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0z
Amag: Planlanan ¢alismamizda Hibiscus vitofolius isimli bitkinin majoér komponentlerinden biri olan gossypin isimli

etken maddenin mikroorganizmalar ve onlarin viriilans 6zellikleri (biyofilm olusturma, adezyon ve invazyon yetenegi
gibi) lizerine olan etkilerinin arastirilmasi amaglanmaistir.

Yontemler: Calismamizda, gossypin isimli maddenin 5 farkl tiirdeki mikroorganizmalar (2 gram pozitif bakteri, 2 gram
negatif bakteri ve 1 maya) iizerine olan antibakteriyel ve antifungal etkinlikleri bir mikrodiliisyon yontemi olan Sivi
Mikrodiliisyon Yontemi (SMD) ile tespit edilmistir. Ardindan, biyofilm olusumu; kristal viyole ve MTT testleri
uygulanmistir. Gossypin’in antibiyofilm aktivitesi mikroplaka yontemi ile tespit edilip, MTT deneyleri ile dogrulanmistir.
Son olarak ise, gossypin’in antiinvazif etkinligini 6lcmek amaciyla Adherent-Invasive Escherichia coli bakterisi ile Caco-
2 insan kolon hiicreleri enfekte edilerek, AEIC susunun invazyonu indiiklenmis ve etken maddenin invazyon lizerine olan
inhibe edici etkisi aragtirllmistir.

Sonug: Elde edilen sonuglara gore, gossypin’in doza bagh olarak antibakteriyel, antifungal ve antibiyofilm etkinligi oldugu
saptanmustir (MiK degerleri 40-80 pg/ml arasindadir). Buna ilave olarak, gossypin dozuna bagli olarak bakterilerin Caco-
2 hiicrelerine olan adezyon ve invazyon siiregleri lizerine etkili oldugu saptanmistir. 160 pg/ml gossypin uygulamasi
bakteri adezyonunu %67 oranina kadar ve bakteri invazyonunu %38 oranina kadar diisiirmektedir. Yapilan in-vitro
¢alismalar sonucunda gossypin’in IC50 dozunun 28,20 pg/ml oldugu tespit edilmistir.

Tartisma: Elde edilen veriler, gossypin'in birden fazla antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu ve bu etkilerin
mekanizmalarinin saptanmasi icin gelecekte detayli molekiiler ¢alismalarin yapilmasi gerektigini gosterdi.
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In vitro Investigation of Antibacterial, Antifungal, Antibiofilm, Antiadherent and
Antiinvasive Activities of Gossypin, A Flavonoid, on Standard Bacteria and Yeast Strains.

Abstract

Aim: In our study, it was aimed to investigate the effects of gossypin, one of the major components of the plant called
Hibiscus vitofolius, on microorganisms and their virulence properties (such as biofilm formation, adhesion and invasion
ability).

Methods: The antibacterial and antifungal activities of gossypin on 5 different types of microorganisms (2 gram positive
bacteria, 2 gram negative bacteria and 1 yeast) were determined by Broth Microdilution Method (BMD), a microdilution
method. Then, biofilm formation; crystal violet and MTT Cell Proliferation Assay were applied. Antibiofilm activity of
gossypin was determined by microplate method and confirmed by MTT Cell Proliferation Assay. In order to measure the
antiinvasive activity of gossypin, the invasion of the AEIC strain was induced by infecting Caco-2 human colon cells with
Adherent-Invasive Escherichia coli bacteria and the inhibitory effect of the active substance on the invasion was
investigated.

Results: According to the obtained results, it was determined that gossypin had a potential antibacterial, antifungal and
antibiofilm activity in a dose-dependent manner (between 40-80 pg/ml). In addition, it was determined that gossypin
was effective on the adhesion and invasion processes of Adherent-Invasive Escherichia coli (AIEC) to Caco-2 cells.
Application of 160 pg/ml gossypin reduced bacterial adhesion up to 67% and bacterial invasion up to 38%. As a result
of in-vitro studies, the IC50 dose of gossypin was found as 28.20 pg/ml.

Discussion: The obtained data showed that gossypin has more than one antimicrobial activity and future detailed
molecular studies should be performed to detect the mechanisms of those effects.

Keywords: Flavonoids, Gossypin, Antifungal, Antibacterial, Antibiofilm.

GIRIS oldukca Kkararsiz olup -202C’ de depolanmasi
gerekmektedir>. Gossypin basta kanser olmak
lizere birka¢ hastaligin patogenezinde yer alan
hiicresel stire¢lerdeki roliinden dolay1 etkili bir
ajan olarak literatiirde yerini almistir. Bazi
kanser calismalarinda, apoptotik® etkisinin yani
sira sinyal yolak proteinlerinin ekspresyonunda
da onemli role sahiptir?. Diger taraftan, 6nemli
bir dogal ajan olan gossypin’in
antiinflamatuvar8, antioksidan?®, antialerjik1?,
antitiimor!!, antinosiseptifl2 ve noéroprotektifl3
etkileri mevcut literatiirde tespit edilmistir.

