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OZET

D-Limonen’in Escherichia coli Uzerindeki Antimikrobiyal Etkinliginin
Metabolomiks Yaklasim ile Belirlenmesi

Oya TEMIiZ
Yiiksek Lisans, Tarimsal Biyoteknoloji
Anabilim Dali Damisman: Prof. Dr. Mehmet Fatih Cengiz
Temmuz 2025; 68 sayfa

Bu tezde dogal bir monoterpen olan D-limonenin Escherichia coli (E. coli)
iizerindeki antimikrobiyal etkileri, hedefsiz (untargeted) Gaz Kromatografisi Kiitle
Spektrometrisi (GC-MS) tabanli metabolomik analiz yontemiyle arastirilmis ve bu aktif
maddenin mikroorganizma iizerine potansiyel etkileri degerlendirilmistir.

Calismalarda D-limonen’in kuyucuk difiizyon testi ile minimum inhibitér konsantrasyon
(MIK) degeri belirlenmis ve ardindan 4000 pL/L olarak belirlenen subinhibitor
konsantrasyonda E. coli’ye uygulanarak 6, 12 ve 24 saatlik inkiibasyonlara birakilmistir.
Metabolomik analizler kapsaminda E. coli ‘de intraseliiler ile ekstraseliiler
fraksiyonlardan metabolitler toplanarak tiirevlendirilmis ve GC-MS analizleri
gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler MS-DIAL yazilimi ile degerlendirilmistir.
Istatistiksel degerlendirmeler MetaboAnalyst platformunda gergeklestirilmis ve anlaml
farklilik gosteren metabolitler belirlenmistir.

Elde edilen bulgulara gore; biyolojik numunelerin MS-DIAL’de yapilan Kovats
(EI) Kiitiiphane kiyaslamasinda ¢ok sayida metabolit sinyali (feature) elde edilmis; ancak
bu veriler, RT benzerligi, toplam eslesme skoru ve sinyal/giiriiltii oran1 gibi kalite
kriterlerine gore filtrelenmis ve yalnizca giivenilir sekilde tanimlanan 60 metabolit
istatistiksel analizlere dahil edilmistir. D-limonen uygulamasi sonucunda 6zellikle L-(-)-
malik asit, urasil ve 3-aminopropiyonitril gibi metabolitlerde artig, buna karsilik sitrik
asit, biitandioik asit (diger adiyla siiksinat), kadaverin ve ornitin gibi metabolitlerde
azalma gozlenmistir (»p<0,05). Ornekler arasindaki genel varyasyonu degerlendirmek
amaciyla yapilan PCA ve PLS-DA skor analizlerinde, D-limonen uygulanan gruplar ile
kontrol gruplar1 arasinda belirgin ayrimlarin olustugu saptanmustir.

Gruplar arast1 metabolit degisimlerini daha detayli degerlendirmek i¢in
gerceklestirilen sicak harita (heatmap) analizlerinde ise, Ozellikle ekstraseliiler
fraksiyonlarda metabolit diizeylerinde belirgin farkliliklarin  olustugu ortaya
konulmustur. Zenginlestirme analizleri ve yolak analizleri sonuglarina gére D-limonenin,
glisin-serin-treonin metabolizmasi (p<0,001; etki degeri=0,52), glutatyon metabolizmasi
(»<0,001; etki degeri=0,06), alanin, aspartat ve glutamat metabolizmas1 (p<0,001; etki
degeri=0,52) ve TCA dongiisii (»<0,001; etki degeri=0,18) gibi temel biyokimyasal
yollar1 anlamli sekilde etkiledigi belirlenmistir.



Caligmada ayrica, pozitif kontrol grubu olarak kullanilan gentamisin antibiyotigi
ile kiyaslamali analizler gerceklestirilmis ve D-limonenin bazi metabolik etkilerinin
antibiyotik benzeri mekanizmalarla ortiistiigii gézlemlenmistir. Bu bulgular, D-limonenin
yalnizca membran yiizeyinde etki gostermedigini, ayn1 zamanda hiicresel metabolizmay1
hedef alarak sistemik metabolik stres olusturdugunu gostermektedir.

Sonug olarak, D-limonenin antibiyotik benzeri ¢ok yonlii bir etki mekanizmasina
sahip oldugu ve potansiyel bir alternatif antimikrobiyal ajan olarak degerlendirilebilecegi
metabolomik yaklasimi ile desteklenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Antibakteriyel, D-limonen, Escherichia coli, GC-MS,
Metabolomiks
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ABSTRACT

Determination of the Antimicrobial Activity of D-limonene on Eschericia coli by
Metabolomics Approach

Oya TEMIZ
MSc Thesis in Agricultural Biotechnology Department
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet Fatih Cengiz
July 2025; 68 pages

In this thesis study, the antimicrobial effects of D-limonene, a natural
monoterpene, on Escherichia coli (E. coli) were investigated using an untargeted Gas
Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS)-based metabolomics analysis method,
and the potential effects of this active compound on microorganisms were evaluated.

In the studies, the minimum inhibitory concentration (MIC) value of D-limonene
was determined using a well diffusion test, and then it was applied to E. coli at a
subinhibitory concentration of 4000 uL/L and incubated for 6, 12, and 24 hours. As part
of the metabolomic analyses, metabolites were collected from intracellular and
extracellular fractions of E. coli, derivatized, and analyzed by GC-MS. The obtained data
were evaluated using the MS-DIAL software. Statistical evaluations were performed on
the MetaboAnalyst platform, and metabolites showing significant differences were
identified.

According to the findings; a large number of metabolite signals (features) were
obtained in the Kovats (EI) Library comparison of biological samples in MS-DIAL;
however, these data were filtered according to quality criteria such as RT similarity, total
match score and signal/noise ratio, and only 60 metabolites that were reliably identified
were included in the statistical analyses. As a result of D-limonene application, increases
were observed in metabolites such as L-(-)-malic acid, uracil, and 3-aminopropionitrile,
while decreases were observed in metabolites such as citric acid, butanedioic acid (also
known as succinate), cadaverine, and ornithine (p<0.05). In PCA and PLS-DA score
analyses conducted to evaluate the overall variation between samples, significant
differences were observed between the D-limonene-treated groups and the control
groups.

In heatmap analyses conducted to evaluate intergroup metabolite changes in more
detail, significant differences in metabolite levels were observed, particularly in the
extracellular fractions. According to enrichment analysis and pathway analysis results,
D-limonene was found to have a significant effect on glycine-serine-threonine
metabolism (p<0.001; effect value=0.52), glutathione metabolism (p<0.001; effect
value=0.06), alanine, aspartate, and glutamate metabolism (p<0.001; effect value=0.52),
and the TCA cycle (p<0.001; effect value=0.18).

il



The study also included comparative analyses with gentamicin antibiotic, used as
a positive control group, and it was observed that some of D-limonene's metabolic effects
overlap with antibiotic-like mechanisms. These findings indicate that D-limonene does
not merely act on the membrane surface but also targets cellular metabolism, thereby
inducing systemic metabolic stress.

In conclusion, the metabolomics approach supports the notion that D-limonene
possesses an antibiotic-like multifaceted mechanism of action and may be considered as
a potential alternative antimicrobial agent.

KEYWORDS: Antibacterial, D-limonene, Escherichia coli, GC-MS, Metabolomics
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ONSOZ

Lisans yillarimdan bu yana, yiiksek lisans ¢alismam da dahil olmak iizere tezimin
planlanmasinda her tiirlii bilgi ve tecriibesiyle bana yol gosteren ve sabirla destegini hicbir
zaman esirgemeyen damigmanim Prof. Dr. Mehmet Fatih CENGIZ’e tesekkiirii bir borg
bilirim.

Akdeniz Universitesi Tarimsal Biyoteknoloji Béliimii’niin akademik kadrosunda
yer alan biitlin saygideger hocalarima ve deneysel caligmalarim boyunca bana
laboratuvarda eslik eden ve ¢ok keyifli zamanlar gegirdigimiz, Mariem BAOALI,
Muhammed TURKMEN, Enes GULMEZ, manevi destegini esirgemeyen dostum Nazli
Can ULU ve laboratuvarimizdaki diger biitiin degerli ¢calisma arkadaslarima tesekkiir
ederim. Metabolomik analiz ¢aligsmalar1 konusunda benimle deneyimlerini paylasmaktan
hi¢ ¢ekinmeyen arkadasim Vedat Sari’ya tesekkiir ederim.

Bana Tirkiye'de Yiiksek Lisans egitimim siiresince tez ¢aligmalarimi
yiirlitebilmem i¢in maddi destek saglayan Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma
Kurumu (TUBITAK)’a tesekkiirii bir borg bilirim.

Bugiine kadar edindigim egitim ve dgretim hayatim boyunca her konuda maddi
ve manevi destek saglayan, beni kendi 6zverili calismalariyla cesaretlendirip 151k olan,
beni bugiinlere getiren, sevgilerini hi¢bir zaman esirgemeyen ¢ok degerli ailem; annem
Berna TEMIZ, babam Arif TEMIZ ve bu siirecteki tiim stresimi bir bakisiyla alip gétiiren
patili dostum Mocha’ma sonsuz tesekkiirler.
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1. GIRIS
1.1. D-Limonen Biyoaktif Maddesi ve Ozellikleri

Halihazirda biiyiik iiretim rakamlarina sahip turunggil meyvelerinde mevcut baslica
dogal biyolojik ajanlardan biri olan D-limonen maddesi ya da (+)-limonen turunggil
atiklarinda (kabuk ve posa kisimlarinda) yaygin olarak bulunur. Siklik bir monoterpen
grubuna ait (CioHie) olan D-limonen, ¢esitli izoprenik birimlerin bir araya gelmesiyle
biyolojik olarak sentezlenen dogal bir bilesiktir (Marriott vd., 2001). Bugiine kadar
yapilan ¢aligmalarda D-limonenin antimikrobiyal, antioksidan, antikanser ve
antiinflamatuvar 6zelliklere sahip oldugu tespit edilmistir (Boluda-Aguilar ve Lopez,
2013; Lopresto vd., 2014). Yapilan arastirmalarda D-limonen ve metabolitlerinin hayvan
modellerinde ve klinik ¢alismalarda farkli tiimorlere karst kemopreventif ve
kemoterapotik aktiviteler gosterdigi belirlenmistir (Del Toro-Arreola vd., 2005; Giri vd.,
1999). Bu etkiler, farkli patojenler iizerinde potansiyel bir alternatif tedavi ajanm
olabilecegine isaret etmektedir. Ancak, D-limonen’in antimikrobiyal etkilerinin
molekiiler diizeydeki mekanizmalari heniiz yeterince aydinlatilamamaistir. Bu nedenle, bu
bilesigin mikroorganizmalarda nasil bir biyokimyasal yanit olusturdugunu anlamaya
yonelik sistem biyolojisi temelli metabolomik yaklasimlar giderek daha fazla 6nem
kazanmistir.

1.2. Escherichia coli Bakterisinin Ozellikleri

Glinlimiizde yaygin goriilen ve ciddi halk sagligi problemlerine yol acan
mikroorganizmalarin eliminasyonu konusunda yapilan ¢aligmalar olduk¢a degerlidir. Tez
calismast cercevesinde hedeflenen patojen organizma olan E. coli, gostermis oldugu
saglik etkileri acisindan insanlarda hastalik yapan 6nemli bir mikroorganizmadir. Bu
mikroorganizma ¢ubuk seklinde, Gram negatif bir bakteridir ve Gammaproteobakteriler
smifi i¢inde Enterobacteriaceae familyasinin bir liyesi olarak siniflandirilmaktadir. E.
coli, memeli hayvanlarin kalin bagirsaginda bulunan bir bakteri tlirtidiir. Dogal olarak
bagirsakta yasadig1 i¢in, cevresel sularda E. col/i'nin bulunmasi genellikle digki kirliliginin
bir gostergesidir.

Ayrica memeli kalin bagirsaklarinda bulunmalar1 sebebiyle antibiyotiklere siklikla
maruz kaldiklarindan, konakgisi tarafindan tiiketilen antibiyotiklere karsi dirence yol agan
yiiksek secilim baskisi saglamaktadirlar (Looft vd., 2012). Bununla birlikte, E. coli tipleri,
diger hayvanlarda zararsizken insanlara bulastiginda oldukca tehlikeli hastaliklara sebep
olabilmektedir. Bu tiirlerin en bilineni "koli basili" olarak tabir edilen O157 serotipidir ve
kanl1 ishal semptomlari ile 6liime yol agabilir (Buchanan ve Doyle, 1997). Patojenik E.
coli'nin bulagsmas1 genellikle giibre ve diger hayvan atiklari, mezbahalardan gelen atik
sular ve atik su aritma tesislerinden gelen atik sular yoluyla gergeklesmektedir (Dufty,
2003). Daha once yapilan calismalarda, ¢evrede bulunan ¢oklu ilaca direngli E. coli
suslar1 rapor edilmis olup, bu durum insan faaliyetlerinden kaynaklanan olas1 halk sagligi
risklerine isaret etmektedir. Bu sonuglar E. coli bakterisinde artan ve oniine gecilemeyen
antibiyotik direnci sorununa alternatif ¢oziimler arastirilmasina tesvik olusturmaktadir
(Jang vd., 2017). Tiim bu problemler gz 6niine alindiginda, glinlimiizde sentetik ilaglarin
insan sagligii olumsuz etkilemesi ve ek olarak siirdiiriilebilir ¢evre prensibinin
benimsenmeye baslanmasiyla biyolojik molekiillerin patojen organizmalar {izerindeki
dogal 6ldiirticii mekanizmalariin incelenmesi konusuna artan bir ilgi vardir.
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Bu nedenle E. coli, hem antibiyotik diren¢ dinamiklerinin hem de dogal bilesiklerin
mikrobiyal etki mekanizmalarinin incelenmesinde uygun bir model organizma olarak
degerlendirilmistir

1.3. Escherichia coli ve Antibiyotik Tliskisi

Gilinlimiizde kullanilan bakterisidal antibiyotiklerin, E. coli'de oksidatif stres yoluyla
hiicresel hasara yol agan metabolik degisikliklere neden oldugu rapor edilmistir (Belenky
vd., 2015). Bununla birlikte antibiyotiklerin E. coli iizerindeki etkilerini arastiran
metabolomiks ¢alismalarinda, glukoz ve laktat seviyelerinde artislar gozlemlenmistir. Bu
artiglar, enerji metabolizmasinda meydana gelen bozulmalar1 yansitmakta olup, ATP
seviyelerinde belirgin bir diisiis yasandigi bildirilmistir. ATP metabolizmasindaki bu
bozulmanin, bakteriyel hiicrelerin hayatta kalma kapasitesi lizerinde dogrudan etkiler
yarattig1 ifade edilmistir. Buna ilave olarak antibiyotiklerin E. coli’nin niikleik asit
sentezini etkileyerek niikleotid ve niikleozid seviyelerinde 6nemli degisikliklere neden
oldugu ve bu degisikliklerin bakteriyel stres yanitlariyla iligkili oldugu ortaya konmustur
(Zampieri vd., 2017).

Tespit edilen bu bulgular, antibiyotiklerin genetik materyal {izerindeki etkilerini ve
bu etkilerin bakteriyel stres yanitlarin1 nasil sekillendirdigini anlamada 6nemli ipuglar
sunmaktadir. Bununla birlikte, antibiyotiklerin etkilerini degerlendirmek iizere
gerceklestirilen metabolomiks analizlerinde, hiicre duvarindaki peptidoglikan sentezinin
bozulmast sonucu glikozamin ve N-asetilglikozamin metabolitlerinin seviyelerinde
belirgin degisiklikler gézlemlenmistir (Ddrries vd., 2014). Ek olarak, antibiyotiklerin
hiicre zarindaki lipid bilesenleri {izerinde meydana getirdigi degisiklikler, lipid
profillerinde belirgin farkliliklara yol agmistir. Bu bulgular, antibiyotiklerin bakteriyel
hiicre zarmmin yapisim1 ve islevini nasil etkiledigine dair derinlemesine bilgiler
sunmaktadir. Ancak giiniimiizde E. coli'nin hizli bir sekilde c¢esitli antibiyotik direng
mekanizmalar gelistirmeye baslamasi ile D-limonen gibi alternatif biyoaktif bilesiklerin
etki mekanizmalarinin farkli yaklasimlarla degerlendirilerek daha fazla arastirilmasi
gereklilik haline gelmistir (Poirel vd., 2018). Bu baglamda, D-limonen gibi dogal
biyoaktif bilesiklerin E. coli lizerindeki etkilerinin, antibiyotik benzeri veya alternatif
metabolik degisimlere yol agip agmadigi metabolomik diizeyde degerlendirilmeli ve
literatiire katki saglanmalidir.

1.4. Metabolomiks Yaklasimmin Onemi ve Kullanimi

D-limonen gibi dogal ajanlarin mikroorganizmalarda ne tiir metabolik tepkiler
yarattigini anlamak, klasik fenotipik yontemlerle sinirli kalmaktadir. Bu nedenle,
giiniimiizde biyolojik mekanizmalarin yalnizca molekiiler diizeyde degil, ayn1 zamanda
sistem biyolojisi perspektifiyle organizmanin biitiinsel biyolojik slire¢lerinin etkilerini
anlamaya yonelik artan bir ilgi s6z konusudur. Bu baglamda, metabolomiks, bir
fenotipleme araci olarak One ¢ikan ve bir organizmanin biyolojik siirecleri i¢indeki
metabolit profillerini detayli bir sekilde incelemeyi saglayan en giiclii biyoanalitik
yontemlerden biridir (Klassen vd., 2017). Metabolomik, canli hiicrelerin iirettigi mikro
diizeydeki organik molekiilleri (<1,5 kD) tespit etmek, tanimlamak ve potansiyel olarak
degerlendirmek i¢in uygulanan bir teknik olarak tanimlanmaktadir (Fiehn, 2002).
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Metabolomik analizler, hastalik, ilaglar, toksinler ve genetik modifikasyon gibi
faktorlerin neden oldugu biyokimyasal bozukluklar1 veya degisimleri ortaya koyar
(Monteiro vd., 2013).

