniz bolgesinin yerli bitkisidir, Kanarya Adalar1 Atlantik kiyilari,
Fas, Ispanya, Fransa, italya, Yunanistan, Kibris, Tiirkiye ve iran’ n bir kisminda
dogal olarak yetismektedir (Zohary, 1960). Capparis spinosa Cin mutfaginda yaygin
olarak kullanilmakta olan aromatik bir bitki olup, ayn1 zamanda dondurulmus gida
olarak ta ticari dneme sahiptir (Maria, vd., 2002). Yapilan c¢alismalarda bitkinin
alkaloidler, lipidler, flavonoidler ve glukozinolatlara sahip oldugu bildirilmistir.
Dogal aroma bilesikleri, kanser Onleyici maddeler olarak ve biopestisid, siskinlik

azaltmak ve anti-romatizmal olarak diiiretikler, bobrek dezenfektani ve damar sertligi
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icin halk terapisinde kullanilmaktadir (Brevard, 1992; Proestos, vd., 2006;
Mahboubi, 2014). Bu bitkiye antioksidan Ozellikleri kazandiran etkili madde
sayisinin on kadar oldugu rapor edilmektedir. Diger bitkiler ile karsilastirildiginda bu
saymin ¢oklugu kebere bitkisinin rakipsiz oldugunu gostermektedir (Soyler, 2016).
2014 yilinda S. aureus dahil 12 bakteri ve 5 fungal mikroorganizmaya karsi inhibe

edici etkisinin oldugu rapor edilmistir (Mahboubi, 2014).

1.4.3 Picnomon acarna (L.) cass. (kili¢ dikeni)

Ulkemizde c¢adir dikeni olarak bilinmekte olan Asteraceae familyasindan olan
Picnomon acarna, Kuzey Afrika, Giiney Avrupa, Orta Asya ve Avustralya dahil pek
cok bolgede dagilim gosteren bir bitkidir (Sargin, 2013; ITIS, 2014). Tek yillik, otsu
formda gelisme gosteren bitki garik, cakilsi, bos alanlar ve yol kenarlarinda 100 m'
den 1600 m’ ye kadar olan habitatlarda yetismektedir. Yapilan fitokimyasal
aragtirmalarda yapisinda flavonoid, glikozit, 5,4'-dihidroksi-6-metoksiflavon-7-0-a-
L-ramnopiranosid-11l ile birlikte pektolinarin, linarin, gentisik asit 5-O-
glukopiranosid, homoplantagin, hiperin, hispidulin, luteolin, kuersetin ve 6,7,8-
trimetoksikoumarin bulunmustur (Laskaris, 1995). Yapilan bir c¢aligmada timor
nekrosis faktor-alfa’nin (TNF-a) inhibe edilmesinde etkin oldugu, antikonviilsan
etkisinin varlig1 (Chauhan, 1988; Bremner, 2009) rapor edilmektedir. Yoresel olarak

ise hazimsizlik, gastrit ve mide rahatsizliklarinda kullanilmaktadir (Ghasemi, 2013).

1.4.4  Pistacia terebinthus L. subsp. terebinthus (menengic)

Pistacia terebinthus (Anacardiaceae), ¢itlembik agaci, menengi¢ adi ile anilan,
kiiciik bir agac ile bir ¢ali biiyiikliigii arasinda degisen biiytikliikte (yaklasik 2-6 m),
yaygin olarak Orta Dogu ve Gliney Avrupa' da yayilis gosteren bir bitkidir. Meyve
kiiresel, panukulat veya genis obovat sekilli, yaklagik boyutu 5-6 x 4-6 mm’dir.
Tiirkiye' de oldukc¢a yaygindir (Davis, 1967). Meyve binlerce yildir Tiirkiye' nin
giineyinde diyetlerde ve mezelerde kullanilmistir. Bitkinin igeriginin tanin, regineli
maddeler ve aromatik 6zellikleri bakimindan zengin oldugu bilinmektedir (Baytop,
1984a). Menengig aperatif yiyecek ve kahve gibi i¢ecek olarak tiiketilir (Durmaz,

2011). Ulkemizde halk sagliginda yaniklarin tedavisinde, solunum ve iiriner sistem
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hastaliklarinda, astim tedavisinde, anti-enflamatuvar ve antipiretik olarak
kullanilmaktadir (Baytop, 1984b). Doymamis yag asitleri, tokoferoller, polifenoller
ve karotenoidler agisindan zengin olan bir bitkidir (Durmaz, 2011). Bitkinin meyve
Ozleri flavonoidler, apigenin, luteolin, luteolin 7-O-glukosid, kuersetin ve kaempferol
bulunmustur. Sekonder bilesikler agisindan zengin oldugundan yiiksek antioksidan,
antimikrobiyal, antienflamatuvar ve sitotoksik Ozelliklere sahip oldugu
bildirilmektedir (Abdel-Rahman ve Soad, 1975; lauk vd., 1996; Magiatis vd., 1999;
Topeu vd., 2007; Kavak, 2010).

1.4.5 Vitex agnus-castus L. (hayit)

Vitex agnus castus (VAC) Lamiaceae familyasindan olup, Akdeniz, Avrupa ve Orta
Asya' ya 0zgii, yaprak doken cali formunda bir bitkidir. Geleneksel olarak VAC
meyve 0zl, adet bozukluklari da dahil olmak {izere, adet oncesi sendrom (PMS),
corpus luteum yetmezligi, hiperprolaktinemi, kisirlik, akne, menopoz, emzirme
bozuklugu tedavisinde kullanilmaktadir. Anadolu' da halk sagliginda VAC diiiretik,
sindirim, mantar Onleyici, anksiyete, erken dogum ve karin agrilarinda
kullanilmaktadir (Baytop, 1984; Honda, vd., 1996; Claudia, vd., 2005). Ozellikle
Akdeniz olmak ilizere Asya, Avrupa ve Kuzey Amerika' da yaygin olarak yetisir
(Gardiner, 2000). VAC iridoid glikozitler (Héansel, 1959; Gomaa, vd., 1978; Gorler,
1985), flavonoidler (Sirait, 1962; Hénsel vd., 1963; Gomaa vd., 1978; Wollenweber,
1983; Hirobe, 1997; Hoberg, 2001; Arokiyaraj, 2009), fenolik bilesikler (Yasar, vd.,
2016), ugucu yaglar (Stojkovi¢ vd., 2011), terpenoidler, steroidler ve karbonhidratlar
(Arokiyaraj, 2009) ihtiva etmektedir. Hayit bitkisi Metisilin direngli Staphylococcus
aureus (MRSA), Gram negatif karbapenem direngli Acetobacter baumannii,
siprofloksasin direngli Escherichia coli ve Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae,
Salmonella Typhi, Enterococcus durans, Pseudomonas aeruginosa gibi bakteriler
tizerindeki etkisi incelenmis olup, en fazla etkiyi MRSA iizerinde gostermistir
(Ekundayo, 1990; Arokiyaraj, 2009; Ghannadi, 2012). Bitki ile yapilan antioksidan
aktivite calismalar1 sonucunda olumlu sonuglar alinmistir (Saglam, 2007,

Makhmoor, 2010).
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1.4.6 Momordica charantia L. (kudret nar)

Momordica charantia bitkisi ac1 kavun, karela, balsam armut, ya da ac1 kabak olarak
da bilinmektedir. Asya, Giiney Amerika, Hindistan, Karayip Dogu Afrika’ da yerli
halk arasinda diyabete bagli durumlarin tedavisinde kullanilan popiiler bir bitkidir
(Cefalu, 2008; Cousens, 2008). Cucurbitaceaec familyasindan olan bitki, diyabet
tedavisi i¢in yetistigi tiim bolgelerde halk sagliginda kullanilmaktadir (Abascal,
2005). Genellikle 5 metreye kadar biiyliyebilen, tirmanict ve ¢ok yillik bir bitkidir
(Lee, 2009). Bitkinin ana bilesenleri triterpen, steroid, alkaloid, inorganik maddeler,
lipid ve fenolik bilesiklerdir (Budrat, 2008; Saeed, vd., 2010). Bitki alkaloidler,
karantin, sarin, Kriptoksantin, kukurbitin, kukurbitasinler, kukurbitan, sikloartenol,
diosgenin, elaeostearik asit, eritrodiol, galakturonik asit, gentisik asit,
goyaglikosidler, goyasaponinler, guanilat siklaz Onleyicileri, gipsojenin,
hidroksitriptaminler ve daha bir¢ok bilesik igermektedir. Meyve pulpunda serbest
pektik asidi vardir (Kumar, vd., 2010). Geleneksel olarak antidiyabetik, antikanser,
anti-inflamasyon, antiviriis ve kolesterol disiiriicii etkileri bilinmektedir. Ayrica
antioksidan ve antimutajen olarak potansiyele sahip olabilecek bir¢ok fenolik bilesik
ihtiva etmektedir (Budrat, 2008; John, vd., 2010; Ozusaglam, 2013). Yaprak
Oziitlerinin genis spektrumlu antibakteriyel etki gosterdigi yapilan g¢aligmalarda

kanitlanmistir (Khan, vd., 1998; Bracaa, vd., 2008; Ozusaglam, 2013; Ghosh, 2014).