Fenil alaninden tiirevlenen fenolik bilesiklerden
olan flavonoidler, bitkilerin meyve, tohum,
cicek, yaprak ve govdelerinde bulunan renkli
maddelerdir. Bitkilerin yasamlarinda bir¢ok
mekanizmada is goren flavonoidler ayni
zamanda bir¢ok iilkenin geleneksel halk
tibbinda kullandig1 preparatlarin icerisinde
bulunmakta ve ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Yapilan bilimsel ¢alismalara
gore flavonoidlerin bir¢ok mikrobiyal ajan
lizerinde antibakteriyel, antiviral, antiparaziter
ve antifungal etkileri basta olmak iizere bircok Son yillarda tlkemiz dahil tiim diinyada
koruyucu ve terapotik etkisi tespit edilmistirl-4.  enfeksiyon hastaliklar1 basta olmak iizere,
Gossypin (3,5,8,3',4'-pentahidroksi-7-0- birfok l.lastahgln t.edavi.si veya .('jnlenme.sinde
dogal ajanlar tercih edilmektedir. Bu ajanlar

glukozil  flavon),  Hibiscus vitifolius'un 7% o )
ilgili bitkilerden ekstrakte edilmekte,

(ebegiimeci otu) major kompenentlerinden biri S
olup, flavonoidlerin flavon yap1 sinifi icerisinde saflagtinlmakta ve etken madde olarak ilgili

yer almaktadir. Suda ¢oziinmeyip, seyreltik hastaliklarin "te"dav.i.u ve .6nler.1mesindeki
Potasyum Hidroksit (KOH) veya Dimetil muhtemel roliiniin 6grenilebilmesi amaciyla

Siilfoksit (DMSO) ile ¢oziinmektedir. Saf halde dfaneys?l calismalara  tabi tutulmalftadlr.
Literatiir taramasi yapildiginda;
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Epigallocatechin gallate (EGCG), curcumin,
resveratrol, Nigella sativa, apigenin ve benzer
bircok dogal ajan ile ilgili binlerce bilimsel
calisma gormek mimkiindiirl421.  Ancak
gossypin’in tarihi diger dogal ajanlar kadar eski
olmadigindan dolayi, hakkinda bu kadar detayh
bilgi edinmek miimkiin olmamuistir.

Planlanan c¢alismamizda Hibiscus vitofolius
isimli bitkinin major komponentlerinden biri
olan gossypin isimli etken maddenin
mikroorganizmalar ve onlarin viriilans
ozellikleri (biyofilm olusturma, adezyon ve
invazyon yetenegi gibi) ilizerine olan etkilerinin
arastirilmasi amaglanmistir.

YONTEMLER
Deney Gruplari

Calismamizda kullanilan standart maya ve
bakteri suslari; Candida albicans (ATCC-28367),
Escherichia coli (ATCC-25922), Staphylococcus
aureus ATCC-29213), Enterococcus faecalis
(ATCC-29212), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC-27853) Adherent-Invasive Escherichia
coli LF82 (AIEC) seklindedir.

Calismamizda kullanilan gossypin saf hali ile
ticari olarak temin edilmistir (Sigma, Gossypin
CAS Number: 652-78-8). Uygulanan gossypin
dozlarinin belirlenmesi i¢in literatiir destegi
alinmistir®1322, Buna ilaveten, MTT deneyi ile
gossypin’in IC50 dozu belirlenmistir. Liyofilize
olarak temin edilen gossypin’in ¢ozdiiriilmesi
amaciyla DMSO kullanilmis ve DMSO’nunda
bakteri ve mayalar tlizerinde olan etkisinin
Olctilmesi ve gossypin’in muhtemel etkilerinden
ayirt edilebilmesi amaciyla deney gruplarina
yalnmizca DMSO uygulanan grup eklenmistir.
Calismamizda tasarlanan deney gruplary; (i)
yalmizca DMSO uygulamasi, (ii) 0 pg/ml
gossypin uygulamasi, (iii) 2,5 pg/ml gossypin
uygulamasi, (iv) 5 pg/ml gossypin uygulamasi,
(v) 10 pg/ml gossypin uygulamasi, (vi) 20
pug/ml gossypin uygulamasi, (vii) 40 pg/ml
gossypin uygulamasi, (viii) 80 pg/ml gossypin
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uygulamast ve (ix) 160 pg/ml
uygulamasi seklindedir.

