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Yiiksek Lisans Tezi

OZET

Janthinobacterium sp. SUSLARININ VIYOLASIN PIGMENTLERININ ANTIVIRAL,
ANTIMIKROBIYAL VE ANTIBIYOFILM AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI

Merve Ayse DOGANCI

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1
Danisman: Prof. Dr. Ali Osman BELDUZ
2022, 91 Sayfa

Bu calismada Jantinobacterium sp. GMG-1 ve Jantinobacterium sp. GK bakterilerinin
dogal metaboliti olan Viyolasin pigmenti kaba ekstrelerinin antimikrobiyal, antiviral ve
biyofilm olusum inhibisyonu etkilerinin arastirilmas1 amag¢lanmistir. Bu amacla antimikrobiyal
analizler i¢cin CLSI (Clinical Laboratuvary Standards Instute) mikrodiliisyon yoOntemi
kullanilirken, antiviral analizler icin HIV-1 RT inhibisyonu ve SARS-CoV-2 Spike S1: ACE2
Biyotin inhibisyon kitleri kullanildi. Ayrica biyofilm olusumu inhibisyonunun arastirilmasinda
Gram pozitif bir bakteri olan Enterococcus faecalis 74, E. faecalis 29212 ve E. faecalis OG1RF
suslar1  kullamildi. GMG-1 ve GK kaba Viyolasin ekstraktlari, saf Viyolasin ve
Deoksiviyolasin’in, sirasiyla 0,8 mg/ml - 0,1 mg/ml, 2-0,05 mM ve 1,5-0,5 mM konsantrasyon
araliklarinda, HIV-1 RT inhibisyon oranlarinda ve Spike S1: ACE2 iizerinde konsantrasyona
bagli olarak inhibisyon oraninda artisa neden oldu. Ayrica GMG-1 ve GK kaba Viyolasin
ekstraktlarinin (0,8- 0,1 mg/ml) E. faecalis biyofilm olusumunu doz artigina bagli olarak inhibe
ettigi gozlendi. Sonug olarak bu c¢alisma, Jantinobacterium’a ait GMG-1 ve GK suslarindan
elde edilen Viyolasin’in antimikrobiyal, antiviral etkinligi oldugunu ve biyofilm olusumunu
engelledigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Jantinobacterium sp., Viyolasin, HIV-RT, SARS-Cov 2, Enterococcus
faecalis, Biyofilm.
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Master Thesis

SUMMARY

INVESTIGATION OF ANTIVIRAL, ANTIMICROBIAL AND ANTIBIOFILM
ACTIVITIES OF VIOLACEIN PIGMENTS FROM Jantinobacterium sp.

Merve Ayse DOGANCI

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Ali Osman BELDUZ
2022, 91 Pages

In this study, it was aimed to investigate the antimicrobial, antiviral and biofilm
formation inhibition effects of Violacein pigments crude extracts, which is the natural
metabolite of Jantinobacterium sp. GMG-1 and Jantinobacterium sp. GK. For this purpose,
CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) microdilution method was used for
antimicrobial analyses, while HIV-1 RT inhibition and SARS-CoV 2 Spike S1: ACE2 Biotin
inhibition kits were used for antiviral analyses. In addition, the Gram positive bacteria
Enterococcus faecalis 74, E. faecalis 29212 and E. faecalis OG1RF strains were used to
investigate the inhibition of biofilm formation. GMG-1 and GK crude Violacein extracts,
pure Violacein and Deoxyviolacein in the concentration ranges of 0.8 mg/ml - 0.1 mg/ml, 2-
0.05 Mm, 1.5-0.5 mM respectively, caused concentration dependent increase in inhibition
on HIV-1 RT and Spike S1: ACE2. Also, it was observed that GMG-1 and GK crude
violacein extracts (0.8-0.1 mg/ml) inhibited biofilm formation of E. faecalis depending on
the dose increase. In conclusion, this study suggests that Violacein obtained from GMG-1
and GK strains of Jantinobacterium has antimicrobial and antiviral activity and prevents
biofilm formation.

Key Words: Jantinobacterium sp., Violacein, HIV-RT, SARS-CoV 2, Enterococcus
faecalis, Biofilm.
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Hayat1 tehdit eden bakteriyel, fungal ve viral enfeksiyonlarin artan prevalansi ve insan
patojenenleri arasinda yer alan bu mikroorganizmalar, mevcut tedavi stratejilerine karsi
diren¢ gelistirme yetenekleri, bu canlilar ile miicadele etmeyi gerektirmektedir. Bu hususta
yeni bilesiklerin bulunmasina ve bu bilesiklerin gelistirilmesine biiylik ihtiyag
duyulmaktadir. Bu bilesiklerin, diisiik toksisite, spesifik aktivite ve yiiksek biyoyararlanima
sahip olmalar1 nedeniyle en giiclii adaylar dogal kaynaklardan (hayvan, bitki ve
mikroorganizmalar) elde edilen bilesiklerdir (Stan vd., 2021).

Birbirine yapigsmis ve kendi iirettigi hiicre dist polimerik matris (EPS) ile cevrelenmis
mikrobiyal hiicreler tarafindan olusturulan, canli veya hareketsiz bir yiizeye bagh
yapilandirilmis topluluklar, biyofilm olarak adlandirilir (Wu vd., 2015). Biyofilmler,
olumsuz kosullar altinda bakterilerin hayatta kalmasi icin 6nemlidir (Guan vd., 2015).
Biyofilm olusturan bakterilerin gida {iriinlerine veya iriinlerin temas ettigi ylizeylere
tutunmas1 hem ekonomik kayiplara hem de gida kaynakli bakteriyel hastaliklarin artmasina
neden olur (Winkelstroter vd., 2014). Cihazlarla ilgili biyofilm temelli enfeksiyonlardan
muzdarip ¢ok sayida hasta nedeniyle, son yirmi yilda bunlarin 6nlenmesi i¢in bir dizi strateji
gelistirilmistir. Mikrobiyal tutunmay1 onleme ve olusan biyofilm yapisin1 yok etme amagh
antimikrobiyal veya hidrofobik maddelerle kaplanmis iiriinlerin gelistirilmesi, bakterilerin
cevresel algilama sinyalleri ve yolaklarim1 bozmaya yonelik uygulamalar, ultrasonikasyon
gibi fiziksel uygulamalar, bakteriyofajlar ile ¢esitli antimikrobiyaller ile kombine ¢aligmalar
verilebilir (Francolini ve Donelli, 2010). Ancak bu uygulamalarin higbiri tek basina yeterli
olmamistir. Bununla birlikte biyofilm tabakasi ile ¢evrelenmis organizmaya uygulanan
antimikrobiyal maddelerin ¢ogu bu tabakay1 asip hiicrelere erisemedigi veya kismi olarak
erisebildigi icin, ¢cok daha yiiksek dozda uygulamalar yapmay1 gerektirir ya da tamamen
etkisiz kalir. Bu nedenle biyofilm olusumunun engellenmesi icin etkin madde arayislari

halen devam etmektedir (Balcazar vd., 2015 ve Anderson vd.,2016).



HIV RT inhibitorleri, AIDS tedavisi i¢in Onemli ilaglardir ve yeni inhibitorleri
belirleyebilmek  icin  dogal  bilesikler  taranmaktadir.  Farkli  kaynaklardan
(mikroorganizmalar, bitkiler ve deniz canlilar1 gibi) elde edilen dogal bilesikler, HIV RT
enzimini inhibe edebilir (Matthee vd., 1999). Bitkilerden elde edilen dogal iiriinler, COVID-
19 patojenlerinin farkli bilesenleriyle miicadele etmek icin potansiyel farmakolojik madde
kaynaklar1 olarak genis capta onerilmistir (Kumar vd., 2020). 2019 yilinin Aralik ayindan
bu yana yasanan kiiresel salginda COVID-19 hastalig1 etmeni SARS-CoV-2 sebebiyle her
giin binlerce insan Olmeye devam etmektedir (Paidi vd.,2021). SARS-CoV-2 viriis
enfeksiyonu 1918 yilindaki grip salginindan sonra enfeksiyon kaynakli hastalik ve 6liimlerin
en biiyiik nedeni haline gelmistir (Nishima ve Kulik, 2021).

Bu amagla, bu tez calismasi kapsaminda Jantinobacterium sp. GMG-1 ve
Jantinobacterium sp. GK bakterilerinden elde edilen sekonder bir metabolit olan
Viyolasin’in antimikrobiyal, antioksidant, antiviral ve anti biyofilm etkilerinin arastirilmast

amaclanmustir.

1.2. Viyolasin

Viyolasin’in (Sekil 1) molekiiler agirhigi 343,33 g/mol ve acik formiilii C20-H13—N3—
O3’ tiir. Morumsu siyah renkli, igne prizmasi sekilli, suda ¢oziinmeyen, etanolde ¢ok az
cOziinebilen, dioksan ve aseton ile orta derecede ¢oziinebilen, DMSO, etil asetat ve metanol
ile tamamen coziinebilen bir bisindol tiirevidir. Iki molekiil triptofanin kondensasyonu
sonucu olusur (Hoshino vd., 1987). Erime noktasi, 290 °C olup UV-Vis goriiniir absorpsiyon
spektrumu, etanolde 258, 372 ve 575 nm’de (¢575 = 2.97 + 0.09 X 102 ml/ug/cm)
maksimum absorbanslarini sergiler (Rettori ve Duran, 1998). 575 nm’lik bir uyarma dalga
boyundaki floresan emisyon spektrumunda, 675 nm’de (etanol i¢inde 1,5 pg/ml, 4,4 uM) bir
emisyon bandi gosterir. Metanolde maksimum absorbsiyon, 585 nm’dedir (Blosser ve Gray,

2000).



Sekil 1. Viyolasin’in NMR ile olusturulan yapisi (Batista vd., 2017).

[k olarak 1882 yilinda Boisbaudran tarafindan bakteri kiiltiiriinden ekstre edilmis ve
absorbsiyon spektrumu kaydedilen mor renkli pigmentin, sonraki yillarda yapilan
calismalarda Chromobacterium violaceum’dan elde edilen kristal Viyolasin ile benzerligi
tespit edilmistir. Ayrica Ballantine vd. (1958) tarafindan Viyolasin analogu olan
Deoksiviyolasin sentez edilmistir. DeMoss ve Evans (1959) refere ettikleri mavi ve mor
bilesenlerin, Viyolasin (5-hidroksiindolil tiirevi) ve Deoksiviyolasin (5-(3-indolil) -3- (3-
oksindol iliden) - 2 oksopirolin) oldugu kesin olarak belirlenmistir (DeMoss, 1967).
Viyolasin, Janthinobacterium, Duganella, Collimonas ve Pseudoalteromonas dahil olmak
tizere cesitli ¢cevrelerde yasayan farkli cinslere ait bakteri suslar1 tarafindan tiretilir (Baricz
vd., 2018). Ornegin Janthinobacterium bir buzuldan, Chromobacteria bir nehirden,
Duganella tarim ve orman topraklarindan ve Collimonas denizden izole edilmistir (Fang vd.,
2015). Chromobacterium violaceum bakterisinden elde edilen Viyolasin c¢esitli biyolojik
aktiviteleri nedeniyle tip, kozmetik ve tekstil gibi endiistriyel pazarlarda artan 6neme sahip
cok yonlii bir pigmenttir (Duran vd., 2012).

Viyolasin iiretimi mikroorganizmalarin cevresel strese karsi verdigi bir yanittir ve

organizmanin disaridaki tehlikelerden korunmasina katkida bulunur (Pantenella vd., 2007).

1.3. Viyolasin’in Biyosentezi

Viyolasin’in yapisi ii¢ birimden olusur: 5 - hidroksiindol, oksindol ve 2 - pirolidon.
Pirolidon ¢ekirdegindeki hidrojen, azot ve karbonun biyosentetik kdkenleri (Sekil 2), cesitli
kararl1 izotopik olarak etiketlenmis triptofanlar (Trp) kullanilarak yapilan besleme/doyurma

deneyleriyle olusturulmustur. CH>’nin Pro-S hidrojeni, biyosentez sirasinda triptofanin 3.



pozisyonunda tutulur. Azot atomu yalnizca a-amino grubundandir ve iskelet karbon atomlari
iki Trp molekiiliiniin yan zincirlerinden kaynaklanir. Viyolasin ¢ekirdegindeki ii¢ oksijen
atomunun tamami molekiiler oksijenden tiiretilmistir. Biyosentetik mekanizmanin en ilging
yani, Viyolasin iskelesinin sol tarafindaki indol ¢ekirdeginin 1-2 kaymasidir. Alternatif
triptofan molekiilii, Viyolasin ¢ekirdeginin sag tarafina dogrudan eklenmistir. Bu indol
kaymasi, ¢ok sayida dogal iirlin izole edilmis olmasina ragmen sadece Viyolasin

biyosentezinde gozlemlenmistir.

Viyolasin iginde bir birlesme yok

H,N HaN CO.H
0
N & N
Sag taraf: Triptamin Oksiindolalanin
Triptofan m:LT::L:Jz:in dogrudan €0, Y

Sol taraf: [o*]
Molekiil ici yeniden diizenlenmede
indol halkasindaki 1,2 kaymasi

Viyolasin

indol-3- pirtivik asit(IPA)

Sekil 2. Viyolasin ¢ekirdegini olusturan atomlarin biyosentetik orijinleri. Tiim karbon ve
azot atomlar1 sadece iki molekiil triptofandan kaynaklamr. Ug oksijen atomu
molekiiler oksijenden kaynaklanir. Ikinci ve iigiincii karbonu isaretli Trp ile indol
halkasinin sag ve sol tarafindaki 1-2 kaymasi belirlenmistir. Viyolasin ¢ekirdeginin
13. pozisyonundaki Hidrojen atomu, Trp’ nin 3. pozisyonundaki CH> grubunun
pro-S hidrojeninden gelmektedir. Bu durum IPA (Indol 3 piriivik asit), Triptamin
ve Oksiindolamin’ in ara iiriin olmadigimi gosterir. Trp’nin 2-C13 ve o-N15
doyurulmast ile etiketlenmis Viyolasin tiirlerinin etiketlenen pozisyonlar1 ve iiriin
oranlarinin detayli analizleri Trp’nin Viyolasin ¢ekirdegine katiliminin cekirdegin
sag tarafindan oldugunu gostermistir (Hoshino, 2011).



Viyolasin biyosentezinde bes enzim (VioABCDE) tarafindan katalize edilen
enzimatik siire¢ (Sekil 3) ve enzimatik olmayan alternatif oksidatif dekarboksilasyon

reaksiyonlart (Sekil 4) olmak tizere iki bagimsiz siire¢ s6z konusudur (Hoshino, 2011).
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Sekil 3. Viyolasin biyosentezinin enzimatik yolagi (Hoshino, 2011).
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Deoksiviyolasin

Sekil 4. Viyolasin biyosentezinin enzimatik olmayan yolagi (Hoshino, 2011).

Viyolasin’in biyosentetik kokenleri ve mekanizmalari, kararli izotopik olarak
etiketlenmis Onciilerin beslenme deneyleriyle kesin olarak ortaya cikarilmistir. Ek olarak,
biyosentetik gen kiimesinin (Sekil 5) izolasyonu, Escherichia coli’deki fonksiyonel
ekspresyon ve dogru biyosentetik ara {irliniin izolasyonu, triptofandan (Trp) esash

biyosentetik yolda dikkate deger ilerlemeler saglamistir (Hoshino, 2011).
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Sekil 5. Chromobacterium violaceum ATCC 12472’de Viyolasin biyosentezini
kodlayan DNA bolgesi (Varsayilan Transkripsiyonel terminator (€2) ve
promotor (P) birlikte) (Sdnchez vd., 2006).

Hoshino vd., Chromobacterium violaceum (JCM1249 veya ATCCI12472; NCBI
erisim numarast AB032799)’daki biyosentetik sentezden sorumlu yaklasik 9 kb’lik gen



kiimesini pVBGO04 olarak adlandirilan vektore aktarmislardir ve ayn1 zamanda August vd.
(2000) Viyolasin biyosentezi i¢in VioABCD adi verilen 4 enzimin gerekli oldugunu
bildirmislerdir. Ancak bu dort enzim E. coli’ de ifade edilmesine karsin ortama triptofan
eklendiginde Viyolasin liretimi goriilmemistir. Sdnchez vd., (2006) yaptiklart ¢alisma ile
VioE’ nin Viyolasin biyosentezi icin temel olan 21,8 KDa’luk kiiciik bir proteinin
sentezinden sorumlu oldugunu bildirmislerdir (Hoshino, 2011).

Viyolasin’in yapist VioA—VioB—VioE—VioD—VioC biyosentetik yolagi ve
ardindan oksidatif dekarboksilasyonun enzimatik olmayan reaksiyonlariyla beraber alti
adimdan olusur. VioA, VioC ve VioD flavin bagimli oksijenazlardir (Hoshino, 2011).
NADPH, VioC ve Vio D’ nin katalitik etkisi icin gereklidir. VioC ve VioD tarafindan
katalize edilen iki oksijen atomunun birlesmesi dikkat ¢ekicidir, ancak kalan oksijen atomu
2-pirolidon ¢ekirdegine enzimatik olmayan bir sekilde eklenir. Viyolasin biyosentezinde
icinde Fe*? iyonu bulunan VioB disinda higbir metal iyonu yer almaz. VioB, iki Trp
molekiiliiniin benzilik f-karbonlar1 arasindaki C-C bag olusumundan kaynaklanan dimerik
yap1y1 (indole-3-piriivik asit imin) veren bir hem proteinidir; ancak, VioB' nin aktivitesi
sonucu olusan iriiniin tam yapisi (VioE’ nin substrati) belirlenememistir (Hoshino, 2011;
Fiiller vd., 2016)

Fizyolojik kosullar altinda, Viyolasin biyosentetik yolagi ayrica deoksiviolasin
olusumu ile sonuglanir. 5. pozisyonda hidroksil grubundan yoksun olan Deoksiviyolasin,
VioD’nin katilimi olmadan sentezlenir; bu durumda VioC substrat tanima i¢in belirli bir

derecede esneklik gosterebilir (Fiiller vd., 2016).



Sol Sag

1: R= OH viyolasin
2: R= H deoksiviyolasin

Sekil 6. Viyolasin (1) ve Deoksiviyolasin’in (2) kimyasal yapis1 (Hoshino,
2011).

1.4. Viyolasin’in Biyolojik Etkinlikleri

Viyolosinin c¢esitli biyolojik aktiviteleri bulunmaktadir. Bunlar; antibakteriyel
(O’sullivan vd., 1990; Duran vd., 2012, Asencio vd., 2014), antileishmanial (Leon vd.,
2001), antiviral (May vd., 1991; Andrighetti-Frohner, 2003), antitiimoral (Bromberg vd.,
2010) antiinflamatuvar (Duran vd., 2016), antilésemik (Ferreira vd., 2004),
antimikobakteriyal (Duran vd., 2007), antifungal, antiparazitik, antiprotozoal, antioksidant,
antinosiseptif, immiinmodulator ve antiiilserojenik (Duran vd., 2012) aktivitelerdir.

Viyolasin’in inhibisyon etkisi iizerine yapilan farkli ¢alismalarda, orta derecede
direncli olan Clostridium welchii hari¢ gram pozitif bakterilerin liremesi iizerinde giiglii
inhibitor etkisinin oldugu ve oldukga duyarli olan Neisseria meningitidis hari¢ gram negatif
bakterilerin liremesi iizerinde hafif inhibisyon sagladig: bildirilmistir (Duran vd., 2012).
Viyolasin’in gram pozitif bakterileri hangi mekanizma ile 6ldiirdiigiinii anlayabilmek ig¢in
Cauz vd. (2019) Bacillus subtilis ve Staphylococcus aureus iizerinde cesitli calismalar
yapmiglardir. Floresan mikroskobisi caligmalar1 sonucunda Viyolasin’in membran
gecirgenligini onemli Olciide arttirarak bosluklar ve yirtiklar olusturdugu ancak membran

gecirgenligi tamamen bozulmus olsa da her iki hiicrenin bigcimlerini korumaya devam



ettikleri goriilmiistiir. Bu durumun sonucu olarak Viyolasin’in hiicre duvari iizerine bir
etkisinin olmadigin1 belirtmislerdir. /n vitro deneyler ile ticari ve bakteriyel fosfolipitlerle
iretilen lipozomlara dogrudan baglanarak lipozomlarin yapilarini ve gecirgenliklerini
bozdugunu goézlemislerdir. Buna ek olarak Viyolasin’in ¢ift katmanli lipitlere nasil
yerlestigini anlamak icin molekiiler dinamik simiilasyonlar1 kullanmislardir.

Cazoto vd. (2011) sigir matistisine neden olan Staphylococcus aureus ve E. coli
suslarini izole etmis ve bu suslar iizerinde Viyolasin’in tekil olarak ve farkli antibiyotik
gruplariyla sinerjistik olarak anti-bakteriyel etkinligi test etmistir. Yapilan calisma
sonucunda Viyolasin’in E. coli suslar1 iizerinde 200 uM’a kadar etkinlik gosteremedigi tespit
edilmistir. Buna karsin S. aureus suslari iizerindeki minimum inhibit6r konsantrasyon (MIiK)
degeri 6,25 - 25 uM araligindadir. Viyolasin’in en diisiik MiK konsantrasyonuyla baska bir
anti-mikrobiyalin en diisilk konsantrasyonu birlestirildiginde biiylimeyi inhibe ettigini
bildirmislerdir.

Batista vd. (2017) Chromobacterium violaceum’dan elde ettikleri Viyolasin’in,
planktonik kiiltiirlerde ve biyofilm olusumunda S. aureus’u inhibe etme ve Oldiirmede
milkemmel antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Viyolasin’in minimum
bakterisidal konsantrasyonu (MBK) olan 5 ug/ml’ye, 3 - 4 saatlik maruziyetten sonra S.
aureus'un Olimiine neden olmus ve Viyolasin’in minimum inhibitor konsantrasyonunun
(1,25 pg/ml) temasin ilk 8 saati icinde bakteri iiremesini engelledigi belirlenmigtir.
Viyolasin’in S. aureus’un olgun biyofilmi i¢in dogrulanan ytiksek konsantrasyon (40 pg/ml)
ihtiyacinin aksine, biyofilm olusumunda diisiik konsantrasyonunun (1,25 pg/ml) giiclii
inhibisyon etkisi oldugu gozlenmistir.

Dodou vd., (2017) C. violaceum ATCC 12472’ den ekstrakte ettikleri Viyolasin’le
yaptiklari calismada S. epidermidis’in biyofilm olusturan ve biyofilm olusturmayan suslari
(ATCC 35984 ve ATCC 12228) iizerinde miikemmel anti-mikrobiyal etkinlik gosterdigi
tespit edilmistir. Bu ¢alismada; kisa siireli maruziyette bakteriyostatik (MIK = 20 pg/ml ve
10 pg/ml) ve bakterisidal (MBK = 20 pg/ml her iki sus icin) etkisi goriilmiistiir. Viyolasin’in
bakteriyosidal konsantrasyonuna 2 - 3 saatlik maruziyette S. epidermidis’in oldugu
gozlenmistir. Ek olarak, Viyolasin’in S. epidermidis ATCC 12228 (% 81,8; n = 9) ve S.
epidermidis ATCC 35984 (% 54,5; n = 6) iizerinde farkli antibiyotik siniflarinin aktivitesini
sinerjistik olarak modiile ettigi ve bu antibiyotiklerin MIK degerini 16 kat diisiirdiigii

belirlenmistir.
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Kanelli vd., (2018) Jantinobacterium lividium’ dan elde ettikleri Viyolasin metanol
ekstraktint DMSO ile c¢ozerek 50 mg/ml stok konsantrasyon olusturmus ve bu stoktan
hazirlamis olduklar1 farkli konsantrasyonlarla S. aureus ve C. albicans’in biyofilmleri
izerinde testler yapmislardir. Biyofilm olusumuna inhibisyon etkisini belirlemek i¢in S.
aureus’u 24 saat ve C. albicans’1 48 saat siiresince 1 mg/ml, 0,5 mg/ml ve 0,25 mg/ml
Viyolasin’e maruz birakmiglardir. Viyolasin’in biyofilmin par¢alama potansiyelini
belirlemek icin S. aureus ve C. albicans’in 24 saatlik olgun biyofilmine 2 mg/ml, 1 mg/ml
ve 0,50 mg/ml Viyolasin konsantrasyonlarin1 uygulamislardir. Kontrol olarak DMSO’yu
kullanmislardir. S.aureus’un biyofilm olusumu iizerine en etkili konsantrasyonun 1 mg/ml
oldugu ve diger dozlardaki azalmanin anlamli olmadig1 gozlenmistir. Olgun biyofilme
Viyolasin uygulanmasi sonucunda p < 0,05 olarak S. aureus biyofilminde tiim dozlarda
kalan biyofilm miktarinda hafif bir azalma goriiliirken, C. albicans i¢in sadece 2 mg/ml kalan
biyofilmin en az oldugu konsantrasyondur.