Bu calisma konusunda, metisilin direngli S. aureus bakterisine kars1 bazi bitkilerin
antibakteriyel aktivitelerinin belirlenmesi ve yiiksek antibakteriyel aktiviteye sahip
bitkilerden inhibitorlerin kazanilarak ve bu inhibitorlerin ilag sektoriinde rol oynayan
Oonemli baz1 proteazlarin farkli smiflart ile iligkisinin test edilmesi amaglanmistir.
Calisma bu konuda ki bilgi eksikligine katki saglamay1 amaglamistir. Bundan baska
bitkilerin bakterinin olusturdugu biyofilme karsi antibiyofilm etkilerinin de
belirlenmesi amaglanmis ve ¢ok sayida virulans faktoriine karsi elde edilen bilgi ile

literatiire katki saglanmasi da hedeflenmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1  Organizma

Calismada kullanilan bakteri, Refik Saydam Hifzisthha Kiiltiir Koleksiyonundan
(Ankara) temin edilmis Staphylococcus aureus RSKK 2392 susudur. Bakterinin
gelisimi 24 saat, 37 'C’ de Nutrient Broth (NB; Merck) besiortaminda inkiibe

edilerek saglanmistir.
2.2 Bitki materyalleri

Bitki meteryalleri 6 adet olup bunlar; Trigonella foenum-graecum Kastamonu ili
Doganyurt ilgesinden; Capparis spinosa, Picnomon acarna, Pistacia terebinthus,
Vitex agnus-castus, Akyaka-Akbiikk hattindan, Momordica charantia Mugla
civarindan Nisan 2018 tarihinde toplanmistir. Tiim bitkilerin teshisleri Dr. Olcay
Ceylan tarafindan yapilmis olup, Mugla Sitki Kogman Universitesi, Biyoloji
Bolimii,  Tiirkiye  herbaryumunda  saklanmistir.  Bitki  materyallerinin

identifikasyonlar1 Davis ’e gore yapilmistir (Davis, 1965).
2.3 Arac, Gerec ve Kimyasal Maddeler

Arastirmada Mugla Sitki Kogman Universitesi Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimi,
Mikrobiyal Biyoteknoloji Laboratuvarindaki arag, gere¢ ve kimyasal maddeler
kullanilmistir. Tiim kimyasal maddeler analitik saflikta olup, ¢alismada kullanilan
kimyasallar asagida belirtildigi gibidir. Mueller Hinton Broth (Merck), Mueller
Hinton Agar (Merck), Metanol (Merck), Etanol (Sigma), Amoksisillin (Oxoid),
Trimethoprim/Sulfametoksazol (Bioanalyse), Metisilin (Bioanalyse), Oksasilin
(Bioanalyse), Penisilin (Bioanalyse), Tetrasiklin (Bioanalyse), Gentamisin
(Bioanalyse), Eritromisin (Oxoid), Streptomisin (Oxoid), Kloramfenikol (Oxoid),
Sodyum Hidroksit (Sigma), Sodyum Kloriir (Sigma), Hidroklorik Asit (Merck),
Amonyum Siilfat (Sigma), Trsi-Hcl (Multicell), Trikloroasetik Asit (Merck), Blank
Disk (Bioanalyse), Brain Heart Infusion (LAB), Kristal Viyole (Merck), Asetik Asit
(Sigma), Folin-Ciocalteau Fenolik Reaktif (Carlo Erba), Kazein (Sigma), Thrombin
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(Sigma), Jelatin (Sigma), Bakir Siilfat (Merck), Sodium Karbonat (Merck), Sefadeks
G-100 (Sigma).

Calismada kullanilan aletler ise asagidaki gibidir. Inkiibatér (Niive, USA),
calkalamali inkiibator (Daihan, G. Kore), blendir (Fakir, Almanya), terazi (Seles,
Tiirkiye), soksalet (Isotex, Hindistan), ¢eker ocak (Broen, Tirkiye), mikroplate
okuyucu (Optizen, G. Kore), spektrofotometre (Optizen, G. Kore).

2.4 Kiiltivasyon

2.4.1 Antibakteriyel aktivite icin bakterinin kiiltivasyonu

Calismada kullanilan S. aureus, Mueller Hinton Broth (MHB; Merck) igeren
plaklarda 37+ 0,1 ‘C’ de 24 saat kiiltive edilerek calismalar igin aktif hale

getirilmistir.

2.4.2 Hiicre dis1 proteaz enziminin eldesi i¢cin bakterinin kiiltivasyonu

S. aureus aktif kiiltirtinden 200 ml alinarak, 2 litre Mueller Hinton Broth besiyerinde
aseptik sartlarda inokiilasyonu yapilmis ve 37 ‘C sicaklikta 24 saat siire ile
calkalamali inkiibatorde (Daihan, G. Kore) (250 rpm) gelisimi saglanmistir. Hiicre
dis1 proteaz kaynagi olarak Kullanilacak bu kiiltiir ekstraksiyon islemi i¢in hasat

edilmistir.

2.4.3 Antibakteriyel aktivite calismalari icin bitki ekstraksiyonu

Calismada kullanilan bitkiler 2-3 kez akan suda ve bir kez de steril damitik suda
yikanmustir. Taze bitkinin organlar1 havada kurutulmus ve daha sonra kuru kisimlar
blendirda (Fakir) mekaniksel olarak parcalanarak toz haline getirilmistir. Tim
materyaller 6rnek hazirlanmasina kadar oda sicakliginda ve giines almayan alanda
depolanmig, daha sonra analiz igin ihtiya¢ duyuluncaya kadar 4 °C’ de saklanmistir.
Havada kurutulmus ve toz haline getirilmis bitki organlar1 50 g olarak tartilmis
(Seles, Tiirkiye) ve bu bitki Ornekleri soksalet aparatina (Isotex, Hindistan)
yerlestirilmis ve ayr1 ayri metanol, etanol ve su ¢oziiciilerine (250 mL) konularak 4
ila 8 saat siire ile ekstrakte edilmistir. Ceker ocakta (Broen, Tiirkiye) ¢oziiciisii

ucurulan oziitler her biri kendi ¢oziiciisiinde steril falkon tiipler icerisine alinmis ve

15



kullanilincaya kadar buzdolabi sartlarinda korunmustur. Tim oOziitlerin stok

konsantrasyonlar1 250 mg/ml olarak ayarlanmustir.

2.5 Analiz Yontemleri

2.5.1 Organizmanin antibiyotik duyarhlik testi

Organizmanin antibiyotik hassasiyet testi, ticari antibiyotik diskleri kullanilarak disk
difiizyon metodu ile Mueller Hinton Agar (MHA) besiortaminda yapilmistir (Bauer
ve Kirby, 1966; EUCAST, 2014). Organizmanin gelisim turbiditesi 0,5 McFarland' a
ayarlandiktan sonra testlere tabi tutulmusglardir. Kullanilan ticari antibiyotikler;
amoksisillin (25 pg), trimetoprim/sulfametoksazol (1,25 /23,75 ug), metisilin (5 ug),
oksasilin (1 pg), penisilin (10 pg), tetrasiklin (10 pg), gentamisin (10 pg), eritromisin
(15 pg), streptomisin (10 pg) ve kloramfenikol' diir (30 pg). MHA tizerinde
gelistirilen aktif kiiltlirin lizerine ticari olarak temin edilmis referans antibiyotikler
aseptik sartlarda eklenmis ve 37 'C' de 24 saat inkiibasyona birakilmislardir.
Inkiibasyon sonras1 her diskin etrafindaki inhibisyon zon ¢aplart mm cinsinden kayit

altina alinmastir.