gossypin

Gossypin’in Antibakteriyel ve Antifungal
Aktivitelerinin Tespiti

Gossypin’in Candida albicans, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis
ve Pseudomonas aeruginosa isimli
mikroorganizmalara karsi Minimum Inhibitér
Konsantrasyon (MIK) degerini analiz etmek
icin, Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) rehberine gore mikrodiliisyon metodu
kullanilmistir =~ (Clinical and Laboratory
Standards Institute. Performance standards for
antimicrobial susceptibility testing, 2014:
Twenty-first Informational Supplement. CLSI
Document M100-S21. CLSI, Wayne, PA.).
Calismamizda kullandigimiz tim maya ve
bakteri suslarin, Sabouraud Dextrose Agar
(SDA) besiyerine ekimleri yapilmis ve 372C’de
bir gece inkiibasyona birakilmistir. Bir gecelik
inkiibasyonun ardindan, son konsantrasyonu
1x105 kob/ml olarak hazirlanan bakteri ve
maya kiiltiirleri, 0 ile 160 pg/ml arasinda
degisen (0, 20, 40, 80 ve 160 pg/ml)
konsantrasyonlarda  hazirlanan  gossypin
muamele edilerek MIK degerleri not edilmistir.

Gossypin’'in Biyofilm  Uzerine Olan
EtKkilerinin Arastirilmasi
Mikroorganizmalarin  biyofilm olusturup

olusturmadiginin tespit edilebilmesi amaciyla,
96-kuyucuklu mikroplakalara yapilan ekimler
ve inkibasyon islemini takiben; %0,1
konsantrasyona sahip kristal viyole boyasi her
bir kuyucuga 200 pl olacak sekilde pipetlendi.
Bu islemi takiben tiim kuyucuklar PBS ile ii¢ kez
yikandi. Mikroplakalar kurutulduktan sonra,
%96 konsantrasyona sahip etanol her kuyucuga
200 ul olacak sekilde eklendi. Mikroplakalarin
havayla temasini Onlemek icin kapaklari
kapatilip 15 dakika beklendi ve
spektrofotometrede oOl¢climler 570 nm dalga
boyunda yapildi. Her bir sus i¢in calisma 3
tekrarli olarak gergeklestirildiz3. Elde edilen
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Optical Density (OD) degerleri negatif kontrol
ile karsilastirildi. OD degeri negatif kontroliin
lizerinde olan suslar biyofilm pozitif olarak
degerlendirildi. OD degeri ve biyofilm pozitifligi
arasindaki iliskiye dair bilgiler Tablo 1'de
sunulmustur. Hem negatif kontrol hem de
suslarin OD degerleri tek basina DMSO’nun OD
degeri eksiltilerek hesaplandi.
Tablo I: Galismamizda test edilen mikroorganizmalarin
biyofilm Uretim duzeyi belirleme kriterleri
OD Degeri
OD < NK
NK < OD = 2*NK
2*NK < OD = 4*NK
4*NK < OD

Biyofilm Gretim diizeyi

biyofilm negatif

zayif diizeyde biyofilm

orta diizeyde biyofilm

orta diizeyde biyofilm

Tablo II: Gossypin dozlarina ait adezyon sonuglari

Kontrole goére

Deney Gruplari % adezyon

Kontrol grubu 100

2.5 ug/ml gossypin uygulamasi 98

5 ug/ml gossypin uygulamasi 99

10 pg/ml gossypin uygulamasi 93

20 pg/ml gossypin uygulamasi 85

40 pg/ml gossypin uygulamasi 80

80 pg/ml gossypin uygulamasi 61

160 pg/ml gossypin uygulamasi 67

96 kuyucuklu mikroplakalarda tretilen
mikroorganizmalarin biyofilm lretip

turetmediklerinin kristal viyole boyama teknigi
ile tespitinin ardindan gossypin uygulamasi
gerceklestirilmistir. Ilgili deney kuyucuklarina 0
ile 160 pg/ml arasinda degisen dozlarda
hazirlanan gossypin’in uygulanmasinin
ardindan 96 kuyucuklu plaka 37 2C’de 24 saat
inkiibe edilmis ve gossypin’in biyofilm
miktarinda  azalmaya  sebebiyet  verip
vermeyecegi MTT deneyi ile kontrol edilmistir.