Bu teknik, son yillarda tip, biyoloji, kimya ve miihendislik gibi ¢ok ¢esitli alanlarda
uygulanmigtir (Villas-Béas vd., 2007). Metabolitler biyokimyasal, fizyolojik ve
patofizyolojik siireclerle dogrudan iligkili olduklarindan, belirli bir zamanda ve ortamda
genlerin aktivitesini yansitirlar. Bu nedenle metabolomik, genomik, transkriptomik veya
proteomik gibi diger omik ydntemleri tamamlayici niteliktedir (Mirsaeidi vd., 2015).
Metabolomiksin hedefledigi temel amag, biyolojik bir 6rnekle iliskili metabolit seviyeleri
hakkinda biyokimyasal diizeyde bilgi elde etmektir. Metabolomik calismalar,
hastaliklarin teshisinde, tedavilere yanitlarin incelenmesinde ve tedavilere verilen
yanitlarin analizinde giiniimiizde giderek daha fazla kullanilmaktadir.

1.4.1. Metabolik Ekstraksiyon Yontemleri

Metabolomik analizlerin giivenilirligi, ©rnek hazirlilk asamasindaki dikkatli
ekstraksiyon ve tanimlama stratejilerine dogrudan baghidir. Metabolizma bir hiicrede
durmadan devam eden reaksiyonlardan olusur. Metabolomik yonteminde calisilan
organizma fark etmeksizin temel olarak hedeflenen ilk adim, biyolojik numunelerin
metabolik olarak aktif hiicreleri ve dokularin ¢aligmasini durdurmaktir. Burada amag,
metabolit kayiplarini en aza indirirken metabolizmay1 metabolitlerin dongiisiinden daha
hizli durdurmaktir. Tiim metabolitleri ayn1 anda ekstrakte edebilecek tek bir numune
hazirlama yOntemi veya mevcut tim metabolitleri tespit edip nicel olarak analiz
edebilecek tek bir analitik teknik bulunmamaktadir.

Bunun temel nedeni, aragtirmalarda kullanilan biyolojik materyallerin farkli
ozelliklere sahip olmasi ve bu materyallerden elde edilen metabolitlerin kimyasal
cesitliliginin oldukg¢a genis bir perspektife yayilmasidir. Metabolik reaksiyonun
durdurulmasindan sonraki adim, metabolitlerin hem intraseliiler (hiicre i¢i) hem de
ekstraseliiler (hiicre dis1) ortamlardan ekstrakte edilmesidir. Soguk ¢oziiciilerin (6rnegin
soguk metanol ve gliserol ¢ozeltileri) kullanimi, farkli hiicre tiirlerinden metabolitlerin
ekstraksiyonu i¢in yaygindir. Bu agirlikli olarak sifirin altindaki sicakliklarda metabolit
bozunma potansiyelindeki azalmadan kaynaklanmaktadir.

Ornegin, farkli bakteri ve mayalardan intraseliiler metabolitlerin ekstraksiyonu icin
soguk metanol ¢ozeltisi (<-20°C), yalnizca tek bir organik ¢6ziicli kullanan ¢ok etkili bir
ekstraksiyon ¢oziiciisiidiir, buna ek olarak ¢oziiciilerin bir buharlagtirma adimi yoluyla
kolayca numuneden uzaklastirilmasini saglar. Bu yontem ¢ok cesitli mikroorganizmalara
uygulanmistir ve polar ve orta polar metabolitlerin ekstraksiyonu i¢in uygundur, ancak
polar olmayan metabolitlerin geri kazaniminin zayif oldugu belirtilmistir. (Villas-Boas
vd., 2005).

Metabolomik analizlerinin ekstraksiyon asamasinda solvent ekstraksiyonundan sonra
yaygin olarak dondurarak kurutma, liyofilizasyon, solvent buharlastirma veya vakumla
kurutma yontemleri kullanilmaktadir. Dondurarak kurutma ¢ogu kisi i¢in tercih edilen
yontem olsa da ¢ogunlukla numunelerden su igerigini ¢ikarmak icin kullanilirken, sulu
olmayan numuneler genellikle solvent buharlastirma teknikleri kullanilarak (yani nitrojen
akis1 veya vakumlu santrifiij altinda) konsantre edilmektedir (Pinu vd., 2017).
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Liyofilizasyon, diisiik sicaklikta dondurulan numunelerde suyun vakum altinda
dogrudan siiblimlesmesi yoluyla uzaklagtirilmasini saglar ve metabolit stabilitesini
koruma agisindan avantajlidir. Solvent buharlastirma, o6zellikle ugucu olmayan
coziiciilerle yapilan ekstraksiyonlarin ardindan uygulanir ve ¢oziiciiniin diisiik sicaklikta
uzaklagtirilmasini saglar. Vakumla kurutma yontemi ise diisiik basing altinda ¢oziiciilerin
uzaklastirilmasi prensibine dayanir ve 1stya duyarli metabolitlerin korunmasinda etkin bir
secenektir. Bu yontemlerin her biri, analiz 6ncesinde metabolitlerin kararliligini saglamak
ve orneklerin GC-MS sistemine uygun hale getirilmesi agisindan kritik rol oynamaktadir.

1.4.2. Metabolit Tammmlama Gerecleri

Teknik secimi genellikle deneysel hedefe ve arastirilan numune tiiriine/matrisine
bagli olmakla beraber, kiitle spektrometresi (GC-MS veya LC-MS) ve niikleer manyetik
rezonans (NMR) (Nicholson ve Wilson, 2003) spektroskopisine eklenen gaz veya sivi
kromatografisi, bilimsel literatiirde metabolik profilleme icin en yaygin kullanilan
analitik platformlardir. Kiitle spektrometresi tabanli metabolomik, yiiksek seg¢icilik ve
hassasiyet ile kantitatif analizler ve metabolitleri tanimlama potansiyeli sunar.

1.4.3. Gaz Kromatografisi ve Tiirevlendirme

Bu tez ¢alismasinda kullanilan bir kromatografik sistem olan gaz kromatografisi kiitle
spektrometrisi (GC-MS), metabolomik temelli arastirmalarda en verimli ve iyi kullanilan
analitik platformlardan biridir. GC-MS, genellikle saglamligi, tst diizey ayirma ve
tanimlama kabiliyeti, seciciligi, hassasiyeti ve tekrarlanabilirligi ile 6ne ¢ikan ¢ok yonlii
bir analitik cihaz olarak kabul edilir. Ancak, GC-MS yalnizca diigiik molekiil agirlikli
(yaklastk 50-600 da) ve wugucu bilesikleri ayirmak ve tanimlamak igin
kullanilabilmektedir. GC-MS'de bilesiklerin ayrilmasi yiiksek sicakliktaki bir firinda
gerceklestiginden, bilesiklerin termal olarak kararlt ve ugucu olmasi gerekmektedir.
(Beale vd., 2018).

Polar, 1s1l olarak stabil ve ucucu olmayan metabolitlerin tespiti i¢in analizden 6nce
kimyasal tlirevlendirmenin yapilmas1 gerekir (Wang vd., 2010). Tiirevlendirme,
ucuculugu, termal kararliligi, duyarlilig: ve dedektdr yanitini artirmaktadir (Poojary ve
Passamonti, 2016). Bu nedenle, GC-MS’nin avantajlarindan tam olarak yararlanabilmek
icin analiz 6ncesinde uygun tiirevleme islemlerinin yapilmast ve dogru parametrelerin
secilmesi, metabolomik analizlerin dogrulugunu ve giivenilirligini artirmada kritik bir rol
oynamaktadir.

Tiirevlendirme teknikleri, metabolitlerin analizi siirecinde analitlerin fizikokimyasal
ozelliklerini iyilestirerek, 6zellikle GC-MS gibi tekniklerde daha hassas ve dogru analiz
yapilmasini saglar. Sunulan tez ¢aligmasinda da uygulanan iki adimli tiirevlendirme
asamalarindan ilki olan metoksiaminasyon, aldehit ve ketonlarin aldehit gruplarini korur.
Metoksiaminasyonun tamamlanmasi reaksiyon zamana ve sicakliga baglidir ve bu
asamada uygulanan ve literatiirde farkli metoksiaminasyon kosullari rapor edilmistir
(Moros vd., 2017). Amino asitler gibi biyokimyasallarin analizi esnasinda COOH, -OH,
-NH ve -SH gibi fonksiyonel gruplarin aktif hidrojenleri, ¢esitli tiirevlendirme
yontemleriyle degistirilebilir. Bu yontemlerden biri ve tiirevlendirmenin ikinci asamasi
olan sililasyon, aktif hidrojenin trimetilsilil (TMS) grubu gibi alkilsilil gruplar ile
degistirilmesi esasina dayanir.
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Sililasyon, analitlerin polar gruplarini TMS eterler, TMS esterler, TMS aminler
veya TMS siilfiirlere doniistiirerek termal kararliligini ve uguculugunu 6nemli 6lgiide
artirir (Dettmer vd., 2007). Bu yontem GC-MS analizinde daha iyi ayrisma ve daha 6zgiil
kiitle spektrumlar1 elde edilmesini saglar. Ayrica, sicaklik duyarli veya polar yapiya sahip
metabolitlerin, cihazlarda ayrisma ya da bozunma riski olmadan analiz edilmesine olanak
tanir.

Metabolomik arastirmalarda yaygin olarak kullanilan sililasyon reaktifleri
arasinda BSTFA (N,O-Bis-(trimetilsilil)-trifloroasetamid) ve MSTFA (N-Metil-
trimetilsililtrifloroasetamid) 6ne ¢ikmaktadir. BSTFA, olduk¢a ugucu bir yapiya sahiptir
ve reaksiyon sirasinda trifloroasetamid gibi ugucu yan firiinler olusturarak, analitik
stireclerde parazit olugturma riskini minimumda tutar. Bu 6zelligiyle GC-MS analizinde
temiz bir kromatogram elde edilmesine katki saglar. MSTFA ise TMS asetamidler
arasinda en ugucu reaktiflerden biridir ve benzer bir silil dondr giicli sunarak GC-MS
analizlerinde 6zellikle analitik performansi iist seviyeye tasir (Moros vd., 2017).

1.4.4. Metabolomikte Data isleme ve Istatiksel Analizler

Metabolomik caligmalarin bilimsel gecerliligi ve biyolojik anlamliligi, yalnizca
analitik platformlardan elde edilen ham verilerin giivenilirligine degil, ayn1 zamanda bu
verilerin sistematik bir bicimde islenmesine ve istatistiksel olarak degerlendirilmesine de
baglidir. Bu kapsamda, kiitle spektrometresi temelli verilerin degerlendirilmesinde ilk
asamay1, kromatografik piklerin tanimlanmasi, alikonma siiresi hizalamasi ve spektral
karsilagtirma gibi 6n islemler olusturmaktadir. Bu islemler, kiitiiphane eslestirmesine
dayali olarak tanimli metabolitlerin belirlenmesini miimkiin kilar ve metabolit
kimliklendirmesinde kritik bir rol oynar (Tsugawa vd., 2015). Veri setlerinin analiz
oncesi doniistliriilmesi asamasinda siklikla uygulanan logaritmik doniisim (log-
transformation), z-skor normalizasyonu veya pareto Olgekleme (pareto scaling) gibi
yontemler; verilerdeki varyansi dengelemeyi ve gruplar arasi1 karsilagtirmalari istatistiksel
acidan daha anlamli hale getirmeyi amaglar. Cok boyutlu veri yapisina sahip
metabolomik veri setlerinde, Ornekler arasinda olusan genel varyasyonlari
gorsellestirmek ve ornek kiimeleri arasinda anlamli ayrigmalari tespit etmek amaciyla
Temel Bilesenler Analizi (PCA) ve Kismi En Kiigiik Kareler Ayirma (PLS-DA) gibi ¢ok
degiskenli istatistiksel yontemler siklikla kullanilmaktadir (Worley ve Powers, 2012). Bu
analizler, gruplar arasinda metabolik diizeyde farklilagmalara neden olan biyobelirteg
adaylarinin belirlenmesine katki saglamaktadir.

Bununla birlikte, spesifik metabolitlerin istatistiksel olarak anlamli degisimlerini
saptamak amaciyla t-testi, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve ¢oklu test diizeltmeleri
kapsaminda False Discovery Rate (FDR) gibi yontemlerden yararlanilmaktadir (Xia ve
Wishart, 2016). Istatistiksel olarak anlamli bulunan metabolitlerin ait oldugu
biyokimyasal yolaklarin belirlenebilmesi amaciyla, veriler siklikla KEGG, HMDB veya
SMPDB gibi biyolojik veri tabanlar1 ile iligskilendirilmektedir. Bu veri tabanlari
aracilifiyla gerceklestirilen yolak zenginlestirme analizleri ve topoloji temelli yolak etki
analizleri, metabolitlerin biyolojik siire¢lerdeki islevsel rollerinin daha kapsamli sekilde
yorumlanmasina olanak tanir (Kanehisa vd., 2017).
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Yolak analizlerinde istatistiksel degerlendirme ¢ogunlukla Fisher’s Exact Test ile
gerceklestirilmekte olup, anlamli metabolitlerin ilgili yolaklara dagilimi dot plot bar chart
gibi grafiksel ¢iktilarla sunulmaktadir. Ayrica heatmap gibi gorsel temsiller, her bir
metabolitin farkli 6rnek gruplarinda gosterdigi artis veya azalig egilimlerini renk
gradyanlar ile vurgulayarak gruplar arasi farklilasmay1 gorsellestirmede etkin bir arag
sunmaktadir (Xia ve Wishart, 2016).

1.5. Bakteriyel Metabolomik Yaklasimi ve Uygulama Adimlar

Bakteriyel metabolomik, bakterilerin metabolit profillerini inceleyerek biyolojik
stireclerini ve ¢evresel adaptasyonlarint anlamaya yonelik disiplinler arasi bir arastirma
alanidir. Bu yaklagim, bakterilerin yasam dongiisii boyunca tirettigi veya tiikettigi kiiciik
molekiillerin (metabolitlerin) niteliksel ve niceliksel analizine odaklanir. Belirtilen
yaklagim, 6zellikle erken ilag gelistirme asamasinda, bir patojene karsi sinirli ve 6liimciil
olmayan aktiviteye sahip olabilecek oncii bilesikleri karakterize etmek i¢in kullanislidir
(Aminov, 2022). Metabolomik, genomik, transkriptomik ve proteomik gibi diger omik
teknolojilerle birlikte kullanildiginda, bakterilerin fizyolojik durumlar1 ve cevresel
degisimlere verdikleri tepkiler hakkinda derinlemesine bilgi saglar (Fiehn, 2002).
Biyomedikal, tarim, farmakoloji, biyoteknoloji, ¢cevre bilimleri ve tip gibi birgok alanda
uygulanabilirligi vardir.

Ozellikle ila¢ endiistrisinde patojenik bakterilerin metabolik yollarinin anlasilmast,
antibiyotik direncinin mekanizmalarini belirlemeye ve yeni terapdtik hedefler
gelistirmeye olanak tanir (Han vd., 2019). Buna ek olarak, endiistriyel biyoteknolojide,
metabolomik analizler bakterilerin metabolik miithendislik ¢alismalarinda verimliliklerini
artirmak i¢in kullanilmaktadir (Tang vd., 2020).

Temel olarak mikrobiyal metabolomik analizleri asagidaki adimlar1 icermektedir:
1. Calisilan mikroorganizmanin uygun bir kiiltiir ortaminda biiyiitiilmesi

2. Biiyiimenin ideal veya istenen agamasinda 6rnek toplama ve bakteri hiicrelerinin
dondurularak metabolik aktivitesinin durdurulmast

3. Ekstraseliiler metabolitlerin analizi i¢in siipernatantin toplanarak bakterilerin
besiyeri ortamindan uzaklastirilmasi (bakteri hiicreleri ise intraseliiler metabolit analizleri
icin kullanilir)

4. Intraseliiler metabolitlerin ekstraksiyonu

5. Uygun bir enstriimental yaklagim kullanilarak (NMR spektroskopi, LC-MS, GC-
MS gibi) intraseliiler ve ekstraseliiler metabolitlerin analizi (Pinu vd., 2017).

Metabolomik yaklasim alanin 6nemli bir avantaji, bakterilerin dogrudan biyolojik
baglamda incelenmesine olanak saglamasidir. Geleneksel biyokimyasal analizler
genellikle sinirli sayida metaboliti hedeflerken, metabolomik teknikler (6rn., kiitle
spektrometresi ve niikleer manyetik rezonans) kapsamli ve derinlemesine bir metabolit
analizi sunar (Patti vd., 2012).
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Son yillarda, ileri veri analizi yontemleri ve metabolit tanimlama algoritmalari,
bakteriyel metabolomik ¢alismalarinin ¢6ziiniirliigiinii ve dogrulugunu artirmistir. Bu tez
kapsaminda, E. coli ile muamele edilen D-limonen'in hiicresel metabolizma tizerindeki
etkileri, bakteriyel metabolomik yaklasimi ile kapsamli sekilde degerlendirilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Literatiirde D-limonen maddesinin antimikrobiyal (Han vd., 2021), antioksidan (Shah
ve Mehta, 2018) ve antikanserojenik (Chebet vd., 2021) etkilerini arastiran ¢aligmalar
oldukga yaygindir. Ozellikle D-limonenin bilinen antibakteriyel etkinlik mekanizmasinin
yan1 sira, farkli biyoteknolojik yaklagimlarla degerlendirilmesi, ila¢c gelistirme
endiistrisine yeni perspektifler kazandirmaktadir. Ancak bu etkilerin hangi biyokimyasal
ve metabolik yollar {izerinden gergeklestigini anlamak icin ileri diizey molekiiler
analizlere, 6zellikle metabolomik caligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Nitekim mevcut
literatiirde D-limonenin E. coli iizerindeki etkilerinin dogrudan metabolomik yontemlerle
incelendigi kapsamli bir ¢galigma bulunmamaktadir. Bu eksiklik, sunulan tez ¢aligmasinin
alana saglayacagi 6zgiin katkinin temelini olusturmaktadir.