2.5.2 Bitkilerden proteaz inhibitoriiniin ekstraksiyonu icin uygun

¢oziiciiniin se¢ilmesi

Proteaz inhibitoriiniin maksimum ekstraksiyonunu saglayacak uygun soliisyonun
belirlenmesi igin, farkli soliisyonlar ile bitkilerin ham oziitleri hazirlanarak optimize
edilmistir. Taze bitkilerden 25 gram alinmis ve sodyum kloriiriin (%15 w/v) (Wu ve
Whitaker, 1990), sodyum hidroksitin (%0,2 w/v), hidroklorik asitin (0,05M) (Tawde,
1961), fosfat tamponunun (0,1M: pH 7) (Wu ve Whitaker, 1990) ve distile suyun 100

ml' inde ¢oziindiiriilmiistiir.

2.5.3 Bitkilerden inhibitorlerin kazanilmasi ve saflastirilmasi

Bitki materyalleri yukarida tarif edildigi sekilde uygun olarak kurutulup ve uygun
¢oziiclisii i¢inde, bir elektrikli blendir yardimi ile (100 mL' i i¢inde) bitki

materyallerinin 25 grami homojenize edilmistir, daha sonra c¢alisma 500 mL' lik

16



erlenlere aktarilmistir. Homojenat 30 dakika 150 rpm' de calkalayici iginde oda
sicakliginda inkiibe edilerek daha fazla karistirilmast saglanmistir. Daha sonra
homojenat bir tiilbent vasitasi ile filtre edilmis ve filtrat 10000 rpm' de 15 dakika +4
°‘C' de santrifiij edilerek hiicre artiklar1 uzaklastirilmistir. Tiim siiregler buzdolabi
sicakliginda gercgeklestirilmistir. Hasat edilen siipernatant kademeli olarak amonyum
siilfat (% 40, 60 ve 80) fraksiyonlarna tabi tutulmustur. Islem sonunda ¢okeltiler
tekrar kazanilarak sodyum fosfat tamponu iginde tekrar siispanse edilerek proteaz
inhibisyon aktivitesi belirlenmistir. Aktivitesi oldugu bulunan fraksiyonlar daha
sonra denemelerde kullanilmak iizere toplanmistir. Toplanmis fraksiyonlar 0,2 M
sodyum fosfat tamponu kullanilarak kapsamli bir sekilde diyaliz edilmislerdir.
Diyalizatlar Sephadex G-100 kolonunda saflagtirilmistir. Diyalizatin 10 ml' Si
Sephadex G-100 kolonuna yiiklenmistir. Bu islem 0,5 M sodyum klorid igeren 0,5 M
Tris-HCI tamponu ile 6n-dengeleme yapildiktan sonra 30 ml/h akis hizinda ayni
tampon maddesi ile eliie edilerek yapilmistir. Daha sonra eluentler, aktivite

denemelerinde kullanilmistir (Pichare ve Kachole, 1996).
2.5.4 Bakterinin hiicre dis1 proteaz enziminin ekstraksiyonu

S. aureus' un hiicre dig1 proteazt Makino vd. (1981) tarafindan tarif edilen yonteme
gore saglanmistir. S. aureus aktif kiltiiriinden alinarak (200 ml) 2 litre Mueller
Hinton Broth besiyerine inokiile edilmis ve 37 ‘C sicaklikta 24 saat siire ile
calkalamali inkiibatorde (250 rpm) gelisimi saglanmustir. Inkiibasyon sonunda kiiltiir,
oda sicakliginda 10 dakika stire ile 9000 rpm' de santrifiijlenerek hasat edilmis, daha
sonra 0,22 um' lik filtrelerden gegirilerek filtre edilmistir. Siipernatant, +4 "C sicaklik
altinda bir Ornek sisesinde depolanmistir. Calismalar sirasinda filtre edilen bu
solusyonlardan (0,5 mL) alinarak ve 1,5 mL' lik fosfat tamponu- tuz tamponu
icindeki substrat ile pH 7,2 ve 37 “C' de 2 saat inkiibe edilmistir. Trikloroasetik asit
ile reaksiyon durdurulduktan sonra siipernatantlarin absorbans degerleri sahide karsi
okunmustur ve standart egriden yola cikilarak hiicre dis1 proteaz aktivitelerinin

hesaplamalar1 yapilmistir. Sahit olarak fosfat tamponu-tuz soliisyonu kullanilmigtir.

2.5.5 Invitro antibakteriyal aktivitenin saptanmasi

Antibakteriyel aktivite ¢alismalari Kirby-Bauer metodu kullanilarak yapilmistir.

Bitki 6ziitlerinin konsantrasyonlar1 250 mg/ml olarak ayarlanmis olup, disk difiizyon
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yontemi ile test edilmistir. Caligmada kullanilan organik ¢oziiciiler etanol, metanol
ve sudur. Bakteri, Mueller- Hinton Agar plaklarinda (MHA, Merck) 37 “C’ de 24
saat inkiibasyon ile gelistirilmistir (Bauer, 1966). Calismalar i¢in kiiltiir Mueller-
Hinton Broth besi ortaminda 37 °C’ de 24 saat gelistirildikten sonra bulaniklig1 0.5
McFarland’ a (1,5x108 cfu/ml) ayarlanarak kullanilmistir. Aktif test organizmasindan
0,1 mL alinarak plaklara aseptik sartlarda inokiile edilmistir. Bos disklere (6mm)
(Bioanalyse) 30 ul bitki oziitlerinden emdirildikten sonra plak ylizeyine aseptik
sartlarda yerlestirilmistir. Inkiibasyon siiresi sonrasinda inhibisyon zon ¢aplar1 mm
cinsinden kayit altina alimmistir. Negatif kontrol olarak etanol, metanol ve su, pozitif
kontrol olarak ise kloramfenikol (30 pg) ve penisilin (10 pg) antibiyotikleri
kullanilmigtir. Denemeler ii¢ tekrarli ve paralel olarak gergeklestirilmis, elde edilen

degerler ortalama olarak verilmistir.

2.5.6 Bitki oziitlerinin minimum inhibitor = Kkonsantrasyonlarimin

saptanmasi (MIC)

Calismada antibakteriyel aktivite olarak bitki oOziitlerinin minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MIC) degerleri saptanmistir. MIC, sivi dilisyon metodu
kullanilarak yapilmistir. MIC degeri, inkiibasyon sonrasi gelisimi inhibe eden en
diisiik konsantrasyon olarak alinmistir. Denemelerde kullanilan aktif kiiltiirlerin
bulaniklig1 0,5 McFarland’ a ayarlanmistir. Tiim denemeler 2 ml’ lik Mueller-Hinton
Broth besiortaminda gerceklestirilmistir. Antibakteriyel aktivite gosteren bitki
Oziitlerinin minimum inhibitor konsantrasyonunu belirlemek amaci ile 13000; 6500;
3250; 1625; 812,5 pg/ml konsantrasyonlarinda seri dillisyonlar hazirlanmis ve
bunlarin her birine aktif bakteri kiiltiiriinden esit miktarda (100 ul) inokulasyon
yapilmigtir. Tiim denemeler 37 ‘C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmis ve bu siire
sonunda MIC degerleri belirlenmistir (Mazzanti vd., 2000; Devienne ve Raddi, 2002;
EUCAST, 2014).

2.5.7 Bitki oziitlerinin minimum bakterisidal konsantrasyonlarinin

saptanmasi1 (MBC)

MBC degeri, MIC degerleri belirlendikten sonra bulaniklik olmayan onceki 2. ve 3.

tiiplerden antibiyotiksiz besiyerine pasaj yapilmistir ve % 99,9 iiremeyi sonlandiran
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en diisiik Oziit konsantrasyonu belirlenerek kayit altina alinmasiyla saptanmistir

(Schwalbe, 2007; Battu, 2010; Omar, 2010).