Biyofilm inhibisyon deneyinin yapilis amaci,
gossypin’in maya ve bakteri suslarinin sahip
oldugu biyofilm yetenekleri {izerine olan
muhtemel inhibe edici etkisinin ortaya
koyulmasidir. ilk olarak, 100 puL 1x106 kob/ml
maya/bakteri susu iceren ve 100 pL taze TSB

besiyeri iceren toplam 200 pL’lik siispansiyon
96-kuyucuklu polistren mikroplakalara
yuklenmis, 372C'de bir gece boyunca
inkiibasyonda  bekletilmistir.  Inkiibasyon
stiresini  takiben adezyon saglayamayan
mikroorganizmalarin PBS ile yikanmasi
suretiyle ortamdan uzaklastirilmasi islemi
gerceklestirilmistir. Ardindan, iginde 0-160
pug/ml arasinda degisen dozlarda hazirlanan
Gossypin maddesi igceren 200 upL’lik TSB
medyumu kuyucuklara eklenmis ve tekrar

37°C'de bir gece boyunca inkiibasyona
alinmistir24,
Biyofilm  gelisimini  takiben  uygulanan

gossypin’in etkisinin o6lgiilebilmesi amaciyla
menadion ve MTT c¢ozeltileri kullanilmistir.
MTT  ¢ozeltisi 100 ml PBS icinde
¢ozdirildikten sonra, 0.22 pm por c¢aph
filtreden gecirilerek steril hale getirilmis ve
tipler 1siktan korunacak sekilde aliiminyum
folyo ile kaplanarak -80°C’de saklanmistir.
Takip eden siirecte, menadion ¢ozeltisi, 10 ml
%100°liik aseton icinde 17,22 mg menadionun

¢oziinmesiyle 10 mM olacak sekilde
hazirlanmis, steril ependorflara 10 pl'lik
kisimlar halinde dagitilmis ve -80°C'de

saklanmistir. Deney zamani geldiginde 10 ml
MTT ve 1 pl menadione 96 kuyucuklu plakalara
dagitilarak 37°C’de 90 dakika inkiibe edilmistir.
OD, MultiSkan GO (Thermo Fisher Scientific)
ELISA okuyucu ile 570 nm dalga boyunca
Olgiilmustiir.

Adezyon ve invazyon Deneyleri

Calismamizda hiicrelerin enfekte edilmesi
amaciyla bakteri kullanildigindan dolayi, hiicre
kiltiriniin devamlihgl icin hiicre pasajlarinda
kullanilmak lzere 200 ml
(penisilin/streptomisin/gentamisin antibiyotik
soliisyonu iceren) hiicre kiltir ortami
kullanilmis, bakteri enfeksiyonunu takiben
yapilan hiicre kiiltir c¢alismalarinda ise
antibiyotik sollisyonu ve L-glutamin icermeyen
hiicre kiltir ortami kullanilmistir.
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Kontaminasyonun oOniine gecebilmek icin
sterilite sartlarina azami 6zen gosterilmistir.

Bu calismada, laboratuvarimizda pasajlar
mevcut  olan  Amerikan  Tip Kiltiir
Koleksiyonundan “ATCC, HTB-37” kodlu insan
Epitelyal Kolorektal hiicre hatti (Caco-2)
kullanilmistir. Hiucre Kkiiltiri ¢alismalarinin
tamami steril laminar kabin icerisinde
gerceklestirilmistir. 20 mL Fetal Bovine Serum
(FBS), toplamda 8 ml antibiyotik sollisyonu, L-
glutamin, vitamin karisimi, non-essential amino
asit karisimi ve 172 mL Dulbecco Modified
Eagle Medium (DMEM) medyum karistirilarak
hiicreler T75 flasklara ekilmistir. 37°C, %5 CO2
sartlarda inkiibe edilen hiicreler yeterli
konfluense ulastiginda, eski Kkiiltiir ortami
uzaklastirilmis ve flask 5 ml PBS ile yikanmistir.
Ardindan, flaska 800 uL tripsin eklenerek 4-5 dk
inkiibatéorde bekletilmis, pipetaj yardimiyla
hiicreler, flask yilizeyinden uzaklastirildiktan
sonra yaklasik 10 mL’lik hacmin 3.5 mL’si hiicre
pasajl icin yeni flaska aktarilip taze kiiltiir
ortami1 ile 15 mLl'ye tamamlanarak hiicre
kiltiriinin devamlilig1 icin 37°C’de inkiibe
edilmistir. Kalan hacim yeni bir falkon tiipe
aktarilarak 900 rpm de 5 dk santrifiij edilmis ve
sipenatant  dokiilerek, pelet muhafaza
edilmistir.  Ardindan, pelet, antibiyotik
icermeyen Kkiiltiir ortamindan (Modified Eagle
Medium-MEM+FBS %10) yaklastk 5 mL
eklenerek siispanse edilmistir. Hiicre sayimi
hemositometre aracilig ile gergeklestirilmis ve
hemositometredeki her kare icine 4x105
hiicre/mL yogunluk olacak sekilde oranlama
yapilmistir. Istenilen hiicre yogunluguna sahip
hiicre siispansiyonu elde edildikten sonra
stispansiyon her kuyucuga 1 ml gelecek sekilde
24 kuyucuklu plate plaklarina aktarilmistir2s.