Tez caligmasinda kontrol grubu olarak kullanilan gentamisin antibiyotiginin, bir
arastirmada D-limonen ile sinerjik etki gosterdigi ve direngli Staphylococcus aureus (S.
aureus) ve E. coli suslarmin minimum inhibitr konsantrasyon (MIK) degerlerini
sirastyla 13,71 pg/mL ve 30 pg/mL’den 4 pg/mL ve 20,1 pug/mL’ye diisiirdiigii
gozlemlenmigtir (Costa vd., 2019). Bunun yanmi sira D-limonenin E. coli’nin hiicre
solunumunu ve enerji metabolizmasini bozarak ATP iiretiminde azalmaya yol agtigi,
boylece bakterinin hayatta kalma kapasitesini onemli 6l¢iide zayiflattigr bildirilmistir
(Chueca vd., 2014).

E. coli ATCC 25922 {izerinde yapilan bagka bir ¢alismada, D-limonenin en az
16.000 pg/mL konsantrasyonunda uygulandiginda hiicre membran yapisinda
bozulmalara neden oldugu ve bu durumun hiicresel icerik sizintisi ile DNA hasar1 gibi
coklu mekanizmalarla antimikrobiyal etki olusturdugu 6ne siirilmiistiir (Gupta vd.,
2021). D-limonenin antimikrobiyal etkilerinin yalnizca bagirsak patojenleriyle sinirli
olmadigi, ayn1 zamanda cilt hastaliklarinda rol oynayan S. aureus ve Pseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosa) gibi bakterilere karsi da etkili oldugu ve bu ozelligiyle
dermatolojik ve kozmetik uygulamalarda potansiyel tasidig1 belirtilmistir (Mohammed
vd., 2022).

Bu bulgular, D-limonenin fenotipik diizeyde antibakteriyel etkinlik gdsterdigini
acikca ortaya koymakta, ancak bu etkinin molekiiler mekanizmalarinin daha
derinlemesine incelenmesine ihtiyag duyuldugunu gostermektedir. Sekil 2.1’de D-
limonenin antimikrobiyal potansiyel etki mekanizmasi sematik olarak gosterilmistir.
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Figure 2. The antimicrobial mechanisms of D-limonene.

Sekil 2.1. D-limonen’in antimikrobiyal mekanizmasi (Lin, H vd., 2024)
D-limonenin antimikrobiyal etkisini agiklamaya yonelik yapilan ¢alismalarda ATP
iiretiminde azalma, hiicre gecirgenliginde bozulma, protein ve lipid s1zintis1 gibi
bulgulara ulagilmigtir. Buna ek olarak, E. coli’de yapilan ¢alismada uygulanan limonen
konsantrasyonuna bagli olarak degisen ATP salinimina dair grafik Sekil 2.2°de

sunulmustur.
1500

1000

ATP (mM)
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04 L) L) L) L) L} L}
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d. ATPrelease

Sekil 2.2. E. coli’de Limonen konsantrasyonuna baglt ATP salinimi (Gupta vd., 2021)

Canlilarda enerji liretimi sirasinda, TCA dongiisii ve elektron tagima zinciri gibi
metabolik siireclerde reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusur (Galley, 2010). ROS, demir-
siilfiir yapilarindan serbest demir agiga ¢ikararak Fenton reaksiyonunu tetikler; bu siire¢
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sonucunda olusan hidroksil radikalleri DNA, proteinler ve hiicre zarina zarar vererek
hiicre 6liimiine yol agabilir (Kohanski vd., 2007). Bu baglamda yapilan bir ¢alismada,
2000 pL/L D-limonen ile muamele edilen E. coli hiicrelerinde hidroksil radikali
olusumunun goézlemlendigi rapor edilmistir (Chueca vd., 2014). Boylelikle bir ugucu yag
bilesiginin, eksponansiyel fazdaki bakterilerde ROS aracilifiyla oliimciil etki
olusturabilecegi ilk kez ifade edilmistir.

Ayrica, ugucu yaglarin etkinlik siiresi ve buharlasma 6zelliklerinin de
antimikrobiyal aktiviteyi etkileyebilecegi gosterilmistir. Linalool ve limonen gibi
bilesenlerin ucuculugu nedeniyle, uygulamadan sonraki ilk birka¢ saat icerisinde
maksimum etki olusturdugu, sonrasinda ise hizli bir diisiis gozlemlendigi bildirilmistir
(Fisher ve Phillips, 2008). Bu da zaman faktoriiniin, dogal bilesiklerle yapilan
antimikrobiyal uygulamalarda dikkate alinmasi gerektigini gostermektedir.

Mevcut literatiir, D-limonenin fenotipik ve biyokimyasal diizeyde giiclii bir
antimikrobiyal potansiyel sundugunu ortaya koymaktadir. Ancak bu etkinin hiicresel
metabolizma iizerindeki etkileri, yani hangi metabolitlerin ve metabolik yolaklarin
etkilendigi, heniiz sistematik bir sekilde metabolomik yaklasimla degerlendirilmemistir.

Metabolomiks yaklasimi 6zellikle bir organizmanin metabolit profili, farkli
kosullar altinda organizma hakkinda kapsamli bilgi sagladigindan, antimikrobiyal diren¢
mekanizmalarinin anlagilmasi, antibiyotik diren¢ sorununun asilmasinda yeni yollar
sunmaktadir (Kogak ve Ozkul, 2020). Bu nedenle, bu tez ¢alismasi ile D-limonenin E.
coli iizerindeki metabolik etkilerinin GC-MS tabanli bakteriyel metabolomik yontem ile
kapsamli sekilde incelenmesi, alandaki 6nemli bir boslugu doldurmay1 hedeflemektedir.

12
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3. MATERYAL VE METOT
3.1.  Materyal

Tez kapsaminda gergeklestirilen deneysel ¢caligmalarda kullanilan tiim kimyasallar
Cizelge 3.1, sarf malzemeler Cizelge 3.2 ve cihazlar Cizelge 3.3 asagida sunulmustur.

Cizelge 3.1. Deneysel caligmalarda kullanilan kimyasal maddeler

Materyal Marka/Model | Uretim Yeri Kullanim Amaci

D-limonen Sigma-Aldrich | St. Louis, Test edilen biyoaktif
Missouri, ABD madde

n-Hekzan Merck Darmstadt, D-limonen’in
Almanya cozgeni

Nutrient Agar Sigma-Aldrich | St. Louis, Bakteri liretimi igin
Missouri, ABD kat1 besiyeri

Miieller-Hinton Agar Merck Darmstadt, Antimikrobiyal
Almanya duyarlilik testi

Miieller-Hinton Broth | Merck Darmstadt, S1v1 besiyeri,
Almanya inkiibasyon

Genta 160 mg / 2 mL Menarini Istanbul, Tiirkiye | Pozitif kontrol

antibiyotik

Piridin Merck Darmstadt, Tirevlendirme
Almanya, cozgeni

Metoksiamin Sigma-Aldrich | St. Louis, Tiirevlendirme

hidrokloriir Missouri, ABD reaktifi (ilk adim)

N-Methyl-N- Sigma-Aldrich | St. Louis, Tiirevlendirme

(trimethylsilyl)trifluoro Missouri, ABD reaktifi (sililasyon)

acetamide (MSTFA)

Metanol Merck Darmstadt, Metabolit
Almanya ekstraksiyonu i¢in

¢Oziici

Devam Arkada
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Cizelge 3.1’in devam
S1v1 Azot Habas Antalya, Metabolik
Tiirkiye reaksiyonun
dondurulmasi
Helyum Gazi Habas Antalya, GC-MS mobil fazi
Tiirkiye
Etanol Merck Darmstadt, Calisma ortaminin
Almanya genel sterilizasyonu
Saf su Milli-Q Burlington, Besiyeri hazirlama
Massachusetts,
ABD

Cizelge 3.2 Deneylerde kullanilan sarf malzemeler

Materyal Marka/Model Ulke/Sehir Kullanim Amaci

500 mL Beher Isolab Wertheim, Bakterilerin
Almanya biiyiitiilmesi

1000 mL Cam Siseler Isolab Wertheim, Besiyeri hazirlama
Almanya

Meziir Isolab Wertheim, Kimyasal Hazirlama
Almanya

Nitril Eldiven Beybi [stanbul, Sterilizasyon
Tiirkiye

Petri Kabi Isolab Wertheim, Bakterilerin
Almanya yetistirilmesi

Demir Oze Borox Istanbul, Agar kuyucuklarinin
Tiirkiye delinmesi

Ekim Cubugu Borox Istanbul, Bakteri ekimi
Tiirkiye

Santrifiij Tiipleri Isolab Wertheim, Metabolit ayrimi1
Almanya

14
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Cizelge 3.2°nin devamm

Inserter Vial Sigma St. Louis, GC-MS analizleri
Missouri, ABD

Mikropipet Uglar1 Sigma St. Louis, Kimyasal
Missouri, ABD | enjeksiyonu

Eppendorf Tiipler Isolab Wertheim, Metabolitlerin
Almanya toplanmasi

HPLC Vial Sigma St. Louis, GC-MS analizleri
Missouri, ABD

Cizelge 3.3 Deneylerde kullanilan cihazlar ve donanimlar

Cihaz Marka/Model Ulke Kullanim Amaci
Sogutmali Santrifiij | Sigma 3-18K Osterode, Almanya | Metabolit ayrimi1
Spektrofotometre | AccuSkan GO Waltham, OD600 dlgtimii
Microplate Reader, | Massachusetts,
Thermo Fisher ABD
Scientific
Isiticili Calkalayict | MaxQ 4450, Waltham, Bakteri
Thermo Fisher Massachusetts, inkiibasyonu
Scientific ABD
Isiticili Mikrotiip PCMT Plus Cambridge, Tiirevlendirme
Calkalayici Thermo-Shaker, Ingiltere inkiibasyonu
Grant Instruments
GC-MS Sistemi 7890A GC-System, | Santa Clara, Kromatografik
5975C MSD, California, ABD analiz
Agilent
Technologies
Liyofilizator Pard Miihendislik, | Konya, Tiirkiye Metabolit kurutma
Deep Dryer

15
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Cizelge 3.3’iin devami

Mikropipetler Thermo Fisher Waltham, Numune
Scientific Massachusetts, alim/dagitim
ABD
Inkiibator Thermo Fisher Waltham, Bakteri yetistirme
Scientific Massachusetts,
ABD
Otoklav Tomy SX Series Tokyo, Japonya Sterilizasyon
Isiticili Manyetik MS300HS, Seul, Giiney Kore | Besiyeri hazirlama
Karistirici MTOPS
Ultra Saf Su MP Minipure [stanbul, Tiirkiye Besiyeri
Sistemi BASIC M UP, hazirlama/sterilizas
MES yon
Hassas Terazi Pioneer PX224/E, | Greifensee, Isvigre | Kimyasal tartim
Ohaus

Derin Dondurucu -
80°C

Forma 900 Series,
Thermo Scientific

Waltham,
Massachusetts,
ABD

Numune
muhafazasi
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3.2. Metot

Tez calismalar1 kapsaminda yapilan analitik caligmalar Sekil 3.1°de

sunulmaktadir.

inkiibasyon (‘D

E.coli ve D-limonen
iceren besiyeri
inklbasyona birakilir.

Ekstraksiyon @

Santrifij ileToplanan
metabolitier

.

(AN
G

hicre dist
metabolitler
(extracellular)

A
hicre ici hicre ici metabolitlerin
metaboh tler metanol ile birlikte sivi
(intracellular) nitrojen icerisinde

v

Besiyeri ve metabolit
disindaki kalintilart
uzaklastirmak icin numuneler
liyofilizatorde kurutulur.

dondurulup éze ile
pargalanir.

)

Analiz @

““ Viallere alinan 6rneklerin
" GC-MS cihazinda analizi
. yapilir ve ilgili yazihmlarda
. istatistiksel analizleri

... gerceklestirilir.

- Tureviendirme @

MSTFA

1 mL piridin + 20 mg
metoxyaminde ¢ozUlir

N /

20uL S0 uL

AN

Metabolit ekstraktianna
totalde 100 ul eklendikten
sonra viallere anip analize
baglanir.

Sekil 3.1. E. coli mikroorganizmasi lizerine D-limonen etkili maddesi i¢in hedefsiz
(untargeted) metabolomiks c¢alismasit deney akis plant
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3.2.1. Bakteri Kiiltiiriiniin Yetistirilmesi

Soguk ortamda muhafaza edilen (-80°C) E. coli numune stoklar1 Nutrient agar
(Sigma-Aldrich, ABD) igeren petrilere yayma ekim yapilarak etiivde 37°C etiivde 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Yapilan antimikrobiyal aktivite ¢aligmalarinda kullanilacak
olan tiim malzemeler ve besiyerleri dncesinde otoklavda 121°C'da 15 dakika sterilize
edilmistir.

3.2.2. Antimikrobiyal Aktivite Testi ve Dozaj Belirleme

D-limonen analitik standartinin E. coli ATCC 25922 fizerindeki antimikrobiyal
etkinliginin aragtirtlmasi dogrultusunda kuyucuk difiizyon metodu ile negatif kontrol
olarak belirlenen antibiyotigin etkisinin kiyaslanmasi amaglanmistir. Antimikrobiyal
aktivite testinin belirlenmesinde kullanilan Miieller-Hinton Agar besiyerine (Merck,
Almanya) E. coli ekimi yapilmistir. Ardindan ucunun ¢ap1 6 mm olarak ayarlanan demir
0ze bek alevinde steril edildikten sonra besiyerinde 6 cm araliklarla 4 kuyucuk agilmistir.
Daha sonra sirasiyla 2000, 4000, 8000 ve 10000 pg/mL olarak belirlenen D-limonen
pg/mL dozajlart D-limonen analitik standartinin N-hekzan (Merck, Almanya) organik
solventi ile seyreltilmesiyle hazirlanarak kuyucuklara sirastyla 50 pL enjekte edilmistir.
Pozitif kontrol olarak organizmaya spesifik olan gentamisin antibiyotik ve negatif kontrol
olarak n-hekzan solventi uygulanmistir. 24 saat 37°C etlivde inkiibasyona birakildiktan
sonra zon ¢aplar1 cetvel yardimiyla milimetrik olarak (mm) &lgiilerek MIK degerleri
belirlenmistir. Antibakteriyel c¢alismalara ait illiistrasyon semas: Sekil 3.2°de
sunulmaktadir.

Petride yetigtirilen bakterilerden

sivi besiyerine spektrofotometre

ile dlgiilerek 1,5 x 10° cfu/mL

olacak sekilde aktarim yapilir.
Miieller-Hinton agar besiyerine
demir 6ze yardimiyla kuyucuklar
agihr.

1,5 10° cfu/mL
0D600 /

g

D-Limonen
(298%)

Sivi besiyerinden alinan bakteriler
petri izerine yayilarak ekilir.

inkiibasyon sonrasi olugan zon
caplan milimetrik olarak dlgiilerek
MIK degeri hesaplanir.

Agcilan kuyucuklara belirlenen
dozlarda antimikrobiyal ajanlar
eklenerek inkiibasyona birakilir.

Sekil 3.2. Antibakteriyel ¢aligmalara ait deney akis semasi
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3.2.3. Bakteri Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi ve Etken Madde Dozlarinin Uygulanmasi

Derin dondurucuda muhafaza edilen (-80°C) E. coli bakteri stogundan Nutrient agar
besiyerine ekim yapilarak bakteri canlandirilmistir. Daha sonra mikroorganizma
stispansiyonu, baslangi¢c konsantrasyonu 1,5 x 10% cfu/mL bakteri olacak sekilde
spektrofotometrede (Thermo Fisher Scientific, ABD) OD600 degerleri olgiilerek
Miieller-Hinton s1v1 besiyerine aktarilmaistir.

Bakteri iceren tiipler, kat1 ortamdan s1vi ortama gegiste adaptasyonun saglanmasi
icin 37°C'de, 1s1ticili ¢alkalayicida 225 rpm hizinda ve 24 saat inkiibasyona birakilmigtir.
Bu asamada herhangi bir etken madde ilave edilmemistir. Burada metabolit analizi
sirasinda farkli ortam kosullarinin yaratacagi stres faktoriiniin minimize edilmesi
amaglanmistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra tekrar bakteri konsantrasyonu 1,5
x 108 cfu/mL olacak sekilde OD600 degerleri 6lgiilerek taze broth besiyerlerine alt kiiltiir
edilmisgtir.

Hazirlanan bakteri kiiltiirline metabolomik deneyler i¢in hesaplanan D-limonen’in
yarim inhibitér konsantrasyonu (1/2 MIK degeri) olan 4000 pL/L olacak sekilde D-
limonen eklenmistir. Kontrol deneyleri olarak negatif kontrol (yalnizca bakteri kiiltiirii)
ve pozitif kontrol (gentamisin antibiyotigi uygulamasi) denemeleri gergeklestirilmistir.
Negatif kontrol caligmasinda D-limonenin ¢6zgeni olarak kullanilan hekzanin
antimikrobiyal etkinlik caligmalarinda etkinlik gostermemesi nedeni ile g¢aligmanin
devaminda degerlendirmeye alinmamistir. Metabolomik analizler i¢in bakterilerin
biyoaktif maddeye farklt maruz kalma siirelerinin olusturmasi beklenen metabolik etki
farkinin kiyaslanabilmesi amaciyla farkli inkiibasyon siirelerinde (1. grup i¢in 6 saat ve
2. grup i¢in 12 saat, 3. grup icin 24 saat) iistel olacak sekilde 37°C'de 225 rpm 1siticili
calkalayicida inkiibe edilmistir. Deneyler, ti¢ biyolojik tekrar olarak yapilmistir. Bakteri
kiiltiiriine ait gorseller Sekil 3.3’te sunulmaktadir.

Sekil 3.3. E. coli’nin Nutrient agarda biiyiitiilmesi sonras1 petrideki koloni goriintiisii
(a), Mueller-Hinton siv1 besiyerine aktarildiktan sonra baslangi¢ konsantrasyonundaki
kiiltiir goriintiisii (b)
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3.2.4. Bakteri Metabolitlerinin Ekstraksiyonu

Hazirlanan bakteri slispansiyonlarina subinhibitdr konsantrasyonunda D-limonen
uygulanmis ve silispansiyonlar deneme planina uygun sekilde santrifiij tiiplerine
alimmigtir. Tiipler farkli siirelerde (6, 12 ve 24 saat) inkiibasyona birakilmis ve siire
sonunda intraseliiler ve ekstraseliiler metabolitlerin ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Bu
kapsamda olusturulan deneme plan1 Sekil 3.4’te 6zetlenmektedir.