2.5.8 Antibiyofilm denemeleri

Deneyde 96-gozlii diiz dipli polistiren titre plakalart kullanilmistir. Her oyuk 100 pl
steril Brain Heart Infusion (BHI) Broth ve 50 pul gecelik kiiltiir ile doldurulmus ve
ardindan farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis bitki 6zitleri (13000; 6500; 3250;
1625; 812,5 ug/mL) 150 pl eklendikten sonra 37°C, 24 ile 48 saat kadar inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda plakalar dnce hafifge fosfat tamponlu tuzlu su ile ii¢
kez yikanmig ve ardindan iki kez distile su ile iyice yikandiktan sonra, zayif yapisan
hiicreler yapigsmayan hiicrelerden arindirilmistir. Havada kurumaya birakildiktan
sonra, yapiskan biyofilm tizerine % 0,4 (w/v) Kristal viyole ¢ozeltisinden 200 pl
eklenip 10 dakika bekletilmistir (Saad, 2014). Mikroplate absorbans okuyucusu
(Optizen, G. Kore) ile 570 nm' de absorbanslar1 (ODs7o) 6lgiilmiistiir.

Antibiyofilm sonucu hesaplamasi agsagidaki formiilden yapilmistir.

Antibiyofilm aktivitesi = [ 1- (ODsz7 6rnek / ODs7o kontrol) ] x 100

2.5.9 Proteaz aktivitesinin saptanmasi

0,1 ml ham enzim 6ziitii 5 ml kazein ¢6zeltisi (0,05 M Tris tamponu iginde pH 8’de
% 0,6 w/v olacak sekilde) igine eklenerek 37 °C' de 10 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda reaksiyon 0,11 M trikloroasetik asit (TCA), 0,22 M NaCl ve
0,33 M asetik asit ihtiva eden ¢ozeltilerden (1:2:3) toplamda 5 mL ilave edilerek
durdurulmustur. Bulanik soliisyondan 5 mL alinip filtre edildikten sonra, 1 ml alkali
cozelti eklenip kansitirilmig, reaksiyon 10 dakika bekletildikten sonra Folin
Ciocalteau fenolik reaktifinden 0,5 mL eklenmistir. 30 dakika sonra 750 nm' de
spektrofotometrede (Optizen, G. Kore) absorbans degeri Ol¢iilmiistiir. Proteaz
aktivitesi i¢in standart olarak L-tirozin soliisyonu (0,20 mg/ml) kullanilmistir.
Proteaz aktivitesi birimi 37 °C sicaklikta 10 dakika icinde tirozinden 1 pmol iiretmek
icin gerekli enzim miktar1 olarak tanimlanmis olup, spesifik aktivite pmol/dak/mg

protein olarak ifade edilmistir (Adeola, vd., 2012).
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2.5.10 Bitki inhibitoriiniin proteaza inhibitor etkisinin saptanmasi

Bu islem ig¢in 0,05 M Tris tamponu i¢inde kazein solusyonu (% 0,2-1 wi/v)
hazirlanmis olup, bu solusyona % 3,5' luk (w/v) bitki 6ziitlinden 0,1 ml (inhibitor
olarak) ve ham proteaz ekstraktinin 0,1 ml' sinin eklenmesi ile pH 8' de ve reaksiyon
karistmi 10 dakika boyunca 37 “C sicaklikta inkiibe edilerek gergeklestirilmistir.
Inkiibasyon sonunda reaksiyon 0,11 M trikloroasetik asit (TCA), 0,22 M NaCl ve
0,33 M asetik asit ihtiva eden ¢ozeltilerden, toplamda 5 mL ilave edilerek
durdurulmustur. Bulanik soliisyondan 5 mL alinip filtre edildikten sonra, 1 ml alkali
cozelti eklenip karistirilmis, reaksiyon 10 dakika bekletildikten sonra Folin
Ciocalteau fenolik reaktifinden 0,5 mL eklenmistir. 30 dakika sonra 750 nm' de
spektrofotometrede (Optizen, G. Kore) absorbans degeri Olgiilmiistiir. Calisma
inhibitorsiiz olarak ta tekrarlanmistir. Calismada fenilmetil sulfonil florid (PMSF)
pozitif inhibitér olarak kullanilmistir (Makino vd., 1981).

2.5.11 Bitki inhibitoriiniin trombine inhibitor etkisinin saptanmasi

Bu denemelerde 0,1 M Tris-HCI tamponu i¢inde (pH 7,5) 1 mg/ml trombin igeren
stok solusyon hazirlanmis ve once 10 pug/ml solusyondan 100 pl, saf inhibitor
solusyonundan (0,27 mg/ml) 100 pl ile 37 ‘C' de 10 dakika &n-inkiibasyona
birakilmigtir. Karigima %1' lik (w/v) kazein solusyonundan 200 pl ilave edildikten
sonra 37 °C' de 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 2,5 ml alkali ¢zelti
eklenip karigtirilmig, reaksiyon 10 dakika bekletildikten sonra Folin Ciocalteau
fenolik reaktifinden 0,5 mL eklenmistir. 30 dakika sonra 750 nm' de

spektrofotometrede (Optizen, G. Kore) absorbans degeri 6l¢iilmiistiir.

2.5.12 Bitki inhibitoriiniin kollajenaza inhibitor etkisinin saptanmasi

Kollajenaza inhibitor aktivitesinin belirlenmesi amaci ile yapilan denemelerde,
substrat olarak %]1' lik jelatin kullanilmistir. Soguk deiyonize suda hazirlanmis 1
mg/ml kollajenaz denemeler i¢in dnceden hazirlanarak 0,27 mg/ml saf inhibitor ile
kollajenazin 1 ml' si 37 "C' de 10 dakika 6n- inkiibasyona birakilmistir. Reaksiyon
karistmina %1' lik jelatinin 2 ml' si eklenmis ve 37 ‘C' de 10 dakika daha inkiibe
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edilmistir. Reaksiyon 0,44 M TCA kullanilarak sonlandirilmig ve ardindan Folin
Ciocalteau fenolik reaktifinden 0,5 mL eklenmistir. 30 dakika sonra 750 nm' de

spektrofotometrede (Optizen, G. Kore) absorbans degeri 6l¢iilmiistiir (lan, 2001).

2.5.13 Toplam protein tayini ve standart egrinin hazirlanmasi

Toplam protein miktart Lowry ve arkadaglar1 (1951) tarafindan tarif edilen yontem
kullanilarak belirlenmistir. Calismada standart olarak bovin serum albiiminin
Onerilen konsantrasyonlar1 calisilmistir. Bu metod alkali bakir iyonu ile biiiret
reaksiyonu veren proteinlerin, daha ileri bir reaksiyonla icerdikleri tirozin ve
triptofan kalintilarinin fosfomolibdik ve fosfotungustik asit reaktiflerini indirgemeleri
esasina dayanmaktadir. Ornek ve standart tiiplerine 1 ml protein ¢dzeltisi ve standart
¢ozeltiler, kor tiipine de 1 ml saf su koyulmustur. Tim tiiplere 3 ml C reaktifi
eklenmistir. Reaktiflerin igerikleri asagida verilmistir. Oda sicakliginda 30 dakika
bekletildikten sonra tiim tiiplere 300 pl Folin-Fenol reaktifi vortekslenerek
eklenmistir. 45 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra absorbanslar 660 nm’de

sahide kars1 okutulmustur. Sahit olarak fosfat tamponu-tuz soliisyonu kullanilmustir.

A reaktifi % 2 NayCOs3 NaOH % 0,16 Na-tartarat
B reaktifi % 4 CuS0O4.5H,0
C reaktifi 100 oraninda A reaktifi 1 oraninda B reaktifi
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1.  Staphylococcus aureus’ un antibiyotik direng¢ profili

Staphylococcus aureus RSSK 2392’nin antibiyotik direng profilini belirlemek amaci
ile yaptigimiz denemelerde 12 adet ticari referans antibiyotik kullanilmistir. Bu
calismadan elde edilen sonuglar incelendiginde, bakterinin ¢oklu antibiyotik
direncine sahip oldugu saptanmustir. Direng belirlenen antibiyotikler; ampisilin,
oksasilin ve metisilin’dir. Bu ¢alisma sonucunda S. aureus susunun metisilin direncgli

oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Staphylococcus aureus’ un antibiotik direng profili

Antibiyotik Grubu Inhibisyon zon cap:
(mm)

Nalidiksik asit Minor 8
Tetrasiklin Genis spektrum 19
Ampisillin Genis spektrum -
Vankomisin Gram pozitif 20
Gentamisin Minor 14
Penisillin Gram pozitif 17
Kloramfenikol Genis spektrum 16
Novobiyosin Gram pozitif 12
Eritromisin Gram pozitif 20
Streptomisin Genis spektrum 12
Oksasillin Genis spektrum -
Metisillin Gram pozitif -