Gao vd. (2019) biyoviyolasin iceren fonksiyonel ipek kompozitler ve giimiis
nanopartikiillerinin sinerjistik olarak antimikrobiyal etkinlik gosterdigi belirlenmistir.
Fonksiyonel ipek kompozitlerin anti-mikrobiyal aktivitesi S. aureus, E. coli ve C. albicans
ile test edilmis ve Viyolasin’li ipek kumasin, % 81,25'lik bir bakteriyel azalma ile S. aureus'
akars1 giiclii bir antimikrobiyal aktivite gosterdigi saptanmistir. Ayrica giimiis nanopartikiilii
ile birlestirilen fonsiyonel ipek kompozit 1yi sinerjistik 0zellik gostermenin yani sira S.
aureus, E. coli ve C. albicans lizerinde sirastyla % 99,98, % 99,90 ve % 99,85 mikrobiyal
azalma saglayarak giiclii anti-mikrobiyal etkinlik gostermistir.

Dodou vd. (2020), Viyolasin’in S. epidermidis iizerindeki antimikrobiyal potansiyelini
belirlemek i¢in; minimum biyofilm inhibisyon konsantrasyonu, minimum biyofilm yok etme
konsantrasyonu ve Viyolasin’e maruz kalma siiresinin olgun biyofilmdeki mikrobiyal
canlilik iizerine etkisini calismistir. Viyolasin, sirasiyla 20 pg/ml konsantrasyonunda
biyofilm olusumunu inhibe ederek ve 160 pg/ml konsantrasyonunda olgun S. epidermidis’
in biyofilmini yok ederek iyi bir antibiyofilm etkisi gostermistir. Viyolasin’in MBEK
(Minimum biyofilm eradike eden konsantrasyon) ve MBEK’in iki katina esit
konsantrasyonlarinda, S. epidermidis biyofilmi sirasiyla 3 saat ve 2 saat 30 dakikalik
inkiibasyonda yok edilmistir. Klinik olarak kullanilan ilaclarin (vankomisin, sefepim,
siprofloksasin ve meropenem) etkisi iizerindeki Viyolasin’in modiile edici etkisi
degerlendirilirken, Viyolasin-siprofloksasin birlikteliginde 6zel bir sinerjizm oldugu, 1/2

xMBEK ve 1/4xMBEK konsantrasyonlarinda olgun biyofilmi tamamen yok edebildigi
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gozlenmistir. Viyolasin, S. epidermidis biyofilmi iizerinde iyi bir antimikrobiyal etki gosterir
ve klinik olarak kullanilan antimikrobiyallerin aktivitesini sinerjik olarak modiile etme
potansiyeline sahiptir.

Viyolasin biyolojik islevlerinden dolay1 dnemli bir antioksidan aktivite sergiledigi
farkli caligmalarla tanimlanmigtir. Farkli deneysel modellerde Viyolasin ve -siklodekstrin
kompleksinin gastrik iilseri onlemede (anti-iilserojenik) etkili oldugu saptanmistir. Bu
caligmalar, peroksidatif hasara karst korumanin mukozal savunma mekanizmasinin
muhtemel bir uyarict aktivitesiyle birlikte bu tiir bir etkisinin olabilecegi fikrini
desteklemektedir (Duran vd., 2012). Bu gozlemle birlikte Viyolasin ve Viyolasinin 1:2 -
siklodekstrin kompleksinin izole edilmis sican hepatositlerinde peroksidatif hasara kars1 doz
bagimli olarak koruyucu etki gostermistir. Bu sonuglar, sigcan karaciger mikrozomlari,
yumurta ve soya fasulyesi fosfatidilkolin lipozomlar1 dahil olmak iizere ii¢ lipid membran
modelinde, reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu lipid peroksidasyonuna kars1 mikromolar
aralikta, Viyolasin korumasini belirleyen bir ¢alisma ile de desteklenmistir. Viyolasin’in
membranlarda yeniden yapilandirilmasi, antioksidan etkisini arttirmistir.  Yogunluk
fonksiyonel teorisi yontemiyle, Viyolasin’in gii¢lii bir elektron verme kabiliyetine, ancak
zayif bir hidrojen atomu transfer kabiliyetine sahip oldugu bulunmustur. Es diizlemli
izomerleri, elektron verme kabiliyetinin yani sira gii¢lii hidrojen atomu transfer kabiliyetine
sahip oldugu belirlenmis ve N7-H7 bandinin, antioksidan aktivitesinde 6nemli bir rol
oynadig1 bildirilmistir (Cao vd., 2007). Farkli bir deneysel yaklasim kullanarak, Sousa vd.
(2005), Viyolasin’in, plazmit DNA {izerinde metilen mavisinin neden oldugu zincir kirma
etkisini 6nledigini tespit etmistir (Duran vd., 2012).

Anti-mikobakteriyel etkisine Ornek olarak; De Souza vd. (1999)’ nin in vitro
calismada, zayiflatilmis Mycobacterium tuberculosis’e (H37Ra) minimum inhibitor
konsantrasyon (MIK) 64 pg/ml ve minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) 128 pg/ml
olarak belirledigi ¢aligsma verilebilir (Duran vd., 2012).

Anti-fungal aktivitesine ornek olarak; Sasidharan vd. (2015) saflastirilan Viyolasin’in,
Cryptococcus gastrikus, Trichophyton rubrum, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani,
Aspergillus flavus, Penicillium expansum ve Candida albicans gibi bir dizi bitki ve insan
patojeni mantar ve maya tiiriine karsi etkili oldugu belirlemistir. En iyi aktivitesi ise, atlet
ayagi enfeksiyonuna neden olmaktan sorumlu bir insan patojeni olan Trichophyton rubrum'a
(2 pg/ml) kars1 oldugu kaydedilmistir. Bu calisma, saflastirilmis Viyolasin’in patojenik

mantarlara ve mayalara kars1 antifungal aktivitesinin tanimlandig1 ilk calismadir (Sasidharan
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vd., 2015). Ayrica, bitki patojeni bir fungus olan Rosellinia necatrix’e (Dut’ta beyaz kok
ciirligiine neden olan patojen) karsi, potansiyel bir antifungal ajan olabilecegi bildirilmistir
(Shirata vd., 1997).

Antiviral etkisine 0rnek olarak; May vd. (1991) HSV (Herpes Simpleks Viriis) ve
Polioviriis ile enfekte HeLa hiicre kiiltiirlerinde % 10 Deoksiviyolasin iceren Viyolasin’in
0,25 pg/ml’lik konsantrasyonunun HSV iizerinde % 62 ve 0,063 pg/ml’ lik konsantrasyonun
polioviriis iizerinde % 56 inhibitor etkisi oldugunu bildirmislerdir. Andrighetti-Frohner vd.
(2003), Viyolasin’in antiviral ve sitotoksik aktivitesini incelemek i¢in ii¢ deneysel yaklasim
kullanmis ve daha 6nce May vd. (1991) tarafindan bildirilen sonuclara karsit sonuclar
belirlemislerdir. Onceki arastirma grubu tarafindan FRhK-4, Vero, MA104 ve Hep-2
hiicreleri i¢in dogrudan sitotoksisite gosteren Viyolasin’in ICso degeri 1-1,2 pg/ml (2,2 — 2,7
uM) olarak belirlenmistir. Hiicre c¢ogalmasini  engellemeyen konsantrasyonlar
kullanildiginda Viyolasin, asiklovire diren¢li HSV susu, hepatit A viriisii (HN175 ve HAF-
203 suslar1) ve adenoviriis tip S'e karsi sitopatik veya antiviral aktivite gostermezken, KOS
ve ATCC/VR-733 HSV suslari, polioviriis tip 2 ve simian rotaviriis SA11 susunun viral
replikasyonunda zayif inhibisyon goOstermistir. Buna karsilik, May vd. (1991),
aktivitelerdeki farkliliklar1 Viyolasin’in saflastirmada kullanilan yontemlere ve saflik
derecelerine bagli olarak degistigini ileri siirmektedirler (Andrighetti-Frohner vd., 2003;
Duran vd., 2012).

Ballestriero vd., (2014) Caenorhabditis elegans ile yaptiklar1 calismada Microbulbifer
sp. D250 Viyolasin’inin nematod 6ldiirme aktivitesini tespit etmistir.

Leon vd., (2001) Leishmania amazonensis’in promastigote formlar1 icin efektif doz 50
(ECs0) degerini 24 saat icin 4,3 uM olarak belirlemistir. Wilkonson vd. (2020) Plasmodium
falciparum 3D7 susunun yani sira hastalardan izole edilen ilaca duyarl ve ilaca direncli izole
suslara kars1t Viyolasin’in anti-malaryal 6zelligi oldugunu tespit etmistir. Ayni ¢alismada
biyosentetik Viyolasin tiirevlerinin her birinin aseksiiel parazit biiyiimesine kars1 farkl: anti-
malaryal 6zellik gosterdigi bildirilmistir. Biyosentetik Viyolasin’in etki yolunu tanimlamaya
yonelik yaptiklari ¢alismada; biyosentetik Viyolasin’in parazit aktin hiicre iskeleti iizerine
tesirli oldugu ve aktin polimerizasyonundan bagimsiz bir aktin sinyali birikimine neden
oldugu gosterilmistir (Wilkinson v.d. 2020).

Viyolasin’in ayrica; Spumella sp. ve Ochromonas sp. lzerinde saflastirilmis

Viyolasin’in yiiksek toksik etki gosterdigi rapor edilmistir (Matz vd., 2004).
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Melo vd. (2000) saflastirilmis Viyolasin’in; hiicre ¢cogalmasini % 50 oraninda inhibe
eden konsantrasyonunun MOLT-4 16semi, NCI-H460 kiiciik hiicreli olmayan akciger
kanseri ve KM12 kolon kanseri hiicre dizilerine karsi kuvvetli antitiimoral aktivitesi
oldugunu belirlemistir. Bu caligmalar, farkli histolojik kokenli hiicre hatlar1 iizerinde
Viyolasin’in etki mekanizmasi ve potansiyel antitiimoral olup olamayacagi yoniindeki
arastirmalar1 tesvik etmistir. Cin hamster fibroblast hiicreleri (V79) ve insan 16semi hiicreleri
(HL60) {iizerine serbest Viyolasin’in sitotoksisite deneyleri, Cin hamster fibroblast
hiicrelerinde (V79) hiicre canliligina (ICso0) %50 inhibitor etkiye ulasan konsantrasyonu 5
uM iken, insan losemi hiicrelerinde (HL60) 0,8 uM oldugunu gostermistir. HL60
hiicrelerinde Viyolasin direkt ve spesifik olarak TNRF1" i (TNF reseptor 1) aktive eder. TNF
kaskad aktivasyonu diger 16semi hiicre hatlarinda (U937 CE K652) ve normal insan kan
hiicrelerinde goriilmez. Viyolasin’in normal lenfositlerle ICso < 3,4 pg/ml veya ICso < 10
uM), karsilastirildiginda 16semi hiicreleri (ICso <0,34 pg/ml veya ICso < 1uM) lizerine daha
yiiksek sitotoksik aktivite gostermesi, bu bilesigin Losemi tedavisinde umut verici bir aday

olduguna isaret eder (Duran vd., 2012).

1.5. Jantinobacterium sp.’nin Genel Ozellikleri

Janthinobacterium cinsi, Proteobacteria filumu, Betaproteobacteria sinift ve
Oxalobacteraceae familyasina iiye gram negatif, hareketli, cubuk sekilli ve kolonileri mor
renkli bakterilerdir. Kendine 6zgii menekse renginden dolay: tiir ismi, menekse anlamina
gelen latince janthinus kelimesinden tiiretilmistir (Pantenella vd., 2007). Jantinobacterium
iiyeleri kemoorganoheterotrofturlar ve kesinlikle aerobiktirler (Friedrich vd., 2020).
Genellikle orman topraklarindan, Antarktika buzullarindan, gollerden, nehir sularinin
mikrobiyotasindan ve sedimanlarindan izole edilirler. Optimum iireme sicakliklar1 25-30 °C
olsa da, 4 °C gibi diisiik sicakliklarda cogalabilen sakrofilik izolatlar1 mevcuttur. Bu cins; J.
lividum (Kampfer vd., 2008), Janthinobacterium svalbardensis (Ambrozic Avgustin vd.,
2013) ve J. agaricidamnosum tiirlerini (Lincoln vd., 1999) ve yakin zamanda duyurulan
Janthinobacterium violaceinigrum sp. nov., Janthinobacterium aquaticum sp. nov. ve
Janthinobacterium rivuli sp. nov. tiirlerini icerir (Huibin vd., 2020) (Friedrich vd., 2020).
Pigmentasyon, metabolizma sirasinda organizmanin biyokimyasal aktivitesi tarafindan
tiretilen bir bilesik olan Viyolasin’in olusumundan kaynaklanir. Bu renkli ikincil metabolitin

antimikrobiyal, antiviral ve antitimor Ozellikler gosterdigi bilinmektedir (Andrighetti-
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Froohner vd., 2003; Bromberg vd., 2010; Asencio vd., 2014) ve bu nedenle biyoteknolojik
uygulamalar i¢in biiyiik bir potansiyel tasir (Friedrich vd., 2020).

Bazi Janthinobacterium izolatlari, amfibilerin yararli cilt simbiyontlar1 (Brucker vd.,
2008; Harris vd., 2009) ve gokkusagi alabaliklarinin patojenleri olarak da bilinir (Oh vd.,
2019).

Cevresel olarak rastlanmasina karsin, J. lividum bazen 6liimciil septisemiyi de iceren
firsatci enfeksiyonlara neden olabilir. Ayrica, J. lividum, birkag B-laktam antibiyotige direng
saglayan bir metallo-p-laktamaz iiretir (Pantenella vd., 2007).

Calismada kullandigimiz Viyolasin iireticisi olan bakteriler Giresun Universitesi,
Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimiinden Prof. Dr. Hatice KATI ve ekibi tarafindan
izole edilmistir. Janthinobacterium sp. GK susu (Sekil 7), 2015 yilinda Giresun ilinin
Kiimbet Yaylasi’'ndaki bir kaplica suyunun etrafinda bulunan ¢amur Orneginden izole
edilmistir. Janthinobacterium sp. GMG-1 susu (Sekil 7), 2020 yilinin Mart ayinda
Sebinkarahisar-Giresun yolunun hemen kenarinda bulunan “Mavi G6!” diye adlandirilan
goliin kaynak suyu ve etrafindaki camurlu sudan izole edilmistir.

Calismada, Viyolasin’i ekstrakte edilmis Jantinobacterium sp. GMG-1 ve
Jantinobacterium sp. GK bakterilerinin filogenetik agac1 16S rRNA dizilerine gore

olusturulmus olup Sekil 7° de goriilmektedir.
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63 IJanthinobacterium sp. GMG-1 I
L 1N548379 Janthinobacterium rivuli

Janthinobacterium sp. GK strain
DQ355146 Janthinobacterium svalbardensis
MN548378 Janthinobacterium aquaticum

MK968136 Janthinobacterium violaceinigrum

HG322949 Janthinobacterium agaricidamnosum
LOCQ01000055 Janthinobacterium psychrotolerans
MK968139 Rugamonas aquatica
MM548382 Rugamonas rivuli
FR852575 Duganella phyllosphaerae
FOTW01000003 Rugamonas rubra
MH551481 Massilia atriviolacea
VWHJHO01000140 Massilia mucilaginosa
WHJG01000115 Massilia frigida
CP024608 Massilia violaceinigra
52 L VUYUO01000070 Massilia rubra

MNBE5814 Duganella levis
L MMBE5815 Duganella pernnla

NR 024710.1 Pelomonas saccharophila DSM 654

94
27

0o

Sekil 7. Jantinobacterium sp GK ve Jantinobacterium sp GMG-1 bakterilerinin 16S
rRNA dizileme ile olusturulan filogenetik agaci. 1000 tekrarli se¢ bagla
testleri ile komsu birlestirme yontemleri, bir dis grup olarak MEGA 7.0
Pelomonas saccharophilia DSM 654 (GenBank erisim numarasi:
MZ434950, MZA434955) kullanilarak arastirma gerceklestirilmistir.

1.6. Biyofilmin Tanim ve Olusumu

Birbirine yapigsmis ve kendi iirettigi hiicre dis1 polimerik matriks ile cevrelenmis
mikrobiyal hiicreler tarafindan olusturulan, biyotik veya abiyotik bir yiizeye baglh
yapilandirilmis topluluklar biyofilm olarak adlandirilir (Wu vd., 2015) ve biyofilm i¢indeki
bakterileri planktonik durumdaki hiicrelerden farkli bir fenotip sergilerler (Crouzet vd.,
2014). Biyofilmler, diinyadaki en yaygin ve basarili yasam formlarindan biri olarak kabul
edilir ve cogu dogal ortamda, baskin mikrobiyal yasam tarzidir (Yin vd., 2019). Biyofilmler,
tek bir organizmadan olusabilecegi gibi, bir grup mikroorganizma tarafindan da
olusturulabilen kompleks yapilardir ve olusumlar1 cok basamakli bir siirectir (Winkelstroter
vd., 2014). Biyofilm matriksi, polisakkaritler, lipitler, proteinler ve niikleik asitlerden olusan

polimerik karisimlardir (Mah ve O’Toole, 2001). Biyofilm olusumu i¢in besin, nem varligi
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ve hammaddelerin mikroorganizmalarla temas: gibi bir¢ok elverisli kosul bulunur.
Mikroorganizmalar biyofilmleri kendilerini su ve besin maddeleri yoklugu , antimikrobiyal
ajanlar (antibiyotikler ve biyosidler) bakimindan zengin ortamlar gibi cevresel stres ve
diigman ortamlara kars1 korunmak i¢in ‘yaglilik hali stratejisi’ olarak kullanirlar (Mah ve
O’Toole, 2001, Wu vd., 2015).

Tipik bir biyofilm olusumu (Sekil 8); yiizeye tutunma, mikrokolonilerin olusumu,
genc biyofilm gelisimi, yapilandirilmis olgun biyofilmin farklilagsmasi ve olgun biyofilmin
dagilmasi olmak iizere bes basamaktan olusur (Wu vd., 2015). Biyofilm i¢indeki, duragan
veya hareketsiz biiylime fazindaki bakteriler ‘sesil’ olarak adlandirilir ve ‘planktonik’ adi
verilen, ekzopolisakkarit (EPS) disindaki serbest hareketli/ylizen bakterilerden, farkli
fenotip sergilerler (Crouzet vd., 2014). Planktonik hiicreler bir yiizeyle ilk temaslarinda
gevsek bir sekilde tutunurlar ve kolayca ayrilabilirler. Bu hal, ‘tersine cevrilebilir baglanma
asamasi veya geri doniisiimlii baglanma’ olarak adlandirilir ve genellikle polar olarak
baglanmus hiicrelerle karakterize edilir. Bu ilk baglanma hidrojen baglar1 ve Van ders Walls
kuvvetleri ile gerceklesen zayif bir baglanmadir ve hiicrelerin yiizeyle direkt temast s6z
konusu degildir. Mikrobiyal tutunmayi, yilizeyin ozellikleri, mikrobiyal ¢cogalmanin fazi,
sicakligi ve mikrobiyal hareketlilik dahil olmak iizere bir¢ok faktor etkileyebilir (Unlii,
2020). En iyi tutunmanin piiriizlii, hidrofobik ve farkli organik maddelerle kapl yiizeylerde
oldugu bildirilmistir. Fimbria, pili ve flagella gibi bakteriyel yapilar, bakteri ve tutunma
yiizeyi arasindaki etkilesimi arttirir (Abebe, 2020). Belirli bir siire sonra, bazi hiicreler,
yiizeye temas ettigi ve onlar1 fiziksel olarak yerinden oynatma girisimlerine direndigi ‘geri
doniisii olmayan/ doniisiimsiiz baglanma’ asamasina girer. Geri doniisiimsiiz baglanmanin
ardindan hiicreler cogalmaya ve biyofilm matris bilesenlerini iiretmeye baslayarak
‘mikrokoloniler’ adi verilen kiiciik bakteri kiimelerini olusturur. Sonunda, bir matriks
tarafindan cevrelenen biiylik hiicresel kiimelere doniisiirler (Armbruster ve Parsek, 2018).
Olgun bir biyofilmin bilesenleri, % 5-25 bakteri hiicrelerinden ve % 75-95 glikolkaliks

matriksten olusur (Huang vd., 2011).
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Sekil 8. Biyofilm olusum asamalar1 (Gilmore, 2011).

Halk sagligi ile ilgili olarak bakteriyel biyofilmlere, tibbi ara¢-gerecler (6zellikle tibbi
tedavi amacli kalici cihazlara sahip hastalarda), endiistriyel su sistemlerinde, atik su
kanallarinda, banyolarda, hastane laboratuvarlarinda, gida isleme ve iiretim tesisleri
ekipmanlarinda vb. bir¢ok alanda siklikla rastlanirlar (Wu vd., 2015 ve Sharahi vd., 2019)

Bakteriyel biyofilmler, antibiyotik tedavisine ve bagisiklik tepkilerine oldukca direngli
olarak karakterize edilir. Pseudomonas aeruginosa ile yapilan in vivo ve in vitro ¢aligmalar,
biyofilm olusturan bakteri hiicrelerinin, planktonik hiicrelere gore antibiyotiklere ve konak
bagisiklik savunmasina karsi cok daha direngli oldugunu agikga gostermistir. /n vitro ve in
vivo deneyler, biyofilm bakteri hiicreleri i¢in, minimum inhibitér konsantrasyonun (MIK)
ve minimum bakterisidal konsantrasyonun (MBK) genellikle planktonik bakteri
hiicrelerinden ¢ok daha yiiksek (yaklasik 10-1000 kat) oldugunu gostermistir. Azalan
duyarliliga, farkli faktorlerin bir birlesimi neden olmaktadir. Bu faktorler; polisakkarit
matrisine antibiyotik penetrasyonunun zayif olmasi, direngli bir fenotip (direngli/kalict
hiicreler) gosteren hiicrelerin rastgele mevcudiyeti, biyofilm matrisi i¢inde ¢ogalmayan
hiicrelerin varligi veya olumsuz kimyasal kosullar altinda stres tepkilerini tetikleyen
hiicrelerin varligidir. Bu mekanizmalar antibiyotik direncini sinerjistik olarak, antibiyotik
diren¢ genlerinin varligiyla veya ekstrakromozomal elemanlara bagli olarak arttirir

(Balcazar vd., 2015). Bu nedenle, bir bakteriyel biyofilm enfeksiyonu olustugunda, yok
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edilmesi zorlasir. Mikrobiyal enfeksiyonlarin kontrolii i¢in en Onemli ve etkili yontem
antibiyotik tedavisi olmasina karsin, in vivo olarak biyofilm eradikasyonu (yok edilmesi)
icin etkili antibiyotik minimum bakterisidal konsantrasyonuna (MBK), bobrek ve karaciger
fonksiyonlarinin sinirlamalari, antibiyotiklerin toksisiteleri ve yan etkilerinden dolay1
geleneksel uygulamalarla eradikasyon imkansiz hale gelmektedir (Wu vd., 2015). Agresif
ve yogun antibiyotik tedavileri genellikle; dagilmis bakterilerin neden oldugu kronik
biyofilm enfeksiyon nobetlerini/alevlenmelerini kontrol etmede ve biyofilmleri azaltmada
yardimer olur, ancak biyofilm enfeksiyonlarim1 yok edemez. Biyofilm tedavilerinin bu
zorlayict durumu bilimsel olarak oldukga ilgi ¢ekicidir. Biyofilm olusumunu 6nlemek ig¢in,
biyofilm olusumu i¢in kritik olan biyokimyasal yollarin ve biyolojik faktorlerin
tanimlanmas1 6nemlidir (Crouzet vd., 2014).