6 saat

12 saat 24 saat Ornek Gruplan Ornek isimleri
IL_6 1L_12 1L_24
26 2012 2024
D-limonen igeren 3L 6 3L_12 3L_24
(4000 ppm) v
E.coli'ler V¢
1 E Int; E | { Fks Ek 1 Ekstra |y Fk Intra - Ekstra Intra - Ekstra  Intra - Ekstra
1A 6 1A_12 1A 24
246 2A_12 2A 24
Antibiyotik igeren 3A 6 3A_I12 3A24
(4000 ppm) v
E.coli'ler N l
! Ek In Ek: Intra - Ekstra ¥ L Fh In Eksu Ints Ekst latra - Ekstra |, Ekst
1B.6 B2 1B24
26 2B12 224
Etken madde yok, 3B_6 3B_12 3B_24
yalmzca E.coli \,& l
Intra - Ekstra  Intra - Ekstra  fners - Ekstra [ I Ekstra | Ekst Intra - Ekstra  lotra - Ekstra  [ntea - Ekstra
Tiim Ornekler:  |L12 E  1L6_E IL24_E  1B6_E IBI2ZE IBM_E 1A6E 1AI2.E 1AM E . i . )
JLI2.E 2L6.E 2124 E  2B6.E  2BI2.E  2B4_E 2A6.E 2AI12E 2AME E: Ekstrascliler L Intraveliler
3LI2.E  3L6.E 3L24 E  3B6_E 3BI2.E  3B24_E 3A6E 3AI2E  3A24E
Toplam 54 Grnek . ) . . . . . ) :
Toplam340mek 111y i aed w24 B6 B0 1B 1AGH AL 1A24
L1201 2160 2124 1 2B6_i 2B12_] 2B24_1 2061 2A120 2A24_i
L1200 3L6d 3L24_1 3B6_i 3BI2_1 3B24_1 3A6.1  3AI120 3A24_i

Sekil 3.4 E. coli’de metabolit ekstraksiyonu deney gruplama plani

Sekil 3.4’te sunulan deneme planinda inkiibasyon sonras1 mikroorganizma igeren
broth besiyerleri santrifiije alinmis ve 15.000G kuvvetinde 15 dakika 4°C’de santrifiij
(Sigma Laboratory Centrifuges, Almanya) edilmistir. Santrifiij sonras1 dibe g¢dken
bakterilerin list fazindan 1 mL alinarak eppendorflara eklenmis ve elde edilen bu materyal
ekstraseliiler (hiicre dis1) metabolitler olarak adlandirilmistir. Yapilan calismalar
cercevesinde elde edilen 6rnek bir santrifiij tiipii gorsel Sekil 3.5’te sunulmaktadir.
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Besiyeri fazina salinan

hiicre dis1 (Extracellular)
metabolitler

Dipte kalan olii bakteri
hiicreleri kahntilan

Sekil 3.5. Santrifiij ile dibe ¢oken 6lii bakteri hiicreleri ve iist fazda disar1 salinan
metabolitlerini igeren s1v1 besiyeri

Ekstraseliiler fazin alinmasindan sonra tiiplerin iist fazindaki medium kismi
bosaltilarak dipte bakteriler birakilmis, kalan bakterilerin iizerine 3 mL soguk (-20°C)
metanol:su karisimi (9:1, v/v) ilave edilmis ve sivi azotta dondurularak 6ze ile fiziksel
parcalama yapilmistir. Bu islemden sonra santrifiyj tiipleri tekrar 15.000G kuvvetinde 15
dakika 4°C’de santrifiij edilmistir. Bu islem ile {ist metanol fazina salinmis olan
metabolitlerden 1 mL alinarak eppendorflara eklenmistir. Elde edilen bu faz intraseliiler
(hiicre i¢i) metabolitler olarak adlandirilmistir.

Eppendorflara alinan ekstraseliiler ve intraseliller metabolit ornekleri
liyofilizatérde (Pard Miihendislik, Tiirkiye) 24 saat 10°C’de kurutulmustur. Orneklerde
daha temiz bir ekstraksiyon elde edebilmek ve besiyeri gibi interferans unsurlarindan
uzaklastirmak i¢in kurutma isleminden sonra tekrar 1 mL soguk metanol:su karisimi1 (9:1,
v/v) eklenmis ve tekrar liyafilizatorde kurutma islemi gerceklestirilmistir. Son asamada
ise kurutulan ornekler tiirevlendirilecegi zamana kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.
Bakteriyel metabolit ekstraksiyonu calismasina ait illiistrasyon semast Sekil 3.6’da
sunulmustur.
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Sekil 3.6. Bakteriyel metabolit ekstraksiyonu deney akis semast
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3.2.5. Metabolitlerin Tiirevlendirilmesi ve GC-MS Analizi

Elde edilen ekstraseliiler ve intraseliiler metabolit 6rneklerinin tiirevlendirilmesi i¢in
20 pL metoksiamin hidrokloriir (piridin i¢erisinde 20 mg/mL) hazirlanmis ve numunelere
eklendikten sonra 30°C'de 90 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Calismanin devaminda 50
uL %1 trimetilklorosilanli N-metil-N-(trimetilsilil)-trifloroasetamid ¢ozeltisi (MSTFA)
ilave edilmis ve 6rnekler 37°C’de 30 dakika siireyle 1siticili ¢alkalayicida (Thermo Fisher
Scientific, ABD) tekrar inkiibasyona birakilmigstir. Tiirevlendirme islemi tamamlandiktan
sonra GC-MS sistemine (Agilent Technologies, ABD) 1 uL numune enjekte edilmistir.
Analizler kapsaminda laboratuvarimizda kullanilan GC-MS cihazina ait gorsel Sekil 3.7
ve metabolomiks calismasi i¢in belirlenen optimum GC-MS kosullar1 Cizelge 3.4’de
sunulmustur.

=
=
=
=
—
=
=
§
—

Sekil 3.7. Metabolomik analizlerde kullanilan GC-MS cihazi
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Cizelge 3.4. GC-MS cihaz analitik kosullari
Gaz Kromatografi Cihazi | Agilent Technologies 7890A GC-System
Modeli

Kiitle Dedektorii Cihazi Agilent Technologies 5975C inert MSD with Triple

Modeli Axis- Detector

Akis Hizt 3 mL/dak. Helyum

Enjektor Sicakligi 250°C

Split Oran1 100:1

Dedektor MS Dedektor

Kiitle Aralig1 50-650 amu

MS Sicaklik 230°C

Elektron Enerjisi 70 eV

Enjekte Edilen Hacim ims

Firin sicaklig1 programi 60°C’de 1 dakika, 10°C/dk rampa ile 325°C, 325°C’de 8
dakika

Kolon OV-5ms, 30m x 0.25mm

Toplam Analiz Siiresi 35,5 dakika

3.2.6. Verilerin Normalizasyonu, Data isleme ve Metabolomik Analizler

Kiitle parcalanma spektrumlari, Agilent Technologies MSD Productivity
ChemStation yazilimi kullanilarak analiz edilmis ve NIST 17 Kkiitiiphanesi ile
eslestirilerek bilesik tanimlamalart yapilmistir. Daha sonra ham GC-MS verileri, ABF
Converter araci (http://www.reifycs.com/AbfConverter/index.html) kullanilarak “.abf”
formatina doniistiriilmiistiir. Elde edilen kromatografik veriler, MS-DIAL (siirim
5.2.240424.3) yazihmu ile ayristirilmis; Kovats Alikonma Indeksi referans alinarak
metabolitlerin tanimlamalar1 gergeklestirilmistir. Parametre ayarlarinda analizler kiitle
araligr 0-1000 Da (mass-range), alikonma zaman tolerans1 0,5 dakika (Retention time
tolerance), Tanimlama skor kesme degeri %70 (Identification score cut-off), minimum
pik yiiksekligi tanimlama genisligi 1000 (Minimum peak height for peak detection),
elektron iyonizasyon (EI) modunda ve retansiyon zamanina gore (RT)
gerceklestirilmistir. Alignment ve filtreleme islemleri tamamlandiktan sonra, pik
yiiksekligi (peak height) bazli matris verisi disa aktarilmistir.

24



MATERYAL VE METOT 0. TEMiZ

Istatistiksel analizler ve veri normalizasyonu, MetaboAnalyst 6.0 platformunda
gerceklestirilmistir. Bu asamada, 6rnek isimleri ve gruplamalar diizenlendikten sonra veri
seti otomatik Slgeklendirme ile normalize edilmistir. Normalize edilen metabolitlere ait
gorsel Sekil 3.9’da sunulmustur. Farkli gruplar arasindaki varyasyonlart degerlendirmek
iizere temel bilesen analizi (PCA) uygulanmis; ardindan gruplar arasi ayrigmanin
belirginligini degerlendirmek ve ayrimi saglayan Onemli metabolitleri belirlemek
amaciyla en kiiciik kareler ile diskriminant analiz (PLS-DA) yapilmstir.

D-limonen uygulanan bakteriler ile kontrol grubu bakterilerin ekstraseliiler metabolit
profilleri de ayrica PLS-DA analizi ile degerlendirilmistir. Metabolit yogunluklari,
sicaklik haritasi (heat map) kullanilarak gorsellestirilmis ve gruplar arasindaki farkliliklar
renk gradyanlariyla karsilastirmali olarak sunulmustur.

Ornekler arasindaki anlamli farkliliklar1 belirlemek amaciyla veriler t-testi veya
ANOVA (p<0,05) ile analiz edilmistir. Anlamli bulunan metabolitler i¢in zenginlestirme
analizi (Enrichment analysis) ve nokta grafigi (Dot Plot) olusturularak, bu metabolitlerin
ait olduklar1 metabolik yolaklar belirlenmistir. Bu asamada yolak analizlerinde Fisher’s
Exact Test uygulanmis ve KEGG veri tabani kullanilarak E. coli K-12 MG1655 referans
organizmasi ile eslestirme yapilmaistir.

Orneklerin tiirevlendirilmesi ve analiz siirecine ait deney akis illiistrasyonu Sekil
3.8’de sunulmustur.

20 mg methoxyamine
hydrochloride,1 m piidinde Tiirevlendirilen rneklerin
et vo bu lialtdon GC-MS analizleri gerceklestirlr MetaboAnalystte ham veriler
dmeklere 20 L eklenir. . detayll analiz edilir
Kromatogram verileri
» MS-DIALde kiitiiphane ile —
y -] kiyaslani.
f §ac 90 dakika
a 4k
¢ \/“‘"v — ! ’ ] J‘s t
~ — (| e
ey
- A .
V o _ v e \
§arcy s0daiea
50 pL MSTFA eklenir. ‘ l o

Sekil 3.8. Tiirevlendirme ve data analizleri deney akis semast
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Sekil 3.9. Metabolitlerin normalizasyonu

Yukaridaki grafikte {ist bolimde, normalize edilmemis verilerin saga carpik bir
dagilim sergiledigi; normalizasyon sonrasi ise dagilimin daha simetrik hale geldigi
gorlilmektedir. Alt boliimde yer alan kutu grafiklerinde (box-plot) ise bazi metabolitlerin
baskin etkisinin azaldig1 ve verilerin daha dengeli bir dagilim gosterdigi izlenmektedir.
Bu durum, gruplar arasi1 karsilagtirmalarin daha giivenilir sekilde yapilmasina olanak
saglamistir.

26



BULGULAR VE TARTISMA 0. TEMiZ

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. D-Limonen’in E. coli Uzerindeki Minimum Etkin Dozu

Yapilan antimikrobiyal aktivite testinde, D-limonenin E. coli ATCC 25922 susu
iizerindeki etkisine dair belirgin doza bagimli bir etki gdzlemlenmistir. Bu kapsamda ilgili
uygulamaya ait gorsel veriler Sekil 4.1°de, uygulanan doz ve olusan zon ¢aplarini gosterir
tablo Cizelge 4.1.’de sunulmustur.

Sekil 4.1. Antibiyotik ve hekzan kontrol grubu (a) ve farkli dozlarda d-limonen
uygulanan grup (b)

27



BULGULAR VE TARTISMA 0. TEMiZ

Cizelge 4.1. Uygulanan D-limonen dozajlar1 ve zon ¢ap1 milimetrik dl¢timleri

Deneme No D-Limonen Dozajlar1 (ng/mL)
2000 4000 8000 10000

1 0 0 8 10

2 0 0 7 11

3 0 0 8 10

4 0 0 10 13

5 0 0 10 12

6 0 0 7 10

7 0 0 7 10

8 0 0 10 12

9 0 0 10 12

10 0 0 8 10

11 0 0 7 10
Mean 0 0 8,36 10,90

SD 0 0 1,36 1,13

Cizelge 4.1°de sunulan kuyucuk difiizyon testleri sonuglarina gore; D-limonenin 2000
ve 4000 pL/L konsantrasyonlarinda uygulandigi petri kaplarinda inhibisyon zonu
olusmazken, 8000 uL/L’de ortalama 7-10 mm ve 10.000 uL/L’de ise 10—13 mm ¢apinda
inhibisyon zonlar1 gdzlenmistir. Pozitif kontrol grubu olarak kullanilan gentamisin
antibiyotigi ise 45 mm ¢apinda genis bir inhibisyon zonu olusturarak, testin dogrulugunu
desteklemistir. Ote yandan negatif kontrol grubu olan n-hekzan, tek basina
uygulandiginda inhibisyon zonu olusturmayarak ¢6zgen etkisinin antibakteriyel
aktiviteye katki saglamadigini gostermistir. Bu bulgular dogrultusunda D-limonenin E.
coli lizerinde etkinliginin 8000 uL/L ve iizeri konsantrasyonlarda basladigi, daha diigiik
konsantrasyonlarda ise inhibisyon etkisinin gozlenmedigi belirlenmistir. Bu nedenle
metabolomik analizlerde kullanilmak iizere subinhibitér konsantrasyon olarak ¥» MIK
degeri olan 4000 puL/L tercih edilmistir.

D-limonen ve turuncgil esansiyel yaglarmin E. coli iizerindeki antibakteriyel
etkilerini inceleyen farkli calismalarda, antibakteriyel denemeler sonucunda MIK degeri
200 pg/mL'e kadar diismiistiir. Benzer sekilde, %56 D-limonen igerigine sahip Citrus
tiirlerinden elde edilen limon kabugu ugucu yagi, antibiyotige direngli E. coli'ye kars1 250
ng/mL MIK degeriyle antibakteriyel aktivite gdstermistir (Septama vd., 2023). Ek olarak,
P. aeruginosa'ya kars1 yapilan turunggil ekstrakti ¢aligmalarinda ise, 512 pL/L’lik bir
MIK degeri belirlenmis ve E. coli'ye kars1 gentamisin ile birlestiginde sinerjik etkiler
gozlemlendigi bildirilmistir (Costa vd., 2019). Tez ¢alismasinda elde edilen bulgular,
diger calismalarla karsilastirildiginda, cesitli turunggillerden elde edilen esansiyel
yaglarin E. coli'ye kars1 daha diisiikk dozlarda dahi gii¢lii bir dogal antibakteriyel ajan
potansiyeline sahip olabilecegini ortaya koymaktadir.
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4.2. Metabolomik Analizlerde PLS-DA ve PCA Skorlari

D-limonen aktif maddesinin E. coli lizerine subinhibitér konsantrasyonda (4000
pL/L) uygulamasi sonucu elde edilen ekstraseliiler materyalde gerceklestirilen hedefsiz
(untargeted) metabolom analizine ait GC-MS 06rnek kromatogrami Sekil 4.2°de
verilmistir.

Abundance

TIC 224E1.Ddatarns

25et07

1.5et07
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Sekil 4.2. D-Limonen uygulanmis bakteride ekstraseliiler metabolitlerin kromatogrami

Sekil 4.2°de, D-limonen uygulanmis E. coli hiicrelerinden elde edilen
ekstraselliiler fraksiyona ait toplam iyon kromatogrami (TIC) sunulmaktadir. Bu
kromatogram, GC-MS analizinde elde edilen tiim iyon sinyallerinin zaman eksenindeki
yogunluk profilini gostermektedir.

GC-MS analizleri sonucunda elde edilen veriler, MS-DIAL yazilim ile islenmis
ve Kovats alikonma indeksine gore dogrulanan toplam 58 metabolit tanimlanmustir.
Ardindan bu veriler MetaboAnalyst 6.0 platformuna aktarilmis, normalize edilmis ve ¢ok
degiskenli istatistiksel analizlere tabi tutulmustur. Bu kapsamda PCA ve PLS-DA
analizleri uygulanarak, D-limonen uygulanan bakteriler ile kontrol grubu arasinda
anlamli ayrismalar gozlemlenmistir. Ayrica gentamisin uygulanan grup da
karsilagtirmaya dahil edilmis ve ayirt edici metabolitler belirlenmistir.