(-): inhibisyon yok

3.2.  Farkh bitkilerin antibakteriyel aktiviteleri

Metisilin direngli S. aureus (MRSA)’a kars1 farkli bitkilerin 6ziitleri hazirlanmis ve
antibakteriyel aktivite calismalarinda kullanilmistir. Bu c¢alismadan elde edilen
veriler dikkate alindiginda; tiim bitkilerin sulu oziitlerinin antibakteriyel aktiviteye
sahip olmadigi saptanmistir. Etanol oziitleri incelendiginde ise sadece Vitex cinsine
ait Oziitlerin antibakteriyel aktivite gosterdigi (8 ve 9 mm) belirlenmistir. Metanol

oziitlerine bakildiginda ise, Pistacia ve Vitex oziitlerinin antibakteriyel aktiviteye
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sahip oldugu saptanmistir. En yiiksek antibakteriyel aktiviteye Vitex bitkisinin

cigeklerinden ve metanol 6ziitiinden elde edilmistir (12 mm) (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. MRSA’ a karsi farkl bitkilerin antibakteriyel aktiviteleri

Oziitlerin inhibisyon zon ¢aplar

Bitki (mm)
EE ME SE
Capparis spinosa (G-Y ) - - -
Picnomon acarna (G-Y) - -
Pistacia terebinthus () - 8 -
Trigonella foenum-graecum (G-Y) - - -
Vitex agnus castus (G-Y) 8 8 -
Vitex agnus castus (C) 9 12 -

Momordica charantia -

G-Y: Govde — Yaprak; Y: Yaprak; C: Cicek; EE: Etanol 6ziti; ME:

Metanol 6ziitii; SE: Sulu 6ziitii; (-): inhibisyon yok

3.3.  Farkh bitkilerin minimum inhibitér konsantrasyonlar1 (MIC)

Calismamizda antibakteriyel aktivite olarak

ayrica

minimum

inhibitor

konsantrasyonlar1 da belirlenmistir. Antibakteriyel aktiviteye sahip bitki Oziitlerine

MIC testi yapilmis olup, bu calismadan elde edilen veriler dikkate alindiginda, en

diisiik MIC degerinin 3250 pg/ul ile Vitex agnus-castus’un ¢igek etanol oziitiine ait

oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Farkl bitkilerin minimum inhibitér konsantrasyonlari

Oziitiiler (ug/ml)

Bitki EE ME SE
Capparis spinosa (G-Y ) nt nt nt
Picnomon acarna (G-Y) nt nt nt
Pistacia terebinthus () nt 6500 nt
Trigonella foenum-graecum (G-Y) nt nt nt
Vitex agnus castus (G-Y) 6500 O] nt
Vitex agnus castus (C) 3250 6500 nt
Momordica charantia nt nt nt

G-Y: Govde — Yaprak; Y: Yaprak; C: Cicek; nt: Test edilmedi; EE: Etanol
ozitli; ME: Metanol 6ziitii; SE: Sulu 6ziitii; (-): denenen konsantrasyonlarda

inhibisyon belirlenmemistir
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3.4.  Farkh bitkilerin minimum bakterisidal konsantrasyonlar1 (MBC)

Antibakteriyel aktivite testlerinden bir digeri de minimum bakterisidal
konsantrasyonunun belirlenmesidir. Bu c¢alisma sonucunda elde edilen veriler
Cizelge 3.4’ de 6zetlenmistir. Buna gére MRSA kiiltiiriine kars1t MIC degeri bulunan
bitkiler denenmis ve MBC degerleri saptanmistir. En diisitk MBC degeri 6500 pg/ul
ile Vitex agnus-castus ¢icek oziitiinden elde edilmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Farkh bitkilerinin minimum bakterisidal konsantrasyonlar1 (MBC)

Oziitler (ng/ml)

Bitki EE ME
Pistacia terebinthus () nt 13000
Vitex agnus castus (G-Y) 13000 nt
Vitex agnus castus (C) 6500 13000

G-Y: Govde — Yaprak; Y: Yaprak; C: Cigek; nt: Test edilmedi;
EE: Etanol 6ziitii; ME: Metanol 6ziiti

3.5.  Farkh bitkilerin antibiyofilm aktivitesi

MRSA’ un biyofilm olusturma etkisine kars1 bitki Oziitlerinin inhibisyon etkisinin
saptanmast amaci ile antibiyofilm c¢alismalar1 yapilmis ve bu calisma igin
antibakteriyel aktiviteye sahip olan bitkiler segilmistir. Bu g¢alismada kullanilan
bitkilerin konsantrasyonlar1 26000, 13000, 6500 ve 3250 pg/ml olarak uygulanmustir.
Calismadan elde edilen veriler dikkate alindiginda, Vitex agnus-castus bitkisinin
govde-yaprak oziitlerine ait etanol 6ziitiiniin %76 inhibisyon yaptig tespit edilmistir.
Bu ¢alismadan ¢ikan diger bir sonug ise, tiim bitki oziitlerinin metisilin direngli S.
aureus’ un olusturdugu biyofilm aktivitesine kars1 yliksek oranda inhibisyona sahip

oldugunun belirlenmesidir (Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.5. Farkh bitkilerin MRSA’a kars1 antibiyofilm aktiviteleri

Bitkiler

Konsantrasyonlar (ug/ml)

13000 6500 3250

Inhibisyon oranlari (%)

Vitex agnus castus (C), metanol oziiti 69,5 73 72,5
Vitex agnus castus (C), etanol 6ziitii 70,5 74,5 74
Vitex agnus castus (G-Y), metanol 6ziiti 77 79 75
Vitex agnus castus (G-Y), etanol 6ziitii 64,5 77 76
Pistacia terebinthus (), metanol 6ziitii 74 70,5 65

G-Y: Govde — Yaprak; Y: Yaprak; C: Cicek

Farkli bitkilerin antibiyofilm aktiviteleri belirlendikten sonra metisilin direngli S.
aureus’ un yiizeye baglanma indeksleri belirlenmistir. Bu c¢alisma verileri
incelendiginde en diisik baglanmanin Vitex agnus-castus bitkisinin govde
yapraklarina ait metanol oziitiinde ve bu degerin 0,11 oldugu saptanmstir. En ytliksek
yiizeye baglanma indeksi ise Pistacia terebinthus yaprak metanol 6ziitiinde ve Vitex

agnus-castus bitkisinin govde yapraklarina ait etanol 6ziitiinde (0,18) bulunmustur

(Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. Metisilin direngli Staphylococcus aureus' un yiizeye baglanma indeksi

Konsantrasyonlar (ug/ml)

Bitki oziitleri 13000
Vitex agnus castus (C), metanol oziitii 0,15
Vitex agnus castus (C), etanol o6ziitii 0,15
Vitex agnus castus (G-Y), metanol 6ziiti 0,12
Vitex agnus castus (G-Y), etanol 6ziitii 0,18
Pistacia terebinthus (), metanol 6ziitii 0,13

6500
0,14
0,13
0,11
0,12
0,15

3250
0,14
0,13
0,13
0,12
0,18

Staphylococcus aureus baglanma indeksi = 2,13

3.6.  Bakterinin toplam protein ve proteaz aktivitelerinin saptanmasi

Jel filtrasyon kromotogrofisi ¢aligmalar1 sonucunda elde edilen veriler dikkate

alindiginda; tiim fraksiyonlarda toplam protein miktar1 belirlenmistir. Fraksiyon 8
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ve 10 arasinda yiiksek toplam proteinleri saptanmistir. Ancak en yiiksek toplam

protein tayini fraksiyon 9° da belirlenmistir (Sekil 3.1).