Biyofilm olusumlari, farkli kosul ve durumlarda insanlara faydali veya zararl olabilir
(Gutiérrez, 2019). Ornegin; bitki biiyiimesinin tesviki, cevresel Kkirleticilerin
biyodegredasyonu ve yasayan organizmalarda mikrobiyal dengenin kontrolii gibi konularda
yararli olabilir. Bakterilerin gida iriinlerine veya iirtinlerin temas ettigi ylizeylere tutunmasi
hem ekonomik kayiplara hem de gida kaynakli bakteriyel hastaliklarin artmasina neden
olarak zararli da olabilir. Ornegin, 2001 yilinda Fransa’da yapilan bir arastirmada
ekipmanlarin biyofilmler ile kontaminasyonunun gida kaynakli salginlara katkisinin % 59
oldugu belirtilmistir (Winkelstroter vd., 2014).

Saglik endiistrisinde mikrobiyal biyofilmler, medikal cihazlarda ve hastalarin
organlarinda kolonilesmesi ile hastane enfeksiyonlarinin % 60' indan fazlasini olusturan
kalic1 bir hastane enfeksiyonu kaynagidir. Insan mikrobiyal enfeksiyonlarmin % 60-80' ine
biyofilm iireticisi bakteriler neden olur. Bu durum, biyofilmleri énemli bir halk sagligi
sorunu haline getirir (Crouzet vd., 2014). Tip biliminin ilerlemesiyle birlikte, giderek daha
fazla tibbi cihaz ve/veya yapay organlar insan hastaliklarinin tedavisinde kullanilmakta ve
sonug olarak, bakteriyel biyofilm enfeksiyonlar1 da siklasmaktadir (Wu vd., 2015). Yerlesik
biyofilm iceren enfeksiyon siiregleri arasinda bakteriyel vajinit, idrar yolu enfeksiyonlari,
kateterle ilgili enfeksiyonlar, orta kulak enfeksiyonu, dis plagi, dis eti iltihabi, dis ¢iirtimesi,
kontakt lenslerde tabakalagsma ve kistik fibroz gibi genel sorunlar yer alir (Sharahi vd.,
2019).

Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerin ¢ogunda, quorum sensing/yeterli say1
algilama (QS) olarak adlandirilan temel bir hiicresel iletisim sistemi, otoindiikleyiciler olarak

adlandirilan sinyal molekiillerinin yogunluguna gore c¢esitli genleri diizenler. Sinyal
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molekiilleri bazinda quarum algilama ii¢ sinifa ayrilir. Bunlar, Gram-pozitif bakteriler i¢in
otoindiikleyici peptitler (AIP-tabanli), Gram-negatif bakteriler i¢in N-a¢il homoserin
laktonlar (AHL’ler-tabanli) ve son olarak Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin her ikisi
icin otoindiikleyici-2 (AI-2-tabanli)’dir. ilk baglanmadan sonra biyofilm olustugunda
hiicreler, mikrobiyal genin ekspresyonunu degistiren yeterli say1 algilama molekiilleri (QS)
salgilayarak planktonik formu sabit bir forma doniistiiriir. Ayrica, yeterli say1 algilama
biyofilm gelisiminde onemli bir rol oynar, bu nedenle yeterli say1 algilama sinyallerinin
inhibisyonu/Quarum Quencing (QQ), biyofilm olusumunu kontrol etmek i¢in etkili bir
yaklasimdir. QS sisteminin yeni antimikrobiyal ajanlar gelistirmek i¢in bir hedef oldugu
diistiniilmekte, ayrica QS sistemi cesitli patojenlerde patojenetik faktorlerin ve ayrica
viriilans faktorlerinin tiretiminin diizenlenmesinde ¢ok énemli bir rol oynamaktadir. QQ ile
biyofilm olusumunu 6nlemenin en énemli yarari, bu yaklasimin ¢oklu ila¢ direnci riskini
azaltmas1 ve boylece klinik ortamlarda biyofilm bazli enfeksiyonlar1 onlemek igin bu

yaklasimi fark edilir hale getirmesidir (Shahid vd., 2019).

1.7. Biyofilm Olusumunu Onleme Stratejileri

Mevcut anti-biyofilm teknolojileri iki gruba ayrilabilir. Ik grup, biyofilm olusumunun
molekiiler mekanizmasin1 anlamaya odaklanarak bakterilerin biyofilm olusturma siirecini
(mikrobiyal tiremeyi/cogalmay1) hedefler. Bu grupta biyofilm olusumunu engellemek veya
bozmak icin kiiciik molekiiller ve enzimler gelistirilmistir. Ikinci grup, biyofilm olusumuna
kars1 direncli hale getirmek (mikrobiyal tutunmay1 onlemek) i¢in, tibbi cihazlarda kullanilan
biyomalzemeleri degistirmeye odaklanan anti-biyofilm teknolojileridir. Bu yeni anti-
biyofilm yaklagimlar1 hala gelisme asamasindayken, bu teknolojilere yonelik cabalar
sonunda mevcut antibiyotik tedavisinden daha {istiin olan anti-biyofilm tedavilerini de

beraberinde getirebilir (Chen vd., 2013).

1.8. Enterococcus faecalis

Enterokoklar, gram pozitif, katalaz negatif, spor olusturmayan, aerobik veya fakiiltatif
anaerobik kok morfolojisi ile karakterize organizmalardir (Kajihara vd., 2016; Anderson vd.,

2016). Dogalan geregi ekstrem sicakliklar (10-45 °C), pH (4,5-10) ve yiiksek tuzluluk gibi
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cok cesitli ortamlarda uzun siire hayatta kalabilirler (Marinho vd., 2013; Anderson vd.,
2016).

Enterokoklar, laktik asit bakterileri (LAB) grubuna aittir ve gidalarin bozulmasinda ve
gida fermentasyonlarinda starter kiiltiir suslar1 olarak kullanimlarinin yani1 sira insanlarda ve
kesim hayvanlarinda probiyotik olarak kullanilmalar1 nedeniyle 6nem tasirlar (Franz vd.,
2011). Enterokoklar, hem insan hem de hayvanlarin agiz boslugunun, gastrointestinal
sistemin ve disi genital yolunun dogal sakinleri olan firsat¢i patojenlerdir (Mohamed ve
Huang, 2007). Enterokoklarin yapay tibbi cihazlarin biyofilmle iliskili enfeksiyonlarina
katkis1 yakin zamanda gozlenmistir. Gida kokenli enterokoklarin in vivo olarak oral
biyofilme entegrasyonu gozlemlenmistir (Anderson vd., 2016).

Enterococcus cinsine ait iki tiir, Enterococcus faecalis (baskin olarak) ve
Enterococcus faecium, son yillarda hastane enfeksiyonlarina sebep olan 6nde gelen firsatci
patojenlerdir (Kajihara vd., 2015; Li vd., 2020a). Ayrica gida kontaminantlar1 ve dis
hastaliklariyla baglantilidirlar (Anderson vd., 2016). Enterococcus faecalis, en yaygin
enterokok tiiriidiir ve insan enterokok enfeksiyonlarinin %80-90'indan sorumludur
(Mohamed ve Huang, 2007). E. faecalis, normalde bir bagirsak kommensali iken, idrar yolu
enfeksiyonlari, endokardit, bakteriyemi, yara enfeksiyonlar1 dahil olmak tizere bir¢ok ciddi
insan enfeksiyonunun siklikla goriilme nedenidir (Kau vd., 2005). Bunlar idrar yollarini, kan
dolasimini, karin ici ve pelvik bolgeleri, cerrahi alanlar1 ve merkezi sinir sistemini enfekte
eden yaygin hastane ajanlaridir. Ayrica c¢esitli peynirlerin spesifik aromalarinin
gelistirilmesinde ve giday: olgunlastirmada 6nemli rol oynarlar ve bazi etlerin bozulmasina
neden olabilirler (Anderson vd.,2016).

E. faecalis, yatay gen transferi yoluyla viriilans ve antibiyotik diren¢ genlerini yayma
konusunda biiyiik bir potansiyele sahiptir. E. faecalis enfeksiyonlarinin tedavisi, bir ¢cok
gram pozitif bakteride etkili bir ila¢ olan vankomisin dahil siklikla ¢coklu antibitotik direnci
gostermeleri sebebiyle gii¢ olabilmektedir (Kau vd., 2005). E. faecalis’in patojenitesi ve
ortadan kaldirilmasinin zorlugu, bakteriyel enfeksiyonlarinin %65’inin biyofilm olusturma
yeteneginden kaynaklanabilir. E. faecalis biyofilmi medikal aletlerin iizerinde geliserek
hastane kaynakl1 enfeksiyonlarin sebebi olarak bilinir (Kim vd., 2020). Biyofilm olusumuyla

artan antibiyotik direnci nedeniyle tedavisi zordur (Anderson vd., 2016).


https://www.frontiersin.org/people/u/275890
https://www.frontiersin.org/people/u/275890
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1.9. E. faecalis Biyofilmi

Enterokoklar, insan ekolojisi lizerinde ikili bir role sahiptir. Gastrointestinal sistemin
kommensal organizmalaridirlar ancak es zamanli olarak ¢oklu antibiyotik direncine sahip
hastane kaynakli enfeksiyonlarinin da baslica nedenleridir. Hastane enfeksiyonlarinin
bircogu, mikroorganizmalarin biyofilm olusturma kabiliyetinden kaynaklanir (Tendolkar
vd., 2004).

E. faecalis’in biyofilm olusumu ile ilgili birka¢ viriilans faktorii vardir. Bircok
arastirmaci tarafindan klinik olarak izole edilmis E. faecalis'te viriilans faktorleri arastirilmis
ve enterokokal yiizey proteini (Esp), jelatinaz (GelE), agregasyon maddesi (Agg), sitolizin
B (CylB) ve endokardite 6zgii antijen A'nin (EfaA) oldugunu bildirmistir (Zheng vd., 2018).

Enterokokal ylizey proteininin (Esp) abiyotik yiizeylere yapistig1 ve kolonize oldugu,
E. faecalis biyofilm olusumunda 6nemli bir rol oynadig1 bulunmustur (Zheng vd., 2018).
Esp (Enterococcal Surface Protein), E. faecalis biyofilmi olusumuna katkida bulunan bir
yiizey proteinidir ancak son ¢alismalar enterokoklarin biyofilm olusturma kabiliyetinin Esp
ifadesinden bagimsiz oldugunu ileri siirmiistiir. Esp'nin E. faecalis biyofilm olusumunda
oynadigi rolii belirleyebilmek icin, genetik olarak 1yi tanimlanmis, dogal Esp eksikligi olan
suslarin hiicre ylizeyinde ifade edilmis ve izogenik Esp-pozitif suslar ile Esp eksikligi olan
suslarin biyofilm olusturma yetenekleri karsilastirilmistir. Sonuclar, Esp ifadesinin, test
edilen sustan bagimsiz olarak biyofilm olusumunda O©Onemli bir artis sagladigim
gostermektedir. Esp'nin biyofilm olusumuna katkisinin en fazla oldugu durumun %0,5
(agirhik/hacim) veya daha fazla glukoz varligi olarak gozlenmistir. Bu sonuclar, acik bir
sekilde Esp'yi E. faecalis’in biyofilm olusturma yetenegine onemli bir katki olarak
tanimlamaktadir (Tendolkar vd., 2004). E. faecalis jelatinaz, jelatini kollajen ve
hemoglobine hidrolize edebilen ve bakteriyel tutunma ve biyofilm olusumunda rol aldigi
bildirilen hiicre dis1 bir metalloproteazdir. E. faecalis izolatlarinin genis bir koleksiyonunda
esp, gelE ve biyofilm olusumu arasinda anlamli bir iligski bulunamamistir. Benzer sekilde,
Chuang-Smith ve digerleri E. faecalis agregasyon maddesinin (Agg) biyofilm olusumunu
tesvik ettigini belirtmislerdir, ancak bu diger ¢alismalarla dogrulanmamistir. Bu nedenle,
viriilans faktorlerinin E. faecalis biyofilm olusumu ile iligkisi tartismalidir ve ¢oziilmemistir
(Zheng vd., 2018).

Agregasyon maddesinin ayrica okaryotik hiicrelerin yapismasini ve istilasini arttirdigi

ve ayrica biyofilm olusumunu destekledigi farkli arastirma gruplari tarafindan bildirilmistir.
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Hiyaliironidaz (Hyl), konak doku istilasinda enterokoklarin viriilansi ile iliskilendirilmistir.
Ayrica, E. faecalis endokardit antijen A’nin (EfaA), endokarditte E. faecalis’in kalp
hiicrelerine yapismasina katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Son olarak, sitolizin (Cyl,
beta-hemolizin), insanlarda enterokok enfeksiyonlarmni alevlendiren potansiyel bir
bakteriyosindir. Bir¢cok prokaryotik hiicrenin yani sira eritrositleri ve diger Okaryotik
hiicreleri parcalayabilir (Anderson vd., 2016).

Marinho vd.’nin 2013 yilinda yaptiklar1 caligmaya gore, polisitren tizerinde % 0,75
glukoz iceren Triptik soy broth (TSB) besiyerinde, E. faecalis’ in biyofilm olusturabildigi
optimum sicaklik 37 °C’ dir (Marinho vd., 2013).

Kim vd., (2020) farkh kiiltiir kosullarinin E. faecalis tizerine etkilerini inceledikleri
calismada ve %1 sakkaroz bulunan ortamda en yiiksek canlilik ve eDNA seviyesine
ulastigini1 saptamislardir. Ayni ¢calismada qRT - PCR sonuclari, % 1 sakkaroz ve % 1 glukoz
bulunan planktonik Kkiiltiirlerde viriilansla ilgili genlerin ekspresyonlarinin en yiiksek
seviyede oldugunu gostermistir. Sonuclar, E. faecalis’te eDNA ve EPS iiretiminin ve
viriilansla iligkili genlerin ifadesinin, biyofilm veya planktonik Kkiiltiirdeki karbohidrat

konsantrasyonundan etkilendigini gostermektedir (Kim vd., 2020).

1.10. insan immiin Yetmezlik Viriisii (HIV)

HIV-1 (Insan Immiin Yetmezlik Viriisi), AIDS (Kazanilmis Immiin Yetmezlik
Sendromu)’e sebep olan bir tip retroviriistiir. Retroviriisler, revers transkriptaz iceren
viriislerdir. Revers transkriptaz, RNA molekiiliinii kalip olarak kullanarak DNA {iretir.
Revers transkriptaz tasiyan viriisler, santral dogmaya zit aktivitelerinden dolay1 retroviriis
adimi alirlar.  HIV-1, retroviriislerin en kompleks grubu olan lentiviriis iiyesidir.
Lentiviriisler, diger retroviriislerin aksine boliinmeyen hiicrelerin genomuna entegre olurlar.

(Narayan ve Clements, 1989).

1.11. HIV Enfeksiyonu ve inhibitorleri

1970’lerde baslayan ve 1980’lerde en ciddi salgin tehditlerinden biri haline gelen

kiiresel HIV salgin1 nedeniyle bugiine kadar 79,3 milyon insan enfekte olmus ve 36,3 milyon


https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/hiyal%C3%BCronidaz
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kisi ise HIV ile iliskili hastaliklardan dolay1r hayatin1 kaybetmistir (Das ve Arnold 2013,
URL-1, 2021).

HIV-1 enfeksiyonu, viral ve hiicresel membranlarin fiizyonu ile baslar. Fiizyon
reaksiyonuna viral zarf glikoproteininin konaktaki (CD4) reseptorii ve bir yardimci
reseptoriin (genellikle CCRS veya CXCR4) etkilesimleri neden olur (Coffin vd.,1997).
Reseptor ve yardimei reseptoriin baglanmasi, zarf glikoproteininin yapisinda degisikliklere
neden olur ve membran fiizyonuna yol acar. Membran fiizyonu, Reverse/Ters transkriptaz
(RT) iceren viral cekirdegi hiicrenin sitoplazmasina yerlestirir. Viriis genomunun
replikasyonu i¢in zarftan ¢ikarilmasi ile viral cekirdek ters transkripsiyonu tesvik edecek
sekilde degisir (Sarafianos vd. 2008). HIV-1 virionu, viral proteinlere ek olarak, tek sarmalli
bir RNA genomunun iki kopyasini igerir. RT 1n iki enzimatik aktivitesi vardir, bunlar DNA
veya RNA kalibin1 kopyalayabilen bir DNA polimeraz ve RNA/DNA dubleksinin bir parcasi
olan RNA’ y1 pargalayan bir RNaz H aktivitesi. RT 1n iki enzimatik islevi olan polimeraz ve
RNaz H, birlikte RNA'y1 cift sarmalli1 dogrusal bir DNA'ya doniistiirmek i¢in calisir. Bu
doniistim, enfekte olmus hiicrenin sitoplazmasinda gergeklesir; DNA  sentezi
tamamlandiktan sonra, elde edilen lineer ¢ift sarmall1 viral DNA, viral DNA’nin integrazi
(IN) tarafindan konak genomunun yer aldig1 cekirdege gecer. Proviriis ad1 verilen bu DNA
kopyasi, konak DNA’ya bagimli RNA polimeraz tarafindan iiretilen hem viral genomik hem
de viral haberci RNA’larin kaynagidir. Her ne kadar diger viral proteinler (6zellikle niikleik
asit saperon niikleokapsidi ve belki de IN) ve bazi hiicresel faktorler, RT 1n viral RNA’y1
DNA’ya doniistiiren reaksiyonlar1 gerceklestirmesine yardimci olsa da, RT doniisiim icin
gerekli tiim enzimatik aktiviteleri kapsar.

HIV-1 RNA genomunun c¢ift sarmalli DNA’ya ters transkripsiyonu, enfeksiyonda
merkezi bir adimdir ve antiretroviral ajanlarin ortak hedefidir (Mitsuya vd. 1985; Fischl vd.
1987). HIV tedavisinde kullanilan Birlesik Devletler Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan
onaylanmis 30’dan fazla ila¢ bulunmaktadir. Baz1 HIV ilaclar1 tedavide birlikte
kullanilabilmektedir. HIV tedavisinde kullanilan bu ilaglar etki mekanizmlarina gére 7 gruba
ayrilir. Bunlar; niikleozit olmayan reverse transkriptaz inhibitorleri (NNRTI), niikleozit
reverse transkriptaz inhibitorleri (NRTI), proteaz inhibitorleri (PI), flizyon inhibitorleri,
CCRS5 antogonistleri, integraz inhibitorleri (INSTI) ve baglanma sonrasi inhibitorleridir
(URL-2, 2021). HIV, ters transkriptazi RNA’y1 DNA’ya doniistirmek i¢in kullanir.
Niikleozid revers transkriptaz inhibitorleri (NRTI) HIV reverse transkriptazini inhibe ederek

RNA’nin DNA’ya doniismesini engeller. Ters transkriptaz ve ters transkripsiyonu bloke



24

etmek, HIV'in replikasyonunu engeller (URL-3, 2021). Niikleozid olmayan revers
transkriptaz inhibitorleri (NNRTI) ters transkriptaz enzimine baglanir ve ters transkriptazi
inhibe eder (URL-4, 2021). Integraz inhibitorleri (INSTI) HIV e ait bir enzim olan integraz1
engelleyerek HIV viral DNA’sinin konak CD4 hiicre DNA’sina entegre olmasini/girmesini
engelleyerek HIV’in replikasyonunu engeller (URL-5, 2021). CCRS antagonistleri
bagisiklik hiicre yiizeyindeki CCRS koreseptoriinii engelleyerek, HIV’ in CD4 T lenfosit
hiicresi i¢ine girisini bloke eder (URL-6, 2021). Baglanma sonras1 inhibitorleri konagin CD4
hiicresindeki CD4 reseptoriine baglanir ve HIV’in CCR5 ve CXCR4 koreseptorlerine
baglanmasin1 engelleyerek hiicreye girisini engeller. Bu inhibitorler, HIV girig
inhibitorlerinin bir grubudur (URL-7,2021). Fiizyon inhibitorleri HIV zarfinin konagin CD4
hiicre membrani ile birlesmesini engeller. S6z konusu inhibitorler sayesinde HIV’ in CD4
hiicresi icine girisini engeller (URL-8, 2021). Proteaz inhibitorleri, HIV’1in proteazini
engelleyerek yeni HIV’lerin olgunlasmasini onler. Boylece konagm diger CD4 hiicreleri
enfeksiyondan korunmus olur (URL-9, 2021).

HIV-1, yiiksek genetik degiskenlik sergiler ve bu nedenle, HIV-1, mevcut ilaclara
diren¢ gelistirir ve AIDS as1 adaylari tarafindan ortaya cikarilan konak bagisiklik
tepkilerinden kacar (Das ve Arnold, 2013).

Yiiksek diizeyde aktif antiretroviral terapi (HAART) olarak adlandirilan, insan
immiin yetmezlik viriisii (HIV) ile enfekte hastalar icin standart tedavi, iic veya daha fazla
HIV ilacindan olusur, ¢ogunlukla Onerilen iki niikleozid revers transkriptaz inhibitorii
(NRTT'ler), niikleozid olmayan bir revers transkriptaz (NNRTI) veya proteaz inhibitorii ile
kombinasyon halindeki tedavidir. Ikinci olarak; integraz (INTSI) veya giris inhibitorleri, RT
inhibitorii ve PI kombine edilir (Das ve Arnold, 2013).

1.12. HIV Reverse Transkiriptaz (HIV-1 RT)

Revers transkriptaz enzimi, HIV-1’in kritik bir molekiiler makinasidir ve anti-AIDS
ilaglarinin en fazla hedefledigi yapidir. Ayni zamanda, RT tiim anti-AIDS ilaclarina direncin
gelisiminden sorumludur: oncelikle dogrudan molekiiler seviyede RT inhibitorlerine ve
/veya dolayl olarak genetik varyasyonlarin tanimlanmasinda primer kaynaktir (Das ve
Arnold, 2013).

RT inhibitorlerinin iki sinifi mevcuttur: niikleozid revers transkriptaz inhibitorleri

(NRTT’ler) ve niikleozid olmayan revers transkriptaz inhibitorleri (NNRTT’ler). NRTT ler,
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yeni olusan viral DNA'ya dahil olur, bu da DNA zincirinin sonlanmasina ve DNA'nin daha
fazla uzamasinin engellenmesine yol acar. NNRTTI ler, RT enziminin p66 alt birimi i¢indeki
hidrofobik cebe baglanarak HIV-1 replikasyonunu durdurur ve bdylece viral RNA’y1
DNA'ya doniistiirmesini onler (Ren vd., 1995; D’Cruz ve Uckun, 2006). NNRTT’ler, HIV-1
RT’nin rekabet¢i olmayan inhibitorleridir ve aktivasyon gerektirmez. Nevirapin NNRTI
siifl anti-HIV ilaglarin ilkidir (Vazquez, 1996). HIV-1 RT nin diisiik baglihigi, yiiksek
diizeyde HIV-1 replikasyonu ve RT aracili rekombinasyonun yiiksek orani, birlikte RT
inhibitorlerine karsi direncin ortaya ¢ikmasina katkida bulunur (Bushman vd., 1990; Ho vd.,

1995; Asahchop vd, 2012).

1.13. Koronaviriisler (CoV)

Koronaviriisler (CoV'ler), zarfli, pozitif anlamli, tek zincirli RNA viriisleridir (Weiss
ve Leibowitz, 2011) Tek sarmalli RNA viriislerinin genis bir ailesi olan koronaviriisler
(CoV’ler) alfa-coronaviriis, beta-coronavirils, gama-coronaviriis ve delta-coronaviriis olmak
tizere dort cinse ayrilir (Yang ve Leibowitz, 2015). Tarihsel olarak, insanlar1 enfekte ettigi
bilinen yedi Coronaviriis (CoV) vardir. Bunlar; insan CoV (HCoV)-229E (1962), HCoV-
0C43 (1967), siddetli akut solunum sendromu (SARS)-CoV 1 (SARS1) (2002), HCoV-
NL63 (2004), HCoV-HKU1 (2005), Orta Dogu solunum sendromu (MERS)-CoV (2012) ve
SARS-CoV 2 (SARS2) (2019)’dir (Hamre ve Procknow, 1966; Kapikian vd., 1969; Ksiazek
vd., 2003; Fouchier vd., 2004; Woo vd.,2005; Zki vd., 2012; Zhu vd.,2019).