Analizler hem hiicre i¢ci hem de hiicre disi metabolitler diizeyinde
gerceklestirilmig, her bir grubun metabolit profiline etkileri degerlendirilmistir.
Asagidaki sekillerde bu analizlere ait skor ve yiikleme grafikleri sunulmakta olup, ilgili
degerlendirmeler sekil agiklamalar ile verilmistir. (Sekil 4.3—4.7)
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Sekil 4.3. D-Limonen uygulanan ve kontrol bakteri gruplar1 arasinda intraseliiler ve
ekstraseliiler metabolitlerin PCA Score Plot Grafigi

Sekil 4.3, D-limonen uygulanmis ve uygulanmamis E. coli gruplarina ait
intraseliiler ve ekstraseliiler metabolitlerin PCA skor grafigini gostermektedir. PCA
analizi sonucunda, uygulama gruplar1 ile kontrol grubu arasinda 6zellikle ekstraseliiler
gruplar arasinda anlamli bir ayrigma gdézlenmistir.
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Sekil 4.4. D-Limonen uygulanan ve kontrol bakteri gruplar1 arasinda intraseliiler ve
ekstraseliiler metabolitlerin PLS-DA Score Plot Grafigi

Sekil 4.4, intraseliiler ve ekstraseliiller metabolitler temelinde D-limonen
uygulanmis ve uygulanmamus gruplarin PLS-DA skor grafigini gdstermektedir. Ilgili
grafikte, gruplar arasinda belirgin bir ayrim saglandigi goriilmektedir. PLS-DA analizi,
gruplar1 ayiran metabolitlerin katki diizeyini artirarak, PCA’ya kiyasla ayrigsmay1 daha
keskin bicimde gostermektedir.
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Sekil 4.5. Etken madde uygulanmayan, D-limonen ve gentamisin uygulanan gruplarda

intraseliiler ve ekstraseliiler metabolitlerin PLS-DA Score Plot Grafigi

Sekil 4.5, D-limonen, gentamisin ve kontrol gruplarinin hem intraseliiler hem de
ekstraseliiler metabolit profilleri iizerinden PLS-DA skorlarmi karsilastirmaktadir. Ug
grubun birbirinden belirgin sekilde ayrildigi goézlemlenmistir. Bu bulgu, hem D-
limonenin hem de gentamisinin E. coli metabolizmasinda ayirt edici etkilere sahip
oldugunu ve her iki ajanin da farkli metabolik tepkiler olusturdugunu 6ne siirmektedir.
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Sekil 4.6. D-Limonen uygulanan ve kontrol bakteri gruplarinin ekstraseliiler
metabolitleri arasinda PLS-DA Score Plot Grafigi

Sekil 4.6, yalnizca ekstraseliiller metabolitler dikkate alinarak gerceklestirilen
PLS-DA skor grafigini gostermektedir. D-limonen uygulanan bakteriler ile kontrol
grubuna ait 6rneklerin birbirinden ayrildig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.7. D-Limonen uygulanan ve kontrol bakteri gruplarinin ekstraseliiler
metabolitleri arasinda PLS-DA Loading Plot Grafigi

Sekil 4.7, ekstraseliiler metabolitlerin gruplar arast farkliligin1 etkileyen
bilesenleri gosteren PLS-DA Loading Plot grafigidir. Bu grafikte, gruplar arasindaki
ayrimi belirleyen ve PLS-DA skorlarina en fazla katkiy1 saglayan spesifik metabolitler
isaretlenmistir. Ozellikle kadaverin, urasil, sitrik asit ve malik asit gibi metabolitler
gruplar arasinda farklilagsan biyokimyasal yanitlart yansittig1 sonucuna varilmistir.

Metabolomik analizlerden elde edilen PLS-DA ve PCA sonuglari, D-limonen
uygulanmis gruplarin kontrol gruplarindan belirgin bi¢imde ayristigini gostermektedir.
PCA skor grafikleri, limonenin hiicresel metabolizma {izerinde genis kapsamli bir etki
yaratarak genel metabolik profili kontrol grubuna kiyasla ciddi dl¢lide degistirdigini
ortaya koymustur. Nitekim literatliirde farkli stres kosullarinin veya antimikrobiyal
uygulamalarin, E. coli metabolomunda kendine 6zgii imzalar olusturarak gruplarin ¢ok
net bir sekilde ayrismasina yol ac¢tig1 bildirilmistir (Jozefczuk vd., 2010).
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Ornegin, enoksasin adli bir antibiyotigin alt-inhibitér dozlarina maruz kalan E.
coli hiicrelerinde metabolit profili dramatik bigimde degismis ve PCA analizi altinda stres
uygulanan ve uygulanmayan gruplar tamamen ayr1 kiimelere ayrilmistir (Kocak ve
Ozkul, 2021). Sunulan tez calismasinda da limonen uygulanmis hiicrelerin metabolik
profili, kontrol hiicrelerinden belirgin bir uzaklikta konumlanmigtir. PLS-DA analizi
sonuglari, gruplari ayiran baglica metabolitleri ortaya koymustur. Bu metabolitler enerji
metabolizmasi, amino asit birikimi ve poliamin diizeylerindeki farkliliklar ile iliskilidir.
Ayrica, metabolik degisimlerin zaman bagimli oldugu goézlemlenmistir: D-limonen
uygulamasinin erken evrelerinde hiicreler ani bir sok ve enerji kayb1 yasarken, ilerleyen
saatlerde toparlanma veya adaptasyon girisimleri metabolik profilde yeni degisiklikler
ortaya ¢ikarmigtir. Literatiirde, stres uygulamasini takiben erken donemde metabolit
diizeylerindeki degisimlerin daha 6zgiin oldugu, zaman ilerledikge ise hiicrelerin ortak
bir stres adaptasyon yoluna girdikleri belirtilmektedir (Jozefczuk vd., 2010).

4.3.  Gruplar Aras1 Metabolit Trendlerinin Sicak Harita Grafigi’nde (Heat-map)
Incelenmesi

Negatif kontrol, D-limonen uygulanan ve gentamisin uygulanan E. coli
kiiltiirlerinin intraseliiler ve ekstraseliiler metabolit profillerine ait sicaklik haritast Sekil
4.8°de sunulmustur. Ilgili grafik, metabolit yogunluklarmi renk gradyanlarryla
karsilagtirmali olarak gostermektedir.
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Sekil 4.8. Gentamisin, D-limonen ve kontrol gruplarinda intraseliiler ve ekstraseliiler
metabolitlerin sicak harita grafigi

Sekil 4.8’de sunulan grafige gore; 6zellikle D-limonen ve gentamisin uygulanan
gruplarda belirli metabolitlerin diizeylerinde anlamli degisiklikler g6zlenmis; 6zellikle D-
limonenin etkisinin gentamisine benzer bazi metabolik tepkileri tetikledigi izlenmistir.

D-limonenin metabolit diizeylerinde olusturdugu etkiler hem intraseliiler hem de
ekstraseliiler fraksiyonlar i¢in gruplanarak ayri ayri1 degerlendirilmis ve Sekil 4.9'da
gorsellestirilmigtir.
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Sekil 4.9. Farkl1 siirelerde D-limonene maruz kalan bakterilerde intraseliiler ve

ekstraseliiler metabolitlerin sicak harita grafigi

Sekil 4.9°da sunulan grafik, hiicre i¢i ve digi ortamlarin D-limonene verdigi
metabolik yanitlar1 karsilastirmali olarak gostermektedir. Ilgili grafikte dzellikle bazi
amino asitler, organik asitler ve seker tlirevlerinde anlaml diizey degisimlerinin oldugu

dikkat ¢gekmektedir.

Ekstraseliiler metabolitlerde gozlenen yogun degisim nedeniyle bu fraksiyona
0zel analizler yapilmig, D-limonen uygulamasimin dig ortam metabolitleri tizerindeki
etkileri Sekil 4.10°da sunulmustur.
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Sekil 4.10. D-limonen uygulanan ve kontrol grubu bakterilerde ekstraseliiler
metabolitlerin sicak harita grafigi

Sekil 4.10’da sunulan grafikte, D-limonen uygulamasi ile birgcok metabolit diizeyinde

artis veya azalis gozlenmis; bu da dis cevredeki metabolik yanitin da en az hiicre i¢i kadar
onemli oldugunu ortaya koymustur.
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4.4.  Metabolit Dagilmimin Sicakhik Haritas1 Temelli Analizi

Cizelge 4.2°de, D-limonen, antibiyotik (gentamisin) ve kontrol gruplarindaki baglica
metabolitlerin goreli degisimleri (artis 1/ azalis | /—kontrol sabiti) 6zetlemektedir. Tablo,
ozellikle ekstraseliiler fraksiyonlar dikkate alinarak heatmap ve ANOVA (p<0,05)
analizlerine dayali olarak olusturulmus olup ilgili etkilesime gore potansiyel olasiliklar

degerlendirilmistir.

Cizelge 4.2. Gruplar arasinda metabolik degisim incelemesi

Metabolit Isimleri

D-Limonen
Grubu

Antibiyotik
Grubu

Kontrol
Grubu

Potansiyel Olasilik

L-(-)-Malik Asit

1

TCA dongiisii disinda
artis; glioksilat sant1
aktivitesi ihtimali

Urasil

Niikleotid
metabolizmasinin
etkilenme olasilig1

Sitrik Asit

TCA ara tUriini
baskilanmis; enerji
iiretiminin zayiflamasi

Aspartik Asit

Amino asit
metabolizmasinda
artis ihtimali

Glisin

Stres yaniti; glutatyon
iretimiyle iliski
ithtimali

Glutamik Asit
(Glutamat)

Stres yaniti; glutatyon
iretimiyle iliskisi

L-Serin

Amino asit ve
glutatyon senteziyle
iligkili artis ihtimali

D-(-)-Riboz

Nikleik asit
metabolizmasinda
artis ihtimali
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Cizelge 4.2°nin devami

Benzoik Asit ) Limonene 6zel artis;
antimikrobiyal etki
ithtimali

Biitandioik Asit ! TCA ara tUriini
baskilanmisg; enerji
tiretimi zayiflamis

Propiyonik Asit ) Stres kaynakli
fermentatif yanit
ithtimali

Galaktoz 1 Limonene 6zel artis;
antimikrobiyal etki
ithtimali

Kadaverin ! Poliamin sentezinde
baskilanma ihtimali

L-Ornitin ! Poliamin ve azot
metabolizmasinda
baskilanma ihtimali

L-Norldsin ) Limonen grubuna
0zgli metabolit
aktivasyonu ihtimali

D-(+)-Alloz ) Enerji
metabolizmasinin
etkilenmesi ihtimali

D-(+)-Mannoz ) Karbon
metabolizmasinin
etkilenme ihtimali

Alfa-Metilserin ) Gegici adaptif artis

Homosistein 1 Strese kars1 hiicresel
yanit ihtimali

3- ) Stres yanit1 gostergesi

Aminopropiyonitril

L-Treonin Protein biyosentezi

artis1
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L-Ornitin ve sitrik asit gibi metabolitlerin her iki uygulama grubunda da (D-
limonen ve gentamisin uygulanan gruplar) azalma gostermesi dikkat ¢ekicidir. Sitrik asit,
TCA dongiisiiniin temel ara iriinlerinden biridir ve seviyesindeki bu azalma, enerji
metabolizmasinda dongiisel akigin  baskilandigini; dolayisiyla intraseliiler ATP
iretiminin zayifladigim1  diisiindiirmektedir. L-ornitin ise poliamin ve arjinin
metabolizmasinda kilit rol oynar; bu metabolitteki diisiis, hiicrelerin stres kosullarinda bu
yolaklar bilingli olarak baskiladigina isaret edebilir (Tkachenko vd., 2012). Buna karsilik
glutamik asit ve glisin gibi metabolitlerde iki uygulama grubunda da artis
gbzlemlenmistir.

Bu metabolitlerin hem antibiyotik hem de D-limonen uygulamasi sonrasinda
benzer yonlerde degisim gostermesi, her iki ajanin farkli kimyasal yapilara sahip
olmasina ragmen benzer metabolik hedeflere yonelmis olabilecegini diisiindiirmektedir.
Boylelikle, D-limonenin antibiyotik benzeri etki mekanizmalarina sahip olabilecegi ve
alternatif bir antimikrobiyal ajan olarak potansiyel tasidig1 ortaya konmaktadir.

4.4.1. Sicakhk Haritasina Gore D-Limonen Uygulanan Gruba Ozgii Degisim
Gosteren Metabolitler

D-limonen uygulanan gruplarda, yalnizca bu gruba 6zgii belirgin artig gosteren
baz1 metabolitler de dikkat cekicidir. Bu metabolitlerden bazilar1 Propiyonik asit,
Propilen glikol, L-Norlésin, Benzoik asit, L-Serin, D-(+)-Alloz, Alfa-Metilserin,
Homosistein, D-(-)-Riboz, L-(-)-Malik Asit, 3-Aminopropiyonitril, Urasil, L-Treonin,
Aspartik asit, D-(+)-Mannoz ve Galaktozdur (Sekil 4.8). Bunun yani sira, 2-
Hidroksihekzanoik asit, Ure, Metilmalonik asit, Biitandioik asit, Kadaverin gibi
metabolitlerde yalnizca limonen uygulanan gruplara spesifik bir azalma s6z konusudur.

Kadaverin metabolitinin, limonen igeren gruplarda oldukga diisiik seviyelerde
bulunmasi dikkat ¢ekicidir. Limonen uygulamasinin bu metabolitin iiretimini baskilamis
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bilindigi gibi kadaverin, asidik stres kosullarinda artig
gosteren bir poliamindir ve bu bulgu, limonenin baz1 6zgiil stres yanit yollarmi farkli
sekillerde etkiledigini gostermektedir. L-Ornitin arjinin biyosentezinin ve poliamin
iiretiminin bir ara iirliniidiir. Poliamin gruplarindan kadaverin maddesinin de ayn1 sekilde
azalma gostermesi poliamin iiretiminin genel olarak inhibe oldugunu ve ornitinin hem az
sentezlendigini hem de hizli kullanildigin1 diistindiirmektedir (Shah ve Swiatlo, 2008).

Zamana bagli salinim desenleri incelendiginde, kontrol grubundaki bakterilerin
ekstraseliiler fraksiyonlarinda metilmalonik asit, biitanedioik asit, 2-hidroksihekzanoik
asit, tire, L-ornitin ve sitrik asit metabolitlerinin 6, 12 ve 24. saatlerde ¢ok diizensiz
seviyelerde oldugu tespit edilmistir. Buna karsilik, limonen uygulanan gruplarda bu
metabolitlerin ekstraseliiler fraksiyonlarda neredeyse hi¢ salgilanmadig1 gézlenmistir.

Bu farklilik, limonenin bakterilerin sekresyon kapasitesini veya metabolik
akislarini 6nemli Sl¢iide baskiladigini diisiindiirmektedir.
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4.4.2. D-Limonen Uygulamasinda Zaman Bagimh Metabolit Degisimleri

D-(+)-Alloz, alfa-metilserin, homosistein, D-(+)-mannoz, galaktoz, L-treonin,
aspartik asit ve D-(-)-riboz gibi bazi metabolitler, D-limonen uygulanan kiiltiirlerde 6. ve
12. saatte goreli olarak yiiksek seviyelerde tespit edilmis; ancak 24. saate gelindiginde bu
metabolitlerin yogunluklarinda diisiis gozlenmistir. Bu desen, bazi metabolitlerin D-
limonene karsi erken fazda aktive edilebildigini; fakat bu artiglarin tiim 6rnekler boyunca
tutarlt olmadigimi gostermektedir. Dolayisiyla, zaman bagimli bir adaptif yanitin varligin
desteklemekle birlikte, bu bulgunun daha ileri ¢aligmalarda istatistiksel dogrulama ile
desteklenmesi gerektigi diistiniilmektedir.

4.5. Metabolomik Yolaklar ve Zenginlestirme Analizleri

Omnek gruplar1 arasinda gerceklestirilen zenginlestirme analizine (Enrichment
analysis) ait gorsel asagida sunulmustur (Sekil 4.11)
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Enrichment Overview (top 25)

Arginine biosynthesis

Alanine, aspartate and glutamate metabolism
Glutathione metabolism

Glyoxylate and dicarboxylate metabolism
Valine, leucine and isoleucine biosynthesis

Citrate cycle (TCAcycle)
P value

7e-06

Galactose metabolism

Phenylalanine, tyrosine and tryptophan...
Butanoate metabolism

Histidine metabolism

Glycine, serine and threonine metabolism
Cysteine and methionine metabolism
Pantothenate and CoA biosynthesis 9e-02
beta-Alanine metabolism

Phenylalanine metabolism

Arginine and proline metabolism
Neomycin, kanamycin and gentamicin...
Valine, leucine and isoleucine degradation 2e-01
Ubiquinone and other terpenoid-quinone...
Starch and sucrose metabolism
Propanoate metabolism

Lipoic acid metabolism

Nitrogen metabolism

Porphyrin metabolism

Huﬂuﬂﬂﬂnwllﬂllllll|‘||||

Ascorbate and aldarate metabolism

o —
o —

10 15 20

Enrichment Ratio

Sekil 4.11. D-limonen uygulanan ve kontrol grubu bakterilerde intraseliiler ve
ekstraseliiler metabolitlerin zenginlestirme analizi

Sekil 4.11°de, D-limonen uygulanan ve kontrol gruplarindaki ekstraseliiler ve
intraseliiler metabolitler arasinda anlamli farklilik gosterenler, ANOVA testi (p<0.05) ve
sonrasinda uygulanan Fisher’s LSD yontemi ile belirlenmistir. Anlamli bulunan bu
metabolitlerin dahil oldugu ilk 25 metabolik yolak icin zenginlestirme oranlari
(enrichment ratio) ve p-degerleri hesaplanarak, sonuglar renk skalasiyla
gorsellestirilmistir. Ozellikle amino asit metabolizmas:1 (6zellikle alanin, aspartat ve
glutamat metabolizmast), glutatyon metabolizmasi, arjinin biyosentezi, TCA dongiisii ve
glisin-serin-treonin metabolizmast gibi temel biyokimyasal yolaklarda degisimler
gbzlenmistir. D-limonen uygulamasi, hiicresel enerji ve antioksidan dengesini
diizenleyen metabolik siireclerde istatistiksel olarak anlamli etkiler yaratmigtir. Bu
grafige gore, D-limonenin ¢oklu metabolik hedefleri etkiledigini ve sistemik metabolik
stres yanitlarin tetikledigini desteklemektedir.

43



BULGULAR VE TARTISMA 0. TEMiZ

Yolak analizlerinde, D-limonen uygulanan ve uygulanmayan E. coli 6rnekleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik gosteren ¢ok sayida metabolik yolak
belirlenmistir. Cizelge 4.3 te bu yolaklara ait p degerleri, FDR diizeltmeleri ve yolak etki
(impact) degerleri sunulmaktadir. Bu analizlerde kullanilan p degeri, gruplar aras1 farkin
istatistiksel olarak anlamli olup olmadigini gostermekte olup, <0,05 diizeyindeki degerler
anlamli kabul edilmistir. -log10(p) degeri, p-degerinin logaritmik doniistimiinii ifade eder
ve grafiksel sunumlarda anlamliligin gorsellestirilmesine katki saglar. False Discovery
Rate (FDR), coklu test diizeltmesi kapsaminda yanlis anlamlilik olasiligin1 azaltmak i¢in
kullanilmaktadir. Etki degeri (impact value) ise, ilgili yolak tizerindeki biyolojik etkinin
derecesini yansitarak, metabolik bozulmanin yolak diizeyindeki 6nemini ortaya koyar.
Bu parametreler birlikte degerlendirildiginde hem istatistiksel hem de biyolojik
anlamlilik agisindan gii¢lii bir yorumlama zemini olusturulmaktadir. Bu tez kapsaminda,
yolak analizlerinde FDR <0,05 ve etki degeri >0,10 olacak sekilde esik degerler esas
alinmustir.