Bakteriyel kilttir i¢in kullanilan AIEC siv1 Luria-
Bertoni (LB) besiyerlerine ekilmis ve seriler i¢in
hemoliz tiipleri kullanilmistir. Hiicrelerin AIEC
ile enfekte edilmesi islemi baslamadan 3 saat
once AIEC susu 37°C’de Kkarbondioksitli
inkiibatorde inkiibe edilmistir. Ayrica, Caco-2
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hiicreleri de 6 saat 6nce 37°C’de karbondioksitli
inkiibatérde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
suiresinin sonunda, hiicreler PBS ile iki kez
yikanmistir.  Hiicrelerin  enfeksiyonu icin
antibiyotiksiz kultiir ortamindan 1 mL her bir
kuyucuga eklenmistir (her bir kuyucukta 4x105
hiicre/mL). Ardindan, ilgili kuyucuklara AIEC
bakteri stispansiyonundan eklenmistir.

Mikroplaka kuyucuklarinda yeterli konfluense
ulasildig1 anlasilan hiicreler tizerine daha 6nce
de belirtildigi tizere DMSO icinde ¢ozdiiriilen
gossypin, 0 ile 160 pg/ml arasinda degisen
dozlarda uygulanmistir. DMSO kaynakl
olusmasi muhtemel etkinin bertaraf
edilebilmesi amaciyla ¢alismalarimizda yalnizca
DMSO’nun uygulandigi bir deney grubu da yer
almis, bu grupta elde edilen etki diger
gruplardaki veriden diisiilerek daha saglikh
sonuclar elde edilmesi planlanmistir.

MTT Canlilik Analiz Testi

96 kuyucuklu mikroplakada bulunan 100 pl
medyum ve hicre Kkarisimi tlizerine, 10 pl
hazirlanmis MTT soliisyonundan ilave edilmis 3
saat inkiibe edilmistir. inkijbasyonu takiben,
mikroplakadaki medyum bir pipet ile alinarak
MTT ¢oziici soliisyonundan 100 pl ilave edilip
20 dk inkiibatérde bekletilmistir. Ardindan, 96
kuyucuklu mikroplaka spektrofotometre ile
570 nm absorbans degerinde Ol¢iimleri 3
tekrarli olarak yapilmistir. Microsoft Excel
programi yardimi ile uygulanan doz ve % hiicre
canhlik egrisi belirlenerek %50 baskilayici
konsantrasyon (IC50) degeri logaritmik egim
grafigi ile hesaplanmistir.

Caco-2 Hiicreleri Uzerine
Antiadezif Etkisinin Tespiti

Gossypin’in

Adezyon deneyi Darfeuille-Michaud ve ark.26
olusturdugu protokole gore yapilmistir. Kiiltiir
ortamindan adezyon tabakasinin kaldirilmasini
takiben, medyum dokiilerek her kuyucuk 1 mL
PBS ile 3 kez yikanmistir. Yikamanin ardindan,
mikroplaka kurutularak her kuyucuga %1
konsantrasyona sahip triton X-100 500 pL
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olacak sekilde ilave edilmistir. Gli¢li bir pipetaj
yapildiktan sonra her bir kuyucuktaki icerigin
tamami ependorf tiliplere transfer edilmistir.
Seri  dilisyonlar 10-1,10-2,10-3,10-4,10-5
oranlarinda (450 pL de 50 pL olacak sekilde)
yapildiktan sonra AIEC bakteri susu icin LB-
agar besiyerine 25 pL olacak sekilde ¢izgi ekim
teknigi ile ekilmis ve koloni sayimi i¢cin 37°C’de
bir gece boyunca inkiibasyona alinmistir.

Caco-2 Hiicreleri Uzerine
Antiinvazif EtKisinin Tespiti

Gossypin’in

Invazyon deneyi Darfeuille-Michaud ve ark:26
olusturdugu protokole gore yapimistir.
Inkiibasyon siiresi dolmadan énce %1 oraninda
gentamisin (10 mg/mL) iceren kiltiir ortami,
ornek sayisina gore final hacim belirlenip taze
olarak hazirlanmistir. inkiibasyon siiresinin
sonunda invazyon plakast alinmis, kultir
ortami dokilerek her bir kuyucuga yaklasik 1
mL PBS gelecek sekilde 2 kez PBS ile
yikanmistir. Yikamanin ardindan, mikroplaka
kurutularak her kuyucuga 1 mL gentamisinli
kiltiir ortami ilave edilmistir. Hiicreler 1 saat
boyunca 37 2C'de %5 CO2 ortamda inkiibe
edilmistir. Ardiandan, her kuyucuk tekrar 1 mL
PBS ile yikanmistir. Yikamanin ardindan,
mikroplaka kurutularak her kuyucuga %1
konsantrasyona sahip triton X-100 500 puL
olacak sekilde ilave edilmistir. Gli¢li bir pipetaj
yapildiktan sonra her bir kuyucuktaki igerigin
tamami ependorf tiliplere transfer edilmistir.
Seri diliisyonlar 10-1,10-2,10-3, oranlarinda
(450 pL de 50 pL olacak sekilde) yapildiktan
sonra AIEC bakteri susu icin LB-agar besiyerine
25 pL olacak sekilde cizgi ekim teknigi ile
ekilmis ve koloni sayimi i¢in 37°C’de bir gece
boyunca inkiibasyona alinmistir.