Genel olarak CoV’ler hem insan hem de hayvan konaklar i¢in ciddi saglik sorunlarina
neden olur, enfeksiyonlari ise 0zelllikle solunum ve gastrointestinal yollar: etkiler (Hulswit
vd., 2016). Ayrica, CoV’ler bilinen tiim RNA viriisleri arasinda en biiyiik genoma (yaklasik
30 kb) sahiptir (Sanjuan vd., 2010). Bu genom bir niikleokapsid proteinden (NK) olusan
sarmal bir yap1 i¢inde paketlenir ve yapisal proteinlerle iliskili olan viral bir zarfla ¢evrilir

(Sekil 9) , yani sirayla zar, zarf ve Spike yapisal birimlerinden olusur (Li, 2016).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7224694/#bib43
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Sekil 9. SARS-CoV-2 viriisiiniin yapis1, Insan koronaviriis Spike proteini ve konak ACE2
reseptorii (Wiese vd., 2021).

Spike protein konak hiicreye viral girise aracilik etmede, konak tropizminin
belirlenmesinde, viral patogenezi ve konak immiin yanitlarinin indiiklenmesinde gorev alir
(Lu, 2015; Millet ve Whittaker, 2015; Hulswit vd., 2016; Li, 2016). Bu durum, CoV Spike

proteininin viral patogenez acgisindan onemini vurgular (Cueno ve Imai, 2021).
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1.14. SARS-CoV-2

Aralik 2019’un sonlarinda, bir grup yerel saglik yetkilisi, Cin’in, Hubei Eyaleti,
Wuhan’daki bir deniz iiriinleri pazariyla epidemiyolojik olarak baglantili, nedeni bilinmeyen
pnomonili hasta kiimeleri bildirmistir (Zhu vd., 2019). Salginin nedeni, 2003’teki siddetli
akut solunum yolu sendromu koronaviriisiiniin (SARS-CoV-1) genomik dizisi ile % 79
benzerlige sahip bir betakoronaviriis olarak tanimlanmis ve yeni viriis SARS-CoV-2
(COVID-19) adim1 almstir. (Gorbalenya vd., 2020; Wu vd., 2020; Zhou vd., 2020; Zhu vd.,
2020, Amanat ve Krammer, 2020). 30 Ocak 2020'de Diinya Saglik Orgiitii (WHO), COVID-
19’un “uluslararas1 endise yaratan bir halk sagligi acil durumu” oldugunu ilan etmistir (Li
vd., 2020b). Viriis ilk olarak Aralik 2019’da ortaya ¢ikmasina ragmen pandeminin etkileri
halen artarak devam etmektedir (Korber vd., 2020; Yoshimato, 2021).

COVID-19'un semptomlart spesifik degildir ve hastalik seyri asemptomatik ile siddetli
pnomoni ve 6liim arasinda degisebilir. Huang vd., 2020 yilinda yaptiklar: bir ¢alisma ile en
yaygin semptomlarin ates (% 98), oksiiriik (% 76), kas agris1 veya yorgunluk (% 44); atipik
semptomlari ise balgam (% 28), bas agrist (% 8), hemoptizi (% 5) ve diyare (% 3) olarak
belirlemislerdir (Wu vd., 2020).

COVID-19’un siddeti, yasla birlikte hipertansiyon, obezite, astim veya diyabet gibi
onceden var olan hastaliklarla birlikte artar. Agir COVID-19 hastalarinin sitokin saldirisi,
agir akciger hasar1 ve ¢oklu organ yetmezliginden muzdarip oldugu bulunmustur (Pia 2020).
Akut solunum depresyonu sendromu (ARDS) ve organ hasar1 gibi SARS-CoV-2
enfeksiyonu ile iliskili agir semptomlar ve komplikasyonlar, SARS-CoV-2 Spike protein
S1’in indiikledigi bagisiklik hiicreleri tarafindan arttirilmis proinflamatuar sitokin tiretimiyle
iliskilendirilmistir (Olajide vd., 2021).

Birgok viriis icin ortaya ¢ikma siirecindeki kilit adimlardan biri hayvanlardan insanlara
gecistir. Bu nedenle, viriisiin kaynaginin belirlenmesi, COVID-19’un yayilmasini (Perlman,
2020) ve bulagsmasim kontrol etmeye yardimci olur. Son arastirmalar, viriisiin tim genom
analizinde bir yarasa koronaviriisii ile % 96 benzerlik oldugunu bildirmistir. Bu sonuglar
yarasalarin SARS-CoV-2’nin en olas1 konag1 oldugu anlamina gelmektedir (Perlman, 2020;
Zhou vd., 2020). Ancak SARS-CoV-2’ nin neden oldugu zatiirre enfeksiyonunun dogrudan
yarasalardan m1 yoksa bir ara konak araciligiyla mi bulastiginin daha fazla dogrulanmasi
gerekir (Perlman, 2020; Jin vd., 2020; Zhou vd, 2020). Saglik yetkilileri, viriisiin 4 ‘kusak’

zinciri boyunca (viriisii ilk basta insan olmayan bir kaynaktan kapan bir kisi bir bagkasina
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bulastirir, enfekte kisi bagka bir bireye bulastirir ve daha sonra baska bir bireye bulagir)
bulagsma kanitlarin1 belirlemis ve bu kanitlar insandan insana siirekli gecis oldugunu
diistindiirmiistiir (Phelan ve RebeccaKatz, 2020; Wu vd., 2020). Yeni koronaviriisler, temel
olarak koronaviriislerin yiiksek prevalansi ve genis dagilimi, genis genetik cesitliligi,
genomlariin sik rekombinasyonu ve insan-hayvan arayiiz aktivitelerinin artmasi nedeniyle

periyodik olarak ortaya ¢ikiyor gibi goriinmektedir (Cui vd., 2019; Zhu vd., 2019).

1.15. Spike S1 ve ACE2’nin Enfeksiyondaki Rolii

SARS-CoV-2’ nin enfeksiyon siireci (Sekil 10), viral Spike proteinin, konagmn ayni
kokenli reseptoriine ya da reseptorlerine baglanmasiyla baslar ve ardindan Spike protein
viral RNA'y1 konak hiicreye iletmek i¢cin membran fiizyonunu tetikler. Viral membran
fiizyonu, Spike proteinin S1/S2 ve S20 bolgelerinde proteolitik kesimin karmasik bir yapisal
gecis siirecini igerir. S1/S2 ve S20 proteolitik ayrilma bolgeleri, Spike proteinini S1, S1/52-
S20 ve S20 olmak iizere ii¢ alt birime boler. Boliinme olaylarinin, fiizyon 6ncesi durumu,
viriisle konagin membran fiizyonu ve fiizyon sonrasi durumunu iceren biiyiik bir yapisal
gecisi uyardigr diistintilmektedir. Spike proteini trimer (Sekil 10) yapidadir ve her bir
domaini, siire¢ boyunca farkli bir rol oynar (Bangaru vd., 2020; Nishima ve Kulik, 2021).
Spike proteinin trimerini olugturmak i¢in bir araya gelen 3 birim; reseptor baglanma domaini
(RBD), S1 birimi ve S2 birimidir (Bangaru vd., 2020). S1 birimi, ACE2 reseptoriine (Ord
vd., 2020) baglanir, S1-S2 bolgesi proteaz ile furinin parcalandigr yerdir ve S2 birimi, viral
ve hiicresel zarlarin flizyonuna aracilik eder (Walls vd., 2020). Spike proteinlerin ayni
zamanda lipidler, glikanlar ve transmembran proteinler gibi diger baglanma faktorleriyle
etkilesime girdigi diisiiniilmektedir. Baz1 hiicre kiiltiirlerinde koronaviriis girisi icin lipid

yiginlarinin tutuldugu bildirilmistir (Lu vd., 2008; Guo vd., 2017; Nishima ve Kulik, 2021).
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Sekil 10. SARS-CoV-2’nin hiicreye girisini gosteren sema. SARS-CoV-2, Spike proteinin
reseptor baglama domaini (RBD) araciligiyla ACE2'ye baglanir. Giris icin, S1 ve
S2 alt birimleri, TMPRSS2 gibi bir proteaz tarafindan kesilerek birbirlerinden
ayrilir. Ek olarak o6zellikle diisiik TMPRSS2 ekspresyonuna sahip hiicrelerde
alternatif aktivasyon yolu olarak Furin SARS-CoV-2 Spike proteininin hem S1
hem de S2 alt birimleri arasindaki bolgeyi keser (Chaudhry vd., 2020).

Anjiyotensin doniistiiriicti enzim 2 (ACE2), bir vazokonstriktdr olan anjiyotensin
II'yi (Angll) bir vazodilator olan Angl-7'ye doniistiiren faydali bir molekiildiir (Vickers vd.,
2002; Zaman vd., 2002). SARS-CoV-2 yiizeyindeki Spike proteininin S1 birimindeki RBD
ile insan hiicreleri igine girebilmek i¢cin ACE2’ye baglanir (Machhi vd., 2020; Stower 2020;
Paidi vd., 2021) . Baslangigta Spike proteininin RBD’si a¢ilir ve konagin ACE2 proteinine
baglanmaya hazir hale gelir. Spike proteini iki ACE2 proteinine baglandiktan sonra {igiincii
ACE2 proteinine de baglanir (Sekil 11). Son olarak Spike protein kompleksi Furin ve
transmembran proteaz serin 2 (TMPRSS2) ile kesilerek ACE2-S1 fragmentini serbest
birakir. Furin, S1/S2 bolgesini ve TMPRSS2, S2’ bolgesini ayirir (Bestle vd., 2020; Shang
vd., 2020) (Sekil 12). Proteolitik kesimin ardindan konaga giris i¢in hazir olan Spike
proteininin S2 domaini kalir (Bestle vd., 2020; Yoshimoto, 2021).



30

Monomerik
S1-ACE2

Spike Kapali Form

Spike Agik Form
Acilan Tek RBD

Uglinci
ACE2'nin
Baglanmasi

.

lkinci ACE2
ACE2’nin '
Baglanmasi ilk Bag

N

Sekil 11. SARS-CoV-2 Spike proteini ve ACE2 baglanma asamalarin1 gosteren sema
(Benton vd., 2020). Mavi, pembe-kahverengi ve sart renkli bolgeler trimer
yapidaki Spike proteininin monomerlerini ve yesil renkli bolgeler, ACE2’yi temsil
etmektedir. Her asamada Spike trimerinin 6nden ve listen goriintiisii birlikte
verilmigtir. Sirasiyla yukaridan asagiya saat yoniinde; kapali, acik ancak bagh
olmayan RBD, tamamen acik RBD, iic ACE2’ye baglanmis Spike protein
durumuna ulasana kadar, sirali, ACE2 baglanmasi gosterilmistir. Son trimerik
tirden monomerik S1-ACE2 ayrigsmas1 gosterilmistir ki bu ayrisma bir veya iki
ACE2 ile baglanmis Spike proteininde de meydana gelebilmektedir (Benton
vd.,2020) .

Tek RBD- ACE2 Baglanmasi
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Sekil 12. A. Trimerik Spike proteininin kapali konformasyon yapisi ve kisimlari. Fiizyon
oncesi S protein trimeri kapali formdadir, monomerleri sar1 yesil ve pembe renk
ile gosterilmistir S protein yapisinin bas, sap ve transmembran (TM) segmentlerini
goriilmektedir. S1/S2 ve S2' boliinme bolgeleri kirmizi renktedir. B. Konak
hiicreye giriste Spike (S) protein ve ACE2’nin etkilesim semas1. (1) SARS-CoV-
2'yi siisleyen prefiizyon S protein trimerinin i¢sel dinamikleri, konak ACE2
dimerik yapis1 ve S:ACE2 tanimasini kolaylastirmak i¢in S proteini ve ACE2'nin
siipiirme hareketleri gosterilmistir. (2) Acik konformasyonda (Sccik)), reseptor
baglanma alani, konak membrana bagli ACE2 reseptoriinii tanimak ve baglamak
icin bir "yukar1" yonelimi benimser (Protein Veri Bankasi [PDB] ID: 1R42).
ACE2 baglanmasi, S1/S2 bolinme bolgesinde (kirmizi oklar), Furin (kirmizi-
Furin burada ayrica ilgili proteazlar1 ifade eder) proteolizini destekleyen
konformasyonel degisiklikleri indiikler ve mekanizmas1 bilinmeyen S1 ve S2 alt
birimlerinin ayrismasina yol agar. (3) Artik, ACE2’ye bagli S1 alt birimi,
ACE2’ye kararl1 bir sekilde bagli hale gelir ve S2 alt birimleri ayrilir. (4) Ayrilmis
S2 alt birimindeki konformasyonel degisiklikler, konak hiicre zarina fiizyon, zar
flizyonu ve konak hiicreye viral giris i¢cin genisletilmis bir sarmal fiizyon ara
maddesinin (PDB ID: 6M3W) (Fan vd., 2020) olusumunu tesvik eder (Hoffmann
vd., 2020, Raghuvamsi vd., 2021).

SARS-CoV-1 ve HCoVNL63'iin (Hoffman vd., 2005) anjiyotensin doniistiiriicii
enzim 2 (ACE2) reseptorii ile, HCoV-229E (Li vd., 2019) ve MERS CoV’nin (Liv d., 2020)
ise aminopeptidaz N (APN) ve dipeptidil peptidaz 4 (DPP4) ile etkilesime girdigi
bilinmektedir. Aslinda, DPP4’iin ayrica SARS-CoV-2’nin Spike proteini icin bir reseptor
gorevi gorebilecegi One siirtilmiistiir (Li vd., 2020c, Amanat ve Kramer, 2020).

Tiim koronaviriis cinsleri arasinda Spike proteinleri, yiiksek oranda korunmustur
(Jaimes vd., 2020). Ornegin, SARS-CoV-2 Spike proteini, SARS-CoV-1 Spike proteinine
% 76 sekans 0zdesligi sergiler. Ancak, koronaviriis Spike proteinleri arasinda enfeksiyon
derecesi bakimindan farkliliklar gosterebilecek kritik yapisal degisiklikler mevcuttur. Bu

yapisal degisiklikler, reseptor baglanma domaini (RBD) ve S1/S2 kesim bdlgesi
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konumundadir. Ornegin, SARS-CoV-1 ve MERS-CoV/HKU4’tin RBD’leri S1’in N-
terminalinde bulunurken, MHV ve BCoV/OC43’iin RBD’leri S1’in C-terminalinde bulunur.
MERSCoV/HKU4, MHV ve BCoV/OC43 Spike proteinleri sirasiyla DPP4 ve CEACAMI1
reseptorlerine ve glikanlara baglanirken, SARS-CoV-1 Spike proteini insan ACE2
reseptoriinii tanir (Li, 2016).

Calismalar sonucunda as1 i¢in hedef S proteini olarak belirlenmis ve as1 adaylarinin
tiretimi gerceklestirilmistir. Genellikle bir asinin klinik deneylere ¢ikmadan 6nce tipik olarak
ihtiya¢ duyulan iki 6nemli adim vardir. Ilk olarak asi, koruyuculugunun olup olmadigin
gormek icin uygun hayvan modellerinde test edilir (Bao vd., 2020). ikinci adim olarak,
asilarin hayvanlarda, 6rnegin tavsanlarda toksisite acisindan test edilmesi gerekir. Genellikle
viral tehdit bu siirecin bir parcast degildir, c¢iinkii yalnizca asinin giivenligi
degerlendirilecektir (Erbelding vd., 2018; Amanat ve Kramer, 2020). Ancak, SARS-CoV-2
icin hayvan modellerinin gelistirilmesi zor olabilir. Ciinkii viriis, yaban tip farelerde replike
olmaz ve sadece insan ACE2’sini ekspres eden transgenik hayvanlarda hafif hastaliga neden
olur (Bao vd., 2020).

BioNtech/Pfizer tarafindan gelistirilen basarili LNP-mRNA temelli asilardan biri
olan BNT162b2, iki prolin degisikligi (K986P ve VI987P) ile modifiye edilmis tam uzunlukta
bir Spike protein kullanir (Dai ve Gao, 2021). Bu degisiklikler, Spike proteininin fiizyon
oncesi durumdan fiizyon sonras1 duruma yapisal gecisini engeller ve fiizyon Oncesi (inaktif)
durumu korur. Prolin degisikliklerinin Spike proteinleri stabilize etme yetenegi HIV-1,
MERS-CoV, RSV ve SARS-CoV-1’den kalitsaldir; bu nedenle, SARS-CoV-2 Spike
proteininin yapisal ve islevsel gecisinin daha iyi anlasilmasiyla, COVID-19’a kars1 yeni nesil
asilarin ve terapotiklerin tasarimi i¢in biyomedikal uygunluga sahip olacaktir (Chen vd.,
2021; Nishima ve Kulik, 2021).

Bu pandeminin son zamanlardaki ana odak noktalarindan biri, giderek daha fazla
ortaya c¢ikan ve daha bulasici olan SARS-CoV-2 varyant suglaridir. D614G olarak
adlandirilan bir sus, Spike proteinin 614. konumunda bir aspartat (D) yerine bir glisine (G)
sahiptir (Volz vd., 2021). Bu 614G varyanti, artan enfeksiyon siddetinin artisi ile iliskili
degildir, ancak 614G varyantinin, D varyantina gore artan enfektiviteye sahip oldugu one
siiriilmiistiir (Zhang vd., 2020). Ek olarak, 501Y.V1 ve 501Y.V2 olarak adlandirilan diger
varyantlar, Spike proteinin reseptor baglama alaninda (N501Y) ve diger bolgelerde birkag
farkliliga sahiptir. Bu yapisal degisiklikler, Spike proteini ile konagm ACE2 reseptorii

arasindaki etkilesimi artirarak enfeksiyonu artirabilir (Yoshimoto, 2021).
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Anjiyotensin doniistiiriicii enzim-2 (ACE2), SARS-CoV-2 i¢in 6nerilen reseptordiir ve
bir insan rekombinant c¢oziinir ACE2'sinin yakin zamanda modifiye edilmis insan
dokusunda SARS-CoV-2 enfeksiyonunu bloke ettigi gosterilmistir (Monteil vd., 2020).
ACE2’ye bagli bir Spike protein yapis1 da rapor edilmistir.

Spike protein 22 farkli glikozilasyon bolgesine sahiptir (Watanabe vd., 2020).
Glikozilasyon bolgelerini anlamak 6nemlidir ¢iinkii Biontech asis1 tarafindan iiretilen Spike
proteini ve viriisten gelen Spike proteininin farkli glikozilasyon modellerine sahip oldugu
gosterilmistir (Brun vd., 2020; Yoshimato vd., 2021). Glikanlar, protein katlanmasinda ve
konak bagisiklik sisteminden kagmada 6nemli bir rol oynar (Gasteigher vd., 2005).

1.16. Amacg ve Hipotez

Onceki calismalarda, Chromobacterium violaceum’dan elde edilmis Viyolasin’in
cesitli biyolojik aktiviteleri tespit edilmistir (Duran vd., 2012). Bu pigmentin ¢ok cesitli
biyolojik aktivitelerinin olmasi, farkli mikroorganizmalardan da bu pigmentin eldesini ilgi
cekici hale getirmektedir. Farkli cins ve bakterilerden elde edilen kaba ekstraktlar icindeki
Viyolasin ve Deoksiviyolasin miktarlar1 degiskenlik gosterebilmektedir. Jantinobacterium
cinsi ile yapilmis olan ¢alismalar, Viyolasin sentezi yapan bu bakterilerin ¢cogunlukla farkl
cevrelerden izolasyonu, pigment iiretiminin arttirimi, pigment iiretiminin optimize edilmesi
ve pigmentlerinin ekstrasyonu iizerinedir. Ancak Jantinobacterium sp.’den elde edilen
Viyolasin ile yapilan biyolojik etkinlik ¢calismalar1 oldukg¢a sinirlidir. Siklikla antimikrobiyal
etkinlik caligsmalarina literatiirde rastlanilmaktadir. Antifungal etkinligi iizerine de
calismalar mevcuttur. Viyolasinin antiviral etkinligi Chromobacterium violaceum’ dan elde
edilen farkli viriislerle ve hiicre kiiltiirli ortaminda test edilmistir. Ancak literatiirde HIV,
HIV-1 RT enzimi ve SARS-CoV-2, Sars-CoV-2: ACE2 inhibiyonuna iliskin herhangi bir
calismaya rastlanamamistir. Yapilan literatiir taramalarinda Viyolasin’in antimikrobiyal
etkinliginin Gram pozitif bakterilerde (S. aureus, S. epidermititis), Gram negatif (E. coli ve
P. aeruginosa) bakterilere gore ¢ok daha etkili oldugu bilgisine rastlanmistir. Biyofilm
olusumu ve eradikasyonuna iliskin yapilan arastirmalarda, J. lividium Viyolasin’inin
metanol ekstraktinin, S. aureus ATCC 25923 ve C. albicans ATCC 10231 biyofilmi iizerine
etkisini konu alan bir calisma oldugu gozlenmistir. Ancak halk sagligi tehtid eden
enfeksiyonlara nedon olan E. faecalis biyofilmi iizerine bir ¢alismanin olmadig: tespit

edilmistir.
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Yukaridaki belirtilen sebeplerden dolay1 bu ¢alismada:

Jantinobacterium sp. GMG-1 ve Jantinobacterium sp. GK suslarinin kaba Viyolasin
pigment ekstrelerinin antimikrobiyal etkinliginin, HIV-1 RT enzimi inhibisyon etkisinin,
SARS-CoV-2 Spike S1: ACE2 Biyotin inhibisyon etkisinin, E. faecalis’ in biyofilm olusumu
lizerine inhibisyon etkisinin incelenmesine ve saflastirilmis Viyolasin ve Deoksiviyolasin’in
HIV-1 RT enzimi inhibisyon etkisinin, SARS-CoV-2 Spike S1:ACE2 Biyotin inhibisyon
etkisinin incelenmesine karar verilmistir.

Bu tez iilkemizden izole edilmis Jantinobacterium sp. GMG-1 ve Jantinobacterium
sp. GK suslarindan elde edilen Viyolasin pigmenti ile yapilan biyolojik aktiviteleri iceren ilk

calismadir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Cahismada Kullanilan Kimyasallar ve Besiyerleri

NaCl (BBI Life Sciences), KCI (Merck), HCI (Sigma), Metanol (Merck), Na,HPO4
(Merck), KH,PO4 (J.T. Baker), D(+)Glukoz Monohidrat (Tekkim), Triptic Soy Broth
(Merck),Triptik Soy Agar (Merck), Agar (Conda Lab), Nutrient Broth (Merck), Nutrient
Agar (Merck), Asetik asit (IsoLab), Izopropanol (Sigma), Amonyak Solusyonu (IsoLab),
Gliserol (Applichem), Kloroform (Reidel de Haen), Di Etil Eter (J.T. Baker). N-Hekzan
(Merck), pINT (Sigma Aldrich), Muller Hinton Broth (Merck), Katyon Ayarli MHB
(HiMedia), Dimetil Siilfoksid (Sigma-Aldrich), Kristal Viyole (Merck) kimyasallari

belirtilen firmalardan temin edilmistir.

2.1.2. Calismada Kullanilan Bakteriler ve Ureme Kosullar

Tez calismasinda kullanilan 1 adet gida kdkenli E. faecalis susu 74 ve 2 adet kontrol
susu (E. faecalis ATCC OGIRF ve E. faecalis ATCC 29212), Ankara Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Prokaryot Genetigi Laboratuvari kiiltiir koleksiyonundan temin
edilmistir. TSA (Triptik Soy Agar) inokiile sekilde elimize ulasan kiiltiirlerden yeni TSA
besiyerine ekim yapilarak 1 gece 37 °C’de tiremeye birakilmistir. Stire sonunda herhangi bir
kontaminasyon olmadig: belirlenen kiiltiirlerden 3 ml TSB s1v1 besiyerine ekim yapilmais,
150 rpm’ de 37 °C’de 1 gece gelistirildikten sonra gliserol stoklar1 olusturulmustur. %20
gliserol iceren bakteri stoklart -20 °C’ de saklanmistir. Calisma siiresince kullanilan
kiiltiirler, stok soliisyonlarindan alinarak 1/10 oraninda TSB sivi besin ortamina inokiile
edilmis ve 37 °C’de 1 gece iiretildikten sonra deneylerde kullanilmistir.