Cizelge 4.3. Istatistiksel olarak anlamli diizeyde degisen D-limonen uygulanmis ve
uygulanmamis kontrol grubu bakterilerde intraseliiler ve ekstraseliiler metabolitlerin
olak analizi sonuglari

Metabolik Toplam | Beklenen p -log10(p) | FDR Etki
Yolaklar

Glisin, serin ve 33 1,11 <0,001 3,25 0,01 0,52
treonin
metabolizmasi

Glutatyon 22 0,74 <0,001 3,23 0,01 0,06
metabolizmasi

Alanin, aspartat 22 0,74 <0,001 3,23 0,01 0,52
ve glutamat
metabolizmasi

Glioksilat ve 37 1,24 0,001 2,97 0,01 0,18
dikarboksilat
metabolizmasi

D-amino asit 25 0,84 0,001 2,96 0,01 0,08
metabolizmasi

Arginin 16 0,54 0,001 2,82 0,02 0,18
biyosentezi

Siyanamino asit 17 0,57 0,001 2,71 0,02 0
metabolizmasi

Devam Arkada
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Cizelge 4.3’lin devami

Folat araciligiyla
tek karbon
havuzu

20

0,67

0,003

2,44

0,03

0,22

Sitrik asit
dongiisii (TCA
dongiisii)

20

0,67

0,003

2,44

0,03

0,24

Lisin yikimi

22

0,74

0,005

2,28

0,04

0,24

Diger karbon
fiksasyon yollar1

24

0,81

0,007

2,14

0,05

0,15

Metan
metabolizmasi

26

0,87

0,009

2,01

0,07

0,32

Sistein ve
metiyonin
metabolizmasi

42

1,41

0,011

1,94

0,07

0,28

Kiikirt
metabolizmasi

20

0,67

0,027

1,56

0,16

0,08

Aminobenzoat
yikimi

0,27

0,027

1,56

0,16

Streptomisin
biyosentezi

0,30

0,034

1,46

0,18

Valin, 16sin ve
1zolosin
biyosentezi

22

0,74

0,035

1,45

0,18

Galaktoz
metabolizmasi

39

1,31

0,038

1,41

0,18

0,30

Fenilalanin,
tirozin ve
triptofan
biyosentezi

23

0,77

0,039

1,40

0,18

Pantotenat ve
Koenzim A
biyosentezi

24

0,81

0,043

1,35

0,19
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Cizelge 4.3’lin devami
Pirtivat 27 0,91 0,059 1,22 0,25 0,13
metabolizmasi
Lisin biyosentezi 13 0,43 >0,05 1,16 0,25 0
Tirozin 13 0,43 >0,05 1,16 0,25 0
metabolizmasi
Beta-Alanin 13 0,43 >0,05 1,16 0,25 0
metabolizmasi
Arginin ve prolin 29 0,97 >0,05 1,15 0,25 0,04
metabolizmasi
Nikotinat ve 15 0,50 >0,05 1,05 0,30 0
nikotinamid
metabolizmasi
Karbapenem 3 0,10 >0,05 1 0,31 0
biyosentezi
Novobiyosin 3 0,10 >0,05 1 0,31 0
biyosentezi
Fenilalanin 35 1,18 >0,05 0,95 0,33 0
metabolizmasi
Biitanoat 18 0,60 >0,05 0,91 0,35 0,05
metabolizmasi
Valin, 16sin ve 22 0,74 >0,05 0,77 0,46 0
izolosin yikimi
Nisasta ve siikroz 22 0,74 >0,05 0,77 0,46 0,45
metabolizmasi
Cesitli bitki 6 0,20 >0,05 0,72 0,50 0
ikincil
metabolitlerinin
biyosentezi
Propanoat 26 0,87 >0,05 0,66 0,57 0,04
metabolizmasi
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Cizelge 4.3’lin devami

Monobaktam
biyosentezi

0,27

>0,05

0,61

0,58

Inositol fosfat
metabolizmasi

0,27

>0,05

0,61

0,58

Lipoik asit
metabolizmasi

28

0,94

>0,05

0,61

0,58

Triptofan
metabolizmasi

10

0,33

>0,05

0,53

0,68

Azot
metabolizmasi

11

0,37

>0,05

0,50

0,72

Histidin
metabolizmasi

12

0,40

>0,05

0,46

0,75

Selenobilesik
metabolizmasi

15

0,50

>0,05

0,39

0,87

Amino seker ve
niikleotid seker
metabolizmasi

44

1,48

>0,05

0,35

0,93

Calvin dongiisii
ile karbon
fiksasyonu

18

0,60

>0,05

0,33

0,95

0,02

Tiamin
metabolizmasi

23

0,77

>0,05

0,25

Ubiquinon ve
diger terpenoid-
kinonlarin
biyosentezi

23

0,77

>0,05

0,25

0,05

Pentoz fosfat yolu

26

0,87

>0,05

0,22

Glikoliz veya
Glukoneogenez

29

0,97

>0,05

0,19

Fruktoz ve
mannoz
metabolizmasi

33

1,11

>0,05

0,16
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Cizelge 4.3’lin devami

Porfirin 35 1,18 >0,05 0,15 1 0
metabolizmasi

Pirimidin 51 1,72 >0,05 0,07 1 0,13
metabolizmasi

Piirin metabolizmasi 76 2,56 >0,05 0,03 1 0

Cizelge 4.3’te sunulan verilere gore intraseliiler ve ekstraseliiler metabolitler
birlikte degerlendirildiginde, glisin, serin ve treonin metabolizmas1 (p<0,001, FDR =
0,01, etki = 0,52), glutatyon metabolizmas1 (p<0,001, FDR = 0,01, etki = 0,06), alanin,
aspartat ve glutamat metabolizmasi (p<0,001, FDR = 0,01, etki = 0,52) ve glioksilat ve
dikarboksilat metabolizmasi (p = 0,001, FDR = 0,01, etki = 0,18) gibi yolaklarda anlamli
degisiklikler gbzlenmistir.

4.5.1. Ekstraseliiller Metabolitlerin Zenginlestirme ve Yolak Analizleri

D-limonen uygulanan Orneklerde bazi metabolitlerin ekstraseliiler ortamda
biriktigi goriilmektedir. Bu durum, hiicre zari biitiinliiglinlin bozulmasi sonucu i¢
bilesenlerin disar1 sizdigimi diisiindlirmektedir. Nitekim, benzer stres kosullarinda E.
coli’nin hayatta kalma stratejisi olarak glutamat gibi molekiilleri disar1 pompaladigi da
bilinmektedir (Carvalho vd., 2019).

Bu baglamda, ekstraseliiler metabolit profillerinde gozlenen farkliliklarin daha
belirgin olmasi nedeniyle D-limonen uygulanan ve uygulanmayan gruplar arasinda
yalnizca ekstraseliiler metabolitlere 06zel zenginlestirme ve yolak analizleri
gerceklestirilmigtir. T-test yontemiyle yapilan karsilastirmalar sonucunda toplam 24
anlamli metabolit tespit edilmistir. D-limonen uygulamasina 6zgii bu 24 anlamli ve
yalnizca ekstraseliiler metabolitlerin yer aldigi T-test nokta grafigi Sekil 4.12°te
sunulmustur.
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Sekil 4.12. D-Limonen uygulanan ve kontrol bakteri gruplarinda ekstraseliiler
metabolitlerin T-test analizinin nokta grafigi (p<0.05)

Sekil 4.12°de sunulan grafikte tespit edilen metabolitler arasinda konsantrasyon
farki en yiiksek olan ilk {i¢ metabolit olan L-(-)-malik asit, urasil ve 3-aminopropionitril,
D-limonen uygulamasi sonrasinda anlamli diizeyde artis gostermistir (»<0,05). Bu
degisimlere ait kutu grafikleri sirasiyla 4.13, Sekil 4.14 ve Sekil 4.15’te sunulmustur.
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Sekil 4.13. D-Limonen uygulanan ve kontrol bakteri gruplarinda L-(-)-Malik Asit’in

konsantrasyon farkinin kutu grafigi
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Sekil 4.14. D-Limonen uygulanan ve kontrol bakteri gruplarinda Urasil’in

konsantrasyon farkinin kutu grafigi
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Sekil 4.15. D-Limonen uygulanan ve kontrol bakteri gruplarinda 3-
Aminopropiyonitril’in konsantrasyon farkinin kutu grafigi

Yukaridaki kutu grafiklerinde sunulan verilere gore, D-limonen uygulanan
gruplarda 6zellikle L-(-)-malik asit, urasil ve 3-aminopropiyonitril metabolitlerinde
kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde artis gozlenmistir. L-(-)-Malik asitte gézlenen
bu artig, D-limonenin enerji metabolizmasina etkileriyle iligskilendirilebilir olup, bu bulgu
ilerleyen boliimlerde glioksilat sant1 ve TCA donglisii baglaminda detayli olarak ele
almacaktir (bkz. Bolim 4.6 ve 4.7). Urasil diizeylerindeki artig, niikleotid
metabolizmasinda meydana gelen genel bir dengesizlige ya da hiicresel stres kosullarina
bagli olarak DNA/RNA yap1 taslarinin dis ortama sizmasina isaret edebilir. Bu yorum,
antibiyotik stresine maruz kalan E. coli hiicrelerinde niikleotid metabolizmasinda
gozlenen bozulmalarla paralellik gostermektedir (Zampieri vd., 2017). Benzer sekilde, 3-
aminopropiyonitrildeki yiikselis, amino asit katabolizmasinda denge kaybina veya nitril
bilesiklerinin birikimine bagli olarak gelisebilecek bir stres gostergesi olarak
degerlendirilebilir. Literatiirde, D-limonen gibi biyoaktif ajanlarin E. coli'de metabolik
stresi tetikledigi ve bu durumun alisilmadik ara {iriinlerin birikimine yol acabildigi
belirtilmistir (Cheng vd., 2019).

Bu ii¢ metabolitteki paralel artiglar, D-limonenin E. coli hiicrelerinde yalnizca

enerji Uiretimini degil, ayn1 zamanda niikleotid ve azot metabolizmasi gibi temel biyolojik
stirecleri de etkileyen ¢ok yonlii bir metabolik stres yanit1 olusturdugunu gostermektedir.
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D-limonen uygulanan ve uygulanmayan gruplarda yalnizca ekstraseliiler
metabolit profillerine ait zenginlestirme analizi grafikleri Sekil 4.16’da sunulmustur.
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Sekil 4.16 D-Limonen uygulanan ve kontrol bakteri gruplarinda ekstraseliiler
metabolitlerin zenginlestirme analizi grafigi

Sekil 4.16°da sunulan zenginlestirme grafikleri, yalnizca ekstraseliiler profilleri
ele alarak D-limonen uygulanan ve kontrol grubu bakterileri ele almaktadir. Anlamh
olarak etkilenen ilk 25 metabolik yolak i¢in zenginlestirme oranlarini (enrichment ratio)
ve p-degerlerini renk skalasiyla birlikte sunmaktadir. Ozellikle amino asit metabolizmasi
(6zellikle alanin, aspartat ve glutamat metabolizmasi), glioksilat ve dikarboksilat
metabolizmasi, TCA dongiisii ve arjinin biyosentezi gibi biyokimyasal yolaklarda
degisimler gozlenmistir.
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Istatistiksel olarak anlamli diizeyde degisen D-limonen uygulanmis ve
uygulanmamis kontrol grubu bakterilerde ekstraseliiler metabolitlerin yolak analizi
sonuclar1 Cizelge 4.4’te sunulmaktadir.

Cizelge 4.4. Istatistiksel olarak anlamli diizeyde degisen D-limonen uygulanmis ve
uygulanmamis kontrol grubu bakterilerde ekstraseliiler metabolitlerin yolak analizi
sonugclari

Metabolik Yolaklar | Toplam | Beklenen | p -log10(p) | FDR Etki
Glioksilat ve 37 0,50 <0,001 |4,10 0 0,17
dikarboksilat

metabolizmasi

Arginin biyosentezi | 16 0,21 0,001 2,98 0,03 0,18
Siyanoamino asit 17 0,23 0,001 2,89 0,03 0
metabolizmasi

Sualfur 20 0,27 0,002 2,68 0,03 0,08
metabolizmasi

Sitrat dongiisii (TCA | 20 0,27 0,002 2,68 0,03 0,20
dongiisii)

Alanin, aspartat ve 22 0,30 0,002 2,56 0,04 0,45
glutamat

metabolizmasi

Diger karbon 24 0,32 0,003 2,45 0,04 0,15
sabitleme yollar1

D-Amino asit 25 0,34 0,003 2,39 0,04 0
metabolizmasi

Glisin, serin ve 33 0,45 0,008 2,05 0,08 0,26
treonin

metabolizmasi

Beta-Alanin 13 0,17 0,012 1,90 0,11 0
metabolizmasi

Nikotinat ve 15 0,20 0,016 1,78 0,12 0
nikotinamid

metabolizmasi

Sistein ve metiyonin | 42 0,57 0,017 1,76 0,12 0,14
metabolizmasi

Devam Arkada
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Cizelge 4.4’lin devami

Biitanoat 18 0,24 0,023 1,62 0,16 0,05
metabolizmasi

Folat tarafindan bir | 20 | 0,27 0,028 1,54 0,18 0,10
karbon havuzu

Glutatyon 22 0,30 0,034 1,46 0,20 0,01
metabolizmasi

Karbapenem 3 0,04 0,040 1,39 0,21 0
biyosentezi

Pantotenat ve CoA | 24 0,32 0,040 1,39 0,21 0
biyosentezi

Propanoat 26 0,35 0,047 1,32 0,22 0,04
metabolizmasi

Piruvat 27 0,36 0,050 1,29 0,22 0,09
metabolizmasi

Arginin ve prolin 29 10,39 0,057 1,24 0,24 0,04
metabolizmasi

Galaktoz 39 0,53 >0,05 1,01 0,38 0,27
metabolizmasi

Monobaktam 8 0,10 >0,05 0,98 0,38 0
biyosentezi

Aminobenzoat 8 0,10 >(,05 0,98 0,38 0
bozunmasi

Azot 11 0,15 >0,05 0,84 0,50 0
metabolizmasi

Lisin biyosentezi 13 0,17 >0,05 0,78 0,54 0
Tirozin 13 0,17 >0,05 0,78 0,54 0
metabolizmasi

Calvin dongiisii ile | 18 0,24 >0,05 0,65 0,70 0,02
karbon fiksasyonu

54

Devam Arkada



BULGULAR VE TARTISMA 0. TEMiZ

Cizelge 4.4’lin devami

Valin, 16sin ve 22 0,30 >0,05 0,57 0,78 0
1zoldsin

biyosentezi

Lisin bozunmasi 22 0,30 >0,05 0,57 0,78 0
Fruktoz ve mannoz | 33 0,45 >(,05 0,43 1 0
metabolizmasi

Fenilalanin 35 0,47 >0,05 0,41 1 0
metabolizmasi

Porfirin 35 0,47 >0,05 0,41 1 0
metabolizmasi

Amino seker ve 44 0,60 >0,05 0,33 1 0
niikleotid seker

metabolizmasi

Pirimidin 51 0,69 >0,05 0,28 1 0,13
metabolizmasi

Ekstraseliiler metabolitlere 6zel yapilan yolak analizi sonuglar1 Cizelge 4.4’de
sunulmakla birlikte, Glioksilat ve dikarboksilat metabolizmasi (»p<0,001, FDR = 0, etki
= 0,17), Arginin biyosentezi (p = 0,001, FDR= 0,03, etki = 0.18) ve Siyanoamino asit
metabolizmast (p = 0.001, FDR= 0,03, etki = 0) gibi temel biyolojik siireclerde
bozulmalar olabilecegini diisiindiirmektedir.

4.6. Enerji Metabolizmasinda (TCA Dongiisii) Degisim

Limonen uygulanan E. coli hiicrelerinde biitandioik asit ve sitrat diizeylerinin
belirgin sekilde azalmasi, TCA (Krebs) dongiisiiniin normal akisinin bozuldugunu
gostermektedir. Zenginlestirme analizi sonuglarimiz da bu bulguyu desteklemektedir
(Sekil 4.11). Benzer sekilde, karvakrol biyoaktif bilesiginin E. coli tizerindeki
metabolomik etkisini inceleyen bir ¢alismada da biitandioik asit ve sitrat seviyelerinde
belirgin bir azalma gdzlenmistir (Picone vd., 2013). Ayrica, klortetrasiklin stresine maruz
birakilan E. coli hiicrelerinde de TCA dongiisiiniin agag1 regiile oldugu rapor edilmistir
(Lin vd., 2014). Nitekim gentamisin uygulanan gruplarda da kontrol grubuna kiyasla
sitrat diizeylerinde diisiis gézlemlenmis ve D-limonen etki mekanizmasiyla paralellik
gostermistir (Sekil 4.8)

TCA dongiisii bakteriler i¢in temel enerji iiretim mekanizmasidir. Bu siirecin
aksamasi, ATP iretiminin azalmasina ve dolayisiyla enerji metabolizmasimin sekteye
ugramasina yol agabilir. Nitekim limonenin bakteri solunum zincirini hedef alarak ATP
sentezini engelleyebildigi gosterilmistir (Chueca vd., 2014; Han vd., 2020).
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Sitrat ve biitandioik asit gibi TCA ara iirlinlerindeki diisiis, limonenin enerji
metabolizmasini bozdugunu ve hiicrenin enerji tiretimini kisitladigini diisindiirmektedir.
Bunun yani sira, limonenin zar gegirgenligini artirarak intraseliiler metabolit kaybina
neden olmasi, bakterilerin enerji dengesini siirdiirememesine yol acgabilir. Bu durum,
limonenin antimikrobiyal etkisinin bir mekanizmasi olarak degerlendirilebilir.