0,25

o
(]

0,15

o
[

0,05
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Fraksiyonlar

Sekil 3.1. Fraksiyonlarin toplam protein sonuclar: (660 nm)

Jel filtrasyon g¢alismalar1 sonucunda elde edilen tiim fraksiyonlara toplam proteaz

aktivitesi tayini yapilmistir. Bu ¢alismalardan elde edilen veriler dikkate alindiginda

yiiksek proteaz sonucglarmin saptandigi fraksiyonlar 6 ila 8 fraksiyonlar: arasinda

olmustur. En yiiksek proteaz aktivitesi ise fraksiyon 8’ de saptanmigtir (Sekil 3.2).

o
e
—
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Fraksiyonlar

Sekil 3.2. Fraksiyonlarin toplam proteaz sonuclari (280 nm)
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3.7.  Bitki inhibitoriiniin proteaza inhibitor etkisinin saptanmasi

En yiiksek biyolojik aktiviteye sahip Vitex-agnus castus bitkisinin inhibitorii elde
edilmis ve bu inhibit6riin bakteriden elde edilen proteaza inhibisyon etkisi Cizelge
3.7 ve Sekil 3.3” de verilmektedir. Bu ¢alismalar sonucunda proteazin en fazla inhibe

edildigi fraksiyonlar 2, 35, 36, 37, 38 olmustur (Sekil 3.3).

Cizelge 3.7. Bitki inhibitoriiniin proteaza inhibisyon etkisi

Toplam Bitki Kontrol % inhibisyon % inhibisyon
proteaz inhibitorii (PMSF) (inhibitorlii) (kontrol)
0,27 0,26 0,26 2,64 2,26

01
—+— Eliientler
0,08
0,07
0,08
0,05

0,04

0 1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 11 12 13 14 15 16 17 1B 19 20 21 22 23 24 25 26 27 2B 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 38 W0

Sekil 3.3. Vitex bitkisine ait inhibitoriin bakteri proteazina inhibitor etkisi

3.8.  Bitki inhibitoriiniin trombine inhibitor etkisinin saptanmasi

Vitex-agnus castus’ a ait inhibitoriin trombin {izerine -etkisinin incelendigi
calismalarda, bitki inhibitorii sonuglarinin pozitif kontrol olan fenilmetil sulfonil

florid (PMSF)’ den daha iyi sonug verdigi saptanmistir (Cizelge 3.6).
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Cizelge 3.6. Bitki inhibitériiniin trombin iizerine etkisi (U/ml)

Bitki ve kontroller

o ] Pozitif kontrol  Negatif kontrol
Aktivite Vitex-agnus castus (PMSF) (inhibitorsiiz)

u/ml 0,18 0,08 0,23

Vitex bitkisine ait saflagtirilmis inhibitor fraksiyonlarmin trombine etkisinin
incelendigi ¢alismalar sonucunda ise, farkli fraksiyonlarda yiiksek anti-trombin etkisi
elde edilmesine ragmen, en yiiksek anti-trombin etkisi fraksiyon 8’ den saptanmistir

(Sekil 3.4).
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Fraksiyonlar

Sekil 3.4. Bitki inhibitoriine ait fraksiyonlarin trombin iizerine etkisi

3.9.  Bitki inhibitoriiniin kollajenaza inhibitor etkisinin saptanmasi

Bu c¢alismada Enterecoccus faecalis pozitif kontrol, Vitex agnus-castus Dbitki
inhibitorii ve S. aureus ise kollejenaza karsi kullanilan kaynaklardir. Her tgii ile de
kollejanaz aktiviteleri belirlenmistir. Bitki inhibitoriiniin Kollajenaza inhibitor etkisi
karsilastirildiginda, pozitif kontrol olan Enterecoccus faecalis’ den ve S. aureus’ dan

yiiksek bulunmustur (Cizelge 3.7).
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Cizelge 3.7. Bitki inhibitoriiniin kollojenaza etkisi (u/ml)

Enterecoccus faecalis Vitex agnus-castus Staphylococcus aureus
(pozitif kontrol)
0,42 0,96 0,87

Vitex bitkisinden saflastirilmis tiim fraksiyonlarin kollajenaza etkisini belirlemek
amaciyla ylriitiilen ¢alismalar sonucunda, elde edilen veriler incelendiginde en
yiiksek inhibisyon fraksiyon 15 ve 16’ dan elde edilmistir. En yiiksek anti-kollojenaz
aktivitesi ise fraksiyon 16’ dan elde edilen degerdir ve pozitif kontrol olarak

kulladigimiz E. faecalis’ in aktivitesinden ¢ok yiiksek bulunmustur (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Bitki inhibitorii fraksiyonlariin kollojenaza etkisi
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4. TARTISMA VE SONUC

S. aureus, bir dizi enfeksiyoz hastaliga neden olan firsat¢1 bir patojendir ve
hem hastane hem de toplum sagligi hizmetlerinde 6nemli bir endise kaynagidir.
Tedavi secenekleri ilaglara direngli suslarin artmasiyla giderek daha smirli hale
gelmektedir (Thati vd., 2011). Giiniimiizde S. aureus sadece metisiline degil
vankomisin, sefiksimi de kapsayan ¢ok sayida antimikrobiyal ajanlara kars1 direng
gelistirmeye baglamistir (Hiramatsu, 1998; Tarai vd., 2013) ve tedavisi zorlasmistir
(Machado, vd., 2003). S. aureus firettigi enzimler, toksinler ve diger bilesikler
sayesinde hastaliga neden olabilir. Hiicre membranin gecirgenligi ve genetik
faktorleri (El-Astal, vd., 2005) sayesinde ¢ogu durumda canliligin1 devam ettirebilir.
Baz1 bilesikler (6rnegin flavonoidler, alkoloidler, taninler ve terpenoidler) ise etkili
olabilir (Ulubelen, vd., 1994). Oregin 1,8-cineole icin hareket mekanizmasi; bu
fenolik bilesik bakteri membranini gegtiginde, membran enzimleri ve proteinler ile
etkilesime girer, hiicresel aktiviteyi etkileyen protonlarin ters akisina neden olabilir
(Davidson, 2001). Bundan bagka alfa-pinen gibi esansiyel yag ana bilesenlerinin
antimikrobiyal aktivitesi lizerine yaymlanmis ¢alismalarda bulunmaktadir (Stojkovic
vd., 2008). Ilaveten S. aureus' un biyofilm olusturmas: énemli bir sorundur ¢iinkii
bakteri konak¢1 savunma sistemlerinden ve antimikrobiyal ajanlardan kacabilir, bu
da kronik enfeksiyonlara yol acar ve tedaviyi iyice zorlastirmaktadir (Harris vd.,
2016; Sivaranjani vd., 2017).

Cogu mikrobiyal infeksiyonun karmasikligindaki artis ve konvansiyonel tedaviye
kars1 olusan diren¢ nedeni ile aragtirmacilar infeksiyonlarin tedavisi igin alternatifleri
belirlemeyi istemislerdir. Bitki ekstreleri ve bitkilerden izole edilen diger biyolojik
aktif bilesikler, eski ¢aglardan beri hastaliklarin tedavisinde genis ilgi gérmiistiir
(Tamilvanan, vd., 2008; Ru vd., 2014). Bitkiler tarafindan sentezlenen c¢oklu
doymamis yag asitlerinin, bakteriyel patojenlere kars1 alternatif bir ila¢ olarak hizmet
ederek, konak¢imin metabolik, immiinolojik fonksiyonlari etkiledigi bildirilmistir
(Praveen, vd., 2010). V. agnus-castus' un fitokimyasal analizi iizerine ¢alismalar
sonucunda, ana komponentlerin 1,8 sineol (8.24%), propenamid (6.07%), karyofillen
(5.56%), bisiklogermakren (5.51%), sabinen (5.37%), N-(4- florofenil)-maleimid
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(5.28%), trans-p-farnesen (4.45%), alfa-pinen (3.98%) olarak tespit edilmistir (Tin,
vd., 2017).

Bu ¢alismada, Pistacia terebinthus bitkisinin ¢i¢cek metanol oziitii S. aureus’ a karsi
denenmis ve en yiiksek inhibisyon zonu 12 mm olarak elde edilmistir (Cizelge 3.2).
Durak ve Ugak (2015) Pistacia terebinthus ile yaptiklari ¢alismada antibakteriyel
aktiviteyi 7-12 mm arasinda bulmustur. Ghalem ve Mohamed (2009) Pistacia ile
yaptiklar1 ¢calismada 100 mg/ml ugucu yagin S. aureus’ a kars1 gosterdigi aktiviteyi 8
mm olarak bildirmistir. Gkogkaa vd., (2013) Pistacia yagi ile ¢alismiglar ve 16 mm
inhibisyon zon ¢api rapor etmislerdir. Keles vd., (2001) yaptiklar1 c¢alismada S.
aureus’ a kars1 bitkinin inhibisyon zonunu 10 mm seklinde vermislerdir. Literatiirden

saglanan bu sonuglar bizim ¢aligmalarimiz ile uyumludur.