Jantinobacterium sp. GK ve Jantinobacterium sp. GMG-1 bakterileri Giresun
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Ogretim Uyesi Prof. Dr. Hatice KATI’ dan Temin
edilmistir. Temin edilen bakteri suslar1 Nutrient Broth 150 rpm’ de 20 °C’ de 3 giin ve

Nutrient Agar besiyerlerine ekilerek 3 giin siireyle 20 °C’de tiremeye birakilmistir.
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Tablo 1. Calismada kullanilan bakteri suslari

Bakteriler

Referans

Ozellikler

Jantinobacterium sp. GK

Giresun Universitesi
Prof. Dr. Hatice KATI

Viyolasin iireticisi

Jantinobacterium sp. GMG-1

Giresun Universitesi
Prof. Dr. Hatice KATI

Viyolasin iireticisi

E.faecalis 29212

Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii Prokaryot
Genetigi Laboratuvari

Kontrol susu

E.faecalis OGIRF

Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii Prokaryot
Genetigi Laboratuvari

Kontrol susu

E.faecalis 74

Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii Prokaryot
Genetigi Laboratuvari

Gida kokenli
biyofilm iireticisi

Bacillus subtilis subsp.

Karadeniz Teknik Universitesi

Kontrol susu

spizizenii ATCC 6633 Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji
Arastirma Laboratuvari
Enterobacter cloacea ATCC | Karadeniz Teknik Universitesi Antimikrobiyal
13047 Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji | etkinlik kontrol
Aragtirma Laboratuvari susu
Escherichia coli ATCC Karadeniz Teknik Universitesi Antimikrobiyal
25922 Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji | etkinlik kontrol
Arastirma Laboratuvari susu
Pseud . Karadeniz Teknik Universitesi Antimikrobiyal
seudomonas aeruginosa Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji | etkinlik kontrol
ATCC 27853
Aragtirma Laboratuvari susu
Sul 1 himuri Karadeniz Teknik Universitesi Antimikrobiyal
atmonetla [yphimurium Fen Fakiiltesi, Mikrobiyoloji etkinlik kontrol
ATCC 14028
Arastirma Laboratuvari susu
Staphl ; Karadeniz Teknik Universitesi Antimikrobiyal
ApRyrococcs aureus Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji | etkinlik kontrol
ATCC 25923
Aragtirma Laboratuvari susu
Yersini dotub losi Karadeniz Teknik Universitesi Antimikrobiyal
ersinia pseudobercuiosts | pen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji | etkinlik kontrol
ATCC 911
Arastirma Laboratuvari susu
. . Karadeniz Teknik Universitesi Antimikrobiyal
Candida albicans ATCC Fen Fakiiltesi, Mikrobiyoloji etkinlik kontrol
10231
Arastirma Laboratuvari susu

2.1.3. Kullanilan Besiyerlerinin Hazirlanisi




Tablo 2. Nutrient Broth ve Agar (Merck)
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Icerik Miktar (g/L)
Pepton 15
Maya ekstrakti 3
Sodyum Kloriir 6
D(+) Glukoz 1
Agar 15
Tablo 3. Muller Hinton Agar (Merck)
Icerik Miktar (g/L)
Et infiizyonu 2
Kazein hidrolizati 17,5
Nisasta 1,5
Agar Agar 13

1 litrede 34,0 g olacak sekilde tartilir. 800 ml de ¢oziiliir ve pH 7,4 + 0,2 olacak

sekilde ayarlanir son hacim 1000 ml’ye tamamlanarak 121 °C 15 dakika otoklavlanir.

Tablo 4. Katyon Ayarli Muller Hinton Broth (HiMedia)

Icerik Miktar (g/L)
Sigir ekstresi 3

Kazein asit hidrolizati 17,5

Nisasta 1,5

Uretici firma tarafindan performans parametrelerine uymasi igin 20-25 mg/L

kalsiyum ve 10-12.5 mg/LL magnezyum saglamak icin uygun tuzlarla desteklenmis olan

MHB’ dir. 1000 ml hacimde 22 gram olacak sekilde tartilmis ve 800 ml’ de ¢oziilerek pH

7.3£0.1 olarak ayarlanmistir. Son hacim 1000 ml’ ye tamamlanip 121 °C 15 dakika otoklav

kullanilarak sterilize edildikten sonra kullanilmistir.
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Tablo 5. Triptic Soy Broth ve Triptic Soy Agar

igerik Miktar (g/L)
Pepton (Kazein’den) 17

Pepton (Soya’dan) 3
Di-Potasyum Hidrojen Fosfat 2.5
D(+)-Glukoz 2,5

NaCl 5

Agar Agar 10

Besiyeri icerikleri 800 ml dH2O igerisinde ¢oziildiikten sonra besiyeri hacmi yine
dH20 ile 1000 ml’ye tamamlanmistir. Ortam pH’s1 7,3 + 0,02’ye ayarlandiktan sonra sivi
besiyeri Durham sisesi i¢inde, sisenin kapagi gevsek birakilarak ve otoklavda 121 °C’de 15

dk sterilizasyonun ardindan caligmalarda kullanilmigtir.

2.1.3.1. Triptik Soy Broth % 1 Glukoz (TSBG) Siv1 Besiyeri

100 ml TSBG s1v1 besiyeri icin, steril kabin icerisinde otoklavlanmis 10 ml TSB siv1
besiyeri steril bir falkon icerisine aktarilmistir. 1 g glukoz tartilarak TSB bulunan falkona
aktarilmis ve vorteks yardimi ile tamamen ¢6ziinmesi saglanmistir. Steril bir erlen icerisine
90 ml TSB aktarilmistir. Aseptik sartlarda tek kullanimlik steril enjektor yardimi ile
falkondaki % 10’ luk 10 ml TSBG karisimi1 alinmistir. Enjektore steril 0,22 um gézenek
caph seliiloz asetat siringa filtresi (AISIMO) baglandiktan sonra %10’ luk TSBG c¢ozeltisi

90 ml TSB s1v1 besiyeri igeren erlen igerisine filtre edilmistir.

2.1.4. Cozeltiler
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Tablo 6. Fosfat Tuzu Tamponu (PBS- Phosphate Buffer Saline)

Icerik Miktar (g/L)
NaCl 8

KCI 0,2

Na;HPO4 1,44

KH>POq4 0,24

Icerikler 800 ml steril dH20 icerisinde ¢oziildiikten sonra, ¢ozeltinin hacmi yine

dH20 ile 1000 ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti, otoklavda 121 °C’ de 15 dakika

sterilizasyonun ardindan ¢aligsmalarda kullanilmistir.

Tablo 7. Fizyolojik Tuz Cozeltisi (% 0,9)

Icerik

Miktar (g/L)

NaCl

NaCl 9g 1000 ml’ de ¢6ziilmiis ve otoklavda 121 °C’ de 15 dakika sterilizasyonun

ardindan ¢alismalarda kullanilmistir.

Tablo 8. Kristal viyole ¢ozeltisi (%1)

Icerik Miktar (g/L)
KTristal Viyole 10

5 g kristal viyole 500 ml dH»>O igerisinde c¢oziildiikten sonra tortularin

uzaklastirilmasi icin kurutma kagidi ile filtre edilerek kullanilmistir.

Tablo 9. 1 Normal (N) Hidroklorik Asit (HCI)

Icerik

Miktar (ml/ L)

HCI

83,33
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110 ml dH20 igerisine 10 ml 12 N HCI eklenmis ve 1 N’ lik ¢alisma c¢ozeltisi

olusturulmustur.

Tablo 10. % 33’ iik Asetik asit

Icerik Miktar (ml/ L)
Glasiyel Asetik Asit 330

100 mL icin 67 ml dH>O icerisine 33 ml glasiyel asetik asit eklenerek hazirlanmis ve

calismalarda kullanilmastir.

2.1.5. Kitler

HIV-1 RT Inhibisyon Kolorimetrik Test Kiti (Roche Diagnosis, Almanya) ve SARS-
CoV-2 Spike S1:ACE2-Biyotin inhibisyonu Test Kiti (BPS Bioscience, Kat. No. 79954,

USA) belirtilen firmalardan temin edilmistir.

2.1.6. Antiviraller

Viramune (Nevirapin) 200 mg (Boehhringer Ingelheim) belirtilen firmadan temin
edilmisgtir.

2.1.7. Bilgisayar Yazilimlari

Istatistiki verilerin hesaplanmasinda IBM Corp. Release 2012. IBM SPSS Statistics
for Windows, Version 25.0. Armonk, NY: IBM Corp. programi kullanildi.

2.2. Metot
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2.2.1. Jantinobacterium sp. GMG-1 ve Jantinobacterium sp. GK Bakterilerinden
Kaba Viyolasin’in Elde Edilmesi

Calismada kullanilacak olan Viyolasin maddesi Jantinobacterium sp. GMG-1 ve
Jantinobacterium sp. GK suslarindan, Yada vd. (2008) yontemine gore elde edildi. Elde
edilen kaba Viyolasin ile antimikrobiyal etkinlik testi, antioksidan etkinlik testi, HIV-1 RT
inhibisyon testi, SARS-CoV-2 Spike S1: ACE2 inhibisyon testi ve biyofilm formasyonu
inhibisyonu testleri yapildi. Tiim deneylerde kaba Viyolasin’e ait tozdan istenilen mg/ml’lik
konsantrasyonlar hazirlanarak kullanildi.

Viyolasin pigment ekstrasyonu i¢in; Jantinobacterium sp. GK ve Jantinobacterium sp.
GMG-1 suslari, Nutrient Broth Agar besiyerine ekildi. 20 °C’de 3 giin siire ile iretilen
kiiltiirlerin ylizeyindeki bakteri kolonileri steril spatula yardimiyla siyrilarak ve steril bir
falkon tiipii icerisine toplandi. Viyolasin ekstraksiyonu, Yada vd. (2008) gelistirdigi metot
ile gerceklestirildi. Bakteri kolonilerinin olusturdugu pellet steril distile su ile yikandi ve
10.000 rpm’de 10 dakika santrifiij islemine tabi tutuldu. Yikama isleminden sonra pigmentin
ayristirilmasi i¢in 100 mg pellet 1 ml metanol igerisinde ¢oziilerek siispanse edildi. Pellet
sallayicida 1 saat sallamaya birakildi. Daha sonra tekrar 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi. Pigmenti iceren kisim olan siipernatantlar erlenlerde toplandi. Pellet mor renginden
gri-beyaz renge doniinceye kadar ¢oziicli ekleme basamagindan itibaren islemler tekrarlandi.
Toplanan siipernatantlar evaporator ile icerisinde bir miktar coziicii kalacak sekilde
buharlastirildi. Kalan ¢dziiciiniin tamamen ugmasi i¢in 40 °C’de 1 gece bekletildi.

Tiim deneysel ¢alismalarda elde edilen kaba Viyolasin ile antimikrobiyal etkinlik testi,
antioksidan etkinlik testi, HIV-1 RT inhibisyon testi, SARS-CoV-2 Spike S1: ACE2
inhibisyon testi ve biyofilm formasyonu inhibisyonu testleri yapildi. Tiim deneysel
caligmalarda kaba Viyolasin ekstreleri istenilen konsantrasyona (mg/ml) gore % 10 DMSO

icerisinde coziildii.

2.2.2. Jantinobacterium sp. GK Viyolasin’inin Saflastirmasi

Saflastirma Jantinobacterium sp. GK’ dan elde edilmis olan kaba Viyolasin ekstresi
icin Rettori ve Duran (1998) metoduna gore gerceklestirildi. 590 mg Jantinobacterium sp.
GK susu kaba Viyolasin’i, bir filtre kagidi igerisine paketlendi ve 250 ml’lik Soxhlet

igerisine yerlestirildi. Ilk olarak 250 ml kloroform ile, ikinci olarak dietil eter ile 3-4 saat ve
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ticiincii olarak etanol ile 3 saat boyunca siirekli Soxhlet ekstraksiyonlar1 uyguland: (Rettori

ve Duran, 1998) (Sekil 13).

Sekil 13. Soxhlet ekstrasyonu ile Jantinobacterium sp. GK kaba
Viyolasin’in kismi saflagtirilmasi.

Her adim sonrasinda elde edilen 6zler, ayr1 ayr1 darast onceden kaydedilmis olan
balonlarin icerisine aktarildi. Evaporator ile kloroform, eter ve etanol 6zlerinin ¢oziiciileri
50 °C’ de buharlastirildi. Tamamen kurumus olan 6zler sirasiyla kloroform i¢in 197 mg, di
etil eter i¢cin 8,4 mg ve metanol i¢in 90,4 mg yar1 saflastirilmis 6ziitler verdi. Elde edilen
ozlerin saflig1 ince tabaka kromatografisi (TLC) ile kontrol edildi. Kaba etanolik Viyolasin
0zii (90,4 mg), metanol (30 ml) icerisinde ¢oziildii ve 15 g silika jele (Silica gel 60) emdirildi,
ardindan ¢6ziicti indirgenmis basing altinda 50 °C’ de buharlastirildi. Silikaya emdirilmis
olan Viyolasin kolona yiiklendi ve vakum s1v1 kolon kromatografisi (VLCC, Silicagel 60,

230-400 ag gecis hiz1) ile ayirma tabi tutuldu (Sekil 14).
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Sekil 14. Saf Viyolasin eldesi i¢in vakum sivi kolon kromatografisi
(VLCC) isleminin yapilist.

Gradyan eliisyonuyla N-heksan (100 ml), n-heksan-kloroform (30:10, 30:20, her 100
ml) , kloroform (100 ml), kloroform-metanol (50:3, 50:4, 60:4, 60:5, 40:20, 50:50, her biri
100 ml) ve metanol (100 ml) ¢oziicii ve ¢oziicii karisimlart kullanilarak 32 alt fraksiyon (her
biri yaklasik 30 ml) elde edildi. Her fraksiyon ince tabaka kromatografisi(TLC) ile kontrol
edildi. Ayn1 yerde bant veren 3-5 numaral alt fraksiyonlar Deoksiviyolasin (18,3 mg), 18-
21 numarali alt fraksiyonlar karisim (25,9 mg) ve 22-29 numarali, Viyolasin (45,3 mg) verdi.

VLCC ile elde edilmis olan saf Viyolasin ve Deoksiviyolasin maddeleri % 10 DMSO
ile coziilerek ana stoklar (Viyolasin icin 10 mM ve Deoksiviyolsasin i¢in 5 mM) olusturuldu
ve 4 °C’ de muhafaza edildi. Olusturulan stoklar ¢alisilmak istenilen konsantrasyonlara

seyreltilerek HIV-1 RT inhibisyonu ve SARS-CoV-2 Spike S1: ACE2 testlerinde kullanildi.
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2.2.3. ince Tabaka Kromotografisi (TLC)

Kaba GK ve GMG-1 ekstrelerinde Viyolasin pigmentinin varligini belirlemek icin ince
tabaka kromatografisi (TLC) kullanildi. TLC (Merck Silicagel 60F254, Kat.105554) {izerine
metanol ile ¢oziilmiis kaba Viyolasin ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarindan (4, 3, 2 ve 1
mg/ml) 10’ ar pl olacak sekilde TLC levhasina uygulandi. Kurutma makinasi yardimu ile iyice
coziicli uzaklastirildiktan sonra levha izopropanol/amonyak/su (8:1:1) karisimi (yiiriitme
coOzeltisi) bulunan tank igerisine yerlestirildi (Malar vd, 2014). Numunelerin levhanin yaklasik
34't kadar yiirtimesine izin verildi. Plakalar, UV 15181 ile nitel olarak incelendi. Rf (Retention

Factor) degerinin hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanildi:

Rf= Ornegin aldig1 mesafe/ Coziiciiniin aldig1 mesafe

2.2.4. Antimikrobiyal Etkinlik Testi

Jantinobacterium sp. GK ve Jantinobacterium sp. GMG-1 suslarindan elde edilen
kaba Viyolasin maddesine ait antimikrobiyal etkinin belirlenmesinde CLSI’ya ( Clinical and
Laboratory Standarts Institute) gore belirlenen mikrodiliisyon yontemi kullanildi. Bu
yontemde kullanilan “U” tabanli ve 96 kuyucuklu steril polistren mikroplaka (Corning
Costar, Referans no 3795) igerisindeki tiim kuyucuklara 100 ul Muller Hinton Broth besiyeri
eklendi. Antimikrobiyal etkinlik testinde kullanilacak olan her bir bakteriye ait ilk kuyucuga
100 pl 10 mg/ml’lik kabaViyolasin’den eklenip karistirilarak homojenize edildi. Ardindan
ilk kuyudan alian 100 pl karisim bir sonraki kuyucuga eklenerek diliiye edildi ve homojen
olacak sekilde tekrar pipetaj islemi yapildi. Bu islemler 10. kuyucuga kadar tekrar edildi. 10.
kuyucuktan elde edilen karigimin 100 ul’si negatif kontrol (besiyeri ve test maddesi karigimi)
olarak kullanilan 11. kuyucuga aktarildi. Besiyeri ve bakteri karisimimnin bulundugu 12.
kuyucuk ise pozitif kontrol olarak kullanildi. Kaba Viyolasin’lere ait 10 mg/ml (%100
DMSO iginde) stok ¢ozelti kullanildi. 10 mg/ml stok ¢ozeltiden hazirlanan 5 mg/ml, 2,5
mg/ml, 1,25 mg/ml, 0,625 mg/ml, 0,312mg/ml, 0,156 mg/ml ve 0,078 mg/ml
konsantrasyonlar1 kullanildi. Negatif kontrol hari¢ diger tiim kuyularin son hacmi 100 pl’

dir.
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Viyolasin’in antimikrobiyal etkinliginin belirlenmesinde kullanilan bakteriler (Tablo
11) 4 ml steril %0,9’1ik tuz ¢ozeltisi icerisinde McFarland 0,5 standartina uygun bulaniklikta
densometer kullanilarak hazirlandi. Bu islemin ardindan hazirlanan bakteriler steril %0,9’lik
tuz c¢ozeltisi ile 1/10 oraninda diliiye edildi ve her birinden alinan 5 pl siispansiyon negatif
kontrol kuyucugu hari¢ diger mikroplaka kuyucuklarina aktarildi. Her bakteri i¢in ayr1 ayri
hazirlanan mikroplakalar 37 °C etiivde (Niive, EN 500) 24 saat ve Candida albicans ise oda
sicakhiginda 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi bakterilerdeki iiremelerin
gorlintiillenmesi icin  pINT (p-lodonitrotetrazolium chloride) ile boyama islemi
gerceklestirildi (Kuete vd., 2012). 200 pg/ml’ lik pINT boyasindan her bir kuyucuga 40 ul
eklenerek oda sicakliginda 30 dakika boyunca inkiibe edildi. Rengin pembeye dondiigii
kuyucuklarda her bakteri ve fungus {iiremesi pozitif olarak degerlendirilirken, renk
degisiminin gézlenmedigi kuyularda tireme negatif olarak degerlendirildi (Kuete v.d., 2012).
GMG-1 ve GK kaba Viyolasin’lerin farkli konsantrasyonlart i¢cin antimikrobiyal etkinin

oldugu kuyular nitel olarak gozlendi. Elde edilen sonuglar fotograf ile kayit altina alindi.

Tablo 11. Mikrodiliisyon metodu ile Antimikrobiyal etkinligi belirlemek
icin kullanilan mikroorganizmalarin listesi

Mikroorganizma Adi

p—

Bacillus subtilis subsp. spizizenii ATCC 6633
Enterobacter cloacea ATCC 13047
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Escherichia coli ATCC 25922

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Salmonella typhimurium ATCC 14028
Staphylococcus aureus ATCC 25923

Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911
Candida albicans ATCC 10231

O 0| J| O W] K~ W]

2.2.5. HIV-1 RT Inhibisyon Testi

Viyolosinin HIV-1 RT iizerindeki etkinliginin belirlenmesinde ticari olarak satin

alinan HIV-1 Reverse Transkriptaz Kolorimetrik Test kiti (Roche Diagnostic, Almanya, Kat.
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No: 11 468 120 910) kullanildi. Uygulama kit prosediirii takip edilerek gerceklestirildi.
Temiz bir mini santrifiij tiipii icerisinde soguk lizis tamponu ve her bir kuyu i¢in 20 ul olacak
sekilde rekombinat HIV-1 RT (son konsantrasyon 4 ng) eklenerek hazirlandi. Test igin
yeterli olacak kadar kuyu modiilii ¢ikarildi ve mikroplaka cercevesi icine yerlestirildi.
Kuyulara 60 pul test edilecek madde (GMG-1 ve GK Kaba ekstrelerinin % 10 DMSO ile

coziinmiis farkli konsantrasyonlar1) aktarildi.

Tablo 12. HIV-1 RT Inhibisyon test kiti calismasinda kuyucuk icerikleri

Kor Pozitif Kontrol Test Grubu
Lizis Tamponu 40 pl 20 pl 20 ul
HIV-1RT 20 ul 20 ul 20 pl
Nevirapine (20 mM) - 20 pl -
%10 DMSO - -
RT Inhibitorii - - 20 pl
TOPLAM 60 ul 60 ul 60 pl

* RT Inhibitorii (%10 DMSO ile ¢oziinmiis GMG-1 ve GK Viyolasin ekstre diliisyonlar1)

Altiminyum folyo ile kaplanan modiil, 37 °C sicaklikta 250 rpm’ de 1 saat boyunca
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklarm igerisindeki soliisyonlar tamamen
uzaklastirildi. Bu islemin ardindan 250 pl yikama cozeltisi ile 30 saniye siireyle yikama
islemi yapildi ve bu islem 5 kez tekrar edildi. Dikkatli bir sekilde uzaklastirilan yikama
soliisyonunun sonrasinda her bir kuyucuga 200 ul anti-DIG-POD (200 mU/ml) eklenerek
karanlikta 37 °C sicaklikta 250 rpm’ de 1 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
kuyucuklarda bulunan ¢ozeltiler uzaklastirilarak yukarida bahsedildigi gibi 5 kez yikama
islemi yapildi. Bu islem sonrasinda tiim kuyucuklarin herbirine 200 pul ABTS substrat
cozeltisi eklenerek oda sicakliginda yesil renk olusana kadar inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrast mikroplaka okuyucu cihazda (Molecular Devices Spectramax M2 Multimode
Microplate Reader) 405 nm dalga boyunda (referans dalgaboyu 490 nm alind1) ve 405 nm
degerinden 490 nm degeri cikarilarak, okuma yapildi. Pozitif kontrol ve negatif kontrol
kuyularmin farkina bagli olarak drneklerin inhibisyon yiizdeleri hesaplandi. Tiim 6rnekler 3

tekrarl olarak ¢aligildi.
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Reverse
Transkriptaz O
O
O o o
Biyotin
4 o © 0 ©

DIG © O

Streptividin R;?I:L‘i’::ii”e Anti-DIG- POD
kapli DNA/RNA hibsriti POD Fab substrati
mikroplate fragmenti (ABTS)

biyotin ve DIG

Sekil 15. HIV-1 reverse transkriptaz kolorimetrik test kitinin ¢caligma prensibi (Soldan
saga). RT aktivitesi icin bir parametre olarak sentezlenen DNA'nin
saptanmasi ve nicelenmesi, bir sandvi¢ ELISA protokoliinii takip eder: Biotin
etiketli DNA, streptavidin ile o©nceden kaplanmis mikroplaka (MP)
modiillerinin ylizeyine baglanir. Sonraki adimda, peroksidaza (anti-DIG-
POD) konjuge olan digoksigenin antikoru, digoksigenin etiketli DNA'ya
baglanir. Son adimda, ortama peroksidaz substratt ABTS eklenir. Peroksidaz
enzimi, renkli bir reaksiyon iiriinii ireterek substratin boliinmesini katalize
eder. Bir mikroplaka (ELISA) okuyucu kullanilarak numunelerin absorbansi
belirlenir ve numunedeki RT aktivitesinin derecesi ile dogrudan iligkilidir
(URL-10).

2.2.6. Spike S1 (SARS-CoV-2): ACE 2 inhibisyon Testi

Viyolasin’in SARS-CoV-2 iizerindeki etkinliginin belirlenmesinde ticari olarak satin
alinan Spike S1 (SARS-CoV-2): ACE 2 Inhibisyon Testi kiti (BPS Bioscience, USA, Kat.
No 79954) kullanildi. Spike S1 proteini ve ACE2-Biyotin ¢oziildii. Her iki protein i¢in ayr1
ayr1 tek kullanimlik alikotlar (bir mikrosantrifiij tiipiinde 8 kuyu calisilacak kadar Spike S1
proteini iceren) hazirland1 ve hemen -80 °C’ye kaldirildi. Kit ile ¢aligmadan 1 giin once
calisilacak ornek sayisina uygun miktarda Spike S1 proteini ¢ozdiiriilerek PBS ile 2 pg/ml
konsantrasyona diliiye edildi. 2 pg/ml Spike S1 diliisyonundan kit icgerisinden ¢ikan
mikroplakanin ¢alisilacak kuyularina 50 pl aktarildi. Test mikroplakasi, 4 °C’ de gece boyu
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda iist sivi uzaklastirildi. Calisilicak kuyular, 100 pl 1X
Immiino Buffer ile 3 kere yikandi. Mikroplaka temiz bir pegeteye ters cevrilerek kalan

sivinin uzaklasmasi saglandi. 100 ul Bloklama tamponu 2 eklenerek 10 dakika oda
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sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan kuyular, 100 pl 1X Immiino tamponu ile 3 kere yikand1
ve temiz bir pegeteye mikroplaka ters ¢evrilerek kurutuldu.