Ote yandan, TCA déngiisiine ait bir diger ara iiriin olan L-malik asit (malat)
seviyelerinde artis gdzlemlenmistir. Ik bakista bu durum, malat dongii baskilanirken
seviyesinin neden yiikseldigi sorusunu akla getirse de bu artis glioxylate sant1 gibi
alternatif yollarin aktive olmasiyla acgiklanabilir. E. coli'nin karbon siirlamasi ya da
metabolik stres altinda, izositratin glioxylate ve biitandioik asit’e pargalanmasi sonucu
olusan glioxylate molekiilli, asetil-CoA ile birleserek malata doniisebilir. (Ornston &
Ornston, 1969) Boylece TCA dongiisii tam anlamiyla iglemese de hiicre, malat {iretimini
stirdiirebilir. Bunun yani sira, malat hiicre digina yeterince atilamamigsa ya da redoks
homeostazi amaciyla birikmisse, hiicre i¢cindeki konsantrasyonu artabilir. Bu durum malat
diizeyindeki artis1 enerji Uretiminden ziyade stres adaptasyonu ve metabolik yon
degistirme baglaminda degerlendirmeyi gerekli kilmaktadir.

4.6.1. 2-Oksoglutarat’in Alternatif Metabolik Yollara Sapmasi ve Amino Asit
Metabolizmasina Etkileri

2-Oksoglutarat (2-OG), trikarboksilik asit (TCA) dongiisiiniin kritik bir ara
maddesi olup, ayn1 zamanda azot asimilasyonu i¢in temel bir karbon iskeleti gorevi goriir.
Deneysel verilerimiz, 2-OG seviyelerinin hiicre disinda 6zellikle 24. saatlerde belirgin
artis  gosterdigini  desteklemektedir. TCA  dongiisii  yavasladiginda  veya
tamamlanamadiginda, 2-OG birikerek farkli metabolik yollara yénlendirilebilir. Ozellikle
transaminasyon reaksiyonlar1 aracilifiyla amino asit sentezine kaydirilmasi1 miimkiindiir.

E. coli’de 2-OG, glutamat dehidrojenaz veya glutamat sentaz araciligryla glutamat
sentezine girebilmektedir. Bu reaksiyonlar, 2-OG’yi amonyum ve glutamin ile
birlestirerek glutamat iiretimini saglar (Huergo ve Dixon, 2015). Literatiirde, oksaloasetat
seviyelerinin yiikksek oldugu durumlarda 2-OG dehidrojenaz kompleksinin (OGDH)
inhibe oldugu ve bunun 2-OG’nin glutamat iiretimine yonlenmesine yol actig1
gosterilmistir (Frank vd., 2007). Bu bulgu, TCA akisinin kesintiye ugradiginda hiicrenin
2-0G’yi glutamat ve diger amino asitlerin sentezine yonlendirerek metabolik adaptasyon
sagladigini ortaya koymaktadir.

D-limonen uygulamasi altinda E. coli'de TCA dongiisiiniin baskilanmasi ve 2-
oksoglutarat diizeylerinin artisina bagli olarak aminoasit metabolizmasina yonelen
metabolik akis semast Sekil 4.17°de sunulmaktadir.
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Sekil 4.17. D-limonen uygulamasi altinda E. coli'de TCA dongiisiiniin baskilanmasi ve
2-oksoglutarat diizeylerinin artisina bagl olarak aminoasit metabolizmasina yénelen
metabolik akis semast

Tez caligmasinda D-limonen varliginda 2-OG seviyelerinde artis ve bununla
birlikte amino asit metabolizmasinda yer alan c¢esitli metabolitlerde (L-Alanin, L-
Glutamat, L-Aspartat, L-Serin, L-Lizin), artis goézlemlenmistir. Bu durum, TCA
dongiisiinden amino asit metabolizmasina yonelen olast bir akis degisikligini
diisiindiirmektedir (Sekil 4.17). Kontrol grubunda 2-OG seviyelerinin diisiik olmasi,
limonenin bu metabolik akisi etkileyebilecegini gostermektedir. E. coli normal kosullarda
2-0OG’yi hizla TCA dongiisiine dahil ederek enerji liretimini siirdiiriir. Ancak limonen
varliginda bu siire¢ yavaslamig; bunun sonucunda biitandioik asit ve sitrat gibi TCA ara
iiriinlerinin seviyelerinde belirgin bir azalma gdzlenmistir. Boylece limonenin hiicresel
metabolizmay1 nasil yeniden diizenledigi literatiir verileriyle uyumlu bir sekilde
aciklanmaktadir.

4.7.  Glioksilat ve Dikarboksilat Metabolizmasindaki Degisimler

Glioksilat metabolizmasi, trikarboksilik asit (TCA) dongiisiiniin bir varyanti olup,
asetil-CoA'nin karbon kaybi olmaksizin dort karbonlu bilesiklere doniistiiriilmesini
saglayan alternatif bir metabolik yoldur. Bu yol, 6zellikle karbon sinirlamasi ya da enerji
iiretiminin klasik yollarla siirdiiriilemedigi durumlarda devreye girer. Glioksilat santi,
izositratin glioksilat ve biitandioik asit’e pargalanmasini ve sonrasinda glioksilatin asetil-
CoA ile birleserek malat tiretimini igerir. Boylece, karbon tasarrufu saglanarak enerji
iiretimi siirdiiriilebilir (Ornston ve Ornston, 1969).
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Tez kapsaminda elde edilen bulgular, D-limonen uygulanan E. coli gruplarinda
glisin, L-serin, glutamat ve malat gibi metabolitlerde artig; biitandioik asit ve sitrat
diizeylerinde ise azalma oldugunu gostermektedir. Bu karsit degisim deseni, glioksilat ve
dikarboksilat metabolizmasinin D-limonen kaynakli stres kosullarinda aktive oldugunu
diisiindiirmektedir. Ozellikle malat diizeylerindeki artis, glioksilat yolunun devreye
girerek hiicrenin TCA dongiisii baskilanmasina ragmen malat iiretimini siirdiirmeye
calistigina isaret etmektedir. Bu durum, limonenin neden oldugu metabolik stresin
hiicrede enerji dengesini korumak amaciyla alternatif metabolik yollara yonelimi
tetikledigini gostermektedir. Biitandioik asit seviyelerindeki azalma ise, bu yolaklarin
dengesiz veya siirli ¢alisabilecegine isaret etmekte, ayni zamanda bu ara {iriiniin hizla
baska yollarla tiiketildigini de diisiindliirmektedir. Sonu¢ olarak, glioksilat
metabolizmasindaki bu degisiklikler, hiicresel diizeyde dnemli bir adaptif yanit1 temsil
etmektedir.

4.8.  Glisin, Serin ve Treonin Metabolizmasindaki Degisimler

Glisin, serin ve treonin metabolizmasi, E. coli’de protein sentezi, niikleotid
biyosentezi ve redoks dengesi gibi temel hiicresel silireglerde rol oynayan onemli bir
metabolik yolaktir (Stauffer, 2004). D-limonen uygulamasi1 hem ekstraseliiler hem de
intraseliiler metabolit profillerinde anlamli degisikliklere yol agmustir. Ozellikle glisin,
serin, treonin ve aspartat gibi amino asitlerin seviyelerinde belirgin artiglar gozlenmistir.
Bu degisimler, limonenin E. coli hiicreleri iizerindeki etkisinin siireye bagli olarak
arttigin1 ve metabolik yonlerde kademeli bir degisim yarattigin1 gdstermektedir. 6 saatlik
maruziyette kiiciik artiglar gézlemlenirken, 12 ve 24 saatlik siirelerde bu degisimlerin
daha belirgin hale geldigi goriilmiistiir. Literatiirde, 6zellikle oksidatif stres ve antibiyotik
uygulamalar1 gibi bakteriyel stres kosullari altinda, bu amino asit metabolitlerinin
seviyesinde benzer artiglarin oldugu rapor edilmistir (Kogak ve Ozkul, 2020; Carmel-
Harel ve Storz, 2000).

Ayrica, glisin diizeylerindeki artisin E. coli’de enerji metabolizmasini, zar
gecirgenligini ve bagisiklik sistemiyle etkilesimini etkileyebildigi gosterilmistir. Cheng
vd., (2019) dis ortamdan glisin takviyesinin, glisin metabolizmasinin baskilandigi serum
direngli E. coli suslarinda bu direnci kirdigini ve hiicre zarini bagisiklik saldirilarina karsi
daha ge¢irgen hale getirdigini bildirmistir.
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Bu bilgiler 1s1831nda Sekil 4.18’de sunuldugu iizere tez ¢alismasinda incelenen D-
limonen' takiben gozlenen glisin, serin ve treonin seviyelerindeki artigin, yalnizca bir stres
yanitt degil, ayn1 zamanda hiicre zarinda yapisal veya fonksiyonel bir hassasiyetin
gelistigini de diisiindlirmektedir.

? Hicre membran gecirgenliginde ——Jp»

artis
Glisin 3K
L-Serin Oksidatif stres yonetimi =——Jp» ¥ - [
L-Treonin ﬁ - w
L-Aspartat L S

Enerji metabolizmasinda degisimler —_—

& ATP

Sekil 4.18. D-limonen uygulamasi altinda glisin, serin ve treonin metabolizmasindaki
artislarin, E. coli'de olas1 etkileri

Glisin, Serin ve Treonin Metabolizmasi

Bu metabolitlerdeki artislar, hiicresel metabolizmanin enerji dengesi saglamak,
oksidatif stresi azaltmak ve hiicresel hasari minimize etmek i¢in gerceklestirdigi adaptif
bir strateji olabilir. Ancak bu etkinin spesifik olarak D-limonen tarafindan tetiklenmesi,
s0z konusu metabolik yolaklarin potansiyel hedefler olarak daha detayli arastirilmasi
gerektigini gdstermektedir.

4.9. Alanin, Aspartat ve Glutamat Metabolizmasindaki Degisimler

Bu metabolik yolak, prokaryotlarda azot metabolizmasi ve enerji dengesinin
diizenlenmesinde kritik bir role sahiptir (Reitzer, 2004; Van Heeswijk vd., 2013).
Literatiirde, antibiyotik stres kosullar1 altinda bu yolun degistigi gdsterilmistir (Zampieri
vd., 2017). Calismamizda, D-limonen ve gentamisin uygulanan gruplarda bu yolaktaki
metabolitlerin (L-Aspartat, L-Alanin, Glutamat) yukar1 regiile oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.8). Buna karsilik, bu yol ile iligkili olan arjinin metabolizmasinda L-Ornitin
seviyelerinde bir diisiis gozlemlenmistir. Bu durum, limonenin metabolik akist
yonlendirdigini ve arjinin biyosentezinin etkilenebilecegini diisiindlirmektedir.

4.10. D-Limonenin Oksidatif Stres Yaniti1 ve Glutatyon Metabolizmasina Etkisi

Alanin, aspartat ve glutamat metabolizmasindaki degisimlere eslik eden bir diger
onemli bulgu, D-limonen uygulamasinin E. coli hiicrelerinde oksidatif stres yanitini
tetiklemesidir.
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Glutatyon metabolizmasi, serbest radikallerin (ROS) zararli etkilerine karsi
intraseliiler dengeyi korumada gorev yapan baslica savunma mekanizmalarindan biridir.
Bu sistem, ayn1 zamanda antioksidan kapasitenin de biyolojik bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir (Paez vd., 2010).

Sunulan tez ¢aligmasinda glutatyon ve ilgili metabolitlerin (Glisin, Glutamat) D-
limonen uygulanan gruplarda belirgin sekilde arttig1 tespit edilmistir. Bu durum, artan
ROS seviyelerine karst hiicrelerin glutatyon {iretimini artirarak adaptif savunma
mekanizmalarin1  devreye soktugunu diislindiirmektedir. Glutatyon biyosentezinin
onciilleri olan glisin ve glutamat diizeylerindeki artis, bu adaptasyonun metabolik
yansimas1 olarak degerlendirilebilir. Literatiirde de benzer sekilde, oksidatif stres
kosullarinda glutatyon sentezinde gorevli enzimlerin ve redoks sistemlerinin
aktivitesinde artig oldugu, bu sistemlerin intraseliiler redoks dengesinin korunmasinda
onemli rol oynadigi bildirilmektedir (Carmel-Harel ve Storz, 2000). Bunun yan1 sira,
glutatyon sisteminin yalnizca koruyucu degil, aynm1 zamanda antibiyotik duyarliligini
sekillendiren bir faktor oldugu da bilinmektedir. Ornegin, harici glutatyon uygulamasinin
E. coli’de B-laktam antibiyotiklere kars1 duyarlilig1 artirarak MIK degerlerini diisiirdiigii
gosterilmistir (Goswami ve Jawali, 2007). Benzer sekilde, ¢alismamizda da gentamisin
ile muamele edilen gruplarda glisin ve glutamat diizeylerinde artislar g6zlemlenmis olup,
bu degisimler D-limonen grubuyla benzer bir oksidatif stres yanitin1 yansitmaktadir
(Sekil 4.8). Nitekim, Kogak ve Ozkul (2020) tarafindan yapilan bir calismada, E. coli'ye
uygulanan ofloksasin antibiyotigi sonrasinda glutatyon metabolizmasinda yer alan glisin
ve glutamat diizeylerinde benzer sekilde anlamli artiglar rapor edilmistir. Bu paralellikler,
D-limonenin oksidatif stres mekanizmasini antibiyotige alternatif bir bicimde
tetikledigini ve hiicresel savunma sistemlerini aktive ettigini gostermektedir.
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Bu ¢alismada, D-limonenin E. coli {izerindeki metabolomik etkileri ¢ok yonlii
olarak degerlendirilmis ve antibiyotik benzeri bir etki mekanizmas1 sergiledigi ortaya
konmustur. Ozellikle glisin, serin ve treonin metabolizmasi, glutatyon metabolizmasi,
poliamin biyosentezi ve enerji metabolizmasi gibi temel hiicresel yanit yollarinda belirgin
degisiklikler tespit edilmistir. Sitrik asit ve siiksinik asit gibi TCA dongiisii ara
iriinlerinde gozlenen azalmalar, enerji iiretiminde aksamalara ve oksidatif solunumun
baskilandigina isaret etmektedir. D-limonen uygulamasi, yalnizca intraseliiler metabolik
akist yeniden sekillendirmekle kalmamis, ayn1 zamanda ekstraseliiler sekresyon
profillerinde de ciddi farkliliklar olugturmustur. Bu etkiler, gentamisin ile Ortiisen
metabolik degisimlerle birlikte degerlendirildiginde, D-limonenin klasik antibiyotiklere
benzer biyokimyasal hedeflere yoneldigi ve potansiyel bir alternatif antimikrobiyal ajan
olarak degerlendirilebilecegi sonucuna varilmaistir.

Literatiirde, bakterisidal antibiyotiklerin neden oldugu oksidatif stres karsisinda
E. coli’nin poliamin iiretimini artirdig1 ve ornitin dekarboksilaz enzim ekspresyonunun
yiikseldigi bildirilmektedir (Belenky vd., 2015; Chattopadhyay vd., 2003). Ancak bu
calismada, hem D-limonen hem de gentamisin uygulanan gruplarda ornitin ve kadaverin
diizeylerinde bir diislis saptanmigtir. Bu durum, uygulanan ajanlarin yiliksek dozda veya
uzun siireli olmasi nedeniyle klasik stres yanitlarinin bloke olmus olabilecegini
diistindiirmektedir. Ayrica, gentamisinin translasyonel inhibisyon etkisinin, ornitin
dekarboksilaz gibi kritik enzimlerin {iretimini sinirlayarak poliamin sentezini baskilamig
olabilecegi degerlendirilmektedir. Ornitin diizeylerindeki azalma ayni zamanda
metabolik Onciillerin farkli biyokimyasal yollaklara yonlendirilmis olabilecegini de
gostermektedir. Elde edilen bulgular, antibiyotiklerin ve biyoaktif ajanlarin hiicresel
metabolizma tizerindeki etkilerinin yalnizca hedef enzimlerle sinirli kalmadigini, aynm
zamanda genis ¢apli sistemik metabolik yanitlar1 da tetikledigini ortaya koymaktadir.

Bu calisma, D-limonenin E. coli hiicrelerinde olusturdugu metabolik degisimleri
hem intraseliiler hem de ekstraseliiler diizeyde es zamanli olarak degerlendiren ilk GC-
MS tabanli metabolomik arastirmalardan biridir. Uygulanan ¢ift asamali tiirevlendirme
stratejisi sayesinde hem polar hem de ugucu metabolitlerin yiliksek dogrulukla analiz
edilebilmesi saglanmis ve bu yoniiyle platformun kapsami genisletilmistir. Ancak, D-
limonenin etkilerini yalnizca metabolit diizeyinde incelemek yeterli degildir; gelecekteki
arastirmalarda transkriptomik ve genomik analizlerin de entegre edilerek, gen ekspresyon
diizeyinde olusan biyolojik yanitlarin degerlendirilmesi gerekmektedir. Boylece D-
limonenin hiicresel isleyis tizerindeki etkileri ¢ok katmanli bir omik bakis agisiyla daha
kapsamli sekilde ortaya konabilir.

Ayrica, bu ¢aligmada D-limonenin etkileri farkli inkiibasyon siirelerinde (6, 12 ve
24 saat) incelenmis olsa da zamana bagli metabolit degisimlerinin istatistiksel olarak
tutarlt bir Oriintii sunmadigl gézlenmistir. Bu durum, bakteriyel metabolitlerin ¢evresel
kosullara ve bozunma siireglerine karsi oldukca hassas olmasindan kaynaklanmis
olabilecektir. Ozellikle ekstraseliller ortama salinan metabolitlerin enzimatik
degradasyona, oksidasyona veya reuptake mekanizmalarina maruz kalmasi, siire bazli
analizlerde stabil sonuglarin elde edilmesini zorlagtirmaktadir. Bu nedenle zaman serisi
caligmalarinda, metabolit stabilitesini maksimum diizeyde koruyacak daha hassas ve
zamanlamasi optimize edilmis deneysel tasarimlara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Sonug olarak, bu tez ¢alismasi ile D-limonenin yalnizca hiicre zarinda etkili bir
antimikrobiyal ajan olmadig1, ayn1 zamanda intraseliiler metabolik stirecleri hedef alarak
cok yonli sistemik stres yanitlarmi tetikleyen bir biyolojik diizenleyici oldugu
gosterilmistir. Bu kapsamda, D-limonen hem alternatif hem de tamamlayict bir
antimikrobiyal ajan olarak degerlendirilmesi gereken dogal bir bilesik olup, gelecekte
yapilacak farmasotik ve biyoteknolojik uygulamalarda dikkate deger bir potansiyele
sahiptir. Bu calismada yalnizca E. coli susu ile sinirli kalinmis olsa da D-limonenin farkli
patojen mikroorganizmalar lizerindeki etkileri ile konake1 hiicre sistemlerinde meydana
getirebilecegi  biyokimyasal yanitlarin da omik teknolojiler  kullanilarak
degerlendirilmesi, bu dogal bilesigin antimikrobiyal spektrumu ve hiicre diizeyindeki
sistemik etkileri hakkinda daha kapsamli bilgiler sunacaktir.