Vitex bitkisi farkli oOziitleri ile yaptigimiz antibakteriyel aktivite caligmalar
sonucunda ise, S. aureus’ a karst 8 ile 12 mm arasinda inhibisyon zon caplari
saptanmustir (Cizelge 3.2). Triveni vd. (2016), Vitex negundo’ nun farkli 6ziitlerini
MRSA’ ya kars1 ¢alismiglar ve metanol 6ziitiinden 12 mm zon tespit ederken, n-
hekzan o6ziitiinden 19 mm zon bulmuslardir. Kamruzzaman ve ark. (2013), Vitex
negundo bitki kisimlarmin metanol ve etil asetat Oziitlerinin etkin antibakteriyel
aktiviteye sahip oldugunu ortaya koymuslardir. Moghadam vd. (2010), Vitex pseudo
negundo ile ¢alismislar ve 0,45 ve 0,35 g/ml konsantrasyonlari i¢in sirasi ile 13 ve 12
mm zon bildirmislerdir. Bazi yazarlar Gram pozitif bakterilerin Gram negatif
bakteriler ile karsilastirildiginda ugucu yaglara biraz daha duyarli oldugunu
bildirmislerdir (Rabe ve Staden, 1997; Ali-Shtayeh, vd., 1998; Canillac ve Mourey,
2001; Dermetzos ve Perdetzoglou, 2001). Ugucu yaglarin ana etki alani bakteriyel
membran oldugu g6z Oniine alindiginda (Di Pasqua, vd., 2007), Gram negatif
bakterilerin membran yapisindaki farkliliklar nedeniyle Gram pozitiften daha direngli
olacagini1 varsaymak mantiklidir (Cloete, 2003). Ancak, hiicre zarinin bozulmasi hem
Gram negatif hem de Gram pozitif bakteriler i¢in gdsterilmistir (Singh, vd., 2007) ve
Gram negatiflerin inhibisyonunda sadece bir zaman gecikmesinin oldugu O6ne
stiriilmiistiir (Fisher ve Phillips, 2008). Buna ek olarak, ugucu yaglar birden fazla
etki gosterebilir (Burt, 2004) ve Gram negatiflerin dis yapisinin biyositler igin ¢esitli
diren¢ mekanizmalarina sahip oldugu bilinmektedir (Cloete, 2003).

Calismamizda, Pistacia metanol oOziitiinin MIC degeri 6500 pg/ml olarak
saptanmistir (Cizelge 3.3). Literatiire bakildiginda, Ghalem ve Mohamed (2009)
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Pistacia ile yaptiklar1 ¢alismada S. aureus’ a karst MIC degerini 1-10 pg/ml olarak
bildirmislerdir. Azizian vd. (2013) yaptiklar1 ¢alismada, Pistacia’ nin S. aureus’a
kars1 MIC degerinin 204,67 ug/ml olarak rapor etmislerdir. Gkogkaa vd., (2013)
Pistacia yagi ile ¢alismislar ve MIC degerini % 0,75 (v/v) olarak bildirmislerdir.
Keles vd. (2001) yaptiklar1 ¢alismada, S. aureus’ a karsi bitkinin MIC degerini 2
mg/ml olarak vermislerdir. Haloui vd. (2015) yaptiklar1 ¢alismada, P. lentiscus ugucu
yagimin MIC degerini % 0,5, MBC degerini ise % 2 olarak raporlamiglardir. Bazi
arastirmacilar, test edilen ugucu yagin ve antimikrobiyal aktivitenin igerisinde bol
bulunan kimyasal yapilar ile iligkili oldugunu bildirmislerdir. Pistacia tiirleri gibi
fenolik bilesikler agisindan zengin olan esansiyel yaglarin yiiksek diizeyde
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu yaygin olarak bildirilmistir (Marner vd.,
1991; Kubo vd., 1993; Ben Douissa, 2005). Bu goriilen aktivite farkliliklarinin
bitkilerin igerdigi etken maddelerin oranindaki degisimlere bagli olabilecegi ve etken
maddelerin iz diizeylere kadar diisebilecegi bildirilmektedir (Sivropoulou, vd., 1996).
Bazi aragtirmalarda da belirtildigi gibi bitki ekstrelerinin farmakolojik yonden
aktivitelerinin smirli olusunun nedeni soksalet ile elde edilen ekstrelerin saf halde
bulunmamasi ile ilgili olabilir. Bu durumda, saflastirma islemleri ile daha giiclii
etkiye sahip bilesiklerin elde edilmesi gerekmektedir (Rabe ve Staden, 1997; Fabry,
vd., 1998).

Vitex ile yaptigimiz MIC ¢alismalar1 sonucunda MRSA’ ya kars1 en diisiik inhibisyon
degeri etanol 6ziitiinden 3250 pg/ml olarak saptanmig, MBC degeri ise 6500 pg/ml
olarak bulunmustur (Cizelge 3.3. ve 3.4). Loahaprapanon vd. (2018), Vitex glabrata
ile ¢alismislar ve MRSA icin MIC degerini 1000 pg/ml olarak raporlamislardir.
Stojkovic vd. (2011), Vitex agnus-castus meyve ve yapraklarin ugucu yaglari ile
calismislar ve S.aureus icin her ikisinde de MIC degerini 219 pg/ml, MBC degerini
ise 445 pg/ml olarak bildirmislerdir. Literatiirden saglanan sonuglarin bizim MIC
sonuglarimiz ile karsilastirildiginda farkli oldugu goriilmektedir. Bu farkliliklarin
sebebi, bitkilerin kimyasal iceriklerinin degisimine bagli oldugu ve dolayisiyla
topragin yapisi, bitki materyalinin toplanmasi sirasinda giinliik ve mevsimsel
degisimler, bitkinin fizyolojik gelisim donemi, incelenen bitki boliimii, ekstraksiyon
islemi ve kullanilan bakteri tiirleri gibi faktorler ile iliskili olabilecegi ileri
stirilmektedir (Izzo vd., 1995; Tunon vd., 1995; Martinez vd., 1996). Bununla

birlikte, ugucu yaglarin antibakteriyel aktivitelerinin karmasikligindan dolay1 spesifik
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bir bilesik ile arasinda korelasyon oldugunu sdylemek oldukg¢a zordur (Mélanie vd.,
2009). Bu diisiik antibakteriyel aktivite, nispeten diisiik antibakteriyel aktiviteleriyle
bilinen terpen (a-pinen, trisiken, 3-karen, trans-okimen ve d-germakren) igeriklerinin

fazlaligi ile agiklanabilir (Inouye vd., 2001).

Biyofilm ile iliskili enfeksiyonlar1 genellikle ¢oklu ila¢ direnci nedeniyle tedavi
etmek zordur, bu nedenle bakteriyel biyofilm olusumuna karsi yeni ve etkili
molekiilleri tanimlamak onemlidir (Kumar, vd., 2013). Biyofilmler, bakterilerin
neden oldugu insan enfeksiyonlarinin ¢ogunda 6nemli bir rol oynarlar (Spoering ve
Lewis, 2001). De Kievit ve arkadaslarma (2003) gore bakteriyel biyofilmlerin
olusumu ve olgunlagmasi quorum-sensing (QS) mekanizmasindan etkilenmektedir.
N-acil homoserin lakton’ nun (AHL) aracilik ettigi QS' nin biyofilmlerin
olgunlagmasinda 6nemli bir rol oynadigina dair artan kanitlar vardir (Sarah, vd.,
2006) ve dolayistyla QS' nin inhibisyonu ile muhtemelen biyofilm olgunlasmasi
Onlenebilir. Biyofilm olusumu, optimum altindaki ortamlarda mikroorganizmalarin
biiytimesini destekler, antimikrobiyal tedavilere ve konak savunmasina karsi direng
artis1 saglar (Hall-Stoodley, vd., 2004). Mikroorganizmalar tarafindan olusturulan
biyofilm, antimikrobiyal ajanlarin difiizyonunu kisitlar ve bu nedenle klinik 6neme
sahip olan bu maddelere kars1 direng gelistirir (Costerton, vd., 1999; Adam, vd.,
2002; Ando, vd., 2004). Bu nedenle, bakteri hiicrelerinde biyofilm olusumunu

onlemek i¢in kontrol onlemleri gereklidir (Sarah, vd., 2006).