1. Basamak:

Inhibitor etkinligi test edilmek istenen GMG-1 ve GK kaba Viyolasin ekstreleri (Su
andan itibaren ‘Test inhibitor’ olarak adlandirilacaktir) steril mikrosantrifiij tiipleri icerisinde
% 10 DMSO ile ¢alisilmak istenen konsantrasyonlara diliiye edildi.

Calismaya yetecek miktarda ACE2-Biyotin -80 °C’ den ¢ikarildi ve buz iizerinde
coziilmesi saglandi. Ardindan hizli santrifiij ile tiim igerigin tiipiin dibine toplanmasi
sagland1 ve son konsantrasyonu 1 ng/ul (yaklasik 12 nM) olacak sekilde 1X Immiino
tamponu ile diliiye edildi. Kullanilacagi ana kadar ACE2-Biyotin proteini buz iizerinde
bekletildi. Pozitif kontrol ve test inhibitor kuyularinin hepsine ACE2-Biyotin 1 ng/ ul’den
20 pl eklendi.

Kontrol olarak kullanilan kor kuyu icerigi, 40 ul 1X Immiino tamponu ve 10 ul % 10
DMSO olarak tasarlandi.

Pozitif kontrol kuyu icerigi olarak, 20 pl 1X Immiino tamponu, 10 ul % 10 DMSO ve
20 ul ACE2-Biyotin (1 ng/ul) kullanildi. Viyolasin ekstresi kuyu igerigi olarak 20 ul 1X
Immiino tamponu, 10 ul Test inhibitor (GMG-1 ve GK kaba ekstrelerinin farkli
konsantrasyonlar1) ve 20 ul ACE2-Biyotin (1 ng/ul) kullanildi.

Test kuyular ilgili gruplar icin asagidaki tabloya gore olusturuldu:

Tablo 13. Spike S1( SARS-CoV-2): ACE 2 test kiti ¢calismasinda kuyucuk icerikleri

Kor Pozitif Kontrol Test Inhibitor
1X Immuno Tamponu 40 pl 20 pl 20 ul
Viyolasin ekstresi (%10 DMSO) - - 10 pl
Inhibitér Tamponu (% 10 DMSO) 10 pl 10 pl -
ACE2-Biyotin (1 ng/ul) - 20 ul 20 ul
Toplam 50 pl 50 pl 50 pl

Test plakasi, oda sicakliginda 250 rpm’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras iist
s1v1 uzaklastirildi ve kuyucuklar 100 pl 1 X Immuno tamponu ile 3 tekrarli olarak yikandi.
Kalan soliisyon mikroplakanin temiz bir kagit havluya ters kapatilmasi ile uzaklastirildi.

Ardindan kuyucuklara 100 ul bloklama tamponu 2 eklendi ve oda sicakliginda 10 dakika
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inkiibe edildi. Bu islem sonrasinda daha dnce bahsedilen 100 pl 1X immuno tamponuyla 3
kez yikama ve kurulama islemi yapildi.

2. Basamak:

Streptividin-HRP, Bloklama tamponu 2 kullanilarak 1000 kat diliiye edildi. Diliiye
edilen Streptividin-HRP’den tiim kuyucuklara 100 ul eklenerek oda sicakliginda 250 rpm
hizda 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi daha 6nce bahsedildigi gibi yikama ve
kurulama islemleri yapildi. Yikama sonrasi her kuyucuga 100 pl bloklama tamponu 2
eklenerek oda sicakliginda 10 dakika boyunca beklendi. Ardindan daha 6nce bahsedildigi
gibi tekrar yikandi ve kurutuldu. Her bir kuyucuga 100 pl kolorimetrik HRP substrati eklendi
ve pozitif kontrol kuyusunda mavi renk olusumu gerceklesene kadar (yaklasik 3-4 dk)
inkiibe edildi. Pozitif kontrol kuyucugunda renk olusumunun ardindan tiim kuyucuklara 100
pul HCI (1 N) eklendi ve mikroplaka okuyucu cihazda (Molecular Devices Spectramax M2
Multimode Microplate Reader) 450 nm dalga boyunda absorbans degerleri olciildii. Kor/
negatif kontrol i¢in lizis tamponu kullanildi ve test inhibitér grubu ile pozitif kontroliin
absorbans degerlerinden kor degeri ¢ikarildi. Pozitif kontrol ile test grubunun absorbans
degerleri karsilastirilarak % inhibisyon degerleri hesaplandi. Tiim ¢alisma 3 tekrar halinde

yapildi.

Spike S1 (SARS-CoV-2): ACE2 Kolorimetrik

—
Pt

BPS #79954

Spike ACE2-Biyotin STREP-HRP  HRP Substrati

Sekil 16. SARS-CoV-2 Spike S1: ACE2-Biyotin test kitinin calisma prensibini
gosteren sema. Sirasityla; 1. Spike S1 proteini 96 kuyulu transparan
mikroplakaya baglanir, 2. ACE2-Biyotin Spike S1° in baglandig:
mikroplakadaki kutucuklara eklenir ve inkiibe edilir. 3: Son olarak
mikroplakaya Streptividin-HRP substrati eklenir, 4. Streptividin-HRP
substratinin eklenmesini takiben HRP substrati renk olusturur. Bu sayede
UV/Vis spektrofotometre araciligi ile transmittens oOlgiilerek, inhibisyon
olup olmadig1 veya miktar1 belirlenir. (URL-11)
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2.2.7. Biyofilm Formasyonunun Inhibisyonu Testi

Kaba Viyolosin’lerin biyofilm olusumu iizerine etkisinin belirlenmesi i¢cin Extremina
ve digerlerinin (2010) Onerdigi yontem uygulanmistir. Bu amacla E. faecalis 29212, E.
faecalis OGIRF ve E. faecalis 74 bakterileri TSB (Triptik Soy Broth) besiyeri igerisine
alinarak, 37 °C sicaklikta aerobik kosullarda 18 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasl
olusan kiiltiir ortamindan aktif kiiltiir hazirlamak i¢in, ilk olusturulan kiiltiir icerisinden
1/100 oraninda alinan bakteri 50 ml’lik erlendeki 5 ml TSB icerisine inokiile edildi ve 37 °C
sicaklikta aerobik kosullarda 18 saat inkiibe edildi. Hazirlanan aktif kiiltiirden steril % 1
glukozlu TSB icerisinde McFarland 0,5 bulaniklik standartina uygun olarak yeni bakteri
kiiltiirii hazirlandi. Steril diiz tabanli mikroplakada farkli kuyucuklar icerisine sirasiyla
(Sarstedt, Ref. No 83.3924) besiyerinin sterilitesinin kontrolii i¢in %1’ lik TSB’ den 200 pl,
negatif kontrol grubu i¢in bakteri siispansiyonundan 200 ul, test grubu igin bakteri
stispansiyonundan 190’ ar ul aktarildi. Test grubu i¢in ve farkli konsantrasyonlardaki (%10
DMSO i¢inde 20 mg/ml, 10 mg/ml, 5 mg/ ml, 2,5 mg/ ml) GMG-1 ve GK kaba
ekstrelerinden 10’ar pl hazirlanmis olan mikroplaka icerisindeki ilgili kuyulara aktarildi.
Hazirlanan mikroplakalar 150 rpm hizda, 37 °C sicaklikta ve aerobik kosullarda 24 ve 48
saat siiresince inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi bakteri iiremesinin belirlenmesi
icin mikroplaka okuyucu cihazda (Molecular Devices Spectramax M2 Multimode
Microplate Reader) 570 nm absorbansta 6l¢iim yapildi. Tiim kuyucuklar steril 200 ul PBS
ile 2 kez yikanarak biyofilm tabakasinin fiksasyonu ve kurutma i¢in 60 °C sicaklikta 1 saat
inkiibe edildi. Ardindan 200 pl % 95 metanol eklenerek oda sicakliginda 20 dakika inkiibe
edildi ve biyofilmin fiksasyonu saglandi. Bu islem sonrasinda metanol uzaklastirildi ve
mikroplaka oda sicakliginda kurutuldu. Biyofilm tabakasinin boyanmasi i¢in, kuyucuklara
200 ul % 1 kristal viyole aktarild1 ve biyofilm tabakasina boyanin niifuz etmesi icin 20
dakika bekletildi. Siire sonunda fazla boyanin uzaklastirilmasi i¢in 300 ul steril distile suyla
3 kez yikama yapildi. Yikama sonrasi1 mikroplaka temiz bir kagit havlu iizerine ters ¢evrildi
ve hafifce vurularak kalan su uzaklastirildi. Biyofilm tabakasi icine hapsolmus kristal
viyolenin saliimi i¢in, kuyucuklara 200 pul % 33 glasiyel asetik asit eklendi ve oda
sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi. Bu islem sonrasinda biyofilm tabakasindan salinan
kristal viyole miktarin1 belirlemek icin Mikroplaka okuyucu cihazda 595 nm absorbans
degerinde ol¢iim yapildi. Calisma her konsantrasyon ic¢in 4 paralel ve 2 tekrarli olarak

gerceklestirildi.
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Elde edilen absorbans degerleri ile asagidaki formiil kullanilarak % biyofilm

formasyon inhibisyonu (BFI) hesaplanda:

% BFi= ((0.D. KONTROL-O.D.NUMUNE))x100

2.2.8. istatistiksel Analizler

Jantinobacterium sp. GK ve Jantinobacterium sp. GMG-1 suslarindan elde edilen
kaba Viyolasin maddesine ait antimikrobiyal etkinlik, HIV-1 RT inhibisyonu ve Spike S1
(SARS-CoV-2): ACE 2 inhibisyonuna ait veriler nitel ve az sayida veriye sahip oldugundan
istatistiksel analize gerek olmamistir. Biyofilm olusum inhibisyonunda ise elde edilen veriler
SPSS veri analiz yazilim programi (IBM Corp. Release 2012. IBM SPSS Statistics for
Windows, Version 25.0. Armonk, NY: IBM Corp.) ile analiz edildi. Oncelikle biyofilm
olusum inhibisyonlar1 yiizde olarak hesaplandigindan, bu verilere ait yiizde oranlar1 Arcsin
doniistimleri yapilarak dogrusal hale getirildi. Bu islem sonrasinda biyofilm inhibisyonuna
ait tim verilerin Lavene’s testi ile normal dagilip dagilmadiklar belirlendi. Lavene’s testine
ait onemlilik analizleri sonrasi normal dagilim gosteren inhibisyon verileri icin One Way
ANOVA (tek yonlii varyans analizi) uygulanarak, gruplar arasi giivenilirlilik testleri LSD
(Least Significant Difference) ile gerceklestirildi. Biyofilm olusum inhibisyon oranlarina ait
elde edilen tiim sonuglar, % 95 giiven aralifinda istatistiksel olarak anlamli olarak

degerlendirildi (p < 0.05).



3. BULGULAR

3.1. Ince Kagit Kromotografisi

Jantinobacterium sp. GMG-1 ve Jantinobacterium sp. GK kaba Viyolasin
ekstrelerinin farkli konsantrasyonlar1 (4,3,2,1 mg/ml) metanol ile c¢oziilerek hazirlandi.
Malar (2011) protokoliine gore calisma gerceklestirildi. Yiirlitme ¢ozeltisinin mesafesi 12,6
cm’dir. Her iki kaba ekstre de Viyolasin 8,2 cm’de bant oliusturdu ve goriilen tiim bantlarin
R degeri hesaplandi. Malar vd. (2011) protokoliinde Viyolasin bandinin Rr degeri 0,6 dur.
Bu ¢alismada yiirtitme ¢ozeltisinin mesafesi 12,6 cm, ve Viyolasin bandinin mesafesi ise 8,2

cm’dir. Hesaplanan R¢ degeri 0,6 dir ve Malar vd. (2011) sonuglarini desteklemektedir.

Konsantrasyonlar ‘ Bitis
(mg/ml)
10.3 em
9.7 cm
82 cm
&
&
Q
=
2.6 cm
1.2 em
Baslangic
| J | J
[ [
GK kaba viyolasin ekstresi GMG-1 kaba viyolasin ekstresi

Sekil 17. Jantinobacterium sp. GMG-1 ve Jantinobacterium sp. GK kaba Viyolasin
ekstesinin TLC sonuclarinin UV altindaki goriintiisii.
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3.2. Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MiK) Testi

GMG-1 ve GK suslarindan elde edilmis kaba Viyolasin ekstrelerinin ana stogu %100
DMSO ile ¢oziilmiis ve % 10° dan az DMSO iceren kuyular (5-10 numarali) antimikrobiyal
ozellikleri bakimindan test edilmistir. Testlerde kullanilan organizmalarin MIK degerleri
Tablo 14’ te gosterilmektedir. Antimikrobiyal duyarlilik ¢calismasinin sonuglar sekil 19, 20,
21, 22 ve 23’ te gosterilmektedir. Her sekil icerisindeki fotograflarda hangi ekstrenin hangi
bakteriye uygulandigi belirtilmistir. Her iki kaba ektrenin kuyulardaki son konsantrasyonlari
soldan saga (1-10 numara) 5- 0,00975 mg/ml’ dir. 11 numarali kuyu negatif kontrol ve 12
numaralt kuyular pozitif kontroldiir. Her mikroorganizma tiirii i¢in ¢ift tekrar yapilmstir.
Fotograflarda pembe rengin goriildiigii her kuyu bakteriyel iiremenin varhigini gosterirken,
pembe rengin goriilmedigi kuyular bakteriyel iremenin baskilandigini ve dolayisiyla etkili

minimum konsantrasyon degerini belirtir.

Tablo 14. Jantinobacterium sp. GMG-1 ve GK suslarina ait kaba Viyolasin ekstrelerinin

MIK degerleri
MIK degeri (mg/ml)
GMG-1 kaba GK kaba
Mikroorganizma Tiirii
Viyolasin ekstrakti | Viyolasin ekstrakti

Bacillus subtilis subsp. spizizenii ATCC

0,0195 0,039
6633
Enterobacter cloacea ATCC 13047 - -
Enterococcus faecalis ATCC 29212 0,156 0,3125
Escherichia coli ATCC 25922 - -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - -
Salmonella typhimurium ATCC 14028 - -
Staphylococcus aureus ATCC 25923 0,039 0,00975
Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911 - 0,156
Candida albicans ATCC 10231 - -
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Sekil 18. MIK icin Jantinobacterium sp. GMG-1 kaba Viyolasin ekstraktina
ait  konsantrasyonlarin  (1-10  numarali  kuyularda  son
konsantrasyonlar soldan saga, 5 mg/ml-0,00975 mg/ml) hazirlanisi.

Sekil 19. Jantinobacterium sp. GMG-1 kaba Viyolasin ekstraktina ait
konsantrasyonlarin Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus
subtilis subsp. spizizenii ATCC 6633, Pseudomonas aeroginosa
ATCC 27853, Yersina pseudotuberculosis ATCC 911 i¢in MIK
sonugclari.
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Sekil 20. Jantinobacterium sp. GMG-1 kaba Viyolasin ekstraktina ait
konsantrasyonlarin ~ Enterococcus  faecalis ~ ATCC 29212,
Enterobacter cloacea ATCC 13047, Escherichia coli ATCC 25922
ve Salmonella typhimurium ATCC 14028 i¢in MIK sonuglar1. Sadece
Enterococcus faecalis ATCC 29212’de etkilidir.

Sekil 21. Jantinobacterium sp. GK kaba Viyolasin ekstraktina ait
konsantrasyonlarin Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus
subtilis subsp. spizizenii ATCC 6633, Pseudomonas aeroginosa
ATCC 27853, Yersina pseudotuberculosis i¢in MIK sonuclari.
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis subsp.
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spizizenii ATCC 6633’te ve Yersinia pseudotuberculosis ATCC
911 'te etkilidir.

Sekil 22. Jantinobacterium sp. GK kaba Viyolasin ekstraktina ait farkli
konsantrasyonlarin  Enterococcus  faecalis ~ATCC 29212,
Enterobacter cloacea ATCC 13047, Escherichia coli ATCC 25922
ve Salmonella typhimurium ATCC 14028 icin MIK sonuglari.
Sadece Enterococcus faecalis ATCC 29212’ de etkilidir.

Sekil 23. Jantinobacterium sp. GMG-1 ve Jantinobacterium sp. GK kaba
Viyolasin ekstraklarina ait farkli konsantrasyonlarin Candida
albicans ATCC 10231 susu icin MiK sonuglari. Etkinlik yoktur.
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3.3. Antiviral Testler

3.3.1. HIV-1 Reverse Transkriptaz inhibisyonu

Viyolosinin HIV-1 RT iizerindeki inhibisyonun belirlenmesinde GMG-1 ve GK
suslarindan elde edilen kaba Viyolasin ekstresi ile Jantinobacterium sp. GK saf Viyolasin’i
ve Deoksiviyolasin’i kullanildi.

Kaba Viyolasin ekstrastlarina ait elde edilen sonuglar Sekil 24’da gosterilmektedir.
GMG-1 susundan elde edilen kaba Viyolasin ekstresine ait kullanilan 0,8 mg/ml, 0,6 mg/ml,
0,4 mg/ml, 0,3 mg/ml, 0,2 mg/ml ve 0,1 mg/ml konsantrasyonlarina ait inhibisyon
oranlarinin sirastyla % 100,00 + 0,00, % 96,01 £ 2,93, % 69,24 £+ 8,61, % 42,86 + 12,02, %
22,71 £ 11,38 ve % 14,23 £ 5,16 oldugu belirlendi (Sekil 24). GK susuna ait kaba Viyolasin
ekstresine ait 0,8 mg/ml, 0,6 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,3 mg/ml, 0,2 mg/ml ve 0,1 mg/ml
konsantrasyonlarinda goriilen inhibisyon oranlarinin ise sirasiyla % 55,98 + 0,00, % 50,47
+ 15,83, % 47,21 + 0,64, % 44,53 + 1,43, % 41,76 + 20,83 ve % 39,92 + 0,00 oldugu
belirlendi (Sekil 24). GMG-1 kaba Viyolasin’i ile GK kaba Viyolasin’ine ait belirlenen
inhibisyon degerlerinin doza bagl olarak arttig1 belirlendi Bununla birlikte 0,8 mg/ml, 0,6
mg/ml ve 0,4 mg/ml GMG-1 Viyolasin’in konsantrasyonlarma ait HIV-1 RT iizerindeki
inhibisyon oraninin aym: konsantrasyondaki GK Viyolasin’ine ait inhibisyona gore
neredeyse 2 kat fazla oldugu belirlendi. Bu durumun aksine 0,2 mg/ml ve 0,1 mg/ml GMG-
1 Viyolasin’in konsantrasyonlarindan elde edilen inhibisyon oranlarinin ise GK
Viyolasin’ine ait inhibisyon oranina gore sirasiyla yaklasik 2 ve 3 kat azaldig: belirlendi. 0,3
mg/ml konsantrasyonda ise her iki susa ait kaba Viyolasin’in inhibisyon etkinliginin

istatistiki agidan anlamsiz oldugu goriildii.
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HIV-1 RT
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BGMG-1 100 0 97.23 100 96.01 69.24 4286 2271 14.23
mGK 100 0 96.28 5598 5047 4721 4453 41776  39.92

0,8 0,6 0.4 0,3 0,2 0,1
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BGMG-1 mGK

Sekil 24. Farkli konsantrasyonlardaki Jantinobacterium sp. GMG-1 ve
Jantinobacterium sp. GK kaba Viyolasin ekstrelerinin HIV-1 RT
inhibisyon etkinliklerinin karsilastirilmasi. Jantinobacterium sp. GMG-
1 inhibisyon etkinligi 0,8 mg/ml, 0,6 mg/ml ve 0,4 mg/ml
konsantrasyonlarina kadar GK ekstre konsantrasyonlarindan fazladir.
Ancak 0,3 mg/ml ve daha diisiik konsantrasyonlarda Jantinobacterium
sp. GMG-1 ekstresinin inhibisyon etkinligi GK ekstresinden diisiiktiir.

Saf Viyolasin ve Viyolasin tiirevi olan Deoksiviyolasin’e ait HIV-1 RT inhibisyon
oranlart Sekil 25°de gosterilmektedir. Saf Viyolasin’e ait 1, 0,5, 0,3, 0,2, 0,1 ve 0,05 mM
konsantrasyonlarinda goriilen inhibisyon oranlarinin sirasiyla % 94,28 + 0,39, % 87,98 +
8,00, % 61,95 0,12, % 32,08 + 0,05, % 27,87 + 3,72 ve % 8,75 £ 2,72 oldugu tespit edildi.
Bununla birlikte 1,5, 1, 0,75 ve 0,5 mM Deoksiviyolasin konsantrasyonlarinda ise sirasiyla
% 20,50 + 6,21, % 17,69 7,05, % 14,37 £ 5,93 ve % 12,78 £ 7,72 oldugu belirlendi. Elde
edilen sonuglara gore saf Viyolasin ve Deoksiviyolasin’e ait inhibisyon oranlarinin
konsantrasyona bagl olarak arttig1 tespit edildi. Bununla birlikte Deoksiviyolasin’in tiim
konsantrasyonlarinda goriilen inhibisyon oranlarinin Viyolasin’e ait en diisik iki
konsantrasyona (0,1 ve 0,05 mM) ait inhibisyon oranlar1 arasinda oldugu belirlendi.

Saflastirilmis Viyolasin ve Deoksiviyolasin’ in HIV-1 RT icin ICso degerleri sirasiyla
0,326 mM ve 5,169 mM olarak tespit edildi.
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Sekil 25. Jantinobacterium sp. GK Saf Viyolasin (V, agik renk) ve Deoksiviyolasin
(DV, koyu renk) konsantrasyonlarinin HIV-1 RT inhibisyonunu gosteren
grafik. Her iki madde icin en yiiksek konsantrasyonlar en fazla inhibisyon
aktivitesi vermistir. Ancak inhibisyon oranlar1 Viyolasin’in daha etkili
oldugunu gostermektedir.

3.3.2. Spike S1(SARS-CoV-2): ACE2 inhibisyon Testi

Viyolosinin ~ Spike ~ SI(SARS-CoV-2): ACE2 etkilesiminin  inhibisyonun
belirlenmesinde Jantinobacterium sp. GMG-1 ve Jantinobacterium sp. GK suslarindan elde
edilen kaba Viyolasin ekstresi ile Jantinobacterium sp. GK saf Viyolasin’i ve
Deoksiviyolasin’i kullanildi.

Kaba Viyolasin ekstrastlarina ait elde edilen sonuglar Sekil 26’da gosterilmektedir.
GMG-1 susundan elde edilen kaba Viyolasin ekstresine ait 0,4 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,1 mg/ml,
0,05 mg/ml ve 0,01 mg/ml konsantrasyonlarinda sirasiyla % 46 + 0,00, % 41,25 + 7,80, %
37,50 £ 6,36, % 33,50 £ 9,19 ve %29 £ 5,66 oldugu tespit edildi. GK susu kaba Viyolasin
ekstresine ait 0,8 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,2 mg/ml ve 0,1 mg/ml konsantrasyonlarinda ise Spike
S1(SARS-CoV-2): ACE2 inhibisyonun sirasityla % 31 £+ 16,00, % 23 £ 4,00, % 13 £ 0,00 ve
% 5 = 0,00 oldugu tespit edildi. Ancak GMG-1 kaba Viyolasin’ine ait 0,8 mg/ml
konsantrasyon ile GK kaba Viyolasin’ine ait 0,05 mg/ml ve 0,01 mg/ml konsantrasyonlarda
elde edilen degerlerin negatif olmasindan dolay1 inhibisyon degeri belirlenemedi. GMG-1
kaba Viyolasin’i ile GK kaba Viyolasin’ine ait belirlenen inhibisyon degerlerinin doza bagl

olarak arttig1 belirlendi. Bununla birlikte 0,4 mg/ml, 0,2 mg/ml ve 0,1 mg/ml GMG-1 kaba



60

Viyolasin’in konsantrasyonlarina ait Spike S1(SARS-CoV-2): ACE2 inhibisyonun ayni
konsantrasyondaki GK Viyolasin’ine ait inhibisyona gore sirasiyla yaklasik 2, 3 ve 7 kat

fazla oldugu belirlendi.