BULGULAR

Gossypin’in Antibakteriyel ve Antifungal
Etkileri

Sivi Mikrodilisyon Yontemi ile
gerceklestirdigimiz calismamiz sonucunda; MiK

degerleri Candida albicans i¢in 40 pg/ml,
Escherichia coli icin 40 pug/ml, Staphylococcus
aureus icin 80 ug/ml, Enterococcus faecalis icin
80 pg/ml ve Pseudomonas aeruginosa icin 80
ug/ml olarak saptanmistir.

Gossypin’in Antibiyofilm EtKisi

Antibiyofilm etkinliginin varligini saptadigimiz
gossypin isimli ajan farkli mikroorganizmalarin
olusturdugu biyofilmler tizerinde farkh etkiler
ortaya koymaktadir. Gergeklestirilen in vitro
deneyler sonucunda; biyofilmlerin
olusturulmasi, biyofilm varliginin tespit
edilmesi, gossypin uygulamasi ve ardindan MTT
Olclimleri sonucunda elde edilen grafikler
asagida her mikroorganizma ig¢in ayr1 ayri
verilmistir.

Ik olarak, gossypin’in Staphylococcus aureus
bakterisi lizerine olan etkinligi
degerlendirilmistir. 96 kuyucuklu plakalarda
tretilen bakterinin olusturdugu biyofilm
tizerine 0, 20, 40, 80 ve 160 pg/ml doz
araliginda uygulanan gossypin’in biyofilm
olusumunun 6nlenmesinde etkili oldugu tespit
edilmistir (Sekil-1).

Staphylococcus aureus
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Sekil 1. Gossypin’in Staphylococcus aureus tarafindan
olusturulan biyofilm formasyonu Uzerine olan etkinligi

Ikinci olarak, gossypin'in Pseudomonas
aeruginosa bakterisi biyofilm olusumu iizerine
olan inhibe edici etkisinin arastirilmasi
sonucunda elde edilen grafik asagidaki gibidir.
Kontrol grubuna kiyasla tiim dozlarda farkh
oranlarda inhibe edici etki go6zlemlenmistir
(Sekil-2).
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Pseudomonas aeruginosa
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Sekil 2. Gossypin'in  Pseudomonas aeruginosa
tarafindan olusturulan biyofilm formasyonu Uzerine olan
etkinligi

Ucilincii mikroorganizma olan Enterococcus
faecalis'in  olusturdugu biyofilm {zerine
gossypin’in  etkileri arastirildiginda, diger
bakterilere benzer olarak doza bagh olacak
sekilde gossypin’in etkili oldugu tespit
edilmistir (Sekil-3).

Enterococcus faecalis
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Sekil 3. Gossypin’in Enterococcus faecalis tarafindan
olusturulan biyofilm formasyonu lzerine olan etkinligi

Dordiincii bakteri olarak ¢alismamizda yer alan
Escherichia coli {lizerine gossypin’in etkileri
arastirildiginda, yine doza bagh olarak artan bir
inhibe edici etki oldugu tespit edilmistir (Sekil-
4).

Escherichia coli
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Sekil 4. Gossypin’in Escherichia coli tarafindan
olusturulan biyofilm formasyonu Uzerine olan etkinligi

Calismamizda kullandigimiz son
mikroorganizma olan Candida albicans i¢in de
diger DoOrt mikroorganizmada ortaya ¢ikan
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etkiye benzer etki tespit edilmistir. Yiiksek doz
gossypin uygulamasinin diger dozlardan daha
etkin bir sekilde Candida albicans biyofilm
olusumunu engelledigi tespit edilmis ve grafige
yansitilmistir (Sekil 5).

Candida albicans
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Sekil 5. Gossypin’in Candida albicans tarafindan
olusturulan biyofilm formasyonu uzerine olan etkinligi

Caco-2 Hiicrelerinde Gossypin’in Etkileri

Caco-2 kolon hiicrelerinin oldugu ortama
inokiile edilen Escherichia coli LF82 suslarinin
sayisinda gossypin doz uygulamasina bagh
olarak azalmalar oldugu tespit edilmistir. Dusiik
dozlarda etki oldukca az tespit edilirken, doza
bagh olarak etkinin arttig1 tespit edilmistir. 0-
160 pg/ml doz araliginda uygulanan gossypin
maddesinin ardindan Caco-2 hiicrelerinde

ortaya ¢ikardigt IC50 dozu Sekil 6’'da
gosterilmistir. Bu ¢calismada gossypin i¢in elde
edilen IC50 dozu 28,20 pupg/ml olarak
hesaplanmistir.