62



KAYNAKCA 0. TEMiZ

6. KAYNAKCA

Aminov, R. (2022). Metabolomics in antimicrobial drug discovery. Expert Opinion on
Drug Discovery, 17(9), 1047-1059.

Beale, D. J., Pinu, F. R., Kouremenos, K. A., Poojary, M. M., Narayana, V. K., Boughton,
B. A., ... & Dias, D. A. (2018). Review of recent developments in GC-MS
approaches to metabolomics-based research. Metabolomics, 14, 1-31.

Belenky, P., Jonathan, D. Y., Porter, C. B., Cohen, N. R., Lobritz, M. A., Ferrante, T., ...
& Collins, J. J. (2015). Bactericidal antibiotics induce toxic metabolic
perturbations that lead to cellular damage. Cell reports, 13(5), 968-980.

Boluda-Aguilar, M., & Lopez-Gomez, A. (2013). Production of bioethanol by
fermentation of lemon (Citrus limon L.) peel wastes pretreated with steam
explosion. Industrial crops and products, 41, 188-197.

Buchanan, R. L., & Doyle, M. P. (1997). Foodborne disease significance of Escherichia
coli O157: H7 and other enterohemorrhagic E. coli.

Carmel-Harel, O., & Storz, G. (2000). Roles of the glutathione- and thioredoxin-
dependent reduction systems in the Escherichia coli and Saccharomyces

cerevisiae responses to oxidative stress. Annual Review of Microbiology, 54,
439-461. https://doi.org/10.1146/annurev.micro.54.1.439

Carvalho, S. M., Marques, J., Romao, C. C., & Saraiva, L. M. (2019). Metabolomics of
Escherichia coli treated with the antimicrobial carbon monoxide-releasing
molecule CORM-3 reveals tricarboxylic acid cycle as major target. Antimicrobial
Agents and Chemotherapy, 63(10), 10-1128.

Chattopadhyay, M. K., Tabor, C. W., & Tabor, H. (2003). Polyamines protect
Escherichia coli cells from the toxic effect of oxygen. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 100(5), 2261-2265.

Chebet, J. J., Ehiri, J. E., McClelland, D. J., Taren, D., & Hakim, I. A. (2021). Effect of
d-limonene and its derivatives on breast cancer in human trials: a scoping review
and narrative synthesis. BMC cancer, 21, 1-11.

Cheng, Z. X., Guo, C., Chen, Z. G., Yang, T. C., Zhang, J. Y., Wang, J., ... & Peng, X.
X. (2019). Glycine, serine and threonine metabolism confounds efficacy of
complement-mediated killing. Nature communications, 10(1), 3325.

Chueca B, Pagan R, Garcia-Gonzalo D (2014) Differential Mechanism of Escherichia
coli Inactivation by (+)-Limonene as a Function of Cell Physiological State and
Drug's Concentration. PLOS ONE 9(4): €94072.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0094072

63


https://doi.org/10.1146/annurev.micro.54.1.439
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0094072

KAYNAKCA 0. TEMiZ

Costa, M. D. S., Rocha, J. E., Campina, F. F., Silva, A. R., Da Cruz, R. P., Pereira, R. L.,
... & Coutinho, H. D. (2019). Comparative analysis of the antibacterial and drug-
modulatory effect of D-limonene alone and complexed with f-
cyclodextrin. European Journal of Pharmaceutical Sciences, 128, 158-161.

Del Toro-Arreola, S., Flores-Torales, E., Torres-Lozano, C., Del Toro-Arreola, A.,
Tostado-Pelayo, K., Ramirez-Duenas, M. G., & Daneri-Navarro, A. (2005). Effect
of D-limonene on immune response in BALB/c mice with
lymphoma. International immunopharmacology, 5(5), 829-838.

Dettmer, K., Aronov, P. A., & Hammock, B. D. (2007). Mass spectrometry-based
metabolomics. Mass Spectrometry Reviews, 26(1), 51-78.
https://doi.org/10.1002/mas.20108

Dorries, K., Schlueter, R., & Lalk, M. (2014). Impact of antibiotics with various target

sites on the metabolome of Staphylococcus aureus. Antimicrobial agents and
chemotherapy, 58(12), 7151-7163.

Dufty, G. (2003). Verocytoxigenic Escherichia coli in animal faeces, manures and
slurries. Journal of Applied Microbiology, 94(s1), 94-103.

Fiehn, O. (2002). Metabolomics—the link between genotypes and phenotypes. Plant
Molecular Biology, 48(1-2), 155-171.

Fisher, K., & Phillips, C. (2008). Potential antimicrobial uses of essential oils in food: is
citrus the answer? Trends in Food Science & Technology, 19(3), 156—
164.doi:10.1016/;.tifs.2007.11.006

Frank, R. A., Price, A. J., Northrop, F. D., Perham, R. N., & Luisi, B. F. (2007). Crystal
structure of the E1 component of the Escherichia coli 2-oxoglutarate

dehydrogenase multienzyme complex. Journal of molecular biology, 368(3), 639—
651. https://doi.org/10.1016/j.jmb.2007.01.080

Galley H. F. (2010). Bench-to-bedside review: Targeting antioxidants to mitochondria in
sepsis. Critical care (London, England), 14(4), 230.
https://doi.org/10.1186/cc9098

Giri, R. K., Parija, T., & Das, B. R. (1999). d-limonene chemoprevention of
hepatocarcinogenesis in AKR mice: inhibition of c-jun and c-myc. Oncology
reports, 6(5), 1123-1130.

Goswami, M., & Jawali, N. (2007). Glutathione-mediated augmentation of -lactam
antibacterial ~activity against Escherichia coli. Journal of Antimicrobial
Chemotherapy, 60(1), 184—185. https://doi.org/10.1093/jac/dkm177

Gupta, A., Jeyakumar, E., & Lawrence, R. (2021). Strategic approach of multifaceted
antibacterial mechanism of limonene traced in Escherichia coli. Scientific
reports, 11(1), 13816. https://doi.org/10.1038/s41598-021-92843-3

64


https://doi.org/10.1002/mas.20108
https://doi.org/10.1016/j.jmb.2007.01.080
https://doi.org/10.1186/cc9098
https://doi.org/10.1093/jac/dkm177
https://doi.org/10.1038/s41598-021-92843-3

KAYNAKCA 0. TEMiZ

Han, X., Shen, T., & Lou, H. (2019). Dietary polyphenols and their biological
significance. International Journal of Molecular Sciences, 20(23), 5930.

Han, Y., Chen, W., & Sun, Z. (2021). Antimicrobial activity and mechanism of limonene
against Staphylococcus aureus. Journal of Food Safety, 41(5), e12918.

Han, Y., Sun, Z., & Chen, W. (2020). Antimicrobial Susceptibility and Antibacterial
Mechanism of Limonene against Listeria monocytogenes. Molecules, 25(1), 33.
https://doi.org/10.3390/molecules25010033

Huergo, L.F., & Dixon, R. (2015). The Emergence of 2-Oxoglutarate as a Master
Regulator Metabolite. Microbiology and Molecular Biology Reviews, 79, 419 -
435.

Jang, J., Hur, H. G., Sadowsky, M. J., Byappanahalli, M. N., Yan, T., & Ishii, S. (2017).
Environmental Escherichia coli: ecology and public health implications—a
review. Journal of applied microbiology, 123(3), 570-581.

Jozefczuk, S., Klie, S., Catchpole, G., Szymanski, J., Cuadros-Inostroza, A., Steinhauser,
D., Selbig, J., & Willmitzer, L. (2010). Metabolomic and transcriptomic stress
response of [Escherichia coli. Molecular systems biology, 6, 364.
https://doi.org/10.1038/msb.2010.18

Kanehisa, M., Furumichi, M., Tanabe, M., Sato, Y., & Morishima, K. (2017). KEGG:
new perspectives on genomes, pathways, diseases and drugs. Nucleic acids
research, 45(D1), D353-D361.

Klassen, A., Faccio, A. T., Canuto, G. A. B., da Cruz, P. L. R., Ribeiro, H. C., Tavares,
M. F. M., & Sussulini, A. (2017). Metabolomics: definitions and significance in
systems biology. Metabolomics: from fundamentals to clinical applications, 3-17.

Kogak, E., & Ozkul, C. (2021). GC-MS-based metabolic profiling of Escherichia coli
exposed to subinhibitory concentration of enoxacin. Turkish Bulletin of Hygiene
and Experimental Biology, 78(3), 307-316.

Kogak, E., & Ozkul, Ceren. (2020). Metabolic response of Escherichia coli to
subinhibitory concentration of ofloxacin. Journal of Research in Pharmacy, 24(4).

Kohanski, M. A., Dwyer, D. J., Hayete, B., Lawrence, C. A., & Collins, J. J. (2007). A
common mechanism of cellular death induced by bactericidal antibiotics. Cell,
130(5), 797-810. https://doi.org/10.1016/j.cell.2007.06.049

Lin, H., Li, Z., Sun, Y., Zhang, Y., Wang, S., Zhang, Q., Cai, T., Xiang, W., Zeng, C., &
Tang, J. (2024). D-Limonene: Promising and Sustainable Natural Bioactive
Compound. Applied Sciences, 14(11), 4605.
https://doi.org/10.3390/app14114605

65


https://doi.org/10.3390/molecules25010033
https://doi.org/10.1038/msb.2010.18
https://doi.org/10.1016/j.cell.2007.06.049
https://doi.org/10.3390/app14114605

KAYNAKCA 0. TEMiZ

Lin, X., Kang, L., Li, H., & Peng, X. (2014). Fluctuation of multiple metabolic pathways
is required for Escherichia coli in response to chlortetracycline stress. Molecular
BioSystems, 10(4), 901-908.

Looft, T., & Allen, H. K. (2012). Collateral effects of antibiotics on mammalian gut
microbiomes. Gut microbes, 3(5), 463-467.

Lopresto, C. G., Petrillo, F., Casazza, A. A., Aliakbarian, B., Perego, P., & Calabro, V.
(2014). A non-conventional method to extract D-limonene from waste lemon
peels and comparison with traditional Soxhlet extraction. Separation and
Purification Technology, 137, 13-20.

Marriott, P. J., Shellie, R., & Cornwell, C. (2001). Gas chromatographic technologies for
the analysis of essential oils. Journal of chromatography A, 936(1-2), 1-22.

Mirsaeidi, M., Banoei, M. M., Winston, B. W., & Schraufnagel, D. E. (2015).
Metabolomics: applications and promise in mycobacterial disease. Annals of the
American Thoracic Society, 12(9), 1278-1287.

Mohammed, M. S. O., Babeanu, N., CORNEA, C. P., & Radu, N. (2022). Limonene-a
biomolecule with potential applications in regenerative medicine. Scientific
Bulletin Series F. Biotechnologies, 26(2).

Monteiro, M. S., Carvalho, M., Bastos, M. L., & Guedes de Pinho, P. (2013).
Metabolomics  analysis  for  biomarker  discovery: advances and
challenges. Current medicinal chemistry, 20(2), 257-271.

Moros, G., Chatziioannou, A. C., Gika, H. G., Raikos, N., & Theodoridis, G. (2017).
Investigation of the derivatization conditions for GC-MS metabolomics of
biological samples. Bioanalysis, 9(1), 53—65. doi:10.4155/bio-2016-0224

Nicholson, J. K., & Wilson, I. D. (2003). Understanding'global'systems biology:
metabonomics and the continuum of metabolism. Nature Reviews Drug
Discovery, 2(8), 668-676.

Ornston, L. N., & Ornston, M. K. (1969). Regulation of glyoxylate metabolism in
Escherichia coli K-12. Journal of bacteriology, 98(3), 1098-1108.

Paez, P. L., Becerra, M. C., & Albesa, 1. (2010). Effect of the association of reduced
glutathione and ciprofloxacin on the antimicrobial activity in Staphylococcus
aureus. FEMS microbiology letters, 303(1), 101-105.

Patti, G. J., Yanes, O., & Siuzdak, G. (2012). Metabolomics: the apogee of the omics
trilogy. Nature Reviews Molecular Cell Biology, 13(4), 263-269.

Picone, G., Laghi, L., Gardini, F., Lanciotti, R., Siroli, L., & Capozzi, F. (2013).

Evaluation of the effect of carvacrol on the Escherichia coli 555 metabolome by
using |H-NMR spectroscopy. Food chemistry, 141(4), 4367-4374.

66



KAYNAKCA 0. TEMiZ

Pinu, F. R., Villas-Boas, S. G., & Aggio, R. (2017). Analysis of intracellular metabolites
from microorganisms: quenching and extraction protocols. Metabolites, 7(4), 53.

Poirel, L., Madec, J. Y., Lupo, A., Schink, A. K., Kieffer, N., Nordmann, P., & Schwarz,
S. (2018). Antimicrobial resistance in Escherichia coli. Microbiology
spectrum, 6(4), 10-1128.

Poojary, M. M., & Passamonti, P. (2016). Improved conventional and microwave-
assisted silylation protocols for simultaneous gas chromatographic determination
of tocopherols and sterols: Method development and multi-response optimization.
Journal of chromatography. A, 1476, 88-104.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2016.10.064.

Reitzer, L. (2004). Biosynthesis of Glutamate, Aspartate, Asparagine, L-Alanine, and D-
Alanine. EcoSal Plus, 1.

Septama, A. W., Yuandani, Y., Khairunnisa, N. A., Nasution, H. R., Utami, D. S.,
Kristiana, R., & Jantan, 1. (2023). Antibacterial, bacteriolytic, antibiofilm, and
synergistic effects of the peel oils of Citrus microcarpa and Citrus x amblycarpa

with tetracycline against foodborne Escherichia coli. Letters in Applied
Microbiology, 76(11), ovad126

Shah, B. B., & Mehta, A. A. (2018). In vitro evaluation of antioxidant activity of D-
Limonene. Asian J. Pharm. Pharmacol, 4(6), 883-887.

Shah, P., & Swiatlo, E. (2008). A multifaceted role for polyamines in bacterial
pathogens. Molecular microbiology, 68(1), 4-16.

Stauffer, G. V. (2004). Regulation of serine, glycine, and one-carbon biosynthesis.
EcoSal Plus, 1(1), 10-1128.

Tang, X., Feng, H., & Huang, M. (2020). Advances in metabolic engineering of microbial
hosts for the production of aromatic compounds. Biotechnology Advances, 39,
107479.

Tkachenko, A.G., Akhova, A.V., Shumkov, M., & Nesterova, L.Y. (2012). Polyamines
reduce oxidative stress in Escherichia coli cells exposed to bactericidal
antibiotics. Research in microbiology, 163 2, 83-91.

Tsugawa, H., Cajka, T., Kind, T. et al. MS-DIAL: data-independent MS/MS
deconvolution for comprehensive metabolome analysis. Nat Methods 12, 523—
526 (2015). https://doi.org/10.1038/nmeth.3393

Van Heeswijk, W. C., Westerhoff, H. V., & Boogerd, F. C. (2013). Nitrogen assimilation
in Escherichia coli: putting molecular data into a systems perspective.
Microbiology and molecular biology reviews: MMBR, 77(4), 628-695.
https://doi.org/10.1128/MMBR.00025-13

67


https://doi.org/10.1016/j.chroma.2016.10.064
https://doi.org/10.1038/nmeth.3393
https://doi.org/10.1128/MMBR.00025-13

KAYNAKCA 0. TEMiZ

Villas-Boas, S. G., Nielsen, J., Smedsgaard, J., Hansen, M. A., & Roessner-Tunali, U.
(2007). Metabolome analysis: an introduction. John Wiley & Sons.

Villas-Boas, S. G., Mas, S., Akesson, M., Smedsgaard, J., & Nielsen, J. (2005). Mass
spectrometry in metabolome analysis. Mass spectrometry reviews, 24(5), 613-
646.

Wang, J. H., Byun, J., & Pennathur, S. (2010). Analytical approaches to metabolomics
and applications to systems biology. In Seminars in nephrology (Vol. 30, No. 5,
pp- 500-511). WB Saunders.

Worley, B., & Powers, R. (2012). Multivariate Analysis in Metabolomics. Current
Metabolomics, 1 1, 92-107.

Xia, J., & Wishart, D. S. (2016). Using MetaboAnalyst 3.0 for comprehensive
metabolomics data analysis. Current protocols in bioinformatics, 55(1), 14-10.

Zampieri, M., Zimmermann, M., Claassen, M., & Sauer, U. (2017). Nontargeted

metabolomics reveals the multilevel response to antibiotic perturbations. Cell
reports, 19(6), 1214-1228.

68



OZGECMIS

Oya TEMIZ
OGRENIM BILGILERI
Yiiksek Lisans Akdeniz Universitesi
2023-2025 Fen Bilimleri Enstitiisti, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim
Dali, Antalya
Lisans Akdeniz Universitesi
2018-2023 Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii, Antalya
ESERLER

Ulusal bilimsel toplantilarda sunulan ve bildiri kitaplarinda basilan bildiriler

12th International  |Temiz O., Babacan U., Vedat S., Cengiz M.F., “Effects on

Drug Chemistry Supercritical-CO2 Extraction and Antimicrobial Activity of Fresh
Congress, 2024 Thyme Dried at Different Temperatures and Times” 12th
International Drug Chemistry Congress, Antalya, Turkey, 7-10
Poster Presentation March 2024

8th International
Cosmetic Congress,

2004 Temiz O., Cengiz M.F., “Obtaining D-Limonene from Citrus

Wastes by Biotechnological Methods for Use in Cosmetics™ 8th
International Cosmetic Congress (KUAD), Antalya, Turkey, 16-18

Oral Presentation December 2024

Awarded 3rd Prize*