SARS-CoV-2 Spike S1: ACE2 Biyotin
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0,8 mg/ml 0,4 mg/ml 0,2mg/ml 0,1 mg/ml 0,05mg/ml 0,01 mg/ml
% GMG-1 0 46 41.25 37.5 33.5 29
mGK 31 23 13 5 0 0
Viyolasin Konsantrasyonu (mg/ml)
GMG-1 mGK

Sekil 26. Jantinobacterium sp. GMG-1 and Jantinobacterium sp. GK kaba
Viyolasin’lerinin farkli konsantrasyonlarinin SARS-CoV-2 inhibisyon
etkinliklerinin karsilastirilmasi. Her iki ekstrenin inhibisyon etkinlikleri
konsantrasyona paralel sekilde artmis veya azalmistir. GMG-1 ekstresinin
0,8 mg/ml konsantrasyonu hari¢ tiim konsantrasyonlarda inhibisyon
etkinligi, GK ekstresinden fazladir.

Jantinobacterium sp. GK Saf Viyolasin’i ve Deoksiviyolasin’ine ait Spike S1(SARS-
CoV-2): ACE2 etkilesimi inhibisyon oranlar1 Sekil 27°de gosterilmektedir. Saf Viyolasin’e
ait 2, 1,5, 1, 0,75, 0,5, 0,25 ve 0,1 mM konsantrasyonlarinda goriilen inhibisyon oranlarinin
strastyla % 53 + 2,83, % 44 + 3,00, % 31,5 + 3,00, % 23 £ 3,54, % 18 + 8,00, % 15 + 5,00
ve % 1 + 0,20 oldugu tespit edildi. Bununla birlikte 1,5, 1, 0,75 ve 0,5 mM Deoksiviyolasin
konsantrasyonlarinda ise sirasiyla % 14,5 + 0,71, % 7,5 + 2,12 ve % 5,5 + 4,00 oldugu
belirlendi. Elde edilen sonuglara gore saf Viyolasin ve Deoksiviyolasin’e ait inhibisyon
oranlarinda doza bagl artis oldugu tespit edildi. Ayrica Deoksiviyolasin’in tiim dozlarinda
goriilen Spike SI(SARS-CoV-2): ACE2 inhibisyon oranlarin Viyoloasinin inhibisyon
oranlari ile kiyaslandiginda, Viyolasin’e ait en diisiik iki konsantrasyonun (0,25 ve 0,1 mM)

inhibisyon oranlar1 arasinda oldugu belirlendi.
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SARS-CoV-2 Spike S1 icin Saflastirilmis Viyolasin ve Deoksiviyolasin’in ICso
degerleri sirasiyla 1,81 mM ve 2,537 mM olarak tespit edildi.

SARS-CoV-2 Spike S1:ACE2 Biyotin
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Sekil 27. Saf Viyolasin (V, acik renk) ve Deoksiviyolasin’in (DV, koyu renk) farkli
konsantrasyonlarinin SARS-CoV-2 Spike S1: ACE2 inhibisyon oranlari.
Her iki maddenin inhibisyon etkinlikleri konsantrasyonlarina paralel olarak
artmis veya azalmistir. Es konsantrasyonlar i¢in karsilastirildiklarinda
Viyolasin’in Inhibisyon etkinligi Deoksiviyolasin’den yiiksektir.

3.4. Viyolasin’in Biyofilm Olusumu Uzerine Etkisi
Jantinobacterium sp. GK ve Jantinobacterium sp. GMG-1 suslarindan elde edilen
kaba Viyolasin ekstrelerinin Enterococcus faecalis 29212, E. faecalis OGIRF ve E. faecalis

74 suslarinin olusturdugu biyofilm iizerine etkisi sirasiyla Sekil 28, Sekil 29, Sekil 30, Sekil
31, Sekil 32 ve Sekil 33’°te gosterilmektedir.
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E. faecalis 29212 GK
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Sekil 28. Jantinobacterium sp. GK susundan elde edilen kaba Viyolasin ekstresinin
Enterococcus faecalis 29212°nin 24 ve 48 saatlik biyofilm olusum
inhibisyon etkileri.

E. faecalis 29212 GMG-1
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Sekil 29. Jantinobacterium sp. GMG-1 susundan elde edilen kaba Viyolasin

ekstresinin Enterococcus faecalis 29212°nin 24 ve 48 saatlik biyofilm
olusum inhibisyon etkileri.

* Her gubuk yiizdelik ortalama + standart hatay: temsil eder. Onemli farkliliklar

harflerle belirtilmistir. (24 saat i¢in: a-d, 48 saat icin: t-z, p<0,05).
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Jantinobacterium sp. GK kaba Viyolasin’in 1, 0,5, 0,25 ve 0,125 mg/ml
konsantrasyonlarinda E. faecalis 29212 tarafindan olusturulan biyofilm olusum
inhibisyonunun 24 saatte sirastyla % 64,17 £ 4,11, % 63,46 + 1,92, % 62,49 + 2,52 ve %
30,68 £ 2,16 (F =92,329; df = 5,42; P = 0,000) oldugu, 48 saatte sirasiyla ise % 49,46 +
7,54, % 38,03 + 6,18, % 36,13 + 3,62 ve % 34,07 £5,70 (F = 10,506; df = 5,42; P = 0,000)
oldugu tespit edildi (Sekil 28). Jantinobacterium sp. GK kaba Viyolasin’in 0,125 mg/ml
hari¢ tiim konsantrasyonlarinda 24 saatte daha fazla inhibisyon oldugu belirlendi (F =
103,701; df = 5; P = 0,000). Ayrica ¢oziiciiniin olusturdugu inhibisyon oranina kiyasla tiim
saatlerde ve Jantinobacterium sp. GK kaba Viyolasin’ine ait deney gruplarinda inhibisyon
oranlarinda artig oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte Jantinobacterium sp. GMG-1 kaba
Viyolasin ekstresine ait 1, 0,5, 0,25 ve 0,125 mg/ml konsantrasyonlarinin ayni bakteri
susunda 24 saatte sirasiyla % 8,27 £+ 8,59, - % 4,02 + 12,50, - % 0,65 £ 5,71 ve % 7,35 +
1,75 oldugu tespit edildi (F = 0,983; df = 5,42; P = 0,440). Ayn1 maddenin 48 saat sonra elde
edilen inhibisyon degerleri ise E. faecalis 29212 bakterisi i¢in 1, 0,5, 0,25 ve 0,125 mg/ml
konsantrasyonlarinda sirasiyla negatif degerde % 41,23 + 30,43, % 18,84 + 15,70, % 13,98
+ 11,93 ve % 31,53 £ 10,15 olarak tespit edildi (F = 0,723; df = 5,42; P = 0,610) (Sekil 29).
Coziicliniin olusturdugu inhibisyon oranina kiyasla tiim saatlerde ve Jantinobacterium sp.
GMG-1 kaba Viyolasin’e ait deney gruplarinda azalma oldugu goriilmektedir.
Jantinobacterium sp. GMG-1 kaba Viyolasin’in tiim konsantrasyonlarinda ise 24 saatte daha

fazla inhibisyon oldugu belirlendi (F = 0,854; df = 5; P = 0,520).
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Sekil 30. Jantinobacterium sp. GK susundan elde edilen kaba Viyolasin ekstresinin
Enterococcus faecalis OGIRF nin 24 ve 48 saatlik biyofilm olusum
inhibisyon etkileri
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4SAAT 0 1334 70,34 1189 19,7 25,99
m48SAAT 0 2299 251 48.49 297 37.07
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 31. Jantinobacterium sp. GMG-1 susundan elde edilen kaba Viyolasin
ekstresinin Enterococcus faecalis OG1RF nin 24 ve 48 saatlik biyofilm
olusum inhibisyon etkileri

* Her ¢ubuk yiizdelik ortalama + standart hatay1 temsil eder. Onemli farkliliklar
harflerle belirtilmistir. (24 saat i¢in: a-d, 48 saat icin: t-z, p<0,05).
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GK kaba Viyolasin’in 1, 0,5, 0,25 ve 0,125 mg/ml konsantrasyonlarinda E. faecalis
OGI1REF tarafindan olusturulan biyofilm olusum inhibisyonunun 24 saatte sirasiyla % 50,08
+3,19, % 52,61 +£7,65, % 56,05 £ 7,29 ve % 55,94 £ 3,14 (F = 16,307; df = 5,42; P = 0,000)
oldugu, 48 saatte sirasiyla ise % 84,09 = 8,01, % 52,13 + 4,28, % 47,93 + 8,16 ve % 45,62
+ 3,45 (F =25,908; df = 5,42; P = 0,000) oldugu tespit edildi (Sekil 29). Ayn1 zamanda 24
ve 48 saat sonra ¢oziicii tarafindan olusan inhibisyon degerlerinin deney gruplarina kiyasla
daha az oldugu belirlendi. GK kaba Viyolasin’in 1 mg/ml hari¢ tiim konsantrasyonlarinda
24 saatte daha fazla inhibisyon olusturdugu belirlendi (F = 15,059; df = 5; P = 0,000).
Bununla birlikte GMG-1 kaba Viyolasin ekstresine ait 1, 0,5, 0,25 ve 0,125 mg/ml
konsantrasyonlarinin ayni bakteri susunda 24 saatte sirasiyla - % 70,34 £ 11,03, - % 18,9 +
13,35, - % 19,7 £ 8,36 ve % 25,99 + 2,44 oldugu tespit edildi (F = 15,559; df = 5,42; P =
0,000). Ayn1 maddenin 48 saat sonra elde edilen inhibisyon degerleri ise E. faecalis OGI1RF
bakterisi i¢in 1, 0,5, 0,25 ve 0,125 mg/ml konsantrasyonlarinda sirasiyla % 25,1 + 4,85, %
48,49 + 4,07, % 29,7 + 4,09 ve % 37,07 £ 5,51 olarak tespit edildi (F = 15,427; df =5,42; P
= 0,000). GMG-1 kaba Viyolasin ekstresine ait veriler ¢oziicii tarafindan olusturulan
inhibisyon oranlarina kiyasla 24 saatte 0,125 mg/ml hari¢ diger konsantrasyonlarda daha
diisiikk olmasina ragmen, 48 saatte tiim dozlarda yiiksektir. Ayrica GMG-1 kaba Viyolasin’in
tiim konsantrasyonlarinda 48 saatte daha fazla inhibisyon oldugu belirlendi (F = 16,27; df =
5; P=0,000).
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Sekil 32. Jantinobacterium sp. GK susundan elde edilen kaba Viyolasin ekstresinin
Enterococcus faecalis 74’tin 24 ve 48 saatlik biyofilm olusum inhibisyon

etkileri.
E. faecalis 74 GMG-1
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Sekil 33. Jantinobacterium sp. GMG-1 susundan elde edilen kaba Viyolasin
ekstresinin Enterococcus faecalis 74°in 24 ve 48 saatlik biyofilm olusum
inhibisyon etkileri.

* Her cubuk yiizdelik ortalama + standart hatay: temsil eder. Onemli farkliliklar
harflerle belirtilmistir. (24 saat i¢in: a-d, 48 saat icin: t-z, p<0,05).
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GK kaba Viyolasin’in 1, 0,5, 0,25 ve 0,125 mg/ml konsantrasyonlarinda E. faecalis 74
tarafindan olusturulan biyofilm olusum inhibisyonunun 24 saatte sirasiyla % 28,55 + 3,14,
% 6,89 + 1,70, % 6,58 + 1,38 ve % 7,81 = 1,45 (F = 35,249; df = 5,42; P = 0,000) oldugu,
48 saatte sirastyla ise % 6,18 + 1,39, % 3,19 £ 0,37, % 31,02 £ 0,33 ve % 6,13 £ 0,18 (F =
353,276; df = 5,42; P = 0,000) oldugu tespit edildi (Sekil 32). 24 ve 48 saat sonra ¢oziicii
tarafindan olusan inhibisyon degerlerinin deney gruplariyla kiyasla artis oldugu
belirlenirken, GK kaba Viyolasin’in 1 mg/ml hari¢ tiim konsantrasyonlarinda 24 saatte daha
fazla inhibisyon oldugu belirlendi (F = 45,565; df = 5; P = 0,000). Bununla birlikte GMG-1
kaba Viyolasin ekstresine ait 1, 0,5, 0,25 ve 0,125 mg/ml konsantrasyonlarinin ayni1 bakteri
susunda 24 saatte sirastyla % 26,95 + 3,07, % 13,44 + 5,36, % 5,14 £ 0,97 ve % 14 + 2,76
oldugu tespit edildi (F = 11,492; df = 5,42; P = 0,000). Ayn1 maddenin 48 saat sonra elde
edilen inhibisyon degerleri ise E. faecalis 74 bakterisi icin 1, 0,5, 0,25 ve 0,125 mg/ml
konsantrasyonlarinda sirasiyla % 4,49 + 10,18, - % 3,78 + 4,51, % 3,41 £ 3,21 ve - % 1,41
+ 4,06 olarak tespit edildi (F = 0,646; df = 5,42; P = 0,666) (Sekil 33). GMG-1 kaba
Viyolasin ekstresine ait veriler ¢oziicii tarafindan olusturulan inhibisyon oranlarina kiyasla
24 saatte tiim konsantrasyonlarda yiiksek olmasina ragmen, 48 saatte tiim dozlarda daha az
inhibisyon oldugu tespit edildi. GMG-1 kaba Viyolasin’in tiim konsantrasyonlarinda 48
saatte daha fazla inhibisyon oldugu belirlendi (F = 9,672; df = 5; P = 0,000).



4. TARTISMA

Hayati tehdit eden bakteriyel, fungal ve viral enfeksiyonlarin artan siklig1 ve bu insan
patojenlerinin mevcut tedavi stratejilerine diren¢ gelistirme yetenekleri nedeniyle, yeni
bilesiklerin bulunmasina ve gelistirilmesine biiyiik ihtiya¢ vardir. S6z konusu bilesiklerin
diisiik toksisiteye, spesifik aktiviteye ve yiiksek biyoyararlanima sahip olmasi temel se¢cim
kriteridir. Bu gorev icin en uygun bilesikler genellikle dogal kaynaklardan (hayvan, bitki ve
hatta mikrobiyal) elde edilir (Stan vd., 2021). Dogal iiriinler 6nemli bir yeni ilag
kaynaklandir ve antikanser tedavilerinden antibiyotiklere kadar yeni sentetik ilaglarin
gelistirilmesi icin kaynak gorevi goriir. (Stan vd., 2021). Bu iriinler bitki 6zleri, ugucu
yaglar, hayvan kaynakl kii¢iik antimikrobiyal peptitler, bakteriyosinler ve antimikrobiyal ve
antiviral aktiviteye sahip cesitli bitkisel bilesiklerdir (Stan vd., 2021). Onemli sayida dogal
kaynakl1 ilaglar, mikroplar tarafindan veya onlarin konaklariyla etkilesimleri sonucu iiretilir
(Newman ve Cragg, 2020). Antimikrobiyal aktiviteye sahip dogal iiriinlere yonelmenin ana
nedenlerinden biri, siirekli artis gosteren antibiyotik direnci ve dogal veya bitki kaynakli
maddeler tarafindan olusturulmayan hastaliklarin (esas olarak solunum ve norolojik)
varligidir. Sayisiz faydalar1 nedeniyle, dogal bilesikler artitk mikrobiyal hastaliklar,
inflamatuar siirecler ve kanser gibi bazi hastaliklar1 tedavi etmek icin kullanilmaktadir. Bu,
temel olarak dogal ilaclarin erisilebilirligi ve 1yi terapdtik potansiyelinden
kaynaklanmaktadir (Boccolini ve Boccolini, 2020) (Stan vd., 2021). Dogal kaynaklardan
elde edilen ikincil metabolitler, canli sistemler iginde bulunabildiginden, genellikle
tamamen sentetik molekiillerden daha fazla ilaca benzer ve biyolojik faydali olarak
algilanirlar ve bu da onlar1 daha fazla ilac gelistirme i¢in iyi adaylar haline getirir. (Chin vd.,
2006; Lahlou, 2013).

Viyolasin, Janthinobacterium, Duganella, Collimonas ve Pseudoalteromonas dahil
olmak iizere cesitli cevrelerde yasayan farkli cinslere ait bakteri suslari tarafindan iiretilen
(Baricz vd., 2018) ve gosterdigi ¢ok cesitli biyolojik aktiviteleri nedeni ile tip, kozmetik ve
tekstil gibi endiistriyel pazarlarda artan dneme sahip bir maddedir.( Duran vd., 2012). Bunlar
arasinda; antibakteriyel (O’sullivan vd., 1990; , Duran vd., 2012, Asencio vd., 2014),
antiviral (May vd., 1991 ve Andrighetti-Frohner, 2003), antimikobakteriyal (Duran vd.,
2007), antifungal, antioksidant (Konzen vd., 2006) aktiviteleri yer almaktadir (Duran vd.,
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2012). Viyolasin’in mikrobiyal {iiretimi, mikroorganizma tiirlinden baglayarak
mikroorganizmanin iiredigi ¢evre kosullarina kadar bircok faktore baghdir (Kanelli vd.,
2018). Bu nedenle ¢alismamizda ayni kosullarda iiremesi saglanmis iki farkli Viyolasin
tireticisi bakterinin antimikrobiyal, antiviral ve biyofilm olusumu inhibisyon etkileri her iki
Viyolasin ekstresi i¢in ayr1 ayr1 incelenmistir.

Viyolasin’in bakteri iiremesi iizerine inhibisyon etkisi Gram pozitif bakterilerde
(Clostridium welchii hari¢) Gram negatif bakterilerden fazla olmakla birlikte Gram negatif
bakteriler iizerine hafif inhibisyon etkisinin oldugu dnceki ¢alismalarla bildirilmistir (Duran
vd., 2012). Sigir matistisine neden olan S. aureus ve E. coli ile yapilan calismada
Viyolasin’in tekil ve sinerjistik olarak bakteriyel iiremeyi inhibe ettigi bildirilmistir (Cazato
vd., 2011). Ayrica farkli caligmalarda Viyolasin’in antimikrobiyaller, antibakteriyeller,
giimiis nanopartikiilii ve fonksiyonel ipek kompozitler ile sinerjistik etkisinin antimikrobiyal
etkinligi arttirdigini bildiren caligmalar mevcuttur (Batista vd., 2017; Dodou vd., 2017; Gao
vd., 2019; Dodou 2020). Kanelli vd. (2018) J. lividium bakterisinin hiicre icermeyen
Viyolasin kiiltiir ekstrakti ile yaptiklar1 calismada S. aureus ve C. albicans’in biyofilm
olusumu ve parcalanmasina etkisi ile antimikrobiyal etkisi test edilmistir. Antimikrobiyal
etkinligini iki Gram negatif (P. aeroginosa ve E. coli), dort Gram pozitif (S. aureus, S.
aureus MRSA, Micrococcus luteus, ve B. subtilis) ve Ui¢ fungus (C. albicans, C. krusei ve
C. parapsilosis) uzerinde arastirmis ve 2 mg/L’lik konsantrasyonda, tiremeyi % 15-60
arasinda inhibe ettigini belirtmislerdir. En az etkilenenin P. aeroginosa ve en fazla etkilenen
S. aureus’tur (0,5 mg/ml’lik konsantrasyonda dahi % 30 inhibisyon). GMG-1 ve GK kaba
Viyolasin ekstreleri ile yapmis oldugumuz antimikrobiyal duyarlilik testi, Gram pozitif
bakterilerde, Gram negatiflerden daha etkili bir inhibisyon oldugunu desteklemektedir.
Ayrica GK ekstresi Gram negatif bir bakteri olan Y. pseudotuberculosis tizerinde inhibisyon
etkisi saglamig, buna ek olarak GMG-1 ekstresi ile birlikte diger Gram negatif bakteriler
tizerinde inhibisyon etkisi gostermeyerek, Gram negatifler {lizerine yapilan Onceki
calismalar1 desteklemistir. E. faecalis 29212 GMG-1 ve GK MIK degerleri (sirasiyla 156
pg/ml ve 312 pg/ml) vankomisin (4 pg/ml) ile kiyaslandiginda yiiksektir (CLSI, 2012 ve
CLSI,2018). B.subtilis subsp. spizizenii ATCC 6633 iin GMG-1 ve GK MIK degerleri
(strastyla 19,5 pg/ml ve 39 ug/ml) vankomisin (4 pg/ml) ve klindomisine duyarli ve direncli
(swrasiyla 0,5 pg/ml ve 4 ng/ml) Bacillus sp.” ye gore daha yiiksektir (CLSI, 2006). S. aureus
ATCC 25923 iin GMG-1 ve GK MIK degerleri (39 pg/ml ve 9,75 ug/ml), S.aureus ATCC
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29213’ iin vankomisin duyarlilara gore (4 pg/ml) yiiksekken, direnclilere (>16 pug/ml) gore
GK MIK degeri diisiiktiir (CLSI, 2012 ve CLSI, 2018).

Viyolasin’in farkli viriisler tizerinde farkli derecelerde antiviral etkinlik gosterdigi
onceki calismalarla bildirilmistir (May vd., 1991; Andrighetti-Frohner vd., 2003). May vd.
(1991), HSV (Herpes Simpleks Viriis) ve Polioviriis ile enfekte HeLa hiicre kiiltiirlerinde %
10, Deoksiviyolasin iceren Viyolasin’in 0,25 pg/ml’lik konsantrasyonunun HSV iizerinde
% 62 ve 0,063 pg/ml’lik konsantrasyonun polioviriis iizerinde % 56 inhibibisyon etkisi
oldugunu bildirmislerdir (May vd., 1991). Andrighetti-Frohner vd. (2003), Viyolasin’in
antiviral ve sitotoksik aktivitesini incelemek icin ii¢ deneysel yaklasim kullanmis ve daha
once May vd. (1991) tarafindan bildirilen sonuglara karsit sonuglar bildirmislerdir. Onceki
arastirma grubu tarafindan FRhK-4, Vero, MA104 ve Hep-2 hiicreleri icin dogrudan
sitotoksisite gosteren Viyolasin’in ICso degeri 1-1,2 pg/ml (2,2 — 2,7 uM) olarak
belirlenmistir. Hiicre cogalmasini engellemeyen konsantrasyonlar kullanildiginda Viyolasin,
asiklovire direncli HSV susu, hepatit A viriisii (HN175 ve HAF-203 suslar1) ve adenoviriis
tip 5’e karsi sitopatik veya antiviral aktivite gostermezken, KOS ve ATCC/VR-733 HSV
suslari, poliovirlis tip 2 ve simian rotaviriis SA11l susunun viral replikasyonunda zayif
inhibisyon gostermistir (Andrighetti-Frohner vd., 2003). Buna karsilik, May vd. (1991)
Viyolasin’in saflagtirilmas1 i¢in kullanilan yontemlere ve elde edilen Viyolasin
derecelerindeki farkliliklar1 atfederek bilesik i¢in iistiin antiviral aktivite Onermistir
(Andrighetti-Frohner vd., 2003, Duran vd., 2012). Literatiir taramasinda Viyolasin’in HIV,
HIV-RT, COVID 19 ve SARS-CoV-2 iizerine antiviral etkinligini test eden herhangi bir
calismaya rastlanilmamistir.