110

1004 1C50=28,20 ng/mil
=
i‘:ﬁ
3

100 120 140 160

40 60 80
(ug/ml)

0 20

Sekil 6. Gossypin’in IC50 dozu grafigi

Yine Caco-2 hiicrelerine bakteri verildikten 3
saat sonra uygulanan Gossypin dozlarina bagh
olarak 24 saatlik hiicre canlilik analiz Sekil 7’de
ki gibidir. Grafik detayl olarak incelendiginde
yliksek doz Gossypin uygulamasinin cok etkili
olmadigi, 20-40 pg/ml araliginda bir dozun
daha ideal olabilecegi kanisina varilmistir.
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Sekil 7. MTT canlilik analiz sonuglari
Gossypin’in Antiadezif Etkisi
Adezyon sonuglar1 incelendiginde; AIEC
bakterisinin 06zellikle 80 upg/ml gossypin
uygulamasinin gerceklestirildigi grupta
hiicrelere % 61 daha az yapistigi tespit

edilmistir (Tablo II). Diisiik doz gossypin
uygulamalarinin adezyona etkisinin olduk¢a
yuksek oldugunu sdylemek miimkiin degildir.

Gossypin’in Antiinvazif EtKisi

Kontrol grubunda tiim mikroorganizmalarin
hiicrelerin icine invaze oldugunu varsayarak
%100 olarak degerlendirilmis ve gossypin
dozlar1 uygulamasi sonucu elde edilen ytizdeler
asagidaki tabloda paylasilarak invazyon iizerine
gossypin’in etkisi ortaya konulmaya
calisilmistir. invazyon sonuglari incelendiginde;
AIEC bakterisinin 6zellikle 40 pg/ml gossypin
uygulamasinin gerceklestirildigi grupta
hiicrelere % 33 daha az invaze oldugu tespit
edilmistir. Diisiik doz gossypin uygulamalarinin
invazif etkisi var olmakla beraber yiizdesel
olarak az miktardadir. intraseliiler AEIC tespiti
en diisiik saptanan gruplar 40, 80 ve 160 pg/ml
gossypin  uygulamasinin  gerceklestirildigi
gruplardir (Tablo 3).

Tablo Ill: Gossypin dozlarina ait invazyon sonuglari

Deney Gruplari !(ontrole gore %
invazyon
Kontrol grubu 100
2.5 ug/ml gossypin uygulamasi 83
5 pug/ml gossypin uygulamasi 72
10 pg/ml gossypin uygulamasi 71
20 pg/ml gossypin uygulamasi 51
40 pg/ml gossypin uygulamasi 33
80 pg/ml gossypin uygulamasi 40
160 pg/ml gossypin uygulamasi 38
TARTISMA
Mevcut literatiir incelendiginde, Hibiscus
vitifolius’”dan  izole  edilen  gossypin’in,

(3,5,8,3,4pentahidroksi-7-0-glukosil flavon 8-
glukozit) antioksidant, antiinflamatuvar ve
analjezik ozelliklere sahip oldugu
goriilecektir27-29,

Calismamizda kullandigimiz; Candida albicans,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis ve Pseudomonas
aeruginosa isimli mikroorganizmalar iizerine
cesitli  dozlarda uygulanan  gossypin’in
antibakteriyel, antifungal ve antibiyofilm
etkinliginin arastirilmasi gerceklestirilmistir.
Elde edilen veriler incelendiginde doza bagh

olarak gossypin’in tlim bu
mikroorganizmalarda biyofilm olusumunu
farkli ytlzdelerde inhibe ettigi ve invitro
deneylerde bakteri invazyonunu oOnleyerek
mikroorganizma sayisini  azalttiglt  tespit
edilmistir.

Gossypin'in  ¢ok sayida bakteriye veya
mikroorganizmaya karsi antimikrobiyal
etkilerinin incelendigi literatirde tek bir

calisma oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alisma
2007 yilinda gergeklestirilmis olup 5 adet
bakteri ve 1 adet maya hiicresi iizerinde
gossypin’in  etkinliginin = denendigi  bir
calismadir39, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia colj,
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Klebsiella pneumoniae ve Salmonella typhi
isimli bakteriler ve Candida albicans isimli maya
hiicreleri  lizerine  gossypin  etkinliginin
arastirildigl bu ¢alismadan elde edilen sonuglar
yiksek oranda c¢alismamizdaki veriler ile
benzerlik  gostermekteydi (30). Yapilan
degerlendirme sonucunda gossypin’in
Escherichia coli ve Staphylococcus aureus
lizerine orta derecede etkinligi; Pseudomonas
aeruginosa ve Salmonella typhi iizerine hafif
derecede etkinligi ve son olarak da Klebsiella
pneumoniae lizerine ise etkisiz oldugu kanisina
varilmistir. Bizim c¢alismamizda ortak olarak
irdelenen 3 mikroorganizmaya  karsi
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve
Pseudomonas aeruginosa) gossypin’in orta ve
yiksek derecede etkinligi gosterilmistir ve
calismamizda elde edilen MIK degerleri bu
bakteriler icin sirasiyla ¢alismalar1 40, 80 ve 80
pg/ml olarak hesaplanmistir. Calismamizda
gossypin’in Candida albicans biyofilm olusumu
lizerine etkinligi saptanarak grafik olarak
sunulmusken, Chamundeeswari ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada gossypin’in C.
albicans tizerine etkili olmadigi belirtilmistir.