Pistacia terebinthus bitkisi ile S. aureus’ a kars1 antibakteriyel aktivite ¢alismalari
bulunmasina ragmen (Pulaj vd., 2016; Coban vd., 2017), antibiyofilme ¢aligmalarina
literatiirde rastlanmamistir. Bu da ¢alismamizin 6zgilinliigiinii ortaya koymaktadir.
Antibiyofilm ¢aligmalarimiz sonucunda Pistacia yaprak metanol dziitlerinin MRSA’
nin olusturdugu biyofilme kars1 yiiksek inhibisyon aktiviteleri saptanmistir (Cizelge
3.5). Hosseini vd. (2013), Pistacia ile Streptococcus’ un olusturdugu biyofilme kars1
calismiglar ve % 100 ekstre kullanildiginda 60 dakika sonra biyofilm igersindeki
canli hiicre sayisinin % 98 azaldigini rapor etmislerdir. Bakterilerin yiizeylere
yapismasi, glukanin yani sira in vivo duruma aracilik eder (Koo, vd., 2003). Bu
calismada, S. mutans’ larin ekstresinin MIC-alt1 konsantrasyonlari ile yapismasinin
onlenmesi, P. athlatica’ daki flavonoidler, tanenler gibi biyoaktif bilesikler ile
miimkiin oldugu bildirilmektedir. Flavonoidlerin anti-glukosiltransferaz (anti-GTaz)

aktivitesi oldugu bilinmektedir. Bu enzim, sukrozun yapigkan ve ¢ézliinmez glukana
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doniistiiriilmesinden sorumludur, bu da bakterilerin yiizeye siki sikiya tutunmasini
saglar. Ghalem ve Mohamed (2009), ii¢ bakteriye (Escherichia coli, Staphylococcus
aureus ve Proteus spp) kars1 Pistacia vera kok salgilarindan hidrodisillenmis ugucu
yaglar1 kullanmis ve P. vera konsantrasyonunun artan ugucu yagi reginesiyle,

bakterilerin biiylimesi {izerinde bariz bir inhibitor etki olusturdugunu bulmustur.

Vitex agnus-castus ile yaptigimiz antibiyofilm caligmalarimiz sonucunda, MRSA’
nin olusturdugu biyofilme kars1 bitkinin tiim organlarina ait 6ziitlerinin antibiyofilm
aktiviteleri yiiksek bulunmustur (Cizelge 3.5). Dineshbabu vd. (2015a),
Streptococcus pyogenes biyofilmine karst Vitex negundo’ nunda bulundugu 3
bitkinin karigimini (1 mg/ml) elde etmisler ve biyofilm olusumunda % 94 inhibisyon
tespit etmiglerdir. Dineshbabu vd. (2015b) yaptiklar1 diger ¢alismada ise,
Streptococcus pyogenes biyofilmine karsi Vitex negundo metanol 6ziitiiniin % 44,59
ve % 89,81 inhibisyon sagladigini raporlamislar, petrol eter 6ziitiiniin ise % 25,86 ve
% 83,97, hekzan o6ziitliniin ise % 36,82 ve % 89,67 oraninda biyofilm inhibisyonu
belirlemislerdir. Navasivayam vd. (2013), Vitex negundo ile Escherichia coli
biyofilmine karsi ¢alismislar ve farkli konsantrasyonlarin antibiyofilm etkisini farkli
bulmuslardir. Bu ¢aligmaya gore biyofilme karsi 25 pg/ml’ de % 32, 50 ug/ml’ de %
43,75 pg/ml’ de % 51 ve 100 ug/ml’ de % 65 inhibisyonu rapor etmislerdir. Mary
vd. (2015), Vitex trifolia ile Pseudomonas aeruginosa biyofilmine kars1 ¢alismislar
ve 100 pg/ml’ de % 98 inhibisyon belirlemislerdir. Das vd. (2016), viteksin
maddesini Pseudomonas aeruginosa‘ ya karst denemisler ve 110 ug/ml’ de % 56
inhibisyon saptamislardir. Mary ve Banu (2012) Vitex trifolia metanol oziiti ile
Serretia marcescens biyofilmine karsi ¢alismiglar, 100 pg/ml’ de biyofilmin
maksimum inhibe oldugunu rapor etmislerdir. Loahaprapanon vd. (2018), Vitex
glabrata ile MRSA’ nin olusturdugu biyofilme kars1 ¢alismiglar ve 1000 pg/ml’ de
onemli antibiyofilm etkisi bildirmislerdir. Biyofilmin inhibisyonu, ylizeye yapigmis
bakteriyel popiilasyonun biiyiimesini kontrol eden ilk savunma mekanizmasidir ve
viteksinin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Upadhyay, vd.,
2013). Viteksin, tiim yiiksek bitkilerde yaygin olarak bulunan bir sekonder metabolit
olup, bir polifenolik flavon smifidir. Bitkilerde, polifenolik sekonder metabolitler
cesitli patojenlere kars1 savunma araci olarak rol oynarlar (Cushnie, vd., 2003). Vitex
trifolia 6zleri ile bakteriyel patojenlerin tedavisinin, muhtemelen yilizey yapismasini

ve bunu izleyen mikro koloni olusumunu azaltarak zayif biyofilm olusumuna neden
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oldugu diistinlilmektedir. Bunu dogrulayan ¢esitli ¢calismalar mevcuttur (Skindersoe,
vd., 2008; Packiavathy, vd., 2011; Packiavathy, vd., 2012). Yapilan bir ¢alismada,
bakteriyel patojenler Vitex trifolia oziiti ile muamele edildiginde, toplam
ekzopolisakkarit (EPS) miktarinda azalma saptanmistir. Vitex trifolia 6zii, EPS
sentezini inhibe ederek biyofilmin yapisini gevsetir, biyofilm igindeki bakterilerin
antibiyotiklere direnci boylece azaltilabilir. QS-bagimli flagella ile hareket biyofilm
gelisimi sirasinda hiicre/yiizey baglantisinin kurulabilmesi i¢in sarttir (Kumar ve Zi-
rong, 2004; Annapoorani, vd., 2012). Baz1 ¢alismalarda, Vitex trifolia dolayl1 olarak,
substratuma ulagma kabiliyetine ve daha sonra AHL aracili QS sistemini bozarak
biyofilm olusumuna miidahale etmesi sonucunda patojenin biyofilm olusturmasini
inhibe ettigi bildirilmektedir (You, vd., 2007; Packiavathy, vd., 2011; Packiavathy,
vd., 2012).

Sonug olarak, bitkiler ilging biyolojik aktiviteleri olan zengin sekonder metabolitlerin
kaynagidirlar. Bu sekonder metabolitler, farkli hastaliklar1 tedavi etmek igin
alternatif bir ila¢ olarak kullanilabilen farkli yapisal konfigiirasyon ve 6zelliklere
sahiptir. Bu galismada, kullandigimiz bitkilerden ikisi yiiksek antibakteriyel aktivite
gostermis ve antibakteriyel aktivite sahibi olan bu bitkilerin ayn1 zamanda biyofilm
gelisimini 6nemli olgiide azalttigi ve Vitex agnus-castus’ un yiiksek anti-trombin ile
anti-kollajenaz aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. Bundan sonra, bu bitkilerin
anti-biyofilm 06zelliklerinin molekiiler diizeyde saptanmasina ve biyolojik
fonksiyonlariin degerlendirilmesine, ayrica kimyasal fraksiyonlariin saflastirilarak

etken maddelerin belirlenmesi yoniindeki ileri ¢aligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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EKLER

EKA
BSA standart egrisinin hazirlanmasi

Protein miktarmin belirlenmesinde standart olarak BSA kullanilmistir. BSA stok

soliisyonu 0,2 mg/mL konsantrasyonunda hazirlanmistir. Protein miktar tayini igin

kullanilmustir.
BSA standart grafigi y =0.0099x +0.0019
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Sekil 2.6. BSA standart egrisi
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EKB
Tirozin standart egrisinin hazirlanmasi

1,1 mM L-Tirozin ¢ozeltisi igin, 100 mL steril distile suya 0,0199 g L-Tirozin
eklendikten sonra hafifce 1sitilarak ¢6ziinmesi saglanmistir. Protein miktar tayini i¢in

kullanilmaktadir.

Tirozin standart grafigi v = 1.3462x - 0,0088
R2=0,9921
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Sekil 2.7. Tirozin standart egrisi
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