Bu calisma Viyolasin’in HIV-RT inhibisyon etkisi ve SARS-CoV-2 Spike S1:ACE2
Biyotin etkilesimine inhibisyon etkisini bildiren ilk ¢aligmadir. Bu calismada GMG-1 ve GK
kaba Viyolasin ekstreleri ile saf Viyolasin ve Deoksiviyolasin’in antiviral etkinligi HIV-1
RT inhibitor tarama test kiti ve SARS-CoV-2 Spike S1:ACE2 Biyotin test kiti ile in vitro
olarak arastirilmistir. HIV-1 RT i¢cin GMG-1 ve GK susundan elde edilen kaba Viyolasin
ekstrelerinin  inhibisyon etkinlikleri sirasiyla konsantrasyona bagli olarak artis
gostermektedir. SARS-CoV-2 Spike S1:ACE2 Biyotin etkilesimi icin ise GMG-1 ve GK
susundan elde edilen kaba Viyolasin ekstresine ait inhibisyon etkinligi konsantrasyona bagl
olarak artmaktadir. Her iki calismada da kaba Viyolasin ekstrelerinin inhibisyon oranlarinin
konsantrasyonlara bagli olarak artmasinin yani sira GMG-1 ekstresinin inhibisyon etkinligi

GK ekstresinden fazladir. Ek olarak kaba ekstraktlarin inhibisyon etkinligi HIV-1 RT i¢in
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SARS-CoV-2 Spike S1:ACE2’den daha fazladir. GMG-1 ve GK kaba 0ziitlerin inhibisyon
aktivitelerindeki farkliliklarin temelinin Viyolasin’in elde edildigi susla iliskili olarak
icerdigi Viyolasin miktarina bagli olabilecegi diisiiniilmektedir. Saf Viyolasin ve
Deoksiviyolasin’in HIV-1 RT inhibisyon etkisi incelendiginde ve Viyolasin’in en yiiksek
konsantrasyonu (1 mM) yiiksek inhibisyon (%94,28) aktivitesi gostermistir. Saf Viyolasin
ve Deoksiviyolasin’e ait Spike S1 (SARS-CoV-2) Spike S1: ACE2 etkilesim inhibisyon
oranlar1 saf Viyolasin ve Deoksiviyolasin’in konsantrasyona bagl olarak artig gortermistir.
HIV-1 RT i¢in saf Viyolasin’in en yiiksek konsantrasyonu (I mM) ile GMG-1 kaba
Viyolasin ekstresinin en yiiksek konsantrasyonu (0,8 mg/ml) karsilastirildiginda, GMG-1
kaba ekstresinin inhibisyon yiizdesi (%100), saf Viyolasin’den (%94,28) istatistiki olarak
anlaml bir fark olusturmaktadir. Bu durum GMG-1 kaba Viyolasin ekstresi igerisindeki
Viyolasin miktar ile iliskili olabilecegi gibi, kaba ekstre icerisindeki farkli bilesiklerin de
inhibisyona katkisinin olabilecegini diisiindiirmektedir. Son olarak SARS-CoV-2 Spike
S1:ACE2 Biyotin etkilesimi iizerine inhibisyon etkisinin HIV-1 RT’a oranla daha diisiik
oldugu gozlenmistir. HIV-1 RT’nin inhibisyon etkinligi bakimindan Viyolasin ve
Deoksiviyolasin’in  ICso degerleri karsilastinlmis ve Viyolasin’in ICso degerinin
Deoksiviyolasin’den yaklasik 15 kat daha fazla etkin oldugu belirlenmistir. Aym
karsilastirma SARS-CoV-2 Spike S1: ACE2 icin yapildiginda Viyolasin’in ICso degerinin
Deoksiviyolasin’den yaklasik 1,5 kat daha fazla oldugu goriilmiistiir. Viyolasin’in 1Cso
degerinin, HIV-1 RT” de SARS-CoV-2Spike S1: ACE2 Biyotin etkilesiminden yaklasik 6
kat fazla oldugu tespit edilmistir. Etkinliklerdeki bu farkliliklarin her iki test grubundaki
proteinlerin yapisindaki farkliliklardan veya bu maddelerin her iki gruptaki protein
yapilarinda neden oldugu konformasyonel degisikliklerden kaynakli olabilecegi
diistiniilmektedir. Bu durumu anlayabilmek icin in silico ¢alismalar ile Viyolasin ve
Deoksiviyolasin’in HIV-1 RT ve SARS-CoV-2: ACE2 Biyotin ile etkilesiminin
calisilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica bu ¢alismada, GMG-1 kaba Viyolasinine ait 0,8
mg/ml konsantrasyon ile GK kaba Viyolasin’ine ait 0,05 mg/ml ve 0,01 mg/ml
konsantrasyonlarda elde edilen spektrofotometrik degerlerin negatif olmasindan dolayi, bu
konsantrasyonlar i¢in bir inhibisyon degeri belirlenememistir. Elde ettigimiz sonuclar,
Viyolasinin antiviral etkinliginin mevcudiyeti ve yiiksek inhibisyon etkinligi bilgisini
desteklemektedir. Bu sonuglar, HIV ve SARS-CoV-2 iliskili enfeksiyonlar i¢in Viyolasin’in
etkili bir potansiyel dogal iiriin olabilecegini gdstermektedir. Bu tez ¢calismas1 Viyolasin’in

HIV-1 RT inhibisyon etkisi ve SARS-CoV-2 Spike S1:ACE2 Biyotin baglanmasina
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inhibisyon etkisini bildiren ilk ¢aligmadir. Ayrica calismamiz HIV-1 RT ve SARS-CoV-2
Spike S1: ACE2 Biyotin kompleksi i¢in Viyolasin ve Deoksiviyolasin’in ICso degerlerinin
belirlendigi ilk caligmadir.

Chromobacterium violaceum’dan elde edilen Viyolasin’in, biyofilm olusturma
ozelligi bulunan planktonik formdaki bakterileri inhibe etme ve Oldiirmede giiclii
antimikrobiyal etkinlik gosterdigi bildirilmistir. Viyolasin’in diisiik konsantrasyonlari
biyofilm olusumunu inhibe etmede yeterli olurken, olgun biyofilmin yok edilmesi i¢in
yiikksek konsantrasyonlarin gerektigi belirtilmistir (Batista vd., 2017; Dodou vd., 2017;
Dodou vd., 2020). Yapilan literatiir taramasinda E. faecalis biyofilmine Viyolasin’in etkisini
inceleyen herhangi bir calismaya rastlanilmamistir. Ancak Gram pozitif bakterilerden S.
aureus ve S. epidermidis’in biyofilm olusumlari ve olgun biyofilmlerinin yok edilmesi
izerine yapilmis calismalar mevcuttur. Batista vd. (2017) S. aureus i¢in Viyolasin’in
minimimum bakterisidal konsantrasyonu (MBK) 5 pg/ml ve MIK degerini 1,25 pg/ml
olarak belirlemenin yani sira, bu konsantrasyonlardan 1,25 pg/ml’nin biyofilm olusumunu
inhibe etmede yeterli oldugunu ancak biyofilm eradikasyonu i¢in 40 pg/ml’lik doz
uygulamasi gerektigini belirtmistir. Dodou vd. (2017) S. epidermidis’ in biyofilm iireticisi
olan ve olmayan suslarinda etkili Viyolasin konsantrasyonlarinin MIK degerlerini sirasiyla
20 ve 10 pg/ml, MBK degerini ise 20 pg/ml oldugunu tespit etmistir. Buna ek olarak MBK’a
kisa siireli maruziyetin (3 ve 2,5 saatlik) S. epidermidis’in 6limiine neden oldugu
bildirilmistir. Dodou vd. (2020) S. epidermidis ile yaptiklar1 bir diger calismada ise S.
epidermidis biyofilm inhibisyonu i¢in 20 pg/ml’nin ve olgun biyofilm eradikasyonu i¢in
MBEK degerini 160 pg/ml olarak bildirmislerdir. Ayrica farkli klinik antimikrobiyaller ile
Viyolasin’in birlikteligi test edildiginde, Viyolasin-siklodekstrin birlikteliginin 6zel bir
sinerjistik aktiviteye neden oldugu ve Viyolasin’in antimikrobiyallerin etkinliklerini modiile
ettigi goriilmiistiir. Viyolasin’in MBEK ve MBEK’ in iki kat1 konsantrasyonlarda olgun S.
epidermidis biyofilmini sirasiyla 2 ve 3 saatte tamamen yok ettigi goriilmiistiir. Kanelli vd.
(2018), J. lividium bakterisinin hiicre icermeyen Viyolasin kiiltiir ekstrakti ile yaptiklar
calismada, S. aureus ve C. albicans’in biyofilm olusumu ve parcalanmasina etkisi ile
antimikrobiyal etkinligini test etmislerdir. J. lividium’ un kaba metanolik ekstresinin 1 ve 2
mg/L’lik konsantrasyonunun S. aureus’un 24 saatlik biyofilm olusumuna ve parcalanmasina
orta derecede etkili oldugu gozlenirken, C. albicans’ 1n 48 saatlik biyofilm olusumu

inhibisyonu ve 24 saatlik biyofilm parcalanmasi deneylerinde boyle bir etki tespit
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edilmemistir. Yapilan tiim ¢aligmalarda biyofilm inhibisyon orani konsantrasyona bagli
olarak artig gostermistir.

Bu tez ¢alismasinda, Jantinobacterium sp. suslarina ait iki kaba Viyolasin ekstresinin
E. faecalis 29212 (kontrol susu), E. faecalis OG1RF (kontrol susu) ve E. faecalis 74’lin (g1ida
kokenli biyofilm iireticisi) 24 ve 48 saatlik biyofilm olusumlarma 1, 0,5, 0,25 ve 0,125
mg/ml’lik konsantrasyonlarinin inhibisyon etkisi arastirilmistir. Calisma
konsantrasyonlarina dair literatiirde herhangi bir bilgi bulunmadigindan E. faecalis 29212
ile yapmis oldugumuz antimikrobiyal duyarlilik testindeki MIK degeri (0,156 mg/ml = 156
pg/ml) referans olarak almmistir. Batista vd. (2017), S. aureus icin yaptiklari biyofilm
olusumu inhibisyonu calismasinda MIK degerinin biyofilm olusumunu inhibe etmede yeterli
konsantrasyon oldugunu bildirmislerdir. Bu tez caligmasinda en yiiksek konsantrasyon (1
mg/ml) MIK degerinden yaklasik 6,5 kat fazladir. Literatiirde biyofilm icerisindeki
bakterilere uygulanan antimikrobiyallerin etkisi i¢cin MiK degerinden 10-1000 kat fazlasinin
uygulanmasi ihtiyaci olduguna dair bilgi mevcuttur (Balcazar vd., 2015). Viyolasin’in suda
cOziinlirligliniin  olmamasindan otiirii % 10 DMSO ile c¢oziilerek ulagabilen en iist
konsantrasyonu 20 mg/ml’dir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda her iki kaba Viyolasin
ekstresinde c¢okelmelerin meydana geldigi goriilmiistir. Tamamen DMSO ile ¢oziilmesi
halinde ise bakteri liremesi iizerine ¢oziiciiniin baskis1 olacagi diisiildiiglinden, DMSO orani
olabildigince diisiik (kuyulardaki son konsantrasyon % 0,5) tutularak ve ¢oziicii kontrol
grubu ile birlikte caligma gerceklestirilmigtir.

E. faecalis 29212’nin biyofilm olusumu {iizerine GK kaba Viyolasin ekstresinin
inhibisyon etkisi 24 ve 48 saatlik maruziyetlerin her ikisinde de konsantrasyona bagl olarak
artis gostermistir. 24 ve 48 saatlik uygulamalar karsilastirildiginda 0,125 mg/ml (125 pg/ml)
hari¢ tiim konsantrasyonlarda 24 saatlik uygulamanin daha etkin oldugu goriilmiistiir. Ayni
bakterinin GMG-1 kaba Viyolasin ektresi ile yapilan calismada da 24 saatlik uygulamanin
etkinligi 48 saatlik maruziyete gore daha yiiksek goriinmekle birlikte bu ekstre ile calismada
her iki saat uygulamasinda da negatif degerlikli veriler elde edilmistir. Literatiirde
Viyolasin’in en iyi absorbsiyonunun 585 nm’de (Blosser ve Gray, 2000) ol¢iildiigii bilgisi
yer almaktadir ve biyofilm tabakasini boyamada kullandigimiz kristal viyolenin absorbansi
595 nm’de Olciilmiistiir. Kristal viyole, yiizeyi negatif yiikli molekiilleri (yani
peptidoglikan) ve hiicre dist polisakkarit matriksini isaretleyen temel bir protein boyasidir
(Pittsa vd., 2003). Biyofilm olusumunu degerlendirmek i¢in en yaygin yontemlerden biri,

genellikle 6nceden boyanmis biyofilmden ¢ikarilan boya miktarinin kolorimetrik olarak
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saptanmasini iceren 96 kuyulu bir mikrotitre plaka tahliline dayanir (Arnold, 2008). Bu
bilgiler dikkate alindiginda negatif yiizde inhibisyon degerleri, biyofilm inhibisyonunun
olmadig1 ve/veya biyofilm olusumunun tesvik edildigi anlamina gelebilecegi gibi, GMG-1
kaba Viyolasin ekstresinin olusan biyofilm tabakasi icerisine daha iyi penetre oldugu
ve/veya gram pozitif bir bakteri olan E. faecelis’in hiicre membranina Viyolasin’in
ulasabildigi manasina da gelebilir. Biyofilm olusum miktarinin 6l¢iimii, biyofilm tabakasina
ve icerisindeki bakterilerin hiicre duvarina hapsolan kristal viyolenin salinimi esasina
dayanir. Dolayisi ile olusan biyofilm miktar1 ne kadar fazla ise tutulan boya miktarinin o
kadar fazla olacagi diisiiniilmektedir. Negatif ylizdelik degerler gordiigiimiiz test gruplarinda
boya miktar1 kontrol grubundan daha fazla demektir. Bu durumun sebebi sadece kristal
viyolenin varligindan otiirii olmayabilir; GMG-1 kaba Viyolasin’i biyofilm tabakasina
penetre olmus olabilir. Kristal viyole ve Viyolasin’in absorbsiyon degerleri birbirine ¢cok
yakin oldugundan, spektrofotometrik ol¢iim alirken kristal viyole ile birlikte ortama salinan
Viyolasin’de 6lctime dahil olabilir ve ortamdaki biyofilm olusum miktarina bagli olarak
degerlerin beklenenden daha yiiksek c¢ikmasina neden olabilir. GMG-1 kaba Viyolasin
ekstresinin test edildigi bir diger bakteri olan E. faecalis OGIRF’ nin 24 saatlik
uygulamasinda da en diisiik konsantrasyon haric negatif degerlikli veriler elde edilmistir. E.
faecalis 74 i¢in sadece 48 saatlik uygulamanin en diisiik konsantrasyonunda negatif yiizde
gorilmistiir. Farkli bakteri gruplarinda ayni 6ziit icin tekrarli olarak negatif ylizde
degerlerinin goriilmesi nedeni ile yukarida tartisilan olasilig1 test etmek i¢in ayrica bir deney
diizenegi tasarlanmas1 gerektigini diisiindiirmektedir.

E. faecalis 29212 nin biyofilm olusum inhibisyonu i¢cin GK kaba Viyolasin ekstresinin
GMG-1 kaba ekstresine gore, 24 ve 48 saatlik maruziyetler i¢in ¢ok daha etkili oldugu
belirlenmigstir. E. faecalis OGIRF’ nin GK kaba Viyolasin ekstresinin inhibisyon etkisi 24
saatlik maruziyeti konsantrasyona bagli azalma gosterirken, 48 saatlik uygulamasinda
konsantrasyona bagli olarak artmaktadir. Ek olarak, bu bakteri susu icin GMG-1 kaba
Viyolasin ekstresinin 48 saatlik biyofilm olusum inhibisyon etkinligi, 24 saatlik etkinlikten
daha fazla goriinmektedir. E. faecalis 74’ iin biyofilm olusum inhibisyonu 24 ve 48 saatlik
uygulamalar icin, GK kaba Viyolasin ekstresinde GMG-1 kaba Viyolasin ekstresinden tiim
konsantrasyonlarda daha fazladir ancak 48 saatlik ugulamalarinda anlamli bir farklilik
goriilmemigtir. Bakteriyel biyofilmler olgunlastikca antimikrobiyal maddelere karsi
gosterdikleri diren¢ artmaktadir. Bu durum, 24 saatlik uygulamada Viyolasin daha fazla

inhibisyon etkinligi gdstermesinin nedeni olabilir. Zheng vd. (2018) E. faecalis 29212 ve E.
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faecalis OGIRF ile yaptiklar1 calismada biyofilm olusum zamanini 24 saat olarak
kullanmislardir. Tiim suslar i¢in GK ekstresinin etkinligi, GMG-1 ekstresiden fazladir. Bu
durum iki ekstrenin iceriklerindeki farkliliklardan kaynaklanabilir.

Antiviral testlerde GMG-1 ekstresi daha etkin iken, biyofilm olusum inhibisyonunda
GK ekstresinin daha iyi inhibisyon etkinlik gostermesinin sebebi, kaba ekstre igerisindeki
farkli bilesiklerin mevcudiyeti olabilir ve/veya antiviral grupta madde dogrudan proteine
uygulanirken biyofilm ¢alismasinda canli bir hiicreye uygulanmaktadir. Canli hiicrelerin,
proteinlerden farkli olarak kendisini stresten korumaya yonelik cesitli fiziksel, biyokimyasal
ve/veya enzimatik yollara sahip olmasindan kaynaklanabilir. Bu c¢alisma Onceki
calismalarda belirtilen biyofilm olusum inhibisyon etkinliginin, Viyolasin konsantrasyonuna

bagl olarak arttig1 bilgisini desteklemektedir.



5. SONUCLAR

Bu caligmada, Viyolasin iireticisi iki yeni bakteri olan Jantinobacterium sp. GMG-1
ve Jantinobacterium sp. GK’dan elde edilmis iki kaba ekstre ile 9 farkli mikroorganizma
icin antimikrobiyal duyarlilik testi (MIK), E. faecalis 74, E. faecalis 29212 ve E. faecalis
OGIREF bakterilerinin biyofilm olusumuna inhibisyon etkisi, HIV-1 RT enzim inhibisyonu
etkisi ve SARS-CoV2 Spike S: ACE2 Biyotin baglanmasina inhibisyon etkisi arastirilmistir.
Ayrica Jantinobacterium sp. GK kaba Viyolasin ekstresinden Soxhlet ekstrasyonu ve VLCC
ile saflastirma yapilip saf Viyolasin ve Deoksiviyolasin elde edilerek, bu maddelerin de
antiviral ozelligi HIV-1 RT kolorimetrik test kiti ve SARS-CoV?2 Spike S1: ACE2 Biyotin

inhibitor tarama test kiti kullanilarak arastirilmis ve ICso degerleri belirlenmistir.
Bu calisma ile birlikte ulasilan sonuclar su sekilde siralanabilir:

1. GMG-1 Viyolasin ekstrelerinin B. subtilis, E. faecalis 29212 ve S. aureus 25923
bakterileri iizerinde, GK kaba Viyolasin ekstrelerinin ise B. subtilis subsp. spizizenii ATCC
6633, E. faecalis 29212, S. aureus 25923 ve Y. pseudotuberculosis 911 bakterileri iizerinde

antimikrobiyal etkinlik gostermektedir.

2. GMG-1 ve GK kaba Viyolasin ekstraktlarinin E. faecalis 29212, E. faecalis OG1RF
ve E. faecalis 74 suslarina ait biyofilm olusumuna farkli seviyelerde inhibisyon etkisi vardir

ve 24 saatlik maruziyette daha yiiksek inhibisyon saglamistir.

3. GMG-1 ve GK suslarindan elde edilen Viyolasin’in HIV’in kendini ¢ogaltmak

amaciyla kullandig1 RT enzimi iizerinde yiiksek inhibisyon etkisi mevcuttur.

4. GMG-1 ve GK suslarindan elde edilen Viyolasin’in COVID 19 salgin hastaligi
etkeni olan ve enfeksiyon siirecinde 6nemli bir siire¢ olan Spike S1 ve ACE2 baglanmasina

orta dereceli veya hafif inhibisyon etkisi oldugu goriilmiistiir.



6. ONERILER

Bu calismada Jantinobacterium sp. GK ve Jantinobacterium sp. GMG-1 suslarindan

elde edilen Viyolasin’in biyolojik etkinlikleri arastirilmistir.

Jantinobacterium sp. GK ve Jantinobacterium sp. GMG-1 suslarindan elde edilen

kaba ve saf Viyolasin’in antimikrobiyal, antiviral ve biyofilm olusumu iizerine etkilerinin

oldugu belirlenmistir.

1.

GMGe-1 ve GK kaba Viyolasin ekstrelerinin E. cloacea ATCC 13047, E. coli
ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, S. typhimurium ATCC 14028 ve C.
albicans ATCC 10231 mikroorganizmalar iizerindeki antimikrobiyal etkinligini
belirlemek i¢in bu mikroorganizmalar ile ilgili yapilacak olan ¢aligmalarda daha
yiiksek konsantrasyonlara ¢ikilmasi1 veya farkli antibiyotikler ile sinerjistik
etkisinin arastirilmasi onerilir.

Saf Viyolasin’in HIV-1 RT inhibisyonu i¢in ICsp degerinin Deoksiviyolasin’e
gore diisiik olmas1 nedeniyle HIV-1 RT inhibisyonu etkinliginin belirlenmesinde
Viyolasin’e ait bagka tiirevlerin de ¢alisilmasi onerilir.

Saf Viyolasin SARS-CoV-2 Spike S1: ACE2 Biyotin inhibisyonun etkinligi
yiikksek olmasina ragmen, Deoksiviyolasin’in diisiik inhibisyona sebep olmasi,
Viyolasin’e ait diger tiirevlerinin de SARS-CoV-2 inhibisyon etkinliklerinin
arastirilmasi onerilmektedir.

Ayrica GMG-1 kaba Viyolasin ektresinin en yliksek konsantrasyonunun HIV-1 RT
tizerindeki inhibisyon etkisinin, saf Viyolasin’in inhibisyon etkisinden yaklasik %
5’lik bir farkla fazla olmasinin nedeninin, kaba ekstre icerisindeki diger
bilesiklerinde inhibisyon etkisine katki saglayabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
sebeple bu bilesiklerin tanimlanarak inhibisyon etkilerinin ve kaba ekstre
icerisindeki oranlarinin belirlenmesi i¢in arastirma yapilmasi onerilmektedir.
HIV-1 RT ve SARS-CoV-2 Spike S1: ACE2 Biyotin i¢in farkli inhibisyon
aktiviteleri sergilemesi nedeniyle Viyolasin ve Viyolasin tiirevlerinin bu proteinler
ile olan etkilesimlerinin in silico olarak incelenmesi onerilmektedir.

HIV-RT iizerine olumsuz etkisinden otiirii AIDS hastalarinda tedavilerde alternatif

bir dogal iiriin olarak kullanilmas1 6nerilmektedir.
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Buna ek olarak Spike S1: ACE2 baglanmasina sagladig1 inhibisyon sebebi ile tiim
koronaviriis enfeksiyonlarinda dogal antiviral olarak veya koronaviriislerin yiizey
proteinlerine baglanmay1 veya ylizey proteinlerinin yapisini bozmay1 hedefleyen
biyoteknolojik ilaclarin gelistirilmesinde kullanilabilir.

Viriisler iizerine yapilan caligmalarin sinirli olmasi nedeniyle farkli viriisler
tizerindeki etkinliginin belirlenmesi icin daha fazla calisma yapilmasi
Onerilmektedir.

Bu calismada, Viyolasin’nin kaba ekstreleri, saf Viyolasin ve Deoksiviyolasin i¢in
antioksidant etkinlik caligsmasi yapilmis ancak 1Cso degeri belirlemeye yetecek
olan konsantrasyon araligi kisith zaman nedeni ile belirlenememistir. Farkli
calismalarla antioksidant 6zelligi belirtilmis olan Viyolasin’in, kaba ekstreleri ve
farkl tiirevleri i¢in antioksidan etkinlik taramasi yapilmasi ve ICso degerlerinin
belirlenmesi onerilmektedir.

Saf Viyolasin eldesindeki zorluklar ve yiiksek maliyet nedeni ile biyofilm
calismasinda sadece kaba ekstreden calisilabilmigtir. Saf Viyolasin ve Viyolasin
tirevlerinin antibiyofilm 6zelliklerinin incelenmesi i¢in yiiksek miktarda
Viyolasin iiretimi gereklidir. Viyolasin’in E. faecalis biyofilmi {izerindeki hafif ve
orta seviyeli inhibisyonu nedeniyle olusumunun goriildiigi hastaneler, tibbi
cihazlar, saglik ve gida sektori ile iliskili alanlarda dogal koruyucu iiriin olarak
kullanimi1 6nerilmektedir.

Viyolasin’in mevcut biyolojik aktiviteleri nedeniyle ©Onemi giin gectikge
artmaktadir. Bu nedenle mikroorganizmalarda Viyolasin iiretimini tesvik edecek
yeni yontemlerin bulunmasina, yiiksek miktarda iiretim yapilmasini ve

saflagtirmay1 kolaylastiracak saglayacak sistemlerin gelistirilmesine ihtiyag¢ vardir.
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