Bu calismanin disinda gossypin’in literatiirde
antibakteriyel veya antifungal etkisine dair
herhangi bir veri mevcut degildir. Saf olarak
gossypin’e ait antimikrobiyal veriler sinirl olsa
da, icinde major komponent olarak bulundugu
Hibiscus vitifolius (ebegiimeci otu) isimli
bitkinin ve ayni bitkideki diger major
komponent olan apigenin’in antimikrobiyal
etkinliklerinin oldugu yine mevcut literatiirde
karsimiza ¢ikmaktadir3132,

Calismamizin bazi kisithliklart mevcuttur. Daha
fazla mikroorganizma ve daha genis
konsantrasyon araliginda gossypin
uygulamalar1  gerceklestirilebilirdi.  Ayrica,
calisma sonuglarinin daha efektif
degerlendirilebilmesi icin ilave molekiiler
teknikler kullanilabilirdi. Gelecekte
gerceklestirilmesi muhtemel ¢alismalarda bu
kisithliklar g6z ontinde bulundurulacaktir.
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SONUC

Elde edilen sonuclar, literatiirde konu ile alakal
¢ok az veri oldugundan dolay1 olduk¢a 6nemli
bir yere sahiptir. Gossypin isimli dogal ajanin,
calismamizda tanimlanmis  antibakteriyel,
antifungal ve antibiyofilm etkinliginden yola
cikarak oldukca oOnemli bilimsel noktalara
ulasilabilir. Elde edilen bu veriler, ilerleyen
zamanda gerceklestirilecek detayh
calismalarda bir 6n ¢alisma niteligi tasiyacaktir.
Gossypin’in antimikrobiyal ve antibiyofilm
etkisinin nasil ortaya ¢iktigi, bu etkilerin ortaya
cikisinda gossypin’in  hangi mekanizmalara
kars1 etkili oldugu, bu mekanizmalarin
tetiklenmesi ve /veya inhibisyonunda tistlendigi
gorev gibi bazi bilimsel ve ¢6zililmesi gereken
sorular karsimizda durmaktadir. Planlanacak in
vivo ve in vitro deneyler ile gossypin’in bu
sorulara yanit olabilecek verilerini elde etmek
mimkiindiir. Bu etkilerin molekiiler
mekanizmasinin  ¢ézlimlenmesini  takiben,
yapilmasi muhtemel ilag ¢calismalarinda bu veri
ve mekanizmalarin islenmesi gerekmektedir.
Diger taraftan, hastaliklarin tedavisinde dogal
urtinlerin tercih edilmesinin bir takim saghk
sorunlarina yol agabilecegi, iirlinlerin etkili olup
olmadiginin saptanmasi1 yaninda toksisite
testleri ile olas1 zararlarinin da belirlenmesi
gerektigi bu irilnlerin etkinliginin net bir
sekilde ortaya konmasi i¢in olduk¢a elzem bir
durumdur. Tim bu olaylar silsilesi ele
alindiginda, gossypin’in etkinliginin tespitinin
yanli sira basarihi  toksisite testlerinin
gerceklestirilmesinin ardindan potansiyel ilag
olma ve/veya ila¢ c¢alismalarinda islenen
mekanizmalara yonelik calismalara temel olma
gorevi yiuksek  potansiyeldir. Gelecek
calismalarin bu yodnde gerceklestirilmesini
takiben elde edilecek somut drunlerin;
tlkemize toplumsal, saghk, kiltirel ve
ekonomik alanlarda ciddi katkida bulunacagi
diistintilmektedir.

Sunum: Calismamiz, 23-26 Nisan 2022 tarihinde
Portekiz’in Lizbon kentinde dizenlenen 32.
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European Congress of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases (ECCMID) kongresinde poster
olarak sunulmustur.

Etik Kurul Onay1: Bu calisma; herhangi bir canh
(insan, deney hayvani) materyali icermediginden, in
vitro sartlarda standart olarak temin edilmis
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gerceklestirildiginden dolay1 etik kurul onayi
gerektirmemektedir.